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El presente trabajo de tesis abarca el diseño, fabricación y estudio de las 

propiedades ópticas de sistemas compuestos de nanopartículas metálicas puras o 

formando un hibrido con óxido de hierro magnético. Luego estos nanosistemas fueron 

empleados para la detección óptica o fotodegradación de analitos de interés 

agroalimenticio.   

En particular, los sistemas estudiados están compuestos por diversos tipos de 

nanoestructuras metálicas en dispersión coloidal: agregados de nanopartículas de 

metales nobles (Au, Ag) de forma aproximadamente esféricas, agregados de 

nanopartículas anisotrópicas (nanovarillas) y nanoestructuras hibridas, en este caso, 

conformadas por un núcleo de magnetita con nanopartículas de Au en su superficie 

(nanopartículas tipo núcleo-NPs satélites).   

Las nanoestructuras formadas fueron caracterizadas utilizando diversas 

técnicas espectroscópicas, así como también, técnicas de microscopía electrónica y 

de difracción de Rayos X. La respuesta óptica experimental de cada uno de los 

nanosistemas fabricados fue correlacionada e interpretada mediante simulaciones 

electrodinámicas utilizando teoría de Mie o DDA (del inglés, Discrete Dipole 

Approximation). A partir de la   correlación entre experimentos y teoría, fue posible 

determinar en dispersión coloidal las distintas concentraciones y fracciones de cada 

una de las poblaciones de nanoestructuras presentes en los sistemas de estudio. 

Esta herramienta aporta nueva información que permite comprender la respuesta 

experimental obtenida para cada nanodispositivo, así como también definir sus 

futuras aplicaciones.  

Una característica de las nanopartículas metálicas es que pueden 

funcionalizarse con diversas moléculas. En particular, la conjugación de biomoléculas 

con nanopartículas permite generar materiales que combinan las propiedades ópticas 

plasmónicas con la capacidad de bioreconocimiento altamente específico de las 

biomoléculas. En esta tesis utilizando el par biomolecular biotina-estreptavidina se 

estudió un nanosensor que, mediante espectroscopia UV-Visible, permite la 

detección ultrasensible de gliadina, analito de gran relevancia en la Ciencia de los 

alimentos. 
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 A su vez, utilizando el par biomolecular anteriormente mencionado se 

presentó un enfoque plasmónico para estudiar, mediante espectroscopía UV-Vis, la 

cinética de unión de las interacciones proteína-ligando ancladas a la superficie de 

nanopartículas. Estudiar la cinética de unión de complejos proteínas/ligando-

nanopartículas permite el desarrollo de bionanosensores de afinidad para el 

monitoreo y diagnóstico de enfermedades en la atención médica, la investigación y 

las aplicaciones industriales.   

A demás, la especificidad y alta afinidad de la interacción del par biotina-

estreptavidina permitió la fabricación dímeros de nanopartículas de oro con una 

distancia interpartícula controlada. Los dímeros fueron utilizados, mediante 

espectroscopía vibracional Raman Incrementada por Superficie (SERS, del inglés, 

Surface Enhanced Raman Spectroscopy), como plataforma para la detección 

ultrasensible, directa e indirecta de anticuerpos biotinilados específicos para gliadina 

y ara h1 (proteína de interés para las personas alérgicas al maní). 

 Otro aspecto de interés analizado es cómo correlacionar en forma rigurosa los 

factores de incrementos SERS experimentales en agregados de nanopartículas con 

los factores de incrementos calculados usando simulaciones electrodinámicas.  Este 

es un tópico de gran relevancia ya que cuando se generan agregados de 

nanopartículas utilizando puentes moleculares, las moléculas que contribuyen en 

forma significativa a la señal SERS son aquellas que se encuentran en la región 

interpartícula donde el campo eléctrico que se genera es mucho mayor que en el 

resto de la nanoestructura. Determinar el número o concentración de moléculas 

situadas en estas regiones, requiere determinar el número o concentraciones de 

monómeros, dímeros, trímeros etc, formados luego del agregado de la molécula que 

induce la agregación.  En esta tesis mostramos cómo mediante simulaciones de los 

espectros de extinción se puede obtener información sobre la concentración de cada 

tipo de nanoagregados formado y de esta manera estimar el número de moléculas 

que efectivamente contribuyen a la señal SERS.  Esta nueva aproximación permite 

determinar el factor de incremento intrínseco de sustratos SERS el cual es un 

parámetro que define su calidad como nanosensor. 
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 Finalmente, se estudiaron algunos factores de naturaleza plasmónica que 

controlan y mejoran las propiedades fotocatalíticas de nanoestructuras hibridas de 

magnetita-oro en el proceso de degradación fotoinducida de azul de metileno, un 

antiséptico ampliamente utilizado en la acuicultura. 

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral contribuyen a la 

comprensión de las propiedades ópticas de nanoestructuras plasmónicas y a su 

aplicación para la detección o fotodegradación de moléculas de interés agroindustrial. 
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This Ph.D. thesis is aimed to the design, fabrication and study of the optical 

properties of systems composed of pure metallic nanoparticles or coupled to magnetic 

iron oxide to form hybrid nanostructures. Then, these nanosystems were applied for 

the optical detection or photodegradation of analytes of agronomic interest. 

In particular, the systems studied are composed of various types of colloidal 

dispersion metal nanostructures such as, aggregates of noble metal nanoparticles 

(Au, Ag) of approximately spherical shape, aggregates of anisotropic nanoparticles 

(nanorods) and hybrid nanostructures, in this case, shaped by a magnetite core with 

Au nanoparticles on its surface (core-satellite nanoparticles). 

The formed nanostructures were characterized using various spectroscopic 

techniques, as well as electron microscopy techniques, X-ray diffraction. The 

experimental optical response of each of the manufactured nanosystems was 

correlated and interpreted by electrodynamic simulations using Mie theory or DDA 

(Discrete Dipole Approximation). From the correlation between experiments and 

theory, it was possible to determine in colloidal dispersion the different concentrations 

and fractions of each of the populations of nanostructures present in the study 

systems. This tool provides new information that allows us to understand the 

experimental response obtained for each nanodevice, as well as to define its future 

applications. 

A characteristic of metallic nanoparticles is that they can be functionalized with 

various molecules. In particular, the conjugation of biomolecules with nanoparticles 

makes it possible to generate materials that combine plasmonic optical properties with 

the highly specific biorecognition capacity of biomolecules. In this thesis, using the 

biotin-straptavidin biomolecular pair, we have designed a nanosensor that, through 

UV-Visible spectroscopy, allows the ultrasensitive detection of highly relevant gliadin 

in food science. 

Using the aforementioned biomolecular pair, a plasmonic approach was 

presented to study, by UV-Vis spectroscopy, the binding kinetics of protein-ligand 

interactions after the formation of Ag nanoparticle dimers. To understand the protein-

ligand binding kinetics anchored to nanoparticles allows the development of affinity 
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bionanosensors for the monitoring and diagnosis of diseases in medical care, 

research and industrial applications. 

Furthermore, the specificity and high affinity of the interaction of the biotin-

streptavidin pair, was used to manufacture dimers of gold with a controlled interparticle 

distance. Subsequently, the dimers were used by Surface Enhacement Raman 

Spectroscopy (SERS) as platform for the ultrasensitive, indirect and indirect detection 

of biotinylated antibodies specific for gliadin and ara h1 (protein of interest to peanut 

allergy diseace). 

Another aspect of interest analyzed is how to correlate the experimental SERS 

enhancement factors in nanoparticle aggregates with the enhancement factors 

calculated using electrodynamic simulations. This is a topic of great relevance since 

when nanoparticle aggregates are generated using molecular bridges, the molecules 

that contribute significantly to the SERS signal are those found in the interparticle 

region where the electric field that is generated is much greater than in the rest of the 

nanostructure. Determining the number or concentration of molecules located in this 

region require determining the number or concentrations of monomers, dimers, 

trimers, etc., formed after the addition of the molecule that induces aggregation. In this 

thesis we show how by means of extinction spectra simulations it is possible to obtain 

information on the concentration of each type of nanoaggregate formed and thus 

estimate the number of molecules that effectively contribute to the SERS signal. This 

new approach allows to determine the intrinsic increase factor of SERS substrates, 

which is a parameter that defines their quality as a nanosensor. 

Finally, some plasmonic factors that control and improve the photocatalytic 

properties of hybrid magnetite-gold nanostructures in the photoinduced degradation 

process of methylene blue, an antiseptic widely used in aquaculture, were studied. 

The results presented in this Doctoral Thesis work contribute to the 

understanding of the optical properties of plasmonic nanostructures and their 

application for the detection or photodegradation of molecules of agro-industrial 

interest. 

Introducción y estructura de la tesis 
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 El objetivo general de esta tesis es establecer las bases fisicoquímicas y 

analíticas para la implementación de sensores plasmónicos ópticos para la 

determinación, así como también, la fotodegradación de analitos de interés 

agroalimentario. 

La plasmónica es una disciplina de la nanofotónica que se ocupa 

principalmente de estudiar la interacción de la luz con materiales que presentan 

dimensiones en la nanoescala. En particular, las nanopartículas (NPs), de metales 

nobles como oro y plata no solo presentan propiedades ópticas que pueden ser 

moduladas en base a parámetros morfológicos y del entorno inmediato en el que se 

encuentren, sino que también presentan una química superficial que posibilita realizar 

diversas estrategias de funcionalización. Estas características  permiten  desarrollar 

una vasta gama de aplicaciones conjugando las propiedades ópticas y superficiales 

de estos nanomateriales1–7.  

La motivación de desarrollar sensores ópticos plasmónicos para la detección 

o fotodegradación de analitos de interés agroindustrial surge de que, históricamente, 

la industria agroalimentaria en Argentina ha sido un sector vital de la economía del 

país8. A su vez, en las últimas décadas la sociedad ha mostrado una creciente 

preocupación por la salud haciendo énfasis, entre otros aspectos, en cuidar la calidad 

y cantidad de los alimentos que se ingieren. En la actualidad la producción de 

alimentos generada por la agricultura y ganadería intensivas conlleva el uso 

desmedido de pesticidas y suplementos, haciendo que la ingestión de alimentos 

pueda generar distintas patologías como obesidad, celiaquía y diabetes, entre otros 

trastornos.  Por otra parte,  la explotación intensiva de los recursos naturales del país 

conlleva a grandes problemas de contaminación ambiental tales como la  pérdida de 

la calidad del aire, de los  recurso hídricos y de los suelos disponibles para actividades 

agrícolas9–11. 

En este contexto, surge la necesidad de desarrollar métodos analíticos de o 

dispositivos que permitan detectar de forma rápida, ultrasensible y específica analitos 
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de interés agroalimentario con el fin de lograr un control eficiente de la calidad de los 

alimentos consumidos, así como también, de la salud de la población. Por otro lado, 

fabricar nuevos materiales que permitan fotodegradar los desechos generados por la 

industria alimenticia se presenta como una alternativa que permitiría reducir impactos 

ambientales. 

Recientemente los progresos efectuados en la sensibilidad de los 

transductores ópticos en combinación con la especificidad, afinidad y versatilidad de 

las interacciones biomoleculares han impulsado el desarrollo de una amplia variedad 

de biosensores ópticos con aplicaciones en diversos campos, incluyendo el 

diagnóstico clínico, la ingeniería biomolecular, el diseño de fármacos, etc. Los nano-

biosensores ópticos diseñados utilizando metales nanoestructurados permiten cubrir 

las necesidades de análisis y de alto rendimiento en el diagnóstico, debido a las 

propiedades ópticas que surgen de la excitaciones de las denominadas resonancias 

plasmónicas superficiales localizadas (LSPR, del inglés, Localized Surface Plasmon 

Resonance)12–14. Las LSPR se pueden describir como la oscilación colectiva de los 

electrones de la banda de conducción del metal (electrones libres) en respuesta al 

campo electromagnético incidente; este fenómeno óptico da lugar a dos tipos de 

interacciones: las interacciones de campo cercano y de campo lejano. Las 

interacciones de campo cercano se caracterizan por generar grandes incrementos de 

campo electromagnético en la superficie de NPs aisladas o en los espacios 

interpartícula (en inglés “hot spots”), que se producen dentro de agregados de NPs. 

Esta propiedad permite incrementar en varios órdenes de magnitud la señal 

espectroscópica de diversos analitos que se encuentren en las cercanías de estos 

“hot spot”, lo que ha dado lugar al desarrollo de sensores que utilizan la técnica de 

Espectroscopia Raman Incrementadas por Superficie. Los nanodispositivos que 

utilizan esta técnica espectroscópica se conocen comúnmente como sensores o 

sustratos SERS (del inglés, Surface Enhanced Raman Spectroscopy) y en las últimas 

décadas han sido exitosamente utilizados para detectar diversos tipos de moléculas 

de interés tales como pesticidas, antígenos y compuestos tóxicos llegando a detectar 

niveles de una sola molecula2,15–17. 
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 En el laboratorio de Nanoplasmónica del INFIQC se han efectuado estudios 

de los diferentes factores que permiten controlar la respuesta SERS de un sustrato 

plasmónico, y se han generado diferentes estrategias que permitan sintetizar 

nanoestructuras (NEs) capaces de generar incrementos considerables de las señales 

SERS de analitos localizados en los espacios interpartícula. En años recientes se han 

desarrollado estrategias para obtener estructuras diméricas de NPs con incrementos 

SERS experimentales que rondan los máximos incrementos reportados para 

sustratos SERS en dispersión coloidal, es decir, factores de incremento en el orden 

de 107 18–20.  

Con respecto a las propiedades ópticas de campo lejano es importante 

destacar la  gran  sensibilidad de las LSPR ante pequeños cambios en el entorno 

dieléctrico alrededor de las NEs, naturaleza del metal, tamaño y forma de las NPs13,21. 

La dependencia con el tamaño y la forma de las NPs brinda la capacidad de sintonizar 

su posición espectral a lo largo de todo el espectro visible. A su vez, el 

desplazamiento hacia el rojo de la LSPR inducido, por ejemplo, por un aumento en el 

índice de refracción alrededor de las NEs metálicas es la base de otro tipo de 

dispositivos conocidos como sensores de índice de refracción. Estos cambios locales 

del índice de refracción en la cercanías de la superficie de las NPs tales como los 

inducidos por interacciones biomoleculares pueden ser observados utilizando un 

espectrofotómetro UV-Vis convencional y con ello detectar eventos de  

bioreconocimiento molecular sin  la necesidad de usar equipamiento de mayor 

complejidad y costo22–24. 

Utilizando las propiedades de campo lejano de NPs, recientemente se ha 

desarrollado una novedosa técnica para la detección y cuantificación rápida de 

antígenos en muestras biológicas llamada IDILA (del inglés, Intensity Depletion 

Immuno-Linked Assay). IDILA es una plataforma genérica, precisa y de cuantificación 

rápida y específica de diferentes tipos antígenos. Una ventaja de este método de 

detección, entre otros aspectos, es que utiliza espectrofotómetro UV-Visible, el cual 

es un equipo relativamente poco costoso y que se encuentra en laboratorios de 

análisis convencionales permitiendo así, una fácil implementación de la técnica25,26. 
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Otro tipo de aplicaciones de las NPs metálicas que permite explotar sus 

singulares propiedades ópticas es incorporarlas a materiales semiconductores como, 

por ejemplo, TiO2, ZnO, Fe3O4 con el fin de obtener nanoestructuras hibridas (NHs). 

Las NHs combinan en un mismo material las propiedades ópticas de las NPs 

plasmonicas y las propiedades catalíticas de los semiconductores, en consecuencia, 

estas NHs permiten utilizar de manera eficiente la luz para fotocatalizar reacciones 

químicas de relevancia ambiental, como la fotodegradación de contaminantes27–29. 

La mejora en la actividad fotocatalítica de las NHs con respecto a materiales 

semiconductores puros es atribuida a las propiedades ópticas únicas de las NPs 

plasmonicas que surgen, en última instancia, de la excitación de las LSPR29,30. Las 

características multifuncionales de las NHs han permitido su aplicación en diversos 

tópicos como la biomedicina y remediación ambiental. Con respecto a esta última 

aplicación, las NHs han demostrado tener la capacidad de fotodegradar de manera 

eficiente una vasta cantidad compuestos tóxicos, orgánicos y biológicos; esto ha dado 

lugar al surgimiento de una subdisciplina dentro de la catálisis, llamada fotocatálisis 

plasmónica28,31,32.    

 En base a las diversas aplicaciones y propiedades ópticas de las NPs de 

metales nobles mencionadas anteriormente; en esta tesis se propuso generar, 

utilizando biomoléculas y moléculas orgánicas como puentes moleculares, 

ensamblados controlados de NEs plasmónicas tales como dímeros y trímeros. Luego 

las NEs mediante el estudio teórico-experimental de sus propiedades ópticas y 

caracterización morfológica fueron utilizadas como nanosensores para la detección 

ultrasensible de analitos de interés agroalimenticio.  

Desde el punto de vista de la plasmónica aplicada a procesos fotocatalíticos, 

estudiaremos la capacidad que tienen NHs de Au y óxido de hierro para fotodegradar 

azul de metileno, un colorante de interés agroindustrial.  

 Para lograr lo antes mencionado, se definieron los siguientes objetivos: i) 

Sintetizar NPs de oro (Au NPs), de plata (Ag NPs), de forma esférica y Au NPs 

anisotrópicas (nanovarillas) ii). Efectuar su caracterización morfológica y óptica. iii) 
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Estudiar la afinidad de biomoléculas de interés agroalimenticio con Ag NPs 

previamente funcionalizadas para su interacción específica con el analito de interés. 

iv)  Analizar el potencial de la técnica IDILA para la detección ultrasensible de gluten 

en muestra reales de alimentos y comparar su performance con la técnica 

homologada de ELISA. iv). Explorar el potencial de IDILA cuando se cambia el 

tamaño de las NPs funcionalizadas que se utilizaran para llevar a cabo el ensayo. v) 

Estimar el factor de incremento  SERS de moléculas en agregados de Au NPs en 

dispersión coloidal, correlacionando simulaciones electrodinámicas tanto de campo 

cercano como de campo lejano con los experimentos SERS  vi) Diseñar dímeros de 

nanovarillas unidos por puentes moleculares que posean la capacidad de reconocer 

anticuerpos de interés  agroalimentario, de tal forma que el anticuerpo se localice en 

la región de máximo incremento SERS y de esta forma posibilitar su detección 

ultrasensible mediante SERS vii) Fabricar NHs de magnetita-oro con el fin de 

combinar las propiedades de ambos materiales para  mejorar la eficiencia del proceso 

de fotodegradación catalítica  de moléculas de interés agroindustrial y determinar los 

factores que determinan el mejor rendimiento fotocatalítico. 

En términos generales, la presente tesis ha sido dividida en 8 capitulos. Los 

capítulos 1 y 2 consisten en una introducción conceptual acerca de las propiedades 

plasmónicas de NPs, así también como de las principales estrategias y aplicaciones 

de estos sistemas nanométricos y, las técnicas y metodologías aplicadas para el 

estudio de los mismos. Los capítulos 3 y 4 se enfocan en el estudio de las 

propiedades ópticas de campo lejano de Ag NPs funcionalizadas con biomoléculas y 

dímeros de Ag NPs formados por puentes biomoleculares y su aplicación como 

sensores ópticos de afinidad o detección de analitos de interés en ciencia de los 

alimentos. Los capítulos 5 y 6, se centran en el estudio de las propiedades ópticas de 

campo cercano de ensamblados controlados de Au NPs esféricas o anisotrópicas y 

su posterior aplicación para la detección mediante espectroscopia SERS de 

anticuerpos de interés en ciencia de los alimentos. El capítulo 7 abarca el estudio de 

las propiedades ópticas de campo cercano y lejano de NHs de magnetita-oro y su 

aplicación directa para la fotodegradación de azul de metileno. Finalmente, en el 
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capítulo 8 se sintetizan los aportes realizados en este trabajo de Tesis y se presentan 

las perspectivas. 
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Capítulo 1 

Introducción al sistema de estudio 
 

1.1 Introducción 

 

La luz se puede caracterizar clásicamente como una onda electromagnética, 

en la que un campo eléctrico y uno magnético oscilan rápidamente en el espacio y 

tiempo. Para una onda plana, esta oscilación periódica se caracteriza por tener una 

frecuencia angular (𝜔), un vector de campo eléctrico (𝐸)⃗⃗⃗⃗  y un vector de campo 

magnético (𝐻)⃗⃗⃗⃗  ⃗ ambos perpendiculares al vector de propagación de onda (𝐾⃗⃗ ) (figura 

1.1). 

 

 

Figura1.1: Representación esquemática de una onda plana con su componente magnética, eléctrica 

y dirección de propagación. 

 

Al interaccionar la luz con materiales en dimensiones de la nanoescala se 

producen fenómenos ópticos únicos que han dado lugar a una nueva área del 

conocimiento llamada Plasmónica1. Cuando las NPs metálicas (particularmente de 

metales nobles como Au y Ag) son iluminadas con luz (a una determinada 

frecuencia), se genera una resonancia plasmónica superficial localizada (LSPR, del 

inglés, Localized Surface Plasmon Resonance) que consiste en la oscilación colectiva 
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de los electrones de la banda de conducción del metal (electrones libres) en 

respuesta al campo electromagnético incidente2. (figura 1.2). 

 

 

Figura 1.2: Ilustración simplificada de una resonancia plasmónica superficial localizada para una 

nanoesfera metálica. Figura extraída de la ref. [2]. 

 

La frecuencia de resonancia de la LSPR, depende fuertemente de la forma, 

tamaño, material y entorno químico de la NP metálica.  

 Las propiedades ópticas de NPs metálicas pueden clasificarse en dos grupos: 

propiedades ópticas de campo cercano y propiedades ópticas de campo lejano3. 

 Las propiedades ópticas de campo cercano se definen como las que se 

originan en una región próxima a la superficie de la partícula. En esta región se 

cumple la condición de que 𝑟 <  𝜆, siendo 𝜆 la longitud de onda incidente y 𝑟 la 

distancia hacia el sustrato de NPs. Esta zona es de particular interés porque en ella 

se generan campos evanescentes perpendiculares a la superficie de la NP metálica. 

En la dirección perpendicular a la superficie, que es la dirección espacial definida por 

la componente imaginaria de 𝑘 la onda no se propaga, sino que decae 

exponencialmente y es de particular interés para las espectroscopias incrementadas 

por superficie como, por ejemplo, SERS que se discutirá más adelante. 
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 Las propiedades de campo lejano  se originan en la región donde la distancia 

entre la NP metálica y el detector, es lo suficientemente grande tal que se cumple la 

relación 𝑘𝑟 >> 1, donde 𝑘 =  2𝜋𝑁/𝜆, siendo 𝑁 el índice de refracción del medio 

homogéneo a través del cual se propaga la misma4.  

 La sección eficaz de extinción (𝜎𝑒𝑥𝑡) es un ejemplo de propiedad óptica de 

campo lejano y se puede escribir como la suma de dos componentes: 

 

 𝜎𝑒𝑥𝑡  = 𝜎𝑎𝑏𝑠  +  𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡                                                                                                                  (1.1.1) 

 

 donde 𝜎𝑎𝑏𝑠 es la sección eficaz de absorción y  𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡 es la sección eficaz de dispersión 

siendo 𝜎𝑎𝑏𝑠  =  𝑊𝑎/𝐼𝑖 y 𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡 = 𝑊𝑠𝑐𝑎𝑡/𝐼𝑖, respectivamente. Los valores de 𝑊𝑎 y 

𝑊𝑠𝑐𝑎𝑡 corresponden a la potencia de las radiaciones absorbida y dispersada, en 

relación a la incidencia (𝐼𝑖).  

La interacción de la luz con un material, depende de propiedades denominadas 

constitutivas que no se pueden obtener mediante la teoría electrodinámica de 

Maxwell. Entre estas propiedades es de gran relevancia para nuestro campo de 

estudio la constante dieléctrica  

En general la constante dieléctrica 𝜀 de un material está dada por: 

 

𝜀 = (1 + 𝜒) + 𝑖
𝜎

𝜀0𝜔
                                                                                                                   (1.1.2) 

 

donde 𝜀0 es la permitividad del espacio vacío, mientras que 𝜎 y 𝜒 son la conductividad 

y la susceptibilidad eléctrica, respectivamente. Aunque 𝜀 es una función compleja que 

depende de la frecuencia angular 𝜔, comúnmente se la denomina constante 

dieléctrica, y en adelante nos referiremos a ella de esta manera. 
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La 𝜀 está compuesta por una parte real 𝜀' y la parte imaginaria 𝜀'' que no son 

independientes entre sí, sino que están conectadas por las relaciones de Kramers-

Kronig. 

  

𝜀' =
𝜀,

𝜀0
= 𝑛2 − 𝑘2                                                                                                    (1.1.3) 

 

𝜀′' =
𝜀′′

𝜀0
=  2𝑛𝑘                                                                                                       (1.1.4) 

 

donde 𝑛 y 𝑘 son las partes real e imaginaria del índice de refracción, respectivamente. 

Esta conexión impone una restricción respecto de los valores que 

ε´ y ε´´ puedan tener. Un valor de 𝜀´´ distinto de cero se manifiesta por la absorción de 

energía electromagnética en un medio, en tanto que los valores de ε´ guardan mayor 

relación con la velocidad de propagación de la onda electromagnética en tal medio. 

La teoría electromagnética es incapaz de predecir los valores de 𝜀  aunque 

una vez conocidos es capaz de describir la respuesta de un material al interaccionar 

con la luz. El problema de determinar los valores de, por ejemplo, la constante 

dieléctrica se resuelve recurriendo a la teoría de los medios continuos o física del 

estado sólido. A principios del siglo pasado Lorentz desarrolló un modelo 

relativamente simple para describir la dependencia de la constante dieléctrica con la 

frecuencia de la radiación incidente. En este modelo, basado en la estructura 

microscópica de la materia, el movimiento de los electrones con respecto a los 

núcleos atómicos al ser excitados con radiación electromagnética se reduce al 

movimiento de osciladores armónicos. El modelo de Lorentz se puede aplicar tanto a 

materiales conductores como no conductores. Cabe mencionar que este   modelo de 

osciladores armónicos simples es capaz de describir muchos tipos diferentes de 

excitaciones ópticas. 
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En los metales, los electrones pueden considerarse esencialmente “libres”. En 

este caso particular, el modelo de Lorentz para la constante dieléctrica se conoce 

como el modelo de Drude y para este modelo  𝜀 viene dada por la siguiente expresión: 

𝜀 = 1 − (
𝜔𝑝

2

𝜔2+𝑖𝛾𝜔
)                                                                                                   (1.1.5) 

 

donde 𝛾 es la constante de amortiguamiento y la frecuencia del plasmón 𝜔𝑝 está dada 

por: 

 

𝜔𝑝
2 = ℜ𝑒2/𝑚𝜀0                (1.1.6) 

 

siendo ℜ la densidad de electrones libres, 𝑚 la masa efectiva un electrón y 𝑒 la carga 

eléctrica del electron. La parte real e imaginaria de 𝜺, 𝜺´ y 𝜺´´, respectivamente, están 

dadas por: 

 

𝜀´ = 1 − (
𝜔𝑝

2

𝜔2+𝛾2
)                                                                                                                               (1.1.7) 

 

𝜀´´ = 1 − (
𝜔𝑝

2𝛾

𝜔(𝜔2+𝛾2)
)                                                                                                             (1.1.8) 

 

En general, el modelo de Drude es de gran utilidad para describir las 

propiedades ópticas de los metales alcalinos o alcalino térreos que no tienen 

transiciones interbanda. Para corregir el modelo de Drude se agrega un término  () 

al modelo y de esta forma se puede extender este a metales nobles como Ag y Au. 
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En la figura 1.3 se muestra la dependencia de la parte real (𝜀′) y la parte imaginaria 

(𝜀′′) de la constante dieléctrica para el Au2,5.  

 

 

Figura 1.3: Dependencia de la parte real (ε´) y de la parte imaginaria (ε´´) de la constante dieléctrica 

con la longitud de onda (λ) para Au. Los valores corresponden a determinaciones experimentales 

tabulados por Palik2. Figura extraída de la ref. [2]. 

 

La constante de amortiguamiento 𝛾0  corresponde a la frecuencia natural de 

colisiones de los electrones en el metal masivo, relacionada con el recorrido libre 

medio del electrón en el mismo material y con el ancho de la banda plasmónica. En 

la teoría de Drude una forma clásica de explicar esto es mediante los procesos de 

dispersión que se producen durante el movimiento del electrón por parte de los 

fonones (modo cuantizado vibratorio que se halla en redes cristalinas como la red 

atómica de un sólido), defectos en la red cristalina, etc. La atenuación  𝛾0  depende de 

la velocidad de Fermi (𝑣𝐹) de los electrones en el material y del recorrido libre medio 

de éstos (𝐿∞): 𝛾0 =  𝑣𝐹/ 𝐿∞. 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Cuanto
https://es.wikipedia.org/wiki/Vibraci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Red_cristalina
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3lido
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1.2 Propiedades ópticas de esferas con dimensiones mucho 

menores a la longitud de onda incidente. 

 

Para partículas de dimensiones mucho menores a la longitud de onda 

incidente, el campo eléctrico se puede considerar constante y el problema de 

determinar las frecuencias de resonancias para morfologías de NPs esféricas y 

esferoidales resulta sencilla ya que no es necesario resolver las ecuaciones de 

Maxwell de la electrodinámica sino basta con la electrostática. En este régimen, 

denominado cuasiestático (ya que se utiliza la dependencia de la constante dieléctrica 

con la frecuencia), la teoría de Rayleigh provee un modelo con solución analítica 

aproximado. Especialmente para nanoesferas de radio menor a un 1% de la longitud 

de onda del haz de luz incidente6. 

La intensidad de extinción, I(E) para una dispersión coloidal de NPs, que es la 

magnitud que se mide en un espectrómetro UV- Vis convencional, está dada por la 

ley de Beer: 

 

I(E)= 𝜎𝑒𝑥𝑡.b.c                                                                                                        (1.2.1) 

 

donde 𝜎𝑒𝑥𝑡 es la sección eficaz de extinción, b es el paso óptico y c es la 

concentración de NPs. 

En la aproximación cuasiestática, el momento dipolar 𝜇 inducido en una NP de 

forma esférica cuando incide un campo electromagnético 𝐸, está dado por: 

 

𝜇 = 𝛼𝐸                                                                                                                                                    (1.2.2) 
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siendo 𝛼 la polarizabilidad, dada por la siguiente expresión:  

 

𝛼 = 𝑣𝑜𝑙(
𝜀−𝜀𝑚

𝜀+2𝜀𝑚
)                                                                                                 (1.2.3) 

 

donde 𝜀𝑚 es la contante dieléctrica del medio respectivamente, 𝑣𝑜𝑙 es el volumen de 

la partícula irradiada, siendo igual a 
4

3
𝜋𝑎3para una esfera y 𝑎 el radio geométrico de 

la misma. 

De acuerdo al teorema óptico la 𝜎𝑒𝑥𝑡 esta dada por la parte imaginaria de la 

polarizabilidad (𝐼𝑚(𝛼)) de la siguiente manera: 

 

𝜎𝑒𝑥𝑡 = 𝑘𝐼𝑚(𝛼)                                                                                        (1.2.4) 

 

por lo que, el máximo en la extinción ocurrirá cuando la parte real del denominador 

de la ecuación 1.2.3 cumpla con la siguiente ecuación: 

 

ℜ𝑒(𝜀) = −2𝜀𝑚                                                                                          (1.2.5) 

 

Esta condición se conoce como condición de resonancia plasmónica para 

esferas y es aplicable a NPs muy pequeñas. Por ejemplo, para una esfera en el vacío, 

el máximo de extinción se producirá a la frecuencia donde la parte real de la constante 

dieléctrica sea igual a -2, independientemente del tamaño de la esfera. En este límite, 

entonces la longitud de onda de resonancia no tiene dependencia con el tamaño de 

la NP, sin embargo, depende fuertemente de la constante dieléctrica del medio 
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externo.  La condición de resonancia para partículas esferoidales se detalla en la 

sección 1.4 de este capítulo. 

Como se mencionó anteriormente, otro factor que afecta a la frecuencia de 

resonancia de la LSPR es el entorno químico que rodea a la NP y depende de la 

constante dieléctrica del medio 𝜀𝑚. A medida que aumenta el valor de la 𝜀𝑚 la posición 

del máximo espectral se desplaza a mayores longitudes de onda7. En la figura 1.4 se 

ilustra este efecto para Au NPs de forma esférica de 30 nm de diámetro en vacío 

(línea negra, 𝜀𝑚 = 1) y dispersas en agua (línea azul, 𝜀𝑚 = 1.77), donde se observa 

un corrimiento de 22 nm en la longitud de onda de resonancia.  

 

Figura 1.4: Representación del cambio en la posición del máximo espectral de la LSPR para Au NPs 

de 30 nm de diámetro dispersas en aire (línea azul) y agua (línea azul).  
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1.3 Correcciones a la polarizabilidad para esferas con dimensiones 

mayores al límite cuasiestático. 

 

La expresión para la polarizabilidad puede ser extendida a mayores tamaños, 

considerando correcciones perturbativas a la ecuación de Laplace. Incluyendo 

efectos electrodinámicos, la ecuación 1.2.2 puede reescribirse como: 

 

𝜇 = 𝛼 (𝐸 + 𝐸𝑟𝑎𝑑)                                                                                                                         (1.3.1) 

 

donde 𝐸𝑟𝑎𝑑 es la corrección por el campo radiante o dispersado por la NP siendo, 

𝐸𝑟𝑎𝑑 = (
2

3
𝑖𝑘3𝜇 +

𝑘2

𝑎
𝜇). Debido a estas correcciones la polarizabilidad puede 

reescribirse como: 

 

  𝛼 = 𝛼0 (1 − 𝑖
2

3
𝑘3𝛼0 −

𝑘2

𝑎
𝛼0)⁄                                                                                              (1.3.2) 

 

donde 𝛼0 es la polarizabilidad sin correcciones dada por la ecuación 1.2.3. La 

corrección efectuada puede interpretarse en término de dos efectos. El primero, se 

debe al termino 
2

3
𝑖𝑘3 donde 𝑘 es el vector de onda incidente (2𝜋/𝜆), y describe la 

emisión espontánea de la radiación del dipolo inducido (atenuación radiativa). Esta 

emisión crece rápidamente con el tamaño de la partícula, disminuyendo el dipolo 

inducido e incrementando el ancho de banda de la resonancia plasmónica. El 

segundo efecto se debe al término 
𝑘2

𝑎
 y describe que el máximo en la longitud de onda 

de la LSPR, se desplaza hacia el rojo a medida que el tamaño de la NP es mayor. 

Este efecto es denominado "depolarización dinámica de la radiación" y es causado 

por el tamaño finito de la partícula con respecto a la longitud de onda incidente. Esta 
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aproximación permite extender la aproximación cuasiestática a partículas del orden 

de 10% de la longitud de onda incidente4,8 (figura 1.5). 

 

 

Figura 1.5: Espectros experimentales de nanoesfera (NSs) de Ag de 36 nm (línea roja), 58 nm (línea 

verde) y 76 nm (línea negra) de diámetro promedio.  

 

 Para partículas por encima del límite cuasiestático la resolución exacta para 

las secciones eficaces de extinción y dispersión, vienen dadas por la solución 

electrodinámica completa formulada por Gustav Mie8: 

 

𝑒𝑥𝑡 =
2𝜋

𝑘2
∑ (2𝑛 + 1)𝑅𝑒(𝑎𝑛 + 𝑏𝑛)

∞
𝑛=1                                                                      (1.3.3) 
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𝑠𝑐𝑎𝑡 =
2𝜋

𝑘2
∑ (2𝑛 + 1)∞

𝑛=1 (|𝑎𝑛|
2 + |𝑏𝑛|

2)                                                                (1.3.4) 

 

donde k= 2𝜋
𝜆⁄  es el número de onda incidente, “𝑅𝑒” es la parte real, 𝑎𝑛 y 𝑏𝑛 son 

coeficientes dados por: 

 

𝑎𝑛 =
𝑚Ѱ𝑛(𝑚𝑥)Ѱ𝑚(𝑥)−Ѱ𝑚(𝑚𝑥)

𝑚Ѱ𝑛(𝑚𝑥)𝜉𝑚(𝑥)−𝜉𝑛(𝑥)Ѱ𝑚(𝑚𝑥)
                                                                              (1.3.5) 

 

𝑏𝑛 =
Ѱ𝑛(𝑚𝑥)Ѱ𝑚(𝑥)−𝑚Ѱ𝑛(𝑥)Ѱ𝑚(𝑚𝑥)

Ѱ𝑛(𝑚𝑥)𝜉𝑚(𝑥)−𝑚𝜉𝑛(𝑥)Ѱ𝑚(𝑚𝑥)
                                                                            (1.3.6) 

 

donde Ѱ𝑛 y 𝜉𝑛 son las funciones de Ricatti-Bessel, 𝑥 = 𝑘𝑎 , 𝑎 es el radio de la esfera, 

𝑚= (ε1 /ε0 )1/2 siendo ε1 la función dieléctrica de la esfera, ε0 la función dieléctrica del 

entorno y 𝑛  la contribución del 𝑛 − é𝑠𝑖𝑚𝑜 polo en la expansión multipolar del campo 

(𝑛 =1,2,3,…etc.) que se corresponde con la contribución parcial del término dipolar, 

cuadrupolar, octupolar, etc., a la sección eficaz total.   

 Si comparamos NPs de distinto tamaño, se observa que a medida que 

aumenta el radio de la NP, la contribución de la dispersión a la extinción es mayor 

que el de la absorción (figura 1.6 A y B). Nótese que, Qext, Qsca, y Qabs representan a 

las eficiencias de extinción, dispersión y absorción que se calculan como la relación 

entre la respectiva sección eficaz y el área geométrica de la NP. 
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Figura 1.6: Simulaciones electrodinámicas de la Q de extinción (línea negra), dispersión (línea roja) y 

absorción (línea verde) para Ag NPs (en vacío) de A. 10 nm, B. 50 nm y C. 100 nm de diámetro. Figura 

extraída de la ref. [28] 

 

 Otro aspecto que merece destacarse es que a medida que aumenta la dimensión de 

la NP se evidencian la aparición de resonancias plasmónicas de mayor orden al 

dipolar a menores longitudes de onda como se aprecia en figura 1. 6 C. En esta figura 

a =   nm se puede observar la aparición de un pequeño hombro que corresponde 

a resonancias de mayor orden al dipolar (en este caso predominantemente 

cuadrupolar) llamado resonancia cuadrupolar, mientras que el máximo a =  nm 

asigna  a una resonancia  dipolar5,9–11.   

 

1.4 Propiedades ópticas de esferoides y nanovarillas  

 
Una de las morfologías que mayor atención ha despertado en la comunidad 

científica son las nanovarillas (en inglés, nanorods, NRs) cuya morfología 

corresponde a la de esferoides tipo prolato12–15. La polarizabilidad para este tipo de 

morfología está dada por una expresión similar que para esferas (ecuacion1.2.3) 

siendo ahora: 

 

 𝛼 = 𝑣𝑜𝑙(
𝜀−𝜀𝑚

𝜀+ χ 𝜀𝑚
)                                                                                                    (1.4.1) 
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donde χ es un factor geométrico que depende de la relación de aspecto de sus ejes 

(AR = relación entre el eje mayor y el eje menor del esferoide) y de la dirección de 

propagación del campo eléctrico. Para cada eje 𝐽 del esferoide el factor geométrico 

χ𝑗 =
1

𝐿𝑗

− 1 donde 𝐿𝑗 representa el factor de despolarización a lo largo del eje 𝐽. 

La expresión para  𝐿3 viene dada por: 

 

𝐿3 =
1−𝑒2

𝑒2 (−1
1

2𝑒
ln (

1+𝑒

1−𝑒
)),  con  𝑒2 = 1 −

𝑒𝑗𝑒 𝑚𝑒𝑛𝑜𝑟2

𝑒𝑗𝑒 𝑚𝑎𝑦𝑜𝑟2
                                            (1.4.2) 

 

donde 𝑒 es la excentricidad del esferoide. 

En un esferoide prolato 𝐿1 = 𝐿2 < 𝐿3. Como se cumple que 𝐿1 + 𝐿2 + 𝐿3 = 1., 

entonces  χ1 , χ2  <  2 𝑦 χ3  >  2. 

De modo análogo a lo que sucede para esferas, la frecuencia de resonancia 

para NRs tipo prolato se producirá cuando ℜ𝑒(𝜀) = −χ𝜀𝑚.  

En general χ < 2 cuando el campo eléctrico oscila en una dirección 

perpendicular al eje mayor (modo transversal) y χ > 2 para polarizaciones 

longitudinales (oscilación del campo eléctrico paralelo al eje mayor)2,16. Nótese que, 

para esferoides el factor χ a lo largo del eje mayor se incrementa a medida que 

aumenta su AR, por lo tanto, a medida que este aumente se producirá un corrimiento 

espectral hacia mayores longitudes de onda. 

En el espectro experimental de extinción de NRs de oro (Au NRs) se pueden 

apreciar los dos modos resonantes anteriormente mencionados. Uno a mayores 

longitudes de onda asociado a la LSPR longitudinal y otro a menores longitudes de 

onda asociada a la LSPR transversal (figura 1.7). En la figura se puede observar el 

desplazamiento de la posición del máximo de la resonancia longitudinal hacia a 

mayores longitudes de onda cuando la AR de una dispersión coloidal acuosa de Au 

NRs cambia de 2,1 (líneas rojas) a 3,7 (líneas negras).  
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Figura 1.7 Espectros de extinción experimentales de dispersiones coloidales de Au NRs de AR=3,7 

(línea negra) y de AR=2,1 (línea roja). La relación de aspecto fue determinada a partir de la estadística 

de la longitud de los respectivos ejes obtenido por imágenes TEM. 

 

Si la forma del  NR no se puede aproximar a un esferoide tipo prolato, por 

ejemplo su morfología se asemeja a un cilindro con dos hemiesferas en cada extremo 

se debe recurrir a métodos numéricos como, por ejemplo, la aproximación de dipolos 

discretos (DDA)11.  

 

1.5 Interacción entre nanopartículas (acoplamiento plasmónico). 

 

Una de las NEs más simples son las partículas esféricas y las propiedades 

ópticas de estos sistemas han sido ampliamente estudiadas.  Para nanoesferas de 

metales nobles, debido al fenómeno de la resonancia del plasmón superficial, en las 

inmediaciones de las NPs el campo electromagnético se encuentra incrementado. 

Por otro lado, las secciones eficaces de absorción, extinción y dispersión de 
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materiales plasmónicos son relativamente grandes. Este conjunto de propiedades 

depende, en última instancia, del material, la forma, el medio dieléctrico que las rodea. 

Así, por ejemplo, el máximo de extinción para nanoesferas de Au de 10 nm de 

diámetro dispersas en agua se encuentra cercano a 𝜆 ~520 nm, mientras que para 

nanoesferas de Ag del mismo diámetro y medio dispersante el máximo de extinción 

está a 𝜆~410 nm. 

Sin embargo, cuando dos partículas se aproximan entre sí, la respuesta óptica 

global del sistema se modifica drásticamente. Este fenómeno se conoce como 

acoplamiento plasmónico, de gran interés por parte de la comunidad científica debido 

a múltiples motivos.  

Al acoplarse 2 o más NPs, en el espacio interpartícula (en  inglés "gap"), el  

incremento del campo electromagnético es órdenes de magnitud superior respecto al 

de la  NP aislada o a otras regiones alejadas del gap que forma el agregado4,17,18. 

Este hecho, es aprovechado en la espectroscopia SERS donde la respuesta óptica 

depende, en parte o totalmente, de mecanismos electromagnéticos. Por lo tanto, en 

los llamados "agregados" de NPs las señales obtenidas son también órdenes de 

magnitud mayores en relación al incremento logrado por las NPs aisladas19,20. Los 

primeros estudios reportados empleando esta técnica espectroscópica han utilizado 

como sustrato SERS agregados de Ag NPs llegando a detectar niveles de una sola 

molécula. Además, mediante el acoplamiento plasmónico de NEs se han logrado 

diseñar dispositivos dobladores de frecuencia, sensores bioquímicos12,21,22, etc.  

Las propiedades de campo lejano también se ven afectadas por la presencia 

de otra NP. En términos generales, la banda espectral característica de una NP se 

desdobla en presencia de otra NP. Como se ha mencionado anteriormente, la 

condición de resonancia en el límite cuasiestático para una esfera es ℜ𝑒(𝜀) = −2𝜀𝑚 

donde ℜ𝑒(𝜀) es el valor de la parte real de la constante dieléctrica del metal a la 

longitud de onda de resonancia y 𝜀𝑚 es la constante dieléctrica del medio. 

Cuando se acoplan NPs existen principalmente dos condiciones de 

resonancia. Esto se puede racionalizar considerando que una estructura formada por 
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2 NPs (dímero) posee una estructura geométrica anisotrópica que se puede asemejar 

a la de una nanovarilla. Por lo tanto, se espera que al interaccionar con un haz de luz 

presente dos modos resonantes que corresponden a los modos longitudinal y 

transversal. El primero ocurre cuando el vector de campo eléctrico del haz de luz 

incidente es paralelo al eje interpartícula. El modo transversal es cuando el vector 

campo eléctrico es perpendicular al eje interpartícula. 

 La condición de resonancia para el modo longitudinal para dímeros de esferas 

del mismo metal está dada por la siguiente expresión: 

 

ℜ𝑒(𝜀) = −
8𝑠3+1

4𝑠3−1
𝜀𝑚                                                                                                                        (1.5.1) 

 

La condición de resonancia depende del parámetro 𝑠 que representa la 

distancia interpartícula relativa, es decir, la separación entre las NPs, normalizada por 

el valor del diámetro de las mismas, como así también de la constante dieléctrica del 

medio externo 𝜀𝑚 

 

𝑠 = 𝐷/2𝑎                                                                                                                (1.5.2) 

 

En la ecuación 1.5.2, 𝐷 corresponde a la distancia entre los centros 

geométricos de las NPs, mientras que 𝑎 es el radio de las NPs.  

 Para el modo transversal la condición de resonancia está dada por la ecuación 

1.5.3: 

 

ℜ𝑒(𝜀) = −
16𝑠3−1

8𝑠3+1
𝜀𝑚                                                                                                (1.5.3) 
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Cuando la distancia interpartícula es muy grande; es decir, 𝑠 tiende a infinito, 

ambas ecuaciones 1.5.1 y 1.5.3 convergen en el valor de la ecuación (1.3.2), es decir 

a la condición de resonancia de una esfera aislada, lo cual demuestra la consistencia 

de ambas condiciones de resonancia. En el otro extremo, cuando el gap entre dos 

NPs es nulo (𝑠 = 1), la condición de resonancia para el modo longitudinal es ℜ𝑒(𝜀) =

−3𝜀𝑚. En ambos casos, oro y plata, la parte real de la constante dieléctrica es más 

negativa a mayores longitudes de onda, en consecuencia, es esperable que el modo 

resonante longitudinal se desplace batocrómicamente, cuando las NPs están 

acopladas (figura 1.8). 

 

Figura 1.8: Cálculos electrodinámicos utilizando la teoría de Mie de la 𝜎𝑒𝑥𝑡 dímeros de Ag NPs de 40 

nm de diámetro y a diferentes valores de 𝑠.  

La figura 1.8 muestra los resultados obtenidos empleando cálculos 

electrodinámicos de campo lejano para dímeros de Ag NPs de 40 nm de diámetro en 

vacío. Como puede observarse, a medida que las Ag NPs se aproximan, se aprecia 

un desdoblamiento de la banda plasmónica centrada a 400 nm, que se traduce en 

la aparición de un modo longitudinal (a mayores longitudes de onda con respecto a 
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la resonancia de la NP esférica aislada) a 550 nm, cuando las NPs están en 

contacto (curva azul) y otro transversal a menores longitudes de onda a 

aproximadamente  390 nm.  

Las características del cambio en las propiedades ópticas de campo lejano en 

función de la distancia interpartícula han inspirado a diversos grupos de investigación 

a utilizar este efecto para medir distancias nanométricas, por lo que un par de NPs 

plasmónicas funciona como una "regla plasmónica", ya que la longitud de onda del 

máximo de extinción del modo resonante longitudinal dependerá de la distancia entre 

las NPs23,24.  

  Otra variable que influye en la respuesta óptica global de un agregado de 

nanoesferas es el número de NPs que conforman el agregado. Espectralmente, 

cuando ocurre un proceso de agregación de NPs se puede apreciar, con respecto al 

espectro de NPs aisladas, la aparición de una nueva banda espectral con un ancho 

de media altura considerable a mayores longitudes de onda (LSPR del agregado). 

Este nuevo modo de resonancia se desplaza batocrómicamente a medida que el 

número de NPs que conforman el agregado aumenta. La figura 1.9 muestra la 

evolución en el tiempo del espectro experimental de extinción de una dispersión 

coloidal de Au NPs de 25 nm de diámetro antes (curva negra) y luego (curva roja y 

azul) de ser inducidas a un proceso de agregación descontrolado empleando como 

reactivo coagulante de las NPs un complejo de rutenio (Ru[(phen)3]2+).   
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Figura 1.9: Espectros experimentales de extinción de Au NPs de 25 nm de diámetro antes (curva 

negra) y luego (curva roja y azul) de ser agregadas usando Ru[(phen)3]2+ como molécula puente.   

 

Con respecto a las propiedades de campo cercano, como se mencionó 

anteriormente, una de las características destacables del acoplamiento de NPs es el 

gran incremento del campo eléctrico generado en la región interpartícula. 

 En la figura 1.10 se muestra la dependencia del incremento de campo eléctrico 

(
𝐸

𝐸0
) (capitulo 2, sección 2.8.6) en la región interpartícula en función de 3 valores 

diferentes de 𝑠, para dímeros de Au NPs de 20 nm de diámetro.  
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Figura 1.10: Comportamiento del incremento de campo eléctrico (
𝐸

𝐸0
) para dímeros de Au NPs de 20 

nm en función 𝑠 a) 1, b) 1.1, c) 1.5 y d) 2. El medio dieléctrico considerado en el cálculo es agua. Figura 

extraída de la ref. [28]28 

 

La primera región de la figura corresponde a valores de 𝑠 > 1,05, es decir, 

cuando la distancia entre la superficie de las NPs es mayor a 1 nm. En esta región se 

observa un incremento del campo eléctrico cuya magnitud decrece medida que 

aumenta 𝑠, siendo (
𝐸

𝐸0
) =73,6 para 𝑠 = 1,05  y disminuyendo a un valor de (

𝐸

𝐸0
)= 4,35 

cuando,  𝑠 = 2 .   Como la señal SERS es aproximadamente proporcional a (
𝐸

𝐸0
)4  

(capítulo 2, sección 2.8.6), si una molécula se localiza en la región interpartícula de 

un dímero de Au NPs con un 𝑠 = 1,05 experimentarà un incremento en su señal SERS 

de 2,9 x107. Otra región resaltada (zona color magenta) es la correspondiente a 

valores de 𝑠 entre 1 − 1,05. En esta región los cálculos electrodinámicos 
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convencionales, no describen correctamente el sistema, debido a los efectos no-

locales. En la actualidad se están realizando esfuerzos para que mediante 

correcciones a la constante dieléctrica del material sea posible describir 

correctamente esta región25,26. En una visión simplificada del fenómeno, debido a los 

efectos no-locales, el aumento exponencial del incremento de campo a medida que 

disminuye la distancia interpartícula que predice la electrodinámica clásica, a medida 

que las NPs se aproximan a esas distancias, se atenúa e incluso se observa una 

disminución del campo27.  

Finalmente, la región de 𝑠<1 (zona de color gris) es una región prohibida 

porque no se considera la situación de percolación de las NPs. Cabe destacar que 

los análisis realizados para el acoplamiento entre dos NPs pueden ser extrapolados 

a la descripción del comportamiento colectivo de agregados de NPs de mayor 

tamaño. Por otro lado, es importante notar que como la distancia interpartícula 

depende del tamaño de la molécula puente, los valores de s (y por lo tanto los 

máximos incrementos Raman que se puedan lograr) están determinados por las 

dimensiones de la molécula.  

 

1.6 Aplicaciones de las propiedades de las resonancias 

plasmónicas superficiales localizadas. 

 

Como consecuencia de las propiedades ópticas únicas de distinto tipos de 

NEs, existe un crecimiento exponencial de las investigaciones tanto en ciencia básica 

como aplicada. Cabe mencionar, por  ejemplo, el desarrollo de NEs capaces de 

generar incrementos en el campo eléctrico de moléculas en la cercanía a la superficie 

de la NP permitiendo, mediante técnicas ópticas como SERS, la detección 

ultrasensible de moléculas hasta el nivel de una sola molecula9,29–32. Un ejemplo de 

esto se ilustra en la figura 1.11 A donde se puede observar que el espectro Raman 

de la molécula de biotina (Biot), a una concentración picomolar y en ausencia de 

nanoesferas de Ag (NSs de Ag) de 56 de diámetro (líneas negras), no presenta 
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ninguna señal, mientras que, en presencia de las NSs de Ag se pueden apreciar los 

modos Raman característicos de la molécula (líneas azules).  

 

Figura 1.11: A. Espectro Raman (en ausencia de NPs) y SERS de la Biot obtenidos utilizando 

nanoagregados de Ag NPs de 56 nm e irradiando a λ=488 nm. La figura fue extraída de la ref. [28] B. 

Cambios de color de Au NPs funcionalizadas con cisteína en presencia de diferentes concentraciones 

de trifosgéno (A) 0, (B) 10, (C) 20, (D) 25, (E) 30 y (F) 40 μM. La figura fue extraída de la ref. [33] 

 

 Otro tipo de aplicación de las propiedades ópticas de NPs es el diseño de 

nanosensores basados en los cambios espectrales que experimentan las NPs ante 

pequeños cambios en su entorno químico, morfología o tamaño en la región del 

Visible-NIR. Estas características permiten la detección de distintos tipos de analitos 

con extrema sensibilidad empleando equipamiento de uso convencional, como, por 

ejemplo, un espectrofotómetro UV-Vis. La figura 1.11 B muestra los cambios de color 

inducidos por el agregado de trifosgéno a dispersiones coloidales de Au NPs 

funcionalizadas con cisteína33. El cambio de color en la suspensión coloidal depende 

del grado de aglomeración de las Au NPs, que a su vez, depende de las diferentes 

concentraciones de trifosgeno18,34–37.  

 

 Otro tipo de sustratos con propiedades plasmónicas son los nanomateriales 

híbridos (NHs), que consisten en combinar óxidos semiconductores tales como TiO2, 
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ZnO, -Fe2O3 con metales como Au y Ag. De esta manera se pueden aprovechar en 

una misma nanoestructura las propiedades de ambos materiales para ser empleados, 

por ejemplo, en procesos catalíticos9,38–40.  

En particular, una de las áreas con mayor aplicación de estas NHs es la 

fotocatálisis heterogénea  para la degradación de colorantes orgánicos y compuestos 

tóxicos41.  

En general, la etapa fundamental de un proceso de fotocatálisis heterogénea 

conlleva la absorción de un fotón con una energía no menor que el bandgap del 

semiconductor y la generación de pares electrón-hueco, como consecuencia de la 

migración de electrones desde la banda de valencia hacia la banda de conducción. 

Luego, estos portadores de carga (pares electrón-hueco) participarán en reacciones 

redox ya sea generando radicales libres al reaccionar, por ejemplo, con agua o 

directamente oxidando a las especies adsorbidas sobre el material. En consecuencia, 

cualquiera de las vías redox produce la posterior degradación del analito de interés. 

Sin embargo, la eficiencia de formación de pares electrón-hueco en 

semiconductores puros es acotada. Por un lado, estos portadores de carga se 

generan en el núcleo del material cuando éste absorbe luz, teniendo que luego migrar 

hacia la superficie del mismo donde se encuentra absorbida la especie de interés. En 

ese proceso de migración los pares electrón-hueco tienden a recombinarse 

imposibilitando la ocurrencia de reacciones redox. Por otro lado, los materiales 

semiconductores tienen relativamente pequeñas secciones eficaces de absorción lo 

que limita su capacidad de absorber fotones y por lo tanto de generar portadores de 

carga.  

Incorporar NPs plasmónicas tales como Au o Ag NPs a un semiconductor, por 

ejemplo, generando NHs, permite mejorar la eficiencia fotocatalítica con respecto al 

semiconductor aislado y con ello superar los obstáculos mencionados anteriormente. 

Esta mejora es atribuida a las singulares propiedades ópticas tanto de campo lejano 

como cercano de las NPs metálicas. Existen dos mecanismos por el cual el material 

plasmónico le puede transferir energía al semiconductor. El primero, es la 

transferencia de energía por inyección de portadores de carga “calientes” (de alta 

energía) que ocurre durante el proceso de relajación no radiativo de la NP plasmónica 
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(luego de haber sido excitada con luz). En esta etapa de relajación, la NP inyecta 

electrones o portadores de carga a la banda de conducción del semiconductor; los 

que luego pueden inducir reacciones redox y por ende mejorar la eficiencia 

fotocatalítica. Los requisitos para que ocurra este mecanismo de transferencia de 

energía es que debe haber un contacto físico entre la NP y el semiconductor además 

de que la energía de los electrones inyectados debe superar la barrera de Schottky 

(barrera que controla el flujo de cargas en la interface NP/semiconductor). El otro 

mecanismo de transferencia de energía se llama Transferencia de Energía Inducida 

por Plasmones Resonantes más conocida como PIRET, (del inglés, Plasmon Induced 

Resonance Energy Transfer). Este proceso ocurre por un acoplamiento dipolo-dipolo 

entre el momento dipolar de la resonancia plasmónica y el momento dipolar de las 

transiciones interbanda del semiconductor. La optimización de este mecanismo 

requiere de un solapamiento espectral y espacial entre ambos materiales. Es decir, 

la energía de excitación de la LSPR debe ser similar a la del bandgap del 

semiconductor y espacialmente debe haber un estrecho contacto entre ambos 

materiales. En consecuencia, este mecanismo de transferencia de energía aumenta 

la generación de pares electrón-hueco además de localizarlos cerca de la superficie 

del semiconductor, disminuyendo por lo tanto significativamente la recombinación de 

éstos durante la migración a los sitios fotocatalíticamente activos. Nótese que, ambos 

mecanismos de transferencia de energía ocurren al mismo tiempo y son 

independientes uno de otro. La figura 1.12 representa gráficamente el mecanismo 

PIRET (izquierda) y de inyecciones de electrones calientes (derecha)42–45. 
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Figura 1.12: Representación gráfica de los mecanismos PIRET (izquierda) y de inyección de 

portadores calientes (derecha). 
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Capítulo 2 

Materiales y Métodos 

 

Para el desarrollo de esta tesis se fabricaron diferentes tipos de NEs tales 

como, NPs de Fe3O4; NHs compuestas por Fe3O4 y Au NPs; Ag NPs y Au NPs de 

forma esférica; Au NPs anisotrópicas; agregados controlados de Ag y Au NPs.   

 Para el estudio y diseño de las NEs plasmónicas, así como también, el de las 

NHs se emplearon múltiples técnicas experimentales, microscópicas y 

espectroscópicas con el objeto de llevar a cabo su caracterización óptica, estructural 

y morfológica. La respuesta óptica de los distintos sistemas empleados se 

correlacionó con cálculos teóricos de modelado electrodinámico para soportar 

mediante teoría los resultados experimentales obtenidos. 

 

2.1 Reactivos 

 

Reactivos utilizados: AgNO3 (Blaker – Sigma Aldrich); Citrato de Sodio (Anedra); 

Ácido Ascórbico (Cicarelli); HAuCl4.3H2O (Sigma Aldrich); Dopamina hidroclorada 

(Sigma Aldrich); Ácido Clorhídrico 36.5-38 % (Cicarelli); Sulfato Ferroso 

(FeSO4·7H2O, Anedra); Hidróxido de Sodio (NaOH, Anedra); Borohidruro de Sodio 

(Tetrahedron); Azul de Metileno (Sigma-Aldrich); Agua ultra pura (18.2 mΩ 

resistividad); EZ-Link Biotina-HPDP (Pierce); Estreptavidina (Invitrogen); IgG 

policlonal de conejo biotinilado específico para gliadina (LSBio); IgG policlonal de 

conejo específico para gliadina de trigo (LSBio); Gliadina extraída de planta de trigo 

(LSBio); igG Ara h1 monoclonal de ratón biotinilada específica para alérgenos del 

maní.; Buffer Fosfato Salino; Polisorbato 20 (Tween 20) (Sigma Aldrich); NeutrAvidina 

(Thermo Scientific); Acido Sulfúrico; Dodecil-Sulfato Sódico; Gel de Poliacrilamida; 

PBS-Tween 20 0.05%; Buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6 (Na2CO3 1,59 g, NaHCO3 
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2,93 g, agua destilada c.s.p. 1000 mL); Solución bloqueante (Albúmina sérica bovina 

4,00 g, PBS 100 ml); Solución diluyente (Albúmina sérica bovina1,00 g, PBS 100 ml); 

Buffer de corrida western blot : (25mM Tris; 190mM glicina; 0,1% SDS a pH 8,3); 

TBST( Tris Buffer salino Tween 20) BioRad (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 

20); Substrato para Western Blot ECL (Pierce).  

 

2.2 Síntesis 

 

2.2.1 Síntesis de nanopartículas de plata.   

La síntesis de las Ag NPs se llevó a cabo empleando el método de Turkevich1 

el cual se basa en la reducción de sal metálica (AgNO3), en un medio acuoso a 100 

°C, con citrato de sodio, que además cumple el rol de estabilizante. Para obtener 

distintos diámetros de NPs se debe modificar la relación de concentraciones entre el 

precursor metálico y el reductor, a medida que disminuye esta relación se obtienen 

NPs de mayor tamaño. Sin embargo, disminuir esta relación, conlleva a un 

incremento en la polidispersión de tamaño y forma de la suspensión coloidal de NPs. 

En todos los experimentos se agregaron, en un volumen de 150 mL de agua a 

100 °C con agitación magnética, diferentes relaciones molares de citrato de sodio y 

nitrato de plata con el fin de obtener diferentes tamaños de Ag NPs. Luego de 30 

minutos la reacción finaliza cuando se observa un color amarillo o amarrillo-blanco 

que evidencia la formación de las NPs. Los resultados obtenidos de las síntesis de 

Ag NPs y las relaciones molares de precursor/reductor empleadas se muestran en 

los capítulos 3 y 4. 

 

2.2.2 Síntesis de nanopartículas de oro. 

Para la fabricación de Au NPs y Au NRs también se utilizó el método de 

Turkevich2. En todos los experimentos se agregó, a 40 mL de agua a 100 °C con 

agitación magnética, diferentes relaciones molares de citrato de sodio como agente 

https://en.wikipedia.org/wiki/Tris
https://en.wikipedia.org/wiki/NaCl
https://en.wikipedia.org/wiki/Polysorbate_20
https://en.wikipedia.org/wiki/Polysorbate_20
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reductor y HAuCl4.3H2O como precursor de Au. Las reacciones se detuvieron al cabo 

de los 30 minutos cuando se observó en la dispersión coloidal un color rojo-violeta. 

Los resultados obtenidos de las síntesis y las relaciones molares de 

precursor/reductor empleadas se muestran en los capítulos 5 y 6. 

 

2.2.3 Síntesis nanopartículas de magnetita (Fe3O4) 

             Se fabricaron NPs de Fe3O4 (magnetita) mediante síntesis hidrotermal3. Para 

ello se adiciono 100 ml de una solución de FeSO4 0,1 M recién preparada a 100 mL 

de una solución de NaOH 0,4 M bajo agitación vigorosa y a temperatura ambiente. 

Después de mezclar los reactivos, la temperatura se ajustó a 80ºC durante una hora. 

Al final de este período se obtuvo una dispersión coloidal de color amarillo-marrón 

indicando la formación de NPs de Fe3O4. Los resultados de la síntesis hidrotermal de 

magnetita se muestran en el capítulo 7.   

 

2.2.4 Síntesis de nanoestructuras híbridas (Fe3O4-Au) 

Para la fabricación de las NHs compuestas por magnetita y Au NPs se mezcló 

0,1 mL de una solución de HAuCl4 0,025 M con 10 mL de una dispersión acuosa de 

0,03 g / L de NPs de Fe3O4. Luego, a esta mezcla se añadieron, bajo agitación 

vigorosa, cuatro alícuotas de 0,015 mL cada una de una solución recién preparada 

de NaBH4 0,1 M. Después de agregar las alícuotas de NaBH4, se observó un cambio 

de color del amarillo-marrón a gris-negro, lo que sugiere la formación de NHs 

compuestas por magnetita y Au NPs4. Los resultados de la síntesis de las NHs se 

muestran en el capítulo 7. 

 

2.3 Funcionalización de las nanopartículas de plata metálicas. 

 

En general, las estrategias de conjugación de NPs plasmónicas se pueden 

efectuar mediante los siguientes procesos:  
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1. Adsorción electrostática (adsorción no específica).  

2. Unión tipo ligando a la superficie del metal, comúnmente por quimisorción (grupos 

tiol).  

 3. Uniones no covalentes basadas en sistemas de afinidad ligando-receptor o 

covalente, a base de afinidad sistemas de receptor-ligando.  

4. Unión covalente mediante química de conjugación (click chemistry), haciendo 

reaccionar grupos funcionales del ligando y la biomolécula5–9.  

 

Para la funcionalización de las Ag NPs se utilizó Biotina (Biot) EZ-Link Biotin-

HPDP (Pierce) y Estreptavidina (Invitrogen) y la estrategia de bioconjugación n° 4. El 

motivo por el cual se empleó este tipo particular de Biot HPDP es que la misma 

presenta un enlace disulfuro que experimenta un proceso de disociación homolítica 

catalizado por la superficie de la NP metálica generando Biot (SH) y mercapto piridin-

2-tiona. Ambas moléculas tienen en su extremo un grupo tiol (SH) el cual interactúa 

con la superficie de las Ag NPs ligándose por medio de un enlace covalente debido 

a la alta afinidad del grupo tiol por el metal. La presencia de la piridin-2-tiona en la 

superficie de la NP no afecta la funcionalización con Biot (SH), ni inhibe la interacción 

de la Biot con la estreptavidina (STV), ni los posteriores eventos de unión con el 

anticuerpo específicos o con el antígeno, como se verá más adelante10. (Ver figura 

2.1).  

Figura 2.1: A. Representación de una molécula de Biot HPDP, Biot (SH) y una Piridin-2-tiona. B. 

Representación de la funcionalización de una Ag NP con Biot (SH) y Piridin-2-tiona. Nótese que el 

esquema no está en escala real para mejorar su comprensión. 
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En los capítulos 3 y 4, la funcionalización de las Ag NPs se llevó a cabo 

empleando una relación molar 1:1:1 de Ag NP/STV/Biot, respectivamente e 

incubando la dispersión coloidal con las biomoléculas durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Para ello, se adicionó simultáneamente STV y Biot a la dispersión coloidal 

en cantidades tales que sus concentraciones sean iguales a la concentración inicial 

de las Ag NPs. De esta forma la superficie de la NP queda modificada con Biot-STV, 

done la molécula de STV, la cual es una proteína tetramérica, queda con 3 sitios de 

unión disponible para interactuar con otras Biot11 (figura 2.2).  

 

Figura 2.2: Representación de la interacción de la Ag NP con la Biot y STV con una relación molar 

1:1:1 Ag NP/Biot/STV, respectivamente.  

 

2.4 Formación de dímeros de Au NRs con Biotina HPDP y 

Estreptavidina 

 

La formación de dímeros de Au NRs se llevó a cabo empleando como 

moléculas puente Biot y STV (para más detalle, ver la sección 2.3). A partir del valor 

de concentración inicial de Au NRs, se añadieron simultáneamente a la dispersión 

coloidal Biot-HPDP y STV en una relación molar 1/0,67/0,33 Au NR-Biot-STV, 

respectivamente, incubando la mezcla por 3 hs a temperatura ambiente. De esta 

manera el puente molecular que une a 2 Au NRs está formado por el “sándwich” Au 

NR/Biot/STV/Biot/Au NR dejando a la molécula de STV, luego de que se formó el 

dímero, con dos sitios de unión activos,  los cuales se utilizarán para la unión de 

anticuerpos biotinilados tal como se detalla en el Capítulo 612.  
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2.5 Formación de agregados de Au NPs empleando Dopamina 

 

Para la formación de agregados de Au NPs se empleó dopamina (DA) como 

molécula puente. Para tal fin se añadió a 4 tubos de ensayos, cada uno con un 

volumen inicial de 10 mL de Au NPs, diferentes volúmenes de una solución 𝜇𝑀 de 

DA (a pH5) hasta alcanzar una concentración final de DA de 2x10-9 M, 1x10-10 M, 

2x10-11 M y 5x10-12 M, respectivamente. El pH final de la mezcla DA/Au NPs 

(estimado utilizando una cinta de pH) se mantuvo en un valor de  5 mediante la 

adición de HCl (36.5-38%). Este valor de pH permite que la dispersión coloidal de Au 

NPs sea estable y que, además, el grupo amino de la molécula de DA (pKa= 10,90) 

este protonado. De esta manera, el grupo NH3
+ puede unirse mediante atracción 

electrostática con los grupos citrato (carga negativa) que cubren a las Au NPs. Por 

otro lado, los grupos OH- de la molécula DA pueden formar enlaces puente hidrógeno 

también con los grupos citrato que cubren a las Au NPs. Para facilitar la comprensión 

de la presente estrategia de formación de agregados de Au NPs, la figura 2.3 muestra, 

a modo esquemático, el ejemplo de la formación de un trímero de Au NPs. Los 

resultados de la formación de agregados de Au NPs, como la suposición de que solo 

1 molécula de DA une a 2 Au NPs se muestra en el Capítulo 5. 

 

Figura 2.3: Representación de la formación de 1 trímero de Au NPs luego de agregar DA a la 

dispersión coloidal de Au NPs. Nótese que el esquema no está en escala real para facilitar su 

comprensión. 
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2.6 Extracción de gliadina de las muestras problema. 

 

Para la extracción de gliadina en las muestras de harina y almidón de maíz se 

utilizó una solución de extracción compuesta por alcohol al 60% en agua mili-Q, ya 

que, la gliadina es la fracción de gluten soluble en alcohol13.  

El protocolo fue el siguiente: 

(1) 0,25 g de muestra previamente secada y molida fueron pesados y transferidos a 

tubos de 10 mL. 

(2) 10 mL de una solución de alcohol al 60% en agua fue agregada a la muestra 

presente en los tubos, incubando la mezcla por 1 hora a temperatura ambiente con 

un agitador a 45 vueltas por minuto. 

(3) Los tubos fueron centrifugados por 10 minutos a 2500 g a temperatura ambiente. 

Posteriormente se transfirió 1 mL del sobrenadante de cada tubo a Eppendorf de 1,5 

mL que, luego se centrifugaron por 5 minutos a 2500 g a temperatura ambiente. 

(4) El sobrenadante fue nuevamente transferido a tubos de 1,5 mL. 

 

2.7 Microscopías electrónicas: 

 

Las microscopías electrónicas son en la actualidad una de las herramientas de 

caracterización más poderosas para determinar características morfológicas en los 

sistemas de escala nanométrica. 

Al interaccionar los electrones de alta energía con la materia pueden ser 

observadas diferentes tipos de emisiones de electrones y fotones. En general, la 

energía de los electrones utilizada se encuentra en el rango de 10 a 400 KeV, donde 

una energía de 100 KeV equivale a una longitud de onda de 4 pm, lo que permite 

obtener un límite de resolución ideal de 0,002 nm. En la realidad instrumental, el límite 

de resolución es mucho mayor. Esto se debe a que las lentes (bobinas que generan 
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campos magnéticos para direccionar el haz de electrones) poseen aberraciones que 

se pueden diferenciar en aberraciones esféricas y aberraciones cromáticas. Sin 

embargo, hoy en día se dispone de equipos que poseen correcciones de ambas 

aberraciones14,15. La figura 2.4 representa esquemáticamente las diferentes señales 

generadas cuando un haz de electrones interacciona con la materia. 

 

 

Figura 2.4: Representación de las diferentes señales generadas cuando un haz de electrones 

interactúa con la muestra. 

 

Por ejemplo, los electrones secundarios y los retrodispersados tienen la 

dirección de propagación opuesta a la dirección del haz de electrones y son la base 

del funcionamiento de la microscopía electrónica de barrido. Mientras que los fotones 

de rayos X pueden ser utilizados para determinar la identidad de los elementos que 

componen una muestra en la espectroscopía EDS. Por otro lado, los electrones 
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transmitidos a través de la muestra pueden ser captados por un detector dando lugar 

a la microscopía electrónica de transmisión16. 

Para este trabajo de tesis se utilizaron las siguientes técnicas microscópicas: 

2.7.1 Microscopía electrónica de transmisión (TEM): 

Esta técnica se empleó para la caracterización morfológica y análisis 

estadístico de la distribución de tamaño, forma y población de las diferentes 

nanoestructuras fabricadas. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio 

electrónico JEM-Jeol 1120, empleando un voltaje de aceleración de 80 kV situado en 

(IFFIVE, INTA), Córdoba, Argentina. Las muestras fueron preparadas colocando una 

gota (lo suficientemente diluida para evitar procesos de agregación in situ de las NEs 

formadas) de la muestra de interés sobre una grilla para TEM dejando que se evapore 

a temperatura ambiente.  

 

2.7.2 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

En particular, esta técnica se utilizó para el análisis de la distribución de Au 

NPs depositadas sobre Fe3O4 (capítulo 7). Las imágenes fueron obtenidas con un 

microscopio electrónico de barrido FE-SEM Σigma de Carl Zeiss, disponible en el 

laboratorio de Microscopía Electrónica y Análisis por Rayos X (LAMARX-FaMAF, 

UNC), Córdoba, Argentina. Para el análisis, las muestras fueron depositadas sobre 

un sustrato de Si/SiO2 dejando evaporar el solvente a temperatura ambiente. 

 

2.8 Técnicas ópticas. 

 

2.8.1 Espectroscopía de absorción UV-Visible. 

Esta técnica es ampliamente utilizada en el área de la plasmónica debido a 

que, pequeños cambios en la morfología, tamaño y entorno químico de las NPs se 

traducen en cambios espectrales significativos en las secciones eficaces de extinción, 

dispersión y absorción. 
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 La magnitud que mide un espectrofotómetro UV-Vis convencional es la 

extinción (absorción + dispersión) de la dispersión coloidal de las NPs. En esta tesis 

se utilizó la espectroscopia UV-Vis para la caracterización óptica y estudio de las 

propiedades de campo lejano de todas las NEs fabricadas.   

 En las mediciones efectuadas en esta tesis se utilizó un espectrofotómetro 

Shimadzu UV-1601 en el intervalo de 300 a 1100 nm. Se emplearon en general celdas 

de cuarzo de 1 cm de paso óptico. El equipo está localizado en el departamento de 

Fisicoquímica de la Facultad de Ciencias Químicas de la UNC. El seguimiento de los 

procesos de agregación y la síntesis de NPs se realizaron mediante la adquisición 

sucesiva de los espectros a intervalos de tiempo regulares. 

 

2.8.2 Espectroscopía de dispersión de energía (EDS) 

             Como se mencionó en el capítulo 2, sección 2.7 existen diversas respuestas 

cuando un de haz de electrones interacciona con una muestra. Una de esas 

posibilidades es que el electrón incidente interaccione con alguno de los electrones 

locales de los orbitales internos de los átomos que integran la muestra y acabe 

expulsándolo. El electrón expulsado se denomina electrón secundario (el que lo ha 

expulsado es primario), y es fundamental en SEM. Una de las formas que tiene el 

átomo para retornar a su estado basal es expulsar un electrón de la capa externa, 

que es conocido como electrón Auger dando lugar a una técnica de microanálisis 

cuyas siglas son AES (Auger Electron Spectrometry). Otra posibilidad es que, para 

retornar a su estado basal, el átomo emita un fotón en el intervalo de energía de rayos 

X. Éste fenómeno es la base de la espectrometría por dispersión de energías de rayos 

X, cuya sigla es EDS (del inglés, X-Ray Energy Dispersive Spectrometry)17. No 

obstante, puede encontrarse en diversos textos como XEDS, EDX o XDS. La energía 

de los fotones emitidos está directamente relacionada con el número atómico del 

elemento emisor. Esta técnica espectroscópica generalmente se encuentra acoplada 

a un microscopio SEM y permite proporcionar imágenes de análisis elemental de alta 

resolución espacial llegando a áreas tan pequeñas como los 100 nanómetros de 

diámetro. 
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En esta tesis la técnica EDS se empleó para realizar la caracterización elemental de 

las NHs fabricadas compuestas por Fe3O4 y Au NPs. El instrumento utilizado fue un 

EDS (Oxford) acoplado al microscopio electrónico de barrido FE-SEM Σigma de Carl 

Zeiss (capitulo 2, sección 2.7.2), disponible en el laboratorio de Microscopía 

Electrónica y Análisis por Rayos X (LAMARX-FaMAF, UNC), Córdoba, Argentina. 

 

2.8.3 Espectroscopía Infrarroja medida por transformada de Fourier con 

reflectancia total atenuada (FT-IR ATR). 

Este tipo de espectroscopía combina las propiedades características de un FT-

IR acoplado a un atenuador de reflectancia. La técnica consiste en hacer incidir un 

haz de luz con un ángulo superior o igual al crítico (ángulo mínimo al que ocurre la 

reflectancia total del haz sobre el material) sobre un cristal con alto índice de reflexión 

en el cual está depositada la muestra evaporada (de distinto índice de reflexión que 

el cristal). En estas condiciones la radiación experimenta una reflexión total en la 

interfaz muestra-cristal. En la región de la muestra se crea una onda evanescente 

que interaccionará con la misma haciendo que esta absorba radiación en las regiones 

IR en las que lo hace comúnmente. Por consiguiente, la cantidad de radiación de 

estas regiones que se refleja será menor que la incidente, por lo que la reflexión está 

atenuada18–20 (figura 2.5). El haz atenuado retorna al cristal y sale en el lado opuesto 

del cristal y es dirigido al detector del espectrómetro IR. El detector registra el haz 

atenuado como un interferograma que luego mediante transformada de Fourier es 

convertido en un espectro IR convencional. 
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.   

Figura 2.5: Representación de la reflexión del haz de luz IR en un sistema ATR. 

 

Se utilizó esta técnica como un método alternativo para corroborar la correcta 

extracción de gliadina con alcohol al 60% en las muestras analizadas (harina de maíz 

y almidón de maíz) que se detallan en el capítulo 4. Los espectros fueron tomados el 

rango del 800 a 1900 cm-1 en colaboración con el Dr. Guillermo Montich (CIQUIBIC-

CONICET) con un espectrómetro FTIR Nicolet Nexus con un accesorio ATR Golden 

Gate Mk II de la firma Specac con cristal de diamante y reflexión única; ubicado en el 

Departamento de Química Biológica de la Facultad de Ciencias Químicas, UNC. El 

equipo fue purgado con aire seco para eliminar la contribución del vapor de agua y 

se dejó evaporar a las muestras sobre el cristal de reflectancia para la posterior 

adquisición de los espectros.  

 

2.8.4 Dispersión de Luz Dinámica (DLS) 

El DLS es una técnica que se utiliza generalmente para determinar el diámetro 

de partículas en una solución o dispersión coloidal, basándose en las fluctuaciones 

temporales de la dispersión de las partículas y correlacionando estas fluctuaciones 

con el radio hidrodinámico de las mismas21.  
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La caracterización óptica por DLS de las diferentes NPs y NEs sintetizadas se 

realizó utilizando un espectrofotómetro Delsa Nano 2.2 con una celda de cuarzo de 1 

cm a temperatura ambiente localizado en el Instituto Nacional de Investigaciones en 

Fisicoquímica (INFIQC-CONICET) en Córdoba, Argentina.  

 

2.8.5 Difracción de rayos X de polvos (DRX).  

La Difracción de Rayos X es una técnica de caracterización básica para el 

análisis estructural de material sólido como por ejemplo metales, minerales, 

polímeros, catalizadores y semiconductores. El fundamento del método de difracción 

de rayos X radica en que los rayos dispersados (o reflejados) que no están en fase 

dan lugar a una interferencia destructiva, mientras que los que están en fase dan 

lugar a una interferencia constructiva. Para ello, se irradia la muestra con rayos X con 

un determinado ángulo . La intensidad de la radiación difractada, resultante de la 

interacción del haz con el sólido, depende de la distancia entre los planos cristalinos 

que configuran la estructura y también del ángulo de difracción . 

 Esta técnica generalmente se emplea para determinar con gran exactitud el 

espaciado entre planos cristalográficos de un material a partir del difractograma de 

rayos X obtenido. De esta manera se obtiene un espectro de difracción del tipo “huella 

dactilar” que permite la identificación de las fases cristalinas presentes en la muestra 

comparándola con difractogramas de rayos X de patrones con estructuras cristalinas 

conocidas obtenidos mediante literatura previa22,23.  

En el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizó DRX de polvos para realizar 

la caracterización estructural de las NPs de Fe3O4 y las NHs fabricadas compuestas 

por Fe3O4-Au. El instrumento empleado fue un DRX de polvos PANanalitical X-Pert 

Pro utilizando radiación CuKα (λ = 1.5406 Å) localizado en el Instituto Nacional de 

Investigaciones en Fisicoquímica (INFIQC-CONICET) en Córdoba, Argentina.  

Los difractogramas se obtuvieron en el rango de 20-80 ° a partir de polvos de 

las muestras. Para obtener el polvo de NPs de Fe3O4, la suspensión que contenía el 

producto de reacción se lavó tres veces con agua posteriormente, se secó la muestra 
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en un horno durante 12 horas a 40ºC. El polvo de las NHs Fe3O4-Au NPs se obtuvo 

depositando gotitas que contenían las NHs previamente purificadas sobre un 

portaobjetos de vidrio y evaporando el disolvente a temperatura ambiente. 

 

2.8.6 Espectroscopia Raman 

El efecto Raman se origina a partir de la polarización electrónica de las 

moléculas cuando incide luz UV, visible o infrarrojo cercano24. Al irradiar una molécula 

con luz monocromática pueden ocurrir dos procesos dispersivos, uno es la dispersión 

Rayleigh y el otro la dispersión Raman. La dispersión Raman, que ocurre con mucho 

menor probabilidad que la de Rayleigh, tiene como resultado de la interacción fotón-

molécula un fotón dispersado con una energía diferente al incidente, por lo que el 

choque es inelástico.  

Si la frecuencia del fotón dispersado es menor a la del incidente, hay una 

transferencia de energía del fotón hacia la molécula, este fenómeno se conoce como 

dispersión Raman Stokes. Por el contrario, si la molécula se encuentra en un estado 

excitado puede ocurrir que la energía del fotón dispersado sea mayor a la del 

incidente, en este caso se produce la dispersión Raman anti-Stokes25. 

El proceso tratado clásicamente para comprender la interacción de la luz con 

los modos vibracionales normales del material toma a la componente de campo 

eléctrico de un haz de luz monocromático con una dada frecuencia (𝜔𝑒𝑥𝑐) cuando 

incide sobre una molécula que induce un momento dipolar en la misma. Dicho campo 

puede describirse como: 

 

𝐸 = 𝐸0cos (2𝜋𝜔𝑒𝑥𝑐𝑡)                                                                                                               (2.8.6.1) 

 

donde 𝐸0 es la amplitud máxima del campo eléctrico y 𝑡  es  el tiempo. El momento 

dipolar inducido (𝜇) en la molécula producto de la interacción es proporcional a la 

polarizabilidad (𝛼) de la misma: 

 

𝜇 = 𝛼𝐸 = 𝛼0𝐸0cos (2𝜋𝜔𝑒𝑥𝑐𝑡)                                                                                           (2.8.6.2) 
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el cambio 𝛼 con respecto al desplazamiento vibracional (coordenadas nucleares) se 

puede expandir en serie de Taylor. Además, se puede definir a la distancia 

internuclear (𝑞) como: 

 

𝑞 = 𝑟 − 𝑟𝑒𝑞 = 𝑟𝑚𝐸0cos (2𝜋𝜔𝑣𝑖𝑏)                                                                              (2.8.6.3) 

 

donde 𝑟𝑚 representa a la distancia de separación máxima respecto al equilibrio y 𝜔𝑣𝑖𝑏 

es la frecuencia de vibración. Si el desplazamiento con respecto a la posición de 

equilibrio es pequeño, solo los primeros 2 términos son importantes en la serie de 

Taylor, modificando la expresión para 𝛼: 

 

𝛼 = 𝛼0 + (
𝜕𝛼0

𝜕𝑞
)
0
𝑞                                                                                                                      (2.8.6.4) 

 

𝛼 = 𝛼0 + (
𝜕𝛼0

𝜕𝑞
)
0
𝑟𝑚cos(2𝜋𝜔𝑣𝑖𝑏𝑡)                                                                               (2.8.6.5)                                                                                                         

 

remplazando la ec. 2.8.6.5 en la ec. 2.8.6.2 la 𝜇 puede escribirse como: 

 

𝜇 = 𝛼0𝐸0 cos(2𝜋𝜔𝑒𝑥𝑐𝑡) + (
𝜕𝛼0

𝜕𝑞
)
0
𝑟𝑚𝐸0cos(2𝜋𝜔𝑣𝑖𝑏)cos(2𝜋𝜔𝑒𝑥𝑐𝑡)         (2.8.6.6)                                                                                                                                                                         

 

considerando que (cos(𝛼) cos(𝛽) =
1

2
[cos(𝛼 +  𝛽)  +  cos(𝛼 −  𝛽)]), se obtiene la 

siguiente expresión: 

 

𝜇 = 𝛼0𝐸0 cos(2𝜋𝜔𝑒𝑥𝑐𝑡) +
1

2
(
𝜕𝛼0

𝜕𝑞
)
0
𝑟𝑚𝐸0[cos (2𝜋𝜔𝑆𝑇𝑂𝐾𝐸𝑆𝑡)cos (2𝜋𝜔𝐴𝑁𝑇𝐼𝑆𝑇𝑂𝐾𝐸𝑆𝑡)]            (2.8.6.7)                                 

 
el primer término corresponde a la dispersión Rayleigh, mientras que, el segundo a 

la dispersión Stokes (𝜔𝑆𝑇𝑂𝐾𝐸𝑆 = 𝜔𝑒𝑥𝑐 − 𝜔𝑣𝑖𝑏 )  y Anti Stokes (𝜔𝐴𝑁𝑇𝐼𝑆𝑇𝑂𝐾𝐸𝑆 = 𝜔𝑒𝑥𝑐 + 𝜔𝑣𝑖𝑏  

respectivamente.  
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La distribución de Boltzmann que determina al número de estados ocupados 

está dada por: 

 

𝑁𝑖 𝑁0⁄ = 𝑔𝑖 𝑔0𝑒
−∆𝐸

𝑘𝑇⁄⁄                                                                                                            (2.8.6.8) 

 

donde Ni es el número de moléculas que se encuentran en el estado vibracional 

excitado con energía Ei y   y N0 el número de moléculas en el estado vibracional 

fundamental E0, con degeneraciones gi y go respectivamente,  ∆𝐸= Ei - E0 y 𝑘 la 

constante de Boltzmann. Como a temperatura ambiente   ∆𝐸 es mayor que 𝑘𝑇, el 

número de moléculas en el estado fundamental (𝑣 = 0) es mayor que en los estados 

excitados.  Consecuentemente, la probabilidad de observar el efecto Raman anti-

Stokes es mucho menor que la probabilidad de observar el efecto Raman Stokes.  

La radiación total Stokes dispersada promediada sobre todas las orientaciones 

medidas (𝐼𝑅𝐴𝑀𝐴𝑁) es proporcional al flujo incidente de fotones (𝐼0):  

 

𝐼𝑅𝐴𝑀𝐴𝑁 = 𝜎𝑅𝐴𝑀𝐴𝑁𝐼0                                                                                                                   (2.8.6.9) 

 

siendo 𝜎𝑅𝐴𝑀𝐴𝑁 la sección eficaz Raman de la molécula, la cual es proporcional a: 

 

𝜎𝑅𝐴𝑀𝐴𝑁 = 𝑐|𝜔𝑠𝑐𝑎𝑡𝑡|
4(𝛼𝑛𝑚

′ )2                                                                                              (2.8.6.10) 

 

donde |𝜔𝑠𝑐𝑎𝑡𝑡|
4 representa a la cuarta potencia de la frecuencia de dispersión y 

(𝛼𝑛𝑚
′ )2 al cuadrado de la derivada de la polarizabilidad para la transición vibracional 

del nivel 𝑛 y al nivel 𝑚. 

 En este trabajo de tesis se utilizó un micro-espectrómetro 

confocal LabRaman HR800 Jobin-Yvon, Horiba con un objetivo 5X (NA = 0,12) en la 

geometría de retrodispersión. Para la excitación se utilizó un láser de He-Ne con una 
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longitud de onda 632,8 nm. El tiempo de acumulación de los espectros fue de 30 s 

con una rejilla de 600 líneas.mm-1, dando una resolución espectral de 4 cm-1.  

 El equipo está localizado en el Instituto de Investigaciones en Fisicoquímica de 

Córdoba (INFIQC-CONICET) en Córdoba, Argentina. Todas las mediciones se 

realizaron a temperatura ambiente y se calibraron previamente con un patrón de 

referencia de Si. 

 

2.8.7 Espectroscopia Raman Incrementada por Superficie (SERS) 

 
Una de las técnicas espectroscópicas más utilizadas para explotar las 

propiedades ópticas de campo cercano de NPs metálicas es la espectroscopia 

SERS26. El efecto SERS fue descubierto por Fleischmann et al. en 1974, al intentar 

registrar el espectro Raman de la piridina sobre un electrodo de plata sometido a 

varios ciclos de oxidación-reducción27. Hoy en día, SERS es empleada para el estudio 

de diversos tipos de moléculas orgánicas, biológicas e inorgánicas debido a que 

aprovecha las ventajas que ofrece la espectroscopia Raman convencional como, por 

ejemplo, que es una técnica no destructiva, rápida y de tipo huella dactilar. Además, 

permite obtener incrementos de la señal Raman de varios ordenes de magnitud 

provenientes de pocas moléculas adsorbidas sobre superficies de NPs metálicas 

(especialmente plata y oro), llegando a límites de detección de una única 

molécula28,29. Algo que resulta prácticamente imposible de lograr en la espectroscopia 

Raman convencional debido a la pequeña magnitud de las  𝜎𝑅𝐴𝑀𝐴𝑁 de las moléculas. 

Los experimentos SERS mostrados en esta tesis se llevaron a cabo utilizando 

el mismo equipo y condiciones experimentales descriptas en la sección anterior.  
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2.9 Inmunoensayos. 

 

2.9.1 ELISA (Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas) 

Se utilizó esta técnica analítica para determinar el contenido de gliadina de las 

muestras analizadas, y comparar los resultados obtenidos con la metodología IDILA 

desarrollada en el capítulo 4 de esta tesis. En particular, se utilizó un ELISA tipo 

sándwich ya que es el método analítico homologado por Código Alimentario Argentino 

para la verificación de alimentos libres de gluten1030,31 (figura 2.6). 

 

Figura 2.6: Esquema simplificado de la técnica ELISA tipo “Sandwich”. 

Inicialmente se incubó 100 μL / pocillo de anticuerpo primario (anticuerpo IgG 

de conejo policlonal anti gliadina) durante la noche a 4ºC, luego se lavó 4 veces con 

tampón de lavado (PBS suplementado con Tween-20 al 0,05%) y se bloqueó cada 

pocillo (200 μl / pocillo) con albúmina de suero bovino (4,00 g, PBS 100 ml) durante 

1 hora a 37 ºC. Posteriormente se lavaron nuevamente los pocillos 4 veces, con 

tampón de lavado. Seguidamente se añadió el antígeno de gliadina (LSBio) para 

realizar la curva de calibración y por otro lado las muestras problema (harina de maíz 

y almidón de maíz) utilizando diluciones seriadas (con factor de dilución ½), 

incubándose durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de efectuar 4 lavados 

con tampón PBS, se agregó el anticuerpo secundario biotinilado específico para 

gliadina (LSBio) en cantidades de 100 μL / pocillo, incubándolo durante 1 hora a 
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temperatura ambiente. Seguidamente se lavaron 4 veces los pocillos y se añadieron 

100 μL / pocillo de enzima estreptavidina-peroxidasa y se incubaron durante 30 

minutos a 35 °C. Por último, se efectuó otro lavado de la microplaca: 3 veces con sólo 

PBS y 3 veces con PBS suplementado con Tween-20 al 0,05% y se añadió el 

substrato-cromógeno H2O2-Tetra Methyl Bencidine (TMB). Este substrato-cromógeno 

produce una reacción colorimétrica catalizada por la enzima que se inhibe a los 10 

minutos mediante el agregado de ácido sulfúrico 5 M. Las lecturas se realizaron a 

450 nm en un lector de ELISA BioRad Hercules, (USA). 

 

2.9.2 Western Blot 

Se utilizó este método para confirmar la presencia de gliadina en las muestras 

analizadas de harina y almidón de maíz, tema que se desarrolla en el capítulo 4.  

El Western blot, inmunoblot o electrotransferencia, es una técnica analítica y 

molecular que permite separar e identificar proteínas específicas en una mezcla 

compleja de proteínas. La metodología consiste en tres etapas: separación por 

tamaño, transferencia a un soporte de nitrocelulosa y, finalmente, visualización 

mediante la marcación de proteínas con el uso de anticuerpos primarios y 

secundarios apropiados32,33.  

El procedimiento utilizado en este trabajo fue, en primera instancia separar por 

peso molecular el complejo proteico de gliadina extraído previamente de las muestras 

problema, en un gel de electroforesis de dodecil sulfato sódico (12% de gel de 

poliacrilamida y un tampón de migración 25 mM BufferTris; Glicina 190 mM; SDS al 

0,1%; pH=8,3). El tiempo de electroforesis fue de 2 horas a 100 V, después se 

transfirieron las proteínas del gel a una membrana de nitrocelulosa en un medio 

húmedo con un tampón de transferencia que contenía (BufferTris 25 mM, glicina 190 

mM y metanol al 20%). El tiempo de incubación para este proceso de transferencia 

fue de aproximadamente de 1 hora. Una vez transferidas las macromoléculas, se 

bloquearon los sitios de unión libres incubando la membrana con albúmina de suero 

bovino (4,00 g, PBS 100 ml). Posteriormente, la detección se realizó incubando la 
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membrana con el anticuerpo primario específico para gliadina durante 12 hs a 4 ºC. 

Luego de lavados sucesivos con TBST (Tris Buffer Saline Tween 20), se agregó el 

anticuerpo secundario biotinilado unido a la enzima peroxidasa (Thermo Scientific), 

efectuándose posteriormente un nuevo lavado con TBST. El revelado se realizó por 

quimioluminiscencia mediante la adición de un substrato para Western Blot ECL 

(Pierce) utilizando un equipo ODYSSEY Sistema de imagen infrarroja (LI-COR 

Bioscience). 

 

2.10 Ensayos de fotodegradación de azul de metileno 

 

 En el capítulo 7, los experimentos de fotocatálisis se llevaron a cabo en un tubo de 

ensayo que contenía 10 mL de solución acuosa 1x10-5 M de azul de metileno y 0,08 

mg / L de NPs de magnetita o NHs Fe3O4 – Au. Antes de comenzar la irradiación, las 

dispersiones coloidales se agitaron magnéticamente durante 1 hora para alcanzar el 

equilibrio de adsorción-desorción de azul de metileno en la superficie de los 

catalizadores. En todos los ensayos, se irradiaron las respectivas muestras con una 

fuente de luz que consistió de una lámpara de Hg con 100 W de potencia cuyo 

espectro de emisión34 se muestra en la figura 6.7. Durante la irradiación, a intervalos 

de tiempo específicos de 15 minutos hasta los 60 minutos, se retiraron 2 mL de 

muestra para monitorear la evolución espectral del azul de metileno en función del 

tiempo de irradiación a través de espectroscopia UV-Vis. 



 

78 

 

 

Figura 2.7: Espectro de emisión de una lampara de vapor de mercurio de 100 W 

 

2.11 Métodos Computacionales 

 

2.11.1 Interacción de la radiación con esferas: Teoría de Gustav Mie 

En 1908, Gustav Mie aborda el problema matemático de la interacción entre la 

radiación electromagnética y una partícula esférica, en la búsqueda de explicar la 

coloración rojo rubí de las soluciones coloidales de Au35. En términos generales, la 

estrategia para llegar a la solución del problema consiste en: 

a) expandir la onda plana incidente en términos de armónicos esféricos vectoriales. 

b) encontrar los coeficientes para la expansión del campo incidente. 

c) encontrar los coeficientes para la expansión del campo generado dentro de la 

esfera (interno) y del campo dispersado, sujeto a la condición de que, en la superficie 

de la esfera, tanto el campo eléctrico como el magnético, deben ser continuos. 

 Para satisfacer las ecuaciones de Maxwell, el campo eléctrico (𝐸) y el campo 

magnético (𝐻) deben resolver las ecuaciones de onda:  
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∇2 𝐸+k2 𝐸=0                                                                                                                                 (2.11.1.1) 

 

∇2 𝐻 + k2 𝐻 =0                                                                                            (2.11.1.2) 

 

donde k está relacionada con ω mediante la relación K2=ω2. 

A su vez, los campos 𝐸 y 𝐻 deben ser libres de divergencia (∇ × 𝐸 = 0, ∇ × 𝐻 

= 0), y están relacionados por las siguientes expresiones:  

 

∇ × 𝐸 = 𝑙𝜔𝜇𝐻                                                                                              (2.11.1.3) 

 

∇ × 𝐻 = −𝑖𝜔𝜀𝐸                                                                                           (2.11.1.4) 

  

donde ω es la frecuencia angular, 𝜇 es la permeabilidad del medio donde se propaga 

la onda, y 𝜀 es la constante dieléctrica. 

Por otro lado, es posible construir una función vectorial 𝑀 a partir de una 

función escalar 𝛹 y un vector constante 𝑟 según:  

 

𝑀 = ∇ × (𝑟𝛹)                                                                                                                                (2.11.1.5) 

 

Utilizando identidades vectoriales se puede demostrar que: 

 

∇2 𝑀 + k2 𝑀 = ∇ × [(∇2𝛹 + k2𝛹)]                                                             (2.11.1.6) 

 

por lo tanto, 𝑀 satisface la ecuación de onda vectorial (2.11.1.6) si la función 𝛹 es 

una solución de la ecuación de onda escalar: 

 

∇2𝛹 + k2𝛹 = 0                                                                                             (2.11.1.7) 
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de acuerdo a su definición, la función vectorial 𝑀 es libre de divergencia (∇× 𝑀 = 0) 

y, además, es posible construir otra función vectorial N a partir de M según:  

 

𝑁 = k-1(∇ ×  𝑀)                                                                                          (2.11.1.8) 

 

así, las funciones vectoriales 𝑀 y 𝑁 tienen todas las propiedades requeridas para un 

campo electromagnético compatible con las ecuaciones de Maxwell, es decir, 

satisfacen la ecuación de onda vectorial ec. 2.11.1.1, son libres de divergencia, la 

circulación de 𝑀 es proporcional a 𝑁 y la circulación de 𝑁 es proporcional a 𝑀. De 

esta manera, el problema se reduce a encontrar soluciones a la ecuación de onda 

escalar (2.11.1.7). Dada la simetría del problema, las dos funciones Ψ que satisfacen 

la ecuación (2.11.1.7) en coordenadas polares esféricas 𝑟, 𝜃 y 𝜑, corresponden a dos 

funciones de distinta paridad, par 𝛹𝑒𝑚𝑛 e impar 𝛹𝑜𝑚𝑛: 

 

𝛹𝑒𝑚𝑛 = 𝑐𝑜𝑠 𝑚𝜑 𝑃𝑛
𝑚(𝑐𝑜𝑠 𝜃) 𝑧𝑛 (𝑘𝑟)                                                                   (2.11.1.9) 

 

𝛹𝑜𝑚𝑛 = 𝑠𝑖𝑛 𝑚𝜑 𝑃𝑛
𝑚 (𝑐𝑜𝑠 𝜃) 𝑧𝑛 (𝑘𝑟)                                                                 (2.11.1.10) 

 

donde 𝑚 = 0, ±1, ±2,…, n y 𝑛 = 0, 1, 2…, n. Las funciones 𝑃𝑛
𝑚 son los polinomios 

asociados de Legendre y 𝑧𝑛 son las funciones de Bessel. Estas últimas pueden ser 

elegidas de cuatro formas diferentes: jn(𝑘𝑟), yn(𝑘𝑟), hn+(𝑘𝑟) y hn-(𝑘𝑟), dependiendo 

de cuales sean las condiciones de contorno del problema. El comportamiento 

asintótico de estas funciones es: 𝑠𝑖𝑛(𝑘𝑟-𝑛𝜋/2), 𝑐𝑜𝑠(𝑘𝑟-𝑛𝜋/2), 𝑒𝑖𝑘𝑟−𝑛𝜋/2  y 

𝑒−𝑖(𝑘𝑟−𝑛𝜋/2) , respectivamente. Otro aspecto importante es el comportamiento de las 

funciones de Bessel para 𝑟 = 0. Todas las funciones esféricas de Bessel divergen 

para 𝑟 = 0, excepto jn(𝑘𝑟). Esto significa que sólo esta función debe ser usada para 

representar un campo electromagnético finito en el origen de coordenadas. 

Es importante destacar que cualquier función que satisfaga la ecuación de 

onda (2.11.1.7) en coordenadas esféricas polares puede ser expandida como una 

serie infinita en las ecuaciones (2.11.1.9) y (2.11.1.10). Las funciones 𝛹𝑜𝑚𝑛 y 𝛹𝑒𝑚𝑛 
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sirven de base para construir cuatro tipos de armónicos esféricos vectoriales 

diferentes usando las ecuaciones (2.11.1.5) y (2.11.1.8). El próximo paso es expandir 

la onda plana incidente en términos de los armónicos esféricos vectoriales 𝑀𝑒𝑚𝑛, 

𝑁𝑒𝑚𝑛, 𝑀𝑜𝑚𝑛 y 𝑁𝑜𝑚𝑛. Si se considera una onda polarizada con el vector de onda k 

en la dirección del eje z y la dirección de polarización sobre el eje x, la expansión del 

campo incidente en “ondas parciales” está dada por: 

 

𝐸𝑖𝑛𝑐𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑒= 𝐸0𝑒𝑖𝑘𝑟𝑐𝑜𝑠 𝜃  ex = 𝐸0 ∑ 𝑖𝑛∞
𝑛=1  

2𝑛+1

𝑛(𝑛+1)
 (𝑀𝑜𝑚𝑛

(1)
- 𝑖𝑁𝑒𝑚𝑛

(1)
)            (2.11.1.11) 

 

donde ex es el vector unitario en la dirección del eje de polarización x. La suma 

consiste en una expansión en serie de la onda plana en términos de ondas esféricas, 

donde el superíndice (1) en los armónicos esféricos indica que en las soluciones de 

(2.11.1.7) las funciones de Bessel apropiadas son aquellas del tipo jn(kr). Debido a la 

ortogonalidad de las funciones 𝑠𝑒𝑛𝑜 y 𝑐𝑜𝑠𝑒𝑛𝑜, los coeficientes de expansión de los 

armónicos 𝑀𝑜𝑚𝑛 y 𝑁𝑒𝑚𝑛 son cero. Además, los coeficientes restantes se anulan 

también, excepto para 𝑚 = 1, por el mismo motivo. El correspondiente campo 

magnético incidente es obtenido calculando la circulación del campo en la ecuación 

(2.11.1.11). Para expandir en armónicos esféricos vectoriales el campo 

electromagnético dispersado (𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡, 𝐻𝑠𝑐𝑎𝑡) y el campo interno (𝐸1, 𝐻1), se impone la 

siguiente condición en el límite entre la esfera y el medio circundante: 

 

 (𝐸𝑖𝑛𝑐𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑒+ 𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡  - 𝐸1) x er= (𝐻𝑖𝑛𝑐𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑒+ 𝐻𝑠𝑐𝑎𝑡- 𝐻1) x 𝑒𝑟  = 0          (2.11.1.12) 

 

esta condición de contorno implica que las componentes tangenciales de 𝐸 y 𝐻 deben 

ser continuas en la transición desde un medio al otro con propiedades dieléctricas 

diferentes. Así, el campo dispersado 𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡 fuera de la superficie de la esfera, puede 

definirse como: 

 

𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡= E0∑ 𝑖𝑛∞
𝑛=1  

2𝑛+1

𝑛(𝑛+1)
 (𝑖𝑎𝑛𝑁𝑒𝑚𝑛

(3)
- 𝑏𝑛𝑁𝑜𝑚𝑛

(3)
)                                        (2.11.1.13) 
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donde el superíndice (3) denota funciones de Bessel del tipo hn+(kr). Una expresión 

similar describe el campo interno: 

 

𝐸1= 𝐸0 ∑ 𝑖𝑛∞
𝑛=1  

2𝑛+1

𝑛(𝑛+1)
 (𝑐𝑛𝑀𝑜𝑚𝑛

(1)
- 𝑖𝑑𝑛𝑁𝑒𝑚𝑛

(1)
)                                           (2.11.1.14) 

 

en este caso, es necesario usar las funciones de Bessel del tipo jn(kr) en las funciones 

generatrices 𝛹𝑜𝑚𝑛 y 𝛹𝑒𝑚𝑛 para cumplir con el requerimiento de que el campo sea 

finito en el origen, lo cual es señalado con el superíndice (1). Los campos magnéticos 

𝐻1 y 𝐻𝑠𝑐𝑎𝑡 se pueden conocer calculando la circulación de 𝐸1 y 𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡, 

respectivamente. A partir de la condición de contorno (2.11.1.12) en forma de 

componentes, se pueden escribir cuatro ecuaciones independientes para un dado 

valor de 𝑛, las cuales permiten, a su vez, conocer los cuatro coeficientes 

desconocidos 𝑎𝑛, 𝑏𝑛, 𝑐𝑛 y 𝑑𝑛 para la expansión del campo dispersado e interno, 

respectivamente. 

La teoría de Mie permite calcular propiedades ópticas de campo lejano como, 

por ejemplo, la sección eficaz de dispersión, 𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡, definida como el cociente entre el 

flujo saliente radial y el flujo entrante, y la sección eficaz de extinción, 𝜎𝑒𝑥𝑡, definida 

como el cociente entre el flujo dispersado hacia delante y el flujo entrante que 

dependen de los coeficientes 𝑎𝑛 y 𝑏𝑛, y 𝜎𝑎𝑏𝑠 puede calcularse de la sustracción de 

ambas. 

 

2.11.2 Teoría de Mie Generalizada para Múltiples Partículas (GMM) 

 

El problema de dispersión de luz por un agregado de NPs esféricas posee 

características distintivas en comparación con la dispersión de una NP aislada. La 

principal diferencia radica en que ahora, el campo incidente sobre cada esfera tiene 

dos componentes: una es el campo incidente sobre el sistema y la otra es la suma de 

los campos dispersados por el resto de las esferas que forman parte del agregado. 



 

83 

 

El desarrollo del teorema de la adición para armónicos esféricos, hizo posible dar una 

solución cuantitativa de este segundo componente y resolver analíticamente el 

problema de dispersión de luz por un agregado de esferas con una orientación fija36–

38. En esta sección se describe en forma breve como se halla la solución analítica de 

campo lejano para este problema, la cual constituye una extensión de la teoría de Mie 

y se la conoce como Generalized Multiparticle Mie-solution (GMM)39, o Teoría de Mie 

Generalizada para Multiples Partículas. 

Para resolver este problema, es necesario en un primer paso, expandir la onda 

plana incidente en armónicos esféricos vectoriales que tienen su origen en sistemas 

de coordenadas desplazados, donde las orientaciones relativas de cada uno de los 

diferentes sistemas de coordenadas se corresponden con la ubicación del centro de 

cada esfera involucrada. Luego se determinan los campos parciales dispersados por 

cada esfera. Aquí se halla la diferencia más relevante respecto del caso de una esfera 

aislada, puesto que es necesario considerar explícitamente el hecho de que el campo 

dispersado por la 𝑗 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 esfera se convierte luego en campo incidente sobre la 

𝑙 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 esfera. Esta complicación adicional se supera con la ayuda de los 

coeficientes de traslación vectoriales, los cuales dan cuenta de este efecto. El 

próximo paso, de vital importancia, es construir una representación única del campo 

dispersado. Para ello se utiliza una relación simple que existe entre los coeficientes 

de dispersión parciales y totales para el campo lejano, la cual implica solamente un 

término de fase. Por último, se computan los valores de los coeficientes de expansión, 

los cuales, y de igual modo que en el caso de esfera aislada, permiten calcular 𝐶𝑠𝑐𝑎𝑡 

y 𝐶𝑒𝑥𝑡. Consideremos un agregado de 𝐿 esferas, donde X j, Y j, Z j (con 𝑗 = 1, 2,..., 𝐿) 

son las coordenadas del centro de la 𝑗 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 esfera relativas a un sistema de 

referencia cartesiano común. A su vez, cada esfera cuenta con un sistema de 

coordenadas primario, con el origen ubicado en su centro. En un primer paso, los 

campos incidentes sobre cada esfera individual son expandidos en términos de 

armónicos esféricos respecto a los sistemas centrados en cada una de ellas. Luego, 

son expandidos relativos a un sistema cartesiano común: 

𝐸𝑖𝑛𝑑𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑗

=𝐸𝑖=∑ ∑ 𝑖𝐸𝑚𝑛 [𝑃𝑚𝑛
𝑗

𝑁𝑚𝑛
(1)

(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗)+𝑞𝑚𝑛
𝑗

𝑀𝑚𝑛
(1)

((𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗))]𝑛
𝑚=−𝑛

𝑁𝑗

𝑛=0 (2.10.2.1) 
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𝐻𝑖𝑛𝑑𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑗

=𝐻𝑖=−
𝑘

𝜔𝜇0
∑ ∑ 𝐸𝑚𝑛 [𝑞𝑚𝑛

𝑗
𝑁𝑚𝑛

(1)
(𝜌𝑗, 𝜃𝑗, 𝜑𝑗)+𝑝𝑚𝑛

𝑗
𝑀𝑚𝑛

(1)
((𝜌𝑗, 𝜃𝑗, 𝜑𝑗))]𝑛

𝑚=−𝑛
𝑁𝑗

𝑛=0 (2.10.2.2) 

 

donde 𝜌 = kr y los coeficientes de la expansión están dados por:  

 

 𝑝𝑚𝑛
𝑗

=𝑒𝑖𝑘𝑍𝑗
 𝑝𝑚𝑛; 𝑞𝑚𝑛

𝑗
=𝑒𝑖𝑘𝑍𝑗

𝑞𝑚𝑛                                                                (2.11.2.3) 

 

los cuales difieren de los coeficientes de la expansión primaria sólo por el término de 

fase constante 𝑒𝑖𝑘𝑍𝑗
. Es importante mencionar que en este formalismo sólo se emplea 

la solución para a la ecuación de onda (2.11.1.7), es decir la función 𝛹𝑒𝑚𝑛, para 

generar los armónicos esféricos vectoriales 𝑀𝑚𝑛, 𝑁𝑚𝑛. En un segundo paso, se 

expresan los campos parciales dispersados por cada esfera en términos de los 

sistemas de coordenadas primarios, los cuales están dados por las ecuaciones:  

 

𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡
𝑖 =∑ ∑ 𝑖𝐸𝑚𝑛 [𝑎𝑚𝑛

𝑙 𝑁𝑚𝑛
(3)(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗) + 𝑏𝑚𝑛

𝑙 𝑀𝑚𝑛
(3)

((𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗))]𝑛
𝑚=−𝑛

𝑁𝑗

𝑛=0     (2.11.2.4) 

 

𝐻𝑖𝑛𝑑𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑗

=
𝑘

𝜔𝜇0
∑ ∑ 𝐸𝑚𝑛 [𝑏𝑚𝑛

𝑙 𝑁𝑚𝑛
(3)

(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗)+𝑎𝑚𝑛
𝑙 𝑀𝑚𝑛

(3)
((𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗))]𝑛

𝑚=−𝑛
𝑁𝑙

𝑛=0 (2.11.2.5) 

 

donde los coeficientes 𝑎 y b están dados por:  

 

𝑎𝑚𝑛
𝑙 = 𝑎𝑛

∗𝑙𝑝𝑚𝑛
𝑙 ; 𝑏𝑛

∗𝑙𝑄𝑚𝑛
𝑙                                                                                                           (2.11.2.6) 
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donde 𝑎𝑛
∗𝑙 y 𝑏𝑛

∗𝑙 son los coeficientes de dispersión de Mie de la 𝑙 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 efera aislada 

mientras que 𝑝𝑚𝑛
𝑙  y 𝑄𝑚𝑛

𝑙  son los coeficientes de la expansión del campo incidente total 

sobre la esfera 𝑙 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 y contienen dos contribuciones: la onda plana incidente 

inicial y las ondas dispersadas por todas las otras esferas del agregado. Hallar los 

coeficientes 𝑝𝑚𝑛
𝑙  y 𝑄𝑚𝑛

𝑙 , implica a su vez hallar los coeficientes de translación vectorial 

𝐴𝑚𝑛𝜇𝑣 
𝑗𝑙

y 𝐵𝑚𝑛𝜇𝑣
𝑗𝑙

. Estos últimos, juegan un papel clave porque caracterizan la 

transformación de una onda dispersada por la 𝑗 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 esfera en una onda incidente 

sobre la 𝑙 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 esfera. Estos coeficientes pueden ser expresados explícitamente 

utilizando, a su vez, los coeficientes de Gaunt, los que pueden obtenerse mediante 

una relación de recurrencia. Luego de haber obtenido todos los coeficientes de 

dispersión parciales, el próximo paso es construir una única representación para el 

campo dispersado total por el agregado como un todo. Este paso es de vital 

importancia hacia una solución completa de la dispersión de luz por múltiples esferas. 

Si por ejemplo, se hace común el sistema de coordenadas primario 𝑗 − é𝑠𝑖𝑚𝑜, la 

expansión única del campo dispersado tiene la forma: 

 

𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡
𝑡  =∑ ∑ 𝑖𝐸𝑚𝑛 [𝑎𝑚𝑛

𝑡 𝑁𝑚𝑛
(3)

(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗) + 𝑏𝑚𝑛
𝑡 𝑀𝑚𝑛

(3)
((𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗))]𝑛

𝑚=−𝑛
𝑁𝑚𝑎𝑥
𝑛=1            (2.11.2.7) 

 

𝐻𝑖𝑛𝑑𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑒
𝑗

=
𝑘

𝜔𝜇0
∑ ∑ 𝑖𝐸𝑚𝑛 [𝑏𝑚𝑛

𝑡 𝑁𝑚𝑛
(3)

(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗)+𝑎𝑚𝑛
𝑡 𝑀𝑚𝑛

(3)
((𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗))]𝑛

𝑚=−𝑛
𝑁𝑚𝑎𝑥
𝑛=0 (2.11.2.8) 

 

existe una relación simple entre los coeficientes de dispersión total y parciales para 

el campo lejano, la cual implica solamente un término de fase. Esto se debe a que la 

traslación de armónicos esféricos entre sistemas desplazados tiene una forma 

asintótica correcta, válida en la zona lejana, dada por las ecuaciones:  

 

𝑀𝑚𝑛 
(3)

(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗) = 𝑒−𝑖𝑘∆𝑙
𝑀𝑚𝑛 

(3)
(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗)                                                 (2.11.2.9) 
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𝑁𝑚𝑛 
(3)

(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗) = 𝑒−𝑖𝑘∆𝑙
𝑁𝑚𝑛 

(3)
(𝜌𝑗 , 𝜃𝑗 , 𝜑𝑗)                                                  (2.11.2.10) 

 

donde ∆𝑙 = 𝑋′𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑐𝑜𝑠𝜑 + 𝑌′𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑠𝑖𝑛𝜑 + 𝑍′𝑐𝑜𝑠𝜃. De esta manera, los coeficientes de 

dispersión total en la ecuación (2.11.2.6) están dados por: 

 

𝑎𝑚𝑛 
(𝑡) ∑ 𝑒−𝑖𝑘∆𝑙𝐿

𝑙=1 𝑎𝑚𝑛
𝑙 ; 𝑏𝑚𝑛

𝑡 = ∑ 𝑒−𝑖𝑘∆𝑙𝐿
𝑙=1 𝑏𝑚𝑛

𝑙                                                    (2.11.2.11) 

 

 Nótese que, en este caso también, los valores de 𝑎𝑚𝑛 
(𝑡)

 y 𝑏𝑚𝑛
𝑡  dependen de las 

propiedades del medio y del material que compone la esfera, las cuales a su vez 

dependen de ω. Basados en expresiones analíticas para la matriz de amplitud de 

dispersión de un agregado de partículas, han sido derivadas fórmulas rigurosas para 

todas las otras propiedades de dispersión del agregado. La sección transversal de 

extinción total 𝜎 𝑒𝑥𝑡 del agregado está dada por: 

 

 𝜎𝑒𝑥𝑡=∑ 𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡
𝑙 =

4𝜋

𝑘2
 𝐿

𝑙=1 ∑ ∑ ∑ 𝑅𝑒 𝑛
𝑚=−𝑛

𝑁𝑙

𝑛=1
𝐿
𝑙=1 (𝑝𝑚𝑛

𝑙∗ 𝑎𝑚𝑛
𝑙 + 𝑞𝑚𝑛

𝑙∗ 𝑏𝑚𝑛
𝑙 )                 (2.11.2.12) 

 

donde 𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡
𝑙  es la contribución de la 𝑙 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 componente, es decir, la sección eficaz 

de extinción diferencial de la 𝑙 − é𝑠𝑖𝑚𝑎 esfera. La sección eficaz de dispersión total y 

diferencial, 𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡
𝑙  𝑦 𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡

𝑙  , están dadas por:  

 

𝜎𝑒𝑥𝑡=∑ 𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡
𝑙 =

4𝜋

𝑘2
 𝐿

𝑙=1 ∑ ∑ ∑ 𝑅𝑒 𝑛
𝑚=−𝑛

𝑁𝑙

𝑛=1
𝐿
𝑙=1 (𝑎𝑚𝑛

𝑙∗ 𝑎𝑚𝑛
(𝑡)𝑙 + 𝑏𝑚𝑛

𝑙∗ 𝑏𝑚𝑛
(𝑡)𝑙)                (2.11.2.13) 
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la sección eficaz de absorción puede calcularse como 𝜎𝑎𝑏𝑠  =  𝜎𝑒𝑥𝑡  −  𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡, de todas 

maneras 𝜎abs puede también formularse explícitamente. Así, las tres secciones 

transversales pueden ser computadas independientemente. La diferencia entre los 

dos resultados numéricos de 𝜎𝑎𝑏𝑠  puede servir como un test para la precisión de la 

solución numérica de dispersión. Es importante destacar que la forma en que se 

calculan las diferentes secciones eficaces permite analizar la respuesta óptica 

individual de cada una de las esferas que componen el agregado. Esta solución ha 

sido implementada en un código Fortran para calcular la dispersión producida por un 

agregado de esferas homogéneas cuando interacciona con una onda plana 

monocromática y linealmente polarizada que se propaga en un medio no absorbente 

y homogéneo. Cuando se emplea esta metodología, al igual que en el caso de la 

esfera aislada, las propiedades del material son introducidas en el cálculo mediante 

una tarjeta de entrada, la cual contiene los valores de la parte real e imaginaria de su 

constante dieléctrica para cada valor de ω. Un aspecto importante a tener en cuenta 

cuando se emplean estas metodologías analíticas es el valor máximo de n hasta el 

cual se extienden las sumatorias en las ecuaciones 𝛼0 =
 𝜀(𝜔)−𝜀0

𝜀(𝜔)+2𝜀0
 , 𝜎𝑠𝑐𝑎𝑡= (8𝜋⁄3)4|𝛼|2, 

(2.11.2.12) y (2.11.2.13). 

Si bien al tratarse de soluciones analíticas los tiempos computacionales de 

cálculo son relativamente cortos (del orden de los minutos), se encontró que cuando 

n = 30 los resultados obtenidos alcanzan una convergencia satisfactoria.  

La teoría de Mie, así como GMM se encuentran en códigos Fortran ya 

adaptados e implementados previamente por el grupo de investigación del Dr. 

Coronado, para simular la respuesta óptica de campo lejano de las diferentes NEs 

plasmonicas sintetizadas en esta tesis. En todas las simulaciones se han empleado 

las funciones dieléctricas tabuladas por Palik para Au y Ag2. 
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2.11.3 Aproximación de dipolos discretos (DDA) 

En 1964 De Voe introdujo la idea básica de la metodología de Aproximación 

de Dipolos Discretos (DDA) para estudiar las propiedades ópticas de agregados 

moleculares; el tratamiento de DeVoe se limitó a los agregados que eran pequeños 

comparadas con la longitud de onda, por lo que, los efectos de retardo no se 

incluyeron40. En 1973  Purcell y Pennypacker incluyen los efectos de retardo, 

utilizando la metodología para estudiar los granos de polvo interestelar41. DDA tiene 

la ventaja de ser una técnica muy general y flexible que permite calcular propiedades 

ópticas de partículas de forma arbitraria con dimensiones menores o comparables a 

la longitud de onda de la radiación incidente. Esta aproximación reemplaza la 

partícula sólida o agregado de partículas de interés por una red cúbica de N dipolos 

puntuales, donde la separación entre los dipolos es pequeña en comparación con la 

longitud de onda incidente. Debido a que no existen restricciones respecto de los 

sitios de la red cúbica que deben estar ocupados, es posible representar un objeto o 

múltiples objetos de morfología arbitraria. Cada dipolo tiene una polarización oscilante 

como respuesta tanto a la onda plana incidente como a los campos eléctricos debidos 

a todos los demás dipolos en el arreglo. El cálculo de las propiedades ópticas 

empleando el método DDA requiere el conocimiento previo de la polarización en cada 

dipolo. Para ello se busca una solución auto-consistente la cual puede ser obtenida 

como la solución a un conjunto de ecuaciones lineales acopladas. 

En esta aproximación cada elemento 𝑗-ésimo, situado en la posición 𝑟𝑗, tiene 

una polarizabilidad 𝛼𝑗. El momento dipolar 𝑃𝑗 inducido en el dipolo j está determinado 

por: 

 

𝑃𝑗 = 𝛼𝑗𝐸𝑖(𝑟𝑗)                                                                                                                      (2.11.3.1) 

 

donde 𝐸𝑖(𝑟𝑗) representa el campo eléctrico incidente sobre el dipolo j debido a todas 

las fuentes externas a j, es decir, la radiación incidente sobre el arreglo más la 

radiación dispersada por los otros N-1 dipolos oscilantes y está dado por: 

 

https://es.qwe.wiki/wiki/Edward_Mills_Purcell
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𝐸𝑖,𝑗 = 𝐸0e
(ik𝑟𝑗−iωt) − ∑ 𝐴𝑗𝑘𝑃𝑘𝑘≠𝑗                                                                                    (2.11.3.2) 

 

donde la amplitud y el vector de onda del campo electromagnético incidente 

corresponden a 𝐸0 y k  respectivamente. La matriz de interacción 𝐴 está dada por: 

 

𝐴𝑗𝑘𝑃𝑘 =
e
ik𝑟𝑗𝑘

𝑟𝑗𝑘
3 {𝑘2𝑟𝑗𝑘(𝑟𝑗𝑘𝑃𝑘) + 

(1−ik𝑟𝑗𝑘)

𝑟𝑗𝑘
2 [𝑟𝑗𝑘

2 𝑃𝑘 − 3𝑟𝑗𝑘(𝑟𝑗𝑘𝑃𝑘)]}                (2.11.3.3) 

 

donde 𝑘  = 𝜔/𝑐 y 𝑟𝑗𝑘 = 𝑟𝑗 − 𝑟𝑘 . La ecuación 2.11.3.2 sirve para definir los elementos 

de matriz 𝐴𝑗𝑘 para j  𝑘. Para el caso j = k se define que: 

 

𝐴𝑗𝑗 = 𝛼𝑗
−1

                                                                                                                    (2.11.3.3) 

 
de tal forma que el problema de dispersión puede ser formulado como un conjunto de 

N ecuaciones lineales no-homogéneas complejas de acuerdo a: 

 

𝐸𝑖,𝑗 = ∑ 𝐴𝑗𝑘𝑃𝑘
𝑁
𝑘=1            (𝑗 = 1,… ,𝑁)                                                                (2.11.3.4) 

 

Resulta conveniente definir en este punto los vectores de dimensión 3N (𝑃 =

(𝑃1, 𝑃2, … , 𝑃𝑁) y 𝐸𝑖 = (𝐸𝑖,1, 𝐸𝑖,2, … , 𝐸𝑖𝑁) y la matriz simétrica 𝐴 de dimensión 3N3N, de 

modo de que el problema se pueda reducir a resolver la siguiente ecuación matricial: 

 

𝐴 × 𝑃 = 𝐸𝑖                                                                                                                                (2.11.3.5) 

 

Finalmente, el problema se reduce en conocer el vector 𝑃. Para ello se pueden 

aplicar diversas técnicas, como por ejemplo la inversión directa de la matriz A. 

Resolviendo el sistema de 3N ecuaciones lineales no-homogéneas complejas de la 

ec. 2.11.3.4, se puede determinar el vector polarización 𝑃 y a partir de éste se pueden 

conocer propiedades ópticas como por ejemplo la sección eficaz de extinción (𝜎𝑒𝑥𝑡), 

la cual viene dada por: 
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𝜎𝑒𝑥𝑡 =
4𝜋𝑘

𝐸0
2 ∑ 𝐼𝑚(𝐸𝑖,𝑗

∗ 𝑃𝑗)
𝑁
𝑗=1                                                                                                            (2.11.3.6) 

 

A partir esta expresión se puede calcular el campo eléctrico en la vecindad de 

una partícula agregando dipolos de prueba de polarizabilidad prácticamente nula, es 

decir, fijando sus valores de 𝜀 a valores muy cercanos a la unidad. 

Las propiedades del material que constituye la partícula son introducidas en el 

cálculo mediante su constante dieléctrica, a través de la cual se obtienen las 

polarizabilidades 𝛼𝑗. La forma en que se obtiene 𝛼𝑗 a partir de la constante dieléctrica 

es clave para representar correctamente las propiedades del material de interés. Este 

aspecto fue tratado exitosamente por Draine y Goodman quienes desarrollaron la 

Relación de Dispersión del Retículo (LDR). Esta relación de dispersión introduce 

correcciones a la polarizabilidad de Clausius-Mosoti (𝛼𝐶𝑀) permitiendo incrementar 

significativamente la exactitud del método DDA. De acuerdo a la LDR, 𝛼𝑗 viene dado 

por la siguiente expresión: 

 

𝛼𝑗 =
𝛼𝐶𝑀

1+(
𝛼𝐶𝑀

𝑑3 )[(𝑏1+𝜀𝑏2+𝜀𝑏3𝑠)(𝑘𝑑)2−(
2

3
)𝑖(𝑘𝑑)3]

                                                                    (2.11.3.7) 

 

donde 𝑑 representa la distancia entre los dipolos, 𝑏1, 𝑏2, 𝑏3 y S son constantes. La 

𝛼𝐶𝑀 Mosoti es: 

 

𝛼𝑗
𝐶𝑀 

=
3𝑑3

4𝜋
(
𝜀𝑗−1

𝜀𝑗+2
)                                                                                            (2.11.3.8) 

 

de forma tal que un retículo infinito de dipolos puntuales dispuestos en una red cúbica 

reproduzca la respuesta dieléctrica de dicho material a la radiación electromagnética. 

Los valores de 𝛼𝑗 así obtenidos son introducidos en la ec. 2.11.3.1 hasta resolver el 

sistema de manera auto consistente. Las propiedades del medio que rodea las 
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nanoestructuras también son introducidas en los cálculos a través de su constante 

dieléctrica. 

El método DDA está implementado en el código Fortran DDSCAT 7.14, el cual 

se encuentra disponible en la internet y puede ser descargado libremente desde la 

siguiente dirección: http://www.astro.princeton.edu/~draine/DDSCAT.7.1.html. 

La presente metodología se utilizó para calcular propiedades ópticas de campo 

cercano y lejano de Au NRs, NPs de Fe3O4  y NHs de Fe3O4-Au. En todas las 

simulaciones se han empleado las funciones dieléctricas tabuladas por Palik para Au 

y por Vikesland, P. J, et al. para Fe3O4 
5. 

 

2.11.4 Efecto SERS en el límite cuasiestático 

En el límite cuasiestático, se requiere calcular el valor de los campos 

electromagnéticos absorbidos y dispersados por una NP metálica. Para ello, se 

emplea el modelo de una esfera aislada situada en un medio dieléctrico 𝜀𝑚, que 

interacciona con un campo electromagnético 𝐸0 polarizado. El potencial fuera de la 

esfera está dado por: 

 

𝜙𝑎𝑓𝑢𝑒𝑟𝑎 = −𝐸0𝑟 cos 𝜃 +(
𝜀(𝜔)−𝜀𝑚

𝜀(𝜔)+2𝜀𝑚
)

𝑎3

𝑟3
 𝐸0𝑟 cos 𝜃                                      (2.11.4.1) 

 
 

el primer término se refiere al potencial lejos de la esfera, mientras que el segundo 

término es el potencial de dispersión de la esfera. A partir del gradiente del potencial 

−𝛻𝜙 = 𝐸 se obtiene el campo dispersado por la NP: 

 

𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡𝑡 = (
𝜀(𝜔)−𝜀𝑚

𝜀(𝜔)+2𝜀𝑚
)

𝑎3

𝑟3
 𝐸0(2 cos 𝜃 + sin 𝜃)                                              (2.11.4.2) 

 

esta expresión es similar a la del campo inducido por un dipolo en el centro de una 

esfera, es decir, el campo eléctrico induce un dipolo eléctrico desplazando una parte 
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de los electrones móviles en una dirección, con una polarizabilidad 𝛼 = 𝑎3𝑔. Donde 

𝑔 está dado por: 

 

𝑔(𝜔) = (
𝜀(𝜔)−𝜀𝑚

𝜀(𝜔)+2𝜀𝑚
)                                                                                                                  (2.11.4.3) 

 

Se puede definir a un factor de incremento para el campo como el cociente 

entre el campo dispersado y el campo incidente para 𝜃 = 90°: 

 

 (
𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡𝑡

𝐸0
) = (

𝑎3

(𝑎+𝑑)3
) 𝑔(𝜔)                                                                            (2.11.4.4) 

 

donde 𝑑 es la distancia de la molécula a la superficie metálica La magnitud observable 

en espectroscopia es el factor de incremento (𝛤(𝜔)) de la intensidad, definido como: 

 

𝛤(𝜔) = (
𝐸𝑠𝑐𝑎𝑡𝑡

𝐸0
)
2
                                                                                                                       (2.11.4.5) 

 

Debido a que en el proceso Raman intervienen dos fotones de diferente 

frecuencia (incidente y dispersado), el factor de incremento electromagnético teórico 

(EFEF, del inglés, Electromagnetic Field Enhacement Factor)26,42 en la 

espectroscopía SERS está dado por la siguiente expresión: 

 

𝐸𝐹𝐸𝐹 = 𝛤(𝜔)𝛤(𝜔′) = (|
𝐸

𝐸0
| 𝜔)

2

(|
𝐸

𝐸0
| 𝜔′)

2

= |𝑔(𝜔)|2|𝑔(𝜔′)|2 (
𝑎 

(𝑎+𝑑)  
)
12

  (2.11.4.6) 

 

donde 𝜔 y 𝜔′  representan la frecuencia de la radiación incidente y la frecuencia de 

Stokes, respectivamente. 
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Capítulo 3 

Un enfoque plasmónico para estudiar la cinética de 

interacción de proteínas a través de la dimerización de 

nanopartículas de Ag funcionalizadas 
 

3.1 Introducción 

 

Las interacciones entre proteínas o complejos proteína-ligando desempeñan 

un papel fundamental en varios aspectos de la organización estructural y funcional 

de una célula1–5. La comprensión de la cinética de estas interacciones proteicas juega 

un papel clave en la biología, además de tener implicaciones significativas en el 

diseño de métodos analíticos para el monitoreo y diagnóstico de enfermedades, en 

la atención médica, la investigación y las aplicaciones industriales6,7. 

Por otro lado, un tópico de particular interés en nanociencia, es la gran 

capacidad de las NPs plasmonicas de unirse a una gran cantidad de ligandos o 

proteínas. En los últimos años, las interacciones entre NPs y proteínas ha sido objeto 

de numerosas investigaciones debido al potencial de estos complejos sistemas para 

interactuar con la maquinaria celular; lo que ha permitido, el desarrollo de terapias 

teranósticas, fotodinámicas y térmicas. Particularmente, la unión de proteínas a la 

superficie de NPs es un tema de gran interés, ya que, la afinidad de diferentes 

proteínas por la superficie de una NP depende en cada caso de la proteína. Además, 

comprender la cinética de las interacciones proteína-NP permite, por ejemplo, 

conocer el tiempo de intercambio de las proteínas adsorbidas en las NPs hacia la 

matriz objetivo8,9.  

 Los principales metodologías para estudiar las interacciones proteicas 

pueden clasificarse como, basadas en interacciones con un sustrato10,11 o 

hidrodinámicas12,13. En el primer tipo de método, las moléculas se unen a un sustrato, 

mientras que, en el segundo tipo, las moléculas se mezclan libremente en un reactor 

adecuado para tal fin. Uno de los métodos estándar de la primera categoría son los 
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sensores por Resonancia del Plasmón superficial (SPR, del inglés, Surface Plasmon 

Resonance) 14,15 utilizado con frecuencia para estudiar las interacciones antígeno-

anticuerpo16,17, interacciones proteína-ADN18,19 y el análisis en tiempo real de 

interacciones bioespecíficas sin el uso de moléculas marcadas10,20,21. En la misma 

línea, otro método desarrollado recientemente son transistores de efecto de campo 

de nanocables semiconductores, que se han aplicado como biosensores de afinidad 

capaces de medir las interacciones cinéticas proteína-ligando22–26. 

  Las técnicas de  flujo detenido (en inglés, Stopped Flow)27–29, focalización 

hidrodinámica (en inglés, Hydrodynamic Focusing)30,31son las màs utilizadas para 

realizar mediciones cinéticas en las que ambos reactivos (proteínas o ligandos) se 

mezclan libremente. En la primera, se requieren grandes volúmenes de muestra, lo 

que hace que el método no sea adecuado para realizar microensayos. Para superar 

esta dificultad, se desarrollaron metodologías microfluídicas que utilizan el enfoque 

hidrodinámico, ya que requiere pequeñas cantidades de reactivos y una rápida 

mezcla de los mismos32,33. Esto último se logra empleando relativamente grandes 

caudales  en condiciones en las que  uno de los reactivos se encuentra en exceso32. 

En consecuencia, no se pueden realizar mediciones cinéticas que requieran variar la 

concentración de ambos reactivos. La microfluídica basada en gotas es una técnica 

introducida recientemente para superar este problema y consiste en generar gotas 

de la mezcla de reactivos empleando un fluido inmiscible33–35. Aunque el proceso de 

mezcla dentro de la gotita no es tan rápido como en el enfoque hidrodinámico, se ha 

demostrado que este tipo de mediciones es muy competitivo debido a las bajas 

cantidades de muestra requeridas y al control preciso de la reacción.  Entre algunos  

ejemplos notables en los que se ha aplicado este enfoque esta el trabajo pionero de 

Helen Song, et al. para medir la cinética de rotación única de la ribonucleasa A36 y el 

estudio más reciente de Monpichar Srisa-Art, et al. donde se estudia la cinética de 

unión del par STV-Biot mediante transferencia de energía de fluorescencia en 

resonancia (FRET, del inglés, Fluoresence Resonance  Energy Transfer)34. 

Como se ha mencionado anteriormente, actualmente existen varias técnicas 

para estudiar interacciones de unión proteína-proteína o proteína-ligando. Sin 

embargo, todavía es escaso el conocimiento acerca de las afinidades de unión del 
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complejo proteína-NP por otro ligando o complejo proteína-NP. Estas interacciones 

son de gran relevancia, por ejemplo, para el desarrollo de biosensores basados en la 

interacción entre antígenos y NPs funcionalizadas con anticuerpos o bien, de NPs 

funcionalizadas con biomoléculas que puedan interactuar con anticuerpos.  

En este capítulo de la tesis se presenta un método simple y directo que 

proporciona información cinética sobre las afinidades entre la STV y la Biot en dos 

tipos de interacciones:  a) entre una NP funcionalizada con STV y   anticuerpos 

biotinilado libres en solución b) entre una NP funcionalizada con STV y otra NP 

funcionalizada con el anticuerpo biotinilado. Esta metodología constituye un enfoque 

plasmónico basado en los cambios de las propiedades de campo lejano de una 

dispersión coloidal de Ag NPs previamente funcionalizadas con STV y Biot cuando 

se induce un proceso de dimerización mediante el agregado de cantidades 

controladas de un anticuerpo biotinilado (IgG-Biot).  

 

3.2 Resultados y Discusión  

 

3.2.1 Síntesis y caracterización de Ag NPs 

Se sintetizaron 3 tamaños de Ag NPs utilizando método de Turkevich37 y una 

relación molar de 2,50, 1,75 y 1  citrato de sodio/nitrato de plata, respectivamente. A 

partir de las imágenes TEM de las Ag NPs se puede observar su forma 

aproximadamente esférica, como también, la ausencia de agregados de Ag NPs 

(figura 3.1, paneles de la izquierda). El análisis estadístico de la distribución de 

tamaño de las Ag NPs, obtenido a partir de las imágenes TEM, muestra una 

distribución gaussiana de las Ag NPs con un diámetro promedio de 36, 48 y 76 nm 

(figura 3.1 panel de la derecha).  
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Figura 3.1: Imágenes TEM representativas de las Ag NPs sintetizadas y su respectiva distribución de 

tamaños. (A) Ag NPs de 36 nm de diámetro. (B) 46 nm de diámetro. (C) 76 nm de diámetro. 
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A partir del tamaño promedio de las Ag NPs y utilizando la teoría de Mie38 se 

calculó la 𝜎𝑒𝑥𝑡 de las Ag NPs que dio como resultado 𝜎𝑒𝑥𝑡= 1,36x10-10, 1,87 x10-10 y 

4,40x10-10 cm2 para las 𝑚𝑎𝑥= 410, 425 y 452 nm que corresponde a las dispersiones 

coloidales de diámetro medio de 36, 48 y 76 nm, respectivamente. Con los valores 

de 𝜎𝑒𝑥𝑡, el valor de intensidad máxima del espectro experimental de extinción y 

empleando la ley de Beer, se obtuvieron las siguientes concentraciones molares de 

Ag NPs: 8,30x10-12 M, 3,58x10-12 M y 1,09x10-12 M para Ag NPs de 36, 48 y 76 nm 

de diámetro promedio, respectivamente. La figura 3.2 compara los espectros 

experimentales de extinción de las Ag NPs con sus respectivas simulaciones 

electrodinámicas.  

 

Figura 3.2: Espectros experimentales de extinción (curva negra) y simulaciones electrodinámicas 

mediante la teoría de Mie (curva verde) para Ag NPs con: A) 36, B) 48 y C) 76 nm de diámetro 

promedio. 
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Como se puede observar en la figura, el máximo de intensidad de extinción de 

los espectros simulados está en excelente acuerdo con el de los espectros 

experimentales. Por otro lado, se aprecia que los espectros experimentales tienen un 

ancho de banda a media altura mayor que los simulados. Este hecho se debe a la 

polidispersion de tamaño de cada muestra, algo inevitable cuando se utiliza el método 

de Turkevich. 

 

3.2.2 Funcionalización de Ag NPs 

Una vez calculada la concentración de Ag NPs se realizó su funcionalización 

con Biot (HPDP) y STV. La estrategia de bioconjugación, así como los fundamentos 

que dan lugar a la funcionalización de las Ag NPs con las biomoléculas se detallan 

en el capítulo 2, sección 2.3. Es importante destacar que luego de la funcionalización, 

uno de los cuatro sitios de unión de la STV está unido a la Biot, dejando los tres sitios 

restantes disponibles para interactuar con cualquier IgG-Biot.  

 La figura 3.3 panel A, muestra un esquema de la funcionalización de una Ag 

NP con las biomoléculas en relación molar 1:1:1 Ag NP/Biot/STV.  El estudio de la 

estabilidad de las Ag NPs luego de su funcionalización se realizó mediante la 

adquisición, a intervalos de 15 minutos y hasta los 30 minutos de agregar las 

biomoléculas, de los espectros de extinción de las Ag NPs (figura 3.3, paneles B y 

C). Como se puede apreciar los espectros de extinción no experimentan cambios 

significativos en intensidad ni tampoco desplazamiento de la posición de la LSPR a 

medida que transcurre el tiempo, un indicativo de que las dispersiones coloidales son 

estables frente al agregado de Biot-STV. 
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Figura 3.3: A) Representación esquemática de la funcionalización de 1 Ag NP con Biot y STV en una 

relación molar 1:1:1 Ag NP/STV/Biot. B y C). Estabilidad en función del tiempo de 1 mL de una 

dispersión coloidal de Ag NPs de 36 nm y 48 nm de diámetro, respectivamente.  
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3.2.3 Formación de dímeros de Ag NPs 

Luego de la funcionalización de las Ag NPs, se llevó a cabo la formación de 

dímeros mediante la adición de diferentes concentraciones de IgG-Biot, que actúa 

como un puente molecular entre la STV de dos Ag NPs funcionalizadas. 

El anticuerpo utilizado se encuentra biotinilado con varias moléculas de Biot en 

el fragmento de cristalización y es específico para gliadina. La gliadina es el 

componente toxico para las personas que padecen la enfermedad de celiaquía.  Es 

importante resaltar que uno de los requisitos para poder formar las estructuras 

diméricas es que el IgG-Biot se encuentre biotinilado para que pueda interactuar con 

la STV de cada Ag NP (figura 3.4).  

 

Figura 3.4: Esquema de la formación de 1 dímero de Ag NPs en presencia de IgG-Biot con 

una distancia interpartícula de aproximadamente 20 nm (estimada considerando la geometría 

del anticuerpo IgG y las moléculas unidas a cada una de las Ag NPs). Nótese que la imagen 

es meramente ilustrativa, por lo que, las Ag NPs así como también las moléculas 

esquematizadas, no están en escala. 
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El proceso de formación de dímeros se investigó, utilizando un 

espectrofotómetro UV-Vis convencional, mediante el análisis de la evolución temporal 

de los espectros de extinción de las Ag NPs frente al agregado de distintas 

concentraciones de IgG-Biot. La cinética de dimerización se siguió durante un tiempo 

de 30 minutos utilizando para cada experimento, diferentes concentraciones de IgG-

Biot suplementado con PBS1X-BSA5% hasta llegar a un volumen de 0,5 mL y la 

misma cantidad de Ag NPs previamente funcionalizadas hasta alcanzar un volumen 

final de 1 mL. En la figura 3.5 se indica, en porcentaje, la disminución de la intensidad 

de extinción al cabo de los 30 minutos de agregar diferentes concentraciones de IgG-

Biot para los tres tamaños de Ag NPs (A. 36 nm, C. 48 nm y E. 76 nm de diámetro). 

Los datos fueron obtenidos a la  de máxima intensidad de extinción para cada 

tamaño de Ag NP graficando (1 − 𝐸𝑡/𝐸0) × 100, donde 𝐸𝑡 es la intensidad de 

extinción al cabo de los 30 minutos de agregada la IgG-Biot y 𝐸0 la intensidad inicial.  
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Figura 3.5: Disminución porcentual de la intensidad de extinción después de 30 minutos de la adición 

de diferentes concentraciones de gliadina IgG-Biot para Ag NPs de 36, 48 y 76 nm de diámetro 

promedio, (paneles A; C y E respectivamente). Evolución temporal de los espectros de extinción para 

Ag NPs de 36, 48 y 76 nm de diámetros después de agregar 0,75, 0,5, 0,25 ng/mL de IgG-Biot (paneles 

B, D y F respectivamente).  Las flechas negras indican la concentración de IgG-Biot a la que se obtuvo 

la mayor disminución de la intensidad del espectro de extinción. 
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Los resultados muestran que, independientemente del tamaño de las Ag NPs, 

a medida que aumenta la concentración de IgG-Biot agregada, el porcentaje de 

disminución de la intensidad de extinción aumenta hasta llegar a un máximo que 

corresponde a una cantidad de IgG-Biot de 0,75, 0,50 y 0,25 ng/mL para Ag NPs de 

36, 48 y 76 nm de diámetro, respectivamente. Este tramo de la curva corresponde al 

proceso de formación de dímeros. Las concentraciones de IgG-Biot mencionadas 

anteriormente indican la condición donde se obtuvo la máxima formación de dímeros 

para cada tamaño de Ag NP. La evolución temporal de los espectros de extinción de 

Ag NPs hasta los 30 minutos para las concentraciones de IgG mencionadas 

anteriormente se muestra en la figura 3.5 (paneles B, D y F) para Ag NPs de 36, 48 

y 76 nm, respectivamente. 

A partir de cada uno de los valores de concentración de IgG-Biot que forman 

más dímeros, el agregado de mayor cantidad de anticuerpo genera una disminución 

de la intensidad de extinción que decae llegando a Et  E0 (paneles A, C, E). Esto se 

debe a que a relativamente altas concentraciones de IgG-Biot la mayor parte de los 

sitios de unión disponibles de las moléculas de STV que se encuentran en la 

superficie de las Ag NPs están saturados con moléculas de IgG-Biot individuales. 

La pregunta que surge, es porque la formación de dímeros de Ag NPs se 

evidencia ópticamente como una disminución de los espectros de extinción a medida 

que transcurre el proceso de dimerización. Para responder la interrogante se 

realizaron simulaciones electrodinámicas utilizando la teoría de Mie y GMM de la 

suma de las 𝜎𝑒𝑥𝑡  de dos monómeros de Ag separados a distancias muy grandes y 

de sus respectivos dímeros de Ag NPs separados por una distancia interpartícula de 

20 nm (que correspondería al puente molecular Biot/STV/IgG-Biot/STV/Biot). La 𝜎𝑒𝑥𝑡 

de los dímeros se calculó tomando el promedio de las 𝜎𝑒𝑥𝑡 para las distintas 

orientaciones del campo electromagnético respecto al eje que une las Ag NPs, ya 

que los dímeros están continuamente rotando en la dispersión coloidal. Una muy 

buena aproximación para calcular este promedio es tomar el promedio ponderado de 

las secciones eficaces para cada orientación del campo eléctrico: 𝜎𝑒𝑥𝑡 =
1

3
𝜎𝑥 +

1

3
𝜎𝑦 +
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1

3
𝜎𝑧; donde los subíndices indican la orientación del campo eléctrico39. La figura 3.6 

muestra, para Ag NPs de 36, 48 y 76 nm de diámetro (paneles A, B y C 

respectivamente), la suma de las 𝜎𝑒𝑥𝑡  de dos monómeros de Ag aislados (curva 

negra) y la 𝜎𝑒𝑥𝑡 de su respectivo dímero de Ag NPs (curva roja).  

 

Figura 3.6: Simulaciones electrodinámicas de la 𝜎𝑒𝑥𝑡 de 2 monómeros de Ag (línea negra) y su 

respectivo dímero de Ag NPs con un gap de 20 nm (línea roja) para (A) Ag NPs de 36 nm de diámetro 

promedio, (B) 48 nm de diámetro promedio, y (C) 76 nm de diámetro promedio. 

 

 Como se puede apreciar en la figura, la suma de los espectros de dos 

monómeros Ag aislados tienen un valor de 𝜎𝑒𝑥𝑡= 2,72x10-10 cm2, 3,74x10-10 cm2 y 

8,80x10-10 cm2, a =410, 425 y 452 nm para Ag NPs de 36, 48 y 76 nm de diámetro, 

respectivamente; mientras que, las 𝜎𝑒𝑥𝑡  para los respectivos dímeros a las mismas   
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los valores de 𝜎𝑒𝑥𝑡 son 2,11x10-10cm2, 2,84x10-10 cm2 y 7,14x10-10 cm2. Este menor 

valor de 𝜎𝑒𝑥𝑡 del dímero en comparación con el valor correspondiente a la suma de 

dos monómeros de Ag aislados explica por qué al generarse estructuras diméricas 

se observa una disminución en la intensidad del espectro de extinción. Además, del 

hecho a que la concentración inicial de NPs disminuye a medida que transcurre la 

formación de dímeros. 

 

3.2.4 Caracterización óptica y morfología de los dímeros de Ag NPs 

La caracterización morfológica de las NEs formadas ante el agregado de IgG-

Biot al cabo de los 30 minutos de iniciada la reacción se efectuó mediante la 

adquisición de imágenes TEM. La figura 3.7 (paneles de la izquierda), muestra 

imágenes TEM representativas de las NEs formadas después de agregar diferentes 

cantidades de IgG-Biot (indicadas en la descripción de cada panel) para los tres 

tamaños de Ag NPs, donde se puede apreciar el predominio de NEs diméricas.  

Otra información de interés que se puede obtener analizando las imágenes 

TEM es la distancia interpartícula promedio de los dímeros formados. Los cuadrados 

rojos dentro de cada imagen TEM magnifican una NE dimérica, mostrando una 

distancia interpartícula del orden de 20 nm independientemente del tamaño de la Ag 

NP que forme el dímero. Este resultado concuerda con la distancia que se puede 

estimar a partir de la geometría molecular del puente molecular que une los dímeros 

(figura 3.4). 
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Figura 3.7: Imágenes TEM y DLS de las NEs de Ag formadas 30 minutos después de agregar IgG-

Biot. (A) Ag NPs de 36 nm de diámetro luego de agregar 0,75 ng/mL de IgG-Biot. (B) Ag NPs de 48 

nm de diámetro luego de agregar 0,5 ng/mL de IgG-Biot. (C) Ag NPs de 76 nm luego de agregar 0,25 

ng/mL de IgG-Biot. Los cuadrados rojos dentro de las imágenes TEM magnifican 1 dímero de Ag NPs 

formado después de agregar IgG-Biot. Los cuadrados negros y rojos del análisis DLS muestran el 

diámetro hidrodinámico antes y después de agregar la IgG-Biot, respectivamente. 
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Una forma complementaria que permite caracterizar ópticamente la formación 

de dímeros en dispersión es mediante la utilización de la técnica de DLS. Esta técnica 

permite medir el radio hidrodinámico de las NEs presentes en la muestra. Cabe 

mencionar que la metodología no permite conocer las dimensiones geométricas de 

las NEs sino su radio hidrodinámico, que está determinado por la dinámica del 

movimiento browniano de las NPs en la dispersión. Sin embargo, permite estimar 

cualitativamente los cambios en las dimensiones promedio de las NEs formadas 

antes y después del agregado del IgG-Biot. La figura 3.7 (paneles de la derecha) 

muestra la distribución de intensidades DLS para los diferentes tamaños de Ag NPs 

antes (cuadrados negros) y después (cuadrados rojos) de los 30 minutos de agregar 

IgG-Biot. En la figura, se evidencia claramente un desplazamiento cualitativo del 

máximo de la distribución hacia mayores diámetros luego del agregado de IgG-Biot, 

un indicativo del cambio en el radio hidrodinámico debido a la formación de dímeros. 

Estos experimentos, conjuntamente con las imágenes TEM, permiten corroborar de 

manera concluyente que la adición controlada de IgG-Biot induce la formación de 

dímeros. 

 

3.2.5 Cálculo de la concentración de dímeros de Ag NPs 

 En esta sección se detalla cómo se puede utilizar la disminución experimental 

de la intensidad de extinción debido a la formación de dímeros de Ag NPs para 

determinar su concentración a un dado tiempo 𝑡.  

Experimentalmente utilizando un espectrómetro convencional se puede 

conocer el grado de disminución de la intensidad de extinción (𝐸(𝐷)) definido como la 

relación entre 𝐸𝑡 y (𝐸𝑜), es decir, 𝐸(𝐷)=𝐸𝑡/𝐸𝑜. Por otro lado, considerando la reacción 

global 2 𝑀 → 𝐷, donde 𝑀 y 𝐷 son los monómeros y dímeros, respectivamente, las 

concentraciones de [𝑀] y [𝐷] a cualquier tiempo, se pueden obtener a partir de la 

concentración inicial de NPs [𝑁𝑃𝑠]𝑖  y la fracción de dímeros, 𝑓𝑑 =
[𝐷]

[𝑁𝑃𝑠]𝑡
 , donde 

[𝑁𝑃𝑠]𝑡 es la concentración total de NPs a un dado tiempo t, mediante las siguientes 

expresiones: 
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[𝑀] = [𝑁𝑃𝑠]𝑖 (
1−𝑓𝑑

1+𝑓𝑑
)                              (3.2.5.1) 

 

[𝐷] = [𝑁𝑃𝑠]𝑖 (
𝑓𝑑

1+𝑓𝑑
)                     (3.2.5.2) 

 

𝐸𝑡 se puede calcular como:  

 

𝐸𝑡 = [𝑀]𝜎𝑚 + [𝐷]𝜎𝑑 = [𝑁𝑃𝑠]𝑖 (
1−𝑓𝑑

1+𝑓𝑑
) 𝜎𝑚 + [𝑁𝑃𝑠]𝑖 (

𝑓𝑑

1+𝑓𝑑
) 𝜎𝑑   (3.2.5.3)  

 

y 𝐸𝑜 está dada por:   

 

𝐸𝑜 = [𝑁𝑃𝑠]𝑖𝜎𝑚                                 (3.2.5.4) 

 

donde, 𝜎𝑚 y 𝜎𝑑 son las 𝜎𝑒𝑥𝑡 de los monómeros y dímeros, respectivamente. 

La 𝑓𝑑 a un dado tiempo t, puede obtenerse a partir de 𝐸(𝐷) (medida 

experimentalmente) reemplazando la ecuación 3.2.5.3 y 3.2.5.4 en la expresión de 

𝐸(𝐷):  

 

𝑓𝑑 = 
1−𝐸𝐷

𝐸𝐷−
𝜎𝑑
𝜎𝑚

+1
                                 (3.2.5.5) 
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Finalmente, [𝐷] se puede calcular combinando la ecuación 3.2.5.5 con la 

ecuación 3.2.5.2: 

 

 

[𝐷] = [𝑁𝑃𝑠]𝑖 (

1−𝐸𝐷

𝐸𝐷−
𝜎𝑑
𝜎𝑚

+1

1+ 
1−𝐸𝐷

𝐸𝐷−
𝜎𝑑
𝜎𝑚

+1

) = [𝑁𝑃𝑠]𝑖  (
1−𝐸𝐷

− 
𝜎𝑑
𝜎𝑚

+2
)                (3.2.5.6) 

 

como 𝐸𝐷 se puede medir experimentalmente a cualquier tiempo t y  
𝜎𝑑

𝜎𝑚
  se puede 

calcular teóricamente (para cualquier tamaño de NP), la ecuación 3.2.5.6 permite 

calcular la [𝐷] en cualquier momento. 

 La figura 3.8 muestra la [𝐷] determinada usando la ec. 3.2.5.6, donde se 

observa que [𝐷] aumenta con el tiempo hasta alcanzar un valor casi constante en 

aproximadamente 30 minutos de agregar las diferentes cantidades de IgG-Biot.  
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Figura 3.8: Evolución de [𝐷] (cuadrados) para diferentes tamaños de Ag NPs y concentraciones 

iniciales de IgG-Biot. (A) Ag NPs de 36 nm de diámetro, (B) Ag NPs de 48 nm de diámetro, (C) Ag NPs 

de 76 nm de diámetro. Las diferentes concentraciones iniciales de IgG-Biot se indican dentro de cada 

panel. Las líneas continuas son una guía orientativa para facilitar la comprensión de la figura. 

 

3.2.6 Mecanismo de reacción del proceso de dimerización de Ag NPs 

 

La pregunta que surge, es cómo se pueden utilizar los diferentes datos 

cinéticos de la evolución de la [𝐷] para dilucidar el mecanismo de reacción mediado 

por etapas que involucran distintas interacciones Biot-STV y las constantes de 

velocidad respectivas. Para dar respuesta a esta pregunta se planteó un mecanismo 

de reacción, que en principio debería incluir todas las etapas elementales de reacción 

(Tabla 3.1, primer columna).  
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Tabla 3.1: Constantes de velocidad para cada etapa elemental del mecanismo sitio 

específico entre las Ag NPs funcionalizadas con STV (M) y anticuerpos IgG-Biot (A). 

 

Reacción 

k(M-1s-1) 

Ag NPs 36 nm 

k(M-1s-1) 

Ag NPs 48 nm 

k(M-1s-1) 

Ag NPs 76 nm 

(1)M + A →MA1* (6±2) x107 (5±3) x107 (6±4) x107 

(2)M + A →MA1 (4±1) x107 (3±2) x107 (5±3) x107 

(3)MA1* + M →D (5±3) x108 (7±4) x108 (4±3) x108 

(4) MA1 + M→D 

(5)MA1* + A →MA2* 

no permitida 

(4±1) x107 

no permitida 

(4±3) x107 

no permitida 

(3±1) x107 

(6)MA1 + A →MA2* (6±2) x107 (4±3) x107 (5±4) x107 

(7)MA1 + A →MA2 (2±1) x107 (3±1) x107 (3±2) x107 

(8)MA2 + M→D no permitida 

 

no permitida 

 

no permitida 

(9)MA2* + M →D (4±2) x108 (5±1) x108 (4±3) x108 

(10)MA2*+ A →MA3* (3±2) x107 (1±0,5) x107 (1±0,4) x107 

(11)MA2 + A →MA3* (5±1) x107 (1±0,5) x107 (2±1) x107 

(12)MA3* + M →D (1±0,6) x107 (1±0,5) x107 (2±1) x107 

* Especies con una IgG-Biot en el sitio reactivo (central) de unión de la STV. 

 

En este mecanismo de reacción, M es la Ag NP funcionalizada con Biot/STV y 

A la molécula IgG-Biot. Como se mencionó en la sección 3.2.2 de este capítulo luego 

de la funcionalización de la Ag NP con Biot/STV, la STV queda con 3 sitios de unión 

disponibles para un IgG-Biot. Por lo que, el mecanismo tiene en cuenta que la unión 

de la Biot se puede efectuar a través de diferentes sitios de la STV. Las NEs que 

presenten el sitio “central” de la STV conjugada con Biot se denotarán con un 
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asterisco como supra-índice (MA*), mientras que las NEs en las que la Biot no se une 

el sitio central de la STV, no serán etiquetada con ningún supra-indice (MA). Por 

ejemplo, en una etapa del mecanismo, es posible que el IgG-Biot se una al sitio 

central o a cualquiera de los sitios laterales, produciendo las nanoestructuras MA1* y 

MA1, respectivamente. También se podría unir un segundo anticuerpo a estas dos 

NEs dando lugar a MA2* (si el sitio central está unido a Biot) o a MA2 (si ambos 

anticuerpos están ubicados en los dos sitios “laterales”). La especie D denota a los 

dímeros de Ag NPs. Estas estructuras y las posibles reacciones de dimerización se 

representan en las figuras 3.9 y 3.10. Como se mostrará más adelante, algunas de 

las reacciones no están permitidas, por lo tanto, no dan lugar a la formación de 

dímeros (figura 3.10). 

 

 

Figura 3.9: Esquema representativo de las estructuras involucradas que conducen a la formación de 

dímeros en el mecanismo de reacción propuesto para la interacción de Ag NPs funcionalizadas con 

STV y IgG-Biot. Se forman dímeros sólo si la NP funcionalizada tiene una Ig-Biot unida al sitio central.  
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Figura 3.10: Esquema representativo de las estructuras que no conducen a la formación de dímeros 

en el mecanismo de reacción propuesto para la interacción de Ag NPs funcionalizadas con STV y IgG-

Biot. 

 

El mecanismo de reacción postulado se utilizó para simular la cinética de la 

formación de dímeros utilizando el software de acceso libre y gratuito, Kintecus40. 

En una primera etapa se planteó el mecanismo considerando que las 

reacciones 3,4,8,9 y 12 dan lugar a la formación de dímeros (tabla 3.1). Utilizando 

como datos la [𝑁𝑃𝑠]𝑖 para cada tamaño de NPs y la evolución de las [𝐷] para cada 

concentración inicial de anticuerpos, el software permite obtener el conjunto de 

constantes cinéticas para cada paso de reacción.  

En una segunda etapa, se efectuar el proceso inverso, es decir, una vez 

obtenido el valor de las constantes cinéticas para el mecanismo de reacción 

planteado, se simulo la [𝐷] en el tiempo para cada concentración inicial de IgG-Biot. 

Este proceso es iterativo hasta que se llega a una solución convergente y el mismo 

conjunto de constantes cinéticas debe ser capaz de simular la evolución en el tiempo 

de la [𝐷]  independientemente de la concentración inicial de IgG-Biot. 

 En un primer resultado, al incluir las etapas elementales (4) y (8) de la tabla 

3.1, es imposible ajustar la evolución temporal de [𝐷] para todas las condiciones 
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experimentales. Un ejemplo de lo anteriormente mencionado se muestra la figura 

3.11 para Ag NPs de 48 nm de diámetro.  

 

Figura 3.11: Datos experimentales (cuadrados) y modelados (líneas continuas) de la cinética de 

formación de dímeros para Ag NPs de 48 nm a diferentes concentraciones iniciales de IgG-Biot. En el 

modelado cinético se utilizaron todas las etapas elementales planteadas en Tabla 3.1.  

 

Este notable resultado muestra la extrema sensibilidad de la cinética de 

formación de dímeros y que solo ciertas configuraciones (marcadas con asteriscos) 

en las que el IgG-Biot está en el sitio central de la STV funcionalizada a la Ag NP 

están "activas" y pueden reaccionar para formar dímeros (figura 3.9). Esta sitio-

especificidad parece bastante razonable ya que las configuraciones mostradas en la 

figura 3.10 no se ven favorecidas debido al impedimento estérico entre la ubicación 

de las Biot en la región del fragmento de cristalización del anticuerpo en una NP y el 

tamaño relativamente grande de la segunda NP para que pueda formarse el dímero.  
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Si sólo se permite que las reacciones que dan lugar a la formación de dímeros 

son aquellas en las que las Ag NP poseen un IgG-Biot en el sitio “central” de la STV 

(solo las reacciones 3, 9 y 12) se logra obtener los valores del conjunto de constantes 

de velocidad de reacción mostradas en las columnas 2, 3 y 4 de la tabla 3.1 para los 

tres tamaños de Ag NPs sintetizados, respectivamente.  De esta manera, utilizando 

estos valores en conjunto con el complejo mecanismo de reacción sitio-especifico se 

puede simular (con el mismo conjunto de constantes) la cinética de la formación de 

dímeros para cada concentración inicial de IgG-Biot (figura 3.12).  

 

Figura 3.12:   Cinética de formación de dímeros para diferentes tamaños de Ag NPs y concentraciones 

iniciales de IgG-Biot. (A) Ag NPs de 36 nm de diámetro, (B) Ag NPs de 48 nm de diámetro, (C) Ag NPs 

de 76 nm de diámetro. Las concentraciones iniciales de IgG-Biot se indican dentro de cada panel. 

Datos experimentales (símbolos cuadrados) y modelado (líneas continuas).   
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Nótese que, todas las etapas del mecanismo de reacción explican 

esencialmente la interacción entre Biot y STV, ya que el anticuerpo está biotinilado. 

A su vez, se destaca que los valores de las constantes de velocidad se encuentran 

comprendidos en el intervalo 70 a 0,4 x107 M-1s-1. Estos valores están en muy buen 

acuerdo con datos previamente informados para la interacción del par Biot-STV22,34. 

Sin embargo, existen algunas diferencias y similitudes importantes entre las 

constantes de velocidad obtenidas en el presente capitulo que merecen destacarse y 

compararse con trabajos recientes22,34,41 en los que se estudió la cinética de unión de 

STV-Biot. 

 Utilizando la técnica de microfluídica en gotas, Srisa-Art et al41. informa que, 

debido a los múltiples sitios de unión de la Biot en una misma molécula de STV, en 

la cinética de interacción STV-Biot se deben consideran dos procesos de unión 

diferentes. Los valores de constantes de velocidad reportados para cada proceso de 

unión son 4,5x107 M-1s-1 y 3,6x106 M-1s-1. El valor más bajo se explicó en términos 

del impedimento estérico producido por el primer evento de unión a la STV, ya que la 

Biot estaba ligada a una cadena de ADN. Los datos cinéticos mostrados en este 

capítulo pueden explicarse perfectamente considerando el mismo argumento. Si se 

comparan las constantes de velocidad de las reacciones (1), (5) y (10), la tendencia 

general es que el valor de la constante de velocidad disminuye a medida que los sitios 

sucesivos de STV se van ocupando por IgG-Biot, de forma análoga como se observó 

previamente por Srisa- Art et al. Sin embargo, este efecto parece ser menos 

pronunciado en el presente trabajo. 

La magnitud del efecto de impedimento estérico sobre el valor de constante de 

velocidad del par STV-Biot se puede apreciar más claramente cuando esta 

interacción da lugar a dímeros de Ag NPs. Un claro ejemplo es la disminución 

significativa de los valores alrededor de 4-7x108 a 1-2x107 M-1s-1 si se comparan las 

reacciones (3) y (12) de la Tabla 3.1. En la reacción (3), la Ag NP ya tiene un solo 

anticuerpo biotinilado activado, mientras que en la reacción (12) la Ag NP esta 

funcionalizada con tres IgG-Biot, como consecuencia, el IgG-Biot localizado en el sitio 
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activo “central” esta menos disponible para formar un dímero lo que se traduce en un 

menor valor de constante de velocidad.  

Otro hecho importante que surge, es que las constantes de velocidad para las 

reacciones (3) y (9) (que dan lugar a dímeros) son casi un orden de magnitud mayores 

que las reacciones (1) y (5) (que involucran reacciones entre Ag NP funcionalizadas 

con STV e IgG-Biot). Estas diferencias pueden racionalizarse comparando los valores 

de constante de velocidad obtenida por el enfoque de microfluídica34 con los 

obtenidos usando un biosensor de nanocables de silicio22. En el primer caso, las 

moléculas de Biot y STV se mantienen en una dispersión coloidal, mientras que en el 

segundo la Biot se une a la superficie de un transistor de efecto de campo de 

nanocables de silicio, y es la STV la que se una a la superficie de silicio desde una 

solución. Los valores más altos  informados para las constantes de velocidad usando 

las metodologías mencionadas anteriormente son 4,5x107 y 5.5x108 M-1s-1 

respectivamente22,34. Estos valores tienen un orden de magnitud de diferencia entre 

ellos. En el presente trabajo los resultados obtenidos para las reacciones (1) y (5) con 

respecto a las (3) y (9) presentan una tendencia similar. Una posible explicación es 

que la probabilidad de unión entre STV y IgG-Biot no sólo depende del impedimento 

estérico sino también de la libertad de movimiento de ambos complejos (STV-Biot) 

en el sistema. Si ambas entidades pueden rotar libremente (reacción 1 y 5), el número 

de eventos que conducen a una unión exitosa es menor con respecto al proceso en 

el que uno de los reactivos está anclado a una superficie (reacción 3 y 9). Es 

importante destacar que este importante efecto relacionado con los grados de libertad 

moleculares no se ha abordado antes en la cinética de la interacción de la proteína 

Biot-STV. 

Finalmente, otro aspecto que vale la pena destacar es el excelente acuerdo 

entre los valores experimentales y simulados obtenidos para todas las condiciones 

que se muestran en la figura 3.12. lo que refleja la validez del modelo cinético utilizado 

y que respalda aún más nuestras conclusiones. 
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3.3 Conclusiones 

 

En este capítulo de la tesis se proporcionan parámetros cinéticos y dilucida un 

mecanismo de reacción complejo que involucra la interacción Biot-STV basada en la 

cinética de dimerización de 3 diferentes tamaños de Ag NPs funcionalizadas. 

 A partir de los espectros experimentales de extinción, la [𝑁𝑃𝑠]𝑖 de Ag NPs y 

las 𝜎𝑒𝑥𝑡 de los monómeros y dímeros, se obtuvo la [𝐷] para cualquier conjunto de 

condiciones iniciales.  Utilizando la [𝐷], la [𝑁𝑃𝑠]𝑖 y postulando un mecanismo de 

reacción apropiado se obtuvo, con un programa cinético, las constantes de velocidad 

de reacción para los diferentes pasos que involucran interacciones de proteínas.  

Esta nueva estrategia se ha aplicado para estudiar las interacciones de la STV 

con un IgG-Biot específico para gliadina y de relevancia en la ciencia de los alimentos. 

Los resultados muestran que sólo ciertas configuraciones de la Ag NP funcionalizada 

con IgG-Biot conducen a la formación de dímeros, es decir, solo aquellos anticuerpos 

ubicados en un sitio "central" o activo de STV. Las constantes de velocidad obtenidas 

están en excelente acuerdo con los datos reportados previamente y conducen a tres 

características importantes con respecto a las interacciones de proteínas: 

a) El papel desempeñado por el impedimento estérico en la incorporación de un 

segundo IgG-Biot a un Ag NP ya funcionalizada con otro anticuerpo. 

b) La sitio especificidad del proceso de dimerización. 

c) El hecho de que la magnitud de la constante de velocidad cinética depende del 

grado de movilidad de los reactivos. Este problema explica por qué los valores de las   

constantes cinéticas para la dimerización de Ag NPs son casi un orden de magnitud 

mayor que los valores correspondientes a la reacción de un IgG-Biot libre con un Ag 

NP funcionalizada con STV. En el primer proceso, tanto la STV como el anticuerpo 

se fijan a la superficie de la NP y tienen menos libertad de movimiento, mientras que 

en el segundo sólo la STV esta fija a la Ag NP. 
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La relevancia de este nuevo enfoque plasmónico basado en la dimerización 

de Ag NPs funcionalizadas radica en el hecho de que podría ser una metodología 

muy versátil, simple y directa para estudiar las interacciones de proteínas por medios 

ópticos. Además, el presente procedimiento puede modificarse adecuadamente para 

estudiar diversas interacciones antígeno-anticuerpo relevantes para la comprensión 

de una gran variedad de procesos en biología celular, para mejorar los métodos de 

prueba de descubrimiento de fármacos, el diseño de sensores de biodetección de 

afinidad como así también para el monitoreo y diagnóstico de enfermedades en 

atención médica, investigación o aplicaciones industriales. 
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Capítulo 4 

Diseño de un biosensor de nanopartículas de plata (IDILA) 

aplicado para la detección y cuantificación de gliadina. 

 

4.1 Introducción 

 

 Un biosensor es un dispositivo para la detección de diversos tipos de 

analitos. Los sensores consisten básicamente de un transductor que puede ser del 

tipo óptico, electroquímico o piezoeléctrico y un elemento de reconocimiento 

específico para detectar el analíto. En las últimas dos décadas, el desarrollo de 

sensores ópticos ha sido un área fascinante y en constante crecimiento debido a su 

capacidad de realizar detecciones en forma remota y la detección de múltiples 

analitos dentro de un solo dispositivo.  En este sentido, se han desarrollado varios 

tipo de biosensores ópticos basados en la detección mediante quimioluminiscencia, 

fluorescencia, absorción y dispersión de luz, reflectancia, y resonancia plasmónica 

superficial localizada (sensores LSPR)1–3. 

 Con respecto a los sensores LSPR, su sensibilidad depende en gran parte 

de las propiedades ópticas de las NPs de metales nobles empleadas, las  que se 

pueden ajustar simplemente cambiando los parámetros geométricos, como el 

tamaño, la forma, el entorno dieléctrico y el espaciado entre partículas4. Además, la 

posibilidad de obtener campos electromagnéticos altamente localizados e 

incrementados ha permitido el desarrollo de técnicas de espectroscopía 

ultrasensibles como SERS5, TERS6 (del inglés, Tip Enhancement Raman 

Spectroscopy), MEF7 (del inglés, Metal Enhancement Fluorescence) que han 

demostrado gran potencial para la detección de diversos tipos de analitos tales como 

pesticidas8, antígenos9 y contaminantes ambientales10. 

En particular, en el área de la Ciencia de los Alimentos, la cuantificación 

ultrasensible de gliadina, un tipo de prolamina presente en el grano de trigo y 
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responsable de causar la enfermedad celíaca11,12 resulta de gran interés para el 

cuidado de la salud.  

Actualmente, el contenido de gliadina en los alimentos se determina mediante 

el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), una metodología que utiliza 

el concepto básico de inmunología de unión entre  antígeno y su anticuerpo 

específico13. En ELISA, el antígeno (en fase fluida) se inmoviliza generalmente en 

placas de 96 pocillos a un anticuerpo específico que posteriormente es detectado por 

un anticuerpo secundario.  Esta biomolécula esta conjugada con enzimas que 

producen un cambio de color o fluorescencia visible indicando la presencia de 

antígeno. Sin embargo, en el desarrollo de la técnica ELISA se pueden presentar 

algunas dificultades, tales como, el uso de enzimas cuya estabilidad química y física 

es relativamente baja en comparación con otras sustancias químicas, y la aparición 

de eventos de unión inespecíficos a la placa que podrían conducir a falsos positivos. 

Otro problema es que el ensayo normalmente requiere el uso de grandes cantidades 

de reactivos y varios pasos de lavado demandando una considerable cantidad de 

tiempo para implementar la tecnica14,15. 

Teniendo en cuenta las deficiencias mencionadas anteriormente del ensayo 

ELISA, se hace necesario el desarrollo de ensayos analíticos que sean libres de 

enzimas, capaces de cuantificar el antígeno de forma rápida y específica, que utilicen 

cantidades de muestra relativamente pequeñas y sin falsos positivos. En este sentido, 

los ensayos basados en NPs han demostrado tener el potencial de detectar eventos 

y procesos con niveles de sensibilidad y ubicación sin precedentes16–22. Además, la 

alta biocompatibilidad de las NPs (incluidas las NPs metálicas, nanomateriales de 

carbono, NEs de óxido metálico y nanocristales semiconductores) se ha utilizado con 

éxito para el desarrollo de ensayos de detección cualitativos y cuantitativos de varios 

biomarcadores23–25. 

Recientemente el grupo de trabajo de Nanoplasmónica del Instituto de 

Investigaciones en Fisicoquímica de Córdoba del CONICET (INFIQC) desarrolló una 

novedosa técnica basada en la disminución de la intensidad del espectro de extinción 



 

133 

 

de Ag  NPs llamada intensity depletion immuno-linked assay (IDILA) para la detección 

de varios antígenos12,26,27.  

 En el capítulo 3 se estudió el proceso de dimerización de una dispersión 

coloidal de Ag NPs funcionalizadas con Biot y STV mediante el agregado de IgG-Biot. 

El ensayo de IDILA utiliza el mismo principio de dimerización, pero además, se 

agregan pequeñas cantidades de antígeno específico el cual inhibe la formación de 

dímeros. Esta inhibición del proceso de dimerización se traduce en una respuesta 

óptica diferente permitiendo la construcción de una curva de calibración y detección 

del analíto de interés. 

En este capítulo se investiga en profundidad la capacidad general de IDILA y 

su aplicación para la detección de gliadina.  

Para tal fin, se realizaron experimentos y simulaciones teóricas con Ag NPs de 

58 nm y 78 nm de diámetro promedio para estudiar la influencia que tiene el tamaño 

de las NPs en las capacidades del método IDILA para cuantificar concentraciones, 

del orden picomolar, de gliadina. Por otra parte, se analizó la influencia que tiene la 

concentración de anticuerpo agregada en la sensibilidad del método. Para efectuar 

este análisis, se seleccionaron concentraciones de anticuerpo que en ausencia del 

antígeno dan lugar a la formación de diferentes fracciones de dímeros. Finalmente, 

para la implementación de la técnica se utilizó el mismo equipamiento que el 

requerido para realizar el ensayo ELISA, es decir, un lector de microplacas. 

   

4.2 Resultados y Discusión. 

 

4.2.1 Síntesis y caracterización morfológica-óptica de Ag NPs 

Para este capítulo se fabricaron 2 tamaños de Ag NPs utilizando la relación 

molar de 1,4 y 1 de citrato de sodio/nitrato de plata, respectivamente. 

Las imágenes TEM de las Ag NPs obtenidas indican que las NEs tienen una 

geometría aproximadamente esférica y que no se evidencia la presencia de 
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agregados (figura 4.1 A y B). La figura 4.1 C y D muestra el porcentaje de distribución 

de tamaño contando alrededor de 100 Ag NPs para cada tamaño de NP sintetizada. 

El diámetro promedio y la dispersión de tamaños se calculó efectuando un ajuste 

gaussiano a cada histograma de la figura 4.1 C y D obteniendo un valor de diámetro 

promedio de 58 ± 7 nm y 78±8 nm, respectivamente. 

 

Figura 4.1: Imágenes TEM representativa de las Ag NPs fabricadas de 58 y 78 nm de diámetro 

respectivamente (paneles Ay B).  Histograma de la distribución de tamaños de las Ag NPs sintetizadas 

diámetro promedio de 58 ± 7 y 78±8 nm respectivamente (paneles C y D).  

 

Los espectros de extinción de las Ag NPs sintetizadas (figura 4.2, líneas rojas) 

presentan un máximo a = 430 nm y 459 nm para las Ag NPs de 58 nm (panel A) y 

78 nm (panel B) de diámetro, respectivamente.  
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Figura 4.2: Espectros experimentales de extinción y simulaciones electrodinámicas mediante la teoría 

de Mie para Ag NPs con un tamaño promedio de 58 nm (panel A) y 78 nm (panel B) de diámetro 

 

A partir de los valores de intensidad máxima de los espectros de extinción 

experimentales, los valores de 𝜎𝑒𝑥𝑡 = 2,88 x10-10 y 4,33x10-10 cm2 para Ag NPs de 58 

y 74 nm de diámetro, respectivamente (calculados a la  del máximo del espectro con 

la teoría de Mie), se determinaron las concentraciones iniciales de Ag NPs, siendo 

1,50x10-12 y 6,10x10-13 M, respectivamente. Las simulaciones electrodinámicas 

(figura 4.2, líneas verdes), utilizando la teoría de Mie28 y diámetros promedio de Ag 

NPs de 58 y 78 nm, están en buen acuerdo con los espectros experimentales. La 

diferencia observada en el FWHM (ancho a la media altura) entre los espectros de 

extinción experimentales y modelados se atribuye a la polidispersion de tamaño de 

las muestras. 

. 

4.2.2 Estabilidad de las Ag NPs funcionalizadas 

La funcionalización de las Ag NPs con Biot y STV se efectuó empleando una 

relación molar 1:1:1 Ag NP/Biot/STV, respectivamente (capítulo 2, sección 2.3). La 

figura 4.3 muestra la estabilidad, en función del tiempo, de Ag NPs de 58 nm de 

diámetro promedio luego de agregar las biomoléculas.  
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Figura 4.3: Espectros de extinción de Ag NPs de 58 nm de diámetro tomados a distintos intervalos de 

tiempo luego de agregar una relación molar 1:1:1 Ag NP/Biot/STV, respectivamente. 

 

En la figura se puede observar que el espectro de extinción tomado a distintos 

intervalos de tiempo (hasta un tiempo de 20 minutos) no experimenta cambios 

significativos en intensidad ni tampoco desplazamiento de la posición del máximo 

espectral durante el transcurso del tiempo. Este resultado esta en excelente acuerdo 

con las conclusiones mostradas en el capítulo 3, sección 2.2.2. 

 

4.2.3 Formación de dímeros de Ag NPs 

Una vez funcionalizadas las Ag NPs el siguiente paso consistió en formar 

aglomerados controlados (dímeros) agregando distintas cantidades de IgG-Biot. Para 

tal fin, se utilizó una IgG-Biot específica para gliadina que posee la particularidad de 

contener varias moléculas de Biot en el fragmento de cristalización del anticuerpo29. 

Para estudiar el proceso de dimerización de las Ag NPs se realizaron dos tipos 

de experimentos. 
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 En el primer tipo de ensayo las mediciones se efectuaron empleando las 

mismas microplacas que se utilizan para realizar el ensayo ELISA. El procedimiento 

consto en mezclar, en los diferentes pocillos, distintas concentraciones de IgG-Biot 

antigliadina, completar un volumen de 100 μL/pocillo mediante el agregado de 

PBS1X-BSA5% y luego añadir 100 μL/pocillo de Ag NPs previamente 

funcionalizadas; por lo que, el volumen final de la mezcla fue 200 μL/pocillo. La lectura 

de la intensidad de extinción fue tomada al cabo de 27 minutos de agregar las Ag 

NPS y empleando un lector de microplacas a la λ de 450nm y 465 nm para las Ag 

NPs de 58 y 78 nm, respectivamente.  

En la figura 4.4 se muestran los resultados obtenidos para ambos tamaños de 

Ag NPs, graficados como la disminución porcentual de la intensidad de extinción (ED) 

calculada como ED=[1-(Et/E0)] x100, donde Et es la extinción a la  seleccionada al 

cabo de los 27 minutos de agregar las diferentes cantidades de IgG-Biot y E0 la 

intensidad de extinción inicial.  

 

Figura 4.4 Variación de la disminución porcentual de intensidad de extinción en función de diferentes 

concentraciones de gliadina IgG-Biot para A. Ag NPs de 58 nm de diámetro B. Ag NPs de 78 nm de 

diámetro. 

Como se puede apreciar, independientemente del tamaño de las Ag NPs, a 

medida que aumenta la concentración de IgG-Biot ED aumenta hasta llegar a un 

máximo para concentraciones de anticuerpo de 1,00 y 0,25 ng/mL para las Ag NPs 
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de 58 (panel A) y 78 nm (panel B) de diámetro, respectivamente. A partir de los 

valores máximos de ED, a medida que aumenta la concentración de IgG-Biot, el valor 

de ED disminuye alcanzando un valor asintótico que tiende a cero para altas 

concentraciones de anticuerpo. Este tramo de la curva se puede explicar 

considerando que, a medida que aumenta la concentración de IgG-Biot, los sitios de 

unión disponibles de las moléculas de STV que se encuentran en la superficie de las 

Ag NPs comienzan a ocuparse por moléculas de IgG-Biot individuales; por lo que, la 

formación de dímeros disminuye hasta inhibirse totalmente. Nótese que, estos 

resultados son comparables con los experimentos mostrados en la figura 3.5 del 

capítulo anterior donde se empleó la misma estrategia para inducir la formación de 

dímeros de Ag NPs, pero utilizando partículas de otro tamaño. Esta similitud en los 

resultados indica que esta estrategia de biofuncionalización es una metodología 

robusta y atractiva para aplicarla a sistemas coloidales y con ello combinar 

propiedades plasmónicas y de bioreconocimiento. 

El segundo tipo de experimento realizado consistió, utilizando un 

espectrofotómetro UV-Vis convencional, en seguir la evolución del espectro de 

extinción global en función del tiempo frente al agregado de la misma concentración 

IgG-Biot (1 ng/mL) para ambos diámetros de Ag NPs. La cinética de dimerización se 

siguió durante un tiempo de 27 minutos utilizando IgG-Biot suplementado con PBS1x-

BSA5% hasta llegar a un volumen de 0,5 mL y la misma cantidad de NPs previamente 

funcionalizadas hasta alcanzar volumen final de 1 mL. Los resultados de estos 

experimentos se muestran en la figura 4.5.  
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Figura 4.5: A. Evolución espectral de 0,5mL de una dispersión coloidal de Ag NPs de 58 nm de 

diámetro previamente funcionalizadas en presencia de 1 ng/mL de IgG-Biot. B. Idem al panel A pero 

para Ag NPs de 78 nm.  

 

Para ambos tamaños de Ag NPs, la disminución en la intensidad de extinción 

evidencia la formación de dímeros y después de 27 minutos ED alcanza un valor de 

24% y 10% para Ag NPs de 58 nm (panel A) y 78 nm (panel B) de diámetro, 

respectivamente. Estos resultados indican que la formación de dímeros utilizando 1 

ng/mL de IgG-Biot de gliadina es más favorecida para Ag NPs de 58 nm que para Ag 

NP de 78 nm de diámetro. Este hecho, está en excelente acuerdo con los 

experimentos anteriores utilizando microplacas. 

Para efectuar los experimentos de detección de gliadina en muestras reales y 

evaluar el impacto de la fracción de dímeros en los parámetros analíticos de la técnica 

se empleó, para ambos tamaños de Ag NPs, la concentración de IgG-Biot de 1 ng/mL 

 

4.2.4 Caracterización morfológica y óptica de las estructuras diméricas. 

La caracterización morfológica de las estructuras formadas ante el agregado 

de 1 ng/mL de Biot-IgG y al cabo de 27 minutos de iniciada la reacción, se efectuó 

mediante la adquisición de imágenes TEM. En la figura 4.6 se muestran imágenes 
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TEM representativas de las nanoestructuras formadas para Ag NPs de 58 nm (panel 

A) y 78 nm (panel B) de diámetro. Para ambos tamaños de Ag NPs se puede observar 

que la estructura predominante es la de dímeros de Ag NPs, con una proporción 

menor de Ag NPs aisladas.  

 

 

Figura 4.6: Imágenes TEM representativas de las estructuras diméricas después de 27 minutos de la 

adición de 1 ng/mL de IgG-Biot. A. Ag NPs de 58 nm B. 78 nm de diámetro. 

Otra información de interés que revelan las imágenes TEM obtenidas es que 

se puede determinar aproximadamente la distancia interpartícula promedio de los 

dímeros formados. Como se observa en las imágenes TEM de la figura 4.7 A, esta 

distancia es del orden de 20 nm.  Este resultado está en excelente acuerdo con la 

distancia que se puede estimar a partir del tamaño de las moléculas que unen el 

dímero. En la figura 4.7 B se esquematizan las distancias calculadas para el 

“sándwich” formado por las moléculas Biot – STV – Biot-IgG – STV – Biot que resulta 

en un valor de distancia interpartícula de ≈ 20 nm.  
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Figura 4.7: A. Imágenes TEM de los dímeros de Ag NPs formados luego de 27 minutos del agregado 

de 1 ng/mL IgG-Biot antigliadina. B. Esquema de la distancia interpartícula estimada para el puente 

molecular que une las Ag NPs. 

 

Cabe destacar que los resultados mostrados anteriormente también 

corroboran lo observado en la figura 3.7 del capítulo 3, donde se pudo estimar que la 

distancia interpartícula de los dímeros de Ag NPs es de alrededor de 20 nm.  

Aunque, la microscopía TEM evidencia claramente la formación de NEs 

diméricas, un enfoque complementario que permite caracterizar ópticamente la 

formación de dímeros en dispersión coloidal es mediante la utilización de la técnica 

de DLS. Esta técnica permite medir el radio hidrodinámico de las NEs presentes en 

la muestra, sin embargo, no permite conocer las dimensiones geométricas de las 

NPs.  Por lo que, las mediciones DLS se emplearon para validar cualitativamente la 

formación de agregados de NPs basándose en los cambios en las dimensiones 

promedio de las NEs formadas antes y después del agregado del IgG-Biot.  
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La distribución de las intensidades DLS de las dispersiones coloidales de Ag 

NPs de 58 y 78 nm antes de la adición del anticuerpo (líneas punteadas negras en la 

figura 4.8) muestra un máximo para un diámetro hidrodinámico promedio de alrededor 

de 62 y 99 nm, respectivamente. La distribución de DLS después de 27 minutos de 

agregar el anticuerpo, se desplaza claramente a tamaños más grandes (líneas de 

puntos azules, figura 4.8), con un máximo a 120 nm y 134 nm para Ag NPs de 58 y 

78 nm, respectivamente. Esta observación indica cualitativamente la formación de 

estructuras de mayor tamaño. 

 

Figura 4.8: Distribución de Intensidad de luz dispersada en función del diámetro hidrodinámico de las 

Ag NPs. Los símbolos negros y azules son las distribuciones de intensidad de luz dispersada para Ag 

NPs antes del agregado del anticuerpo y al cabo de 27 minutos del agregado de 1 ng/mL de IgG-Biot, 

respectivamente. A. Ag NPs de 58 nm de diámetro. B. Ag NPs de 78 nm de diámetro 

 

4.2.5 Comparación entre los experimentos y las simulaciones teóricas. 

Otra forma complementaria de corroborar e interpretar las observaciones 

experimentales, es mediante la simulación teórica de los espectros experimentales 

de extinción, teniendo como información los datos de las geometrías de las distintas 

NEs observadas, el material que las constituye y el medio en el que están inmersas. 

El modelado electrodinámico de los espectros de extinción se efectuó utilizando la 

teoría de Mie (para las Ag NPs aisladas) y GMM (para los dímeros de Ag NPs). 
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Unos de las conclusiones del capítulo 3 fue que, mediante teoría, se 

comprendido qué la formación de dímeros se evidencia espectralmente como una 

diminución en la intensidad del espectro de extinción debido a que la suma de las 𝜎𝑒𝑥𝑡 

de dos monómeros de Ag aislados es menor que la  𝜎𝑒𝑥𝑡 del respectivo dímero de Ag 

NPs separado por una distancia interpartícula de 20 nm.  

En esta sección se corrobora si las conclusiones obtenidas en el capítulo 

anterior son válidas para los tamaños de Ag NPs sintetizados en este capítulo. La 

simulación teórica para un monómero de Ag de 58 y de 78 nm de diámetro se 

muestra, en líneas negras, en la figura 4.9.A y B respectivamente.  

 

Figura 4.9: A. Simulaciones electrodinámicas de la 𝜎𝑒𝑥𝑡   de 1 monómero (línea negra), 2 monómeros 

(línea roja) y 1 dímero (línea verde) para A. Ag NPs de 58 nm de diámetro. B. Ag NPs de 78 nm de 

diámetro.  

 

El resultado de esta simulación es que los valores de la 𝜎𝑒𝑥𝑡 de los monómeros, 

a la  de máxima intensidad, son 𝜎𝑒𝑥𝑡 = 2,88 x10-10 y 4,33x10-10 cm2 para las Ag NPs 

de menor y mayor tamaño, respectivamente. Por otra parte, la suma de los espectros 

de dos monómeros Ag aislados (figura 4.9, línea roja) resulta en un valor igual al 

doble, es decir 𝜎𝑒𝑥𝑡 = 5,76 x10-10 cm2 y 8,66 10-10 cm2 para Ag NPs de 58 y 78 nm de 

diámetro, respectivamente. Si se calcula la 𝜎𝑒𝑥𝑡 de dímeros de Ag NPs separados 

una distancia de 20 nm, los valores de las  𝜎𝑒𝑥𝑡 promedio son  𝜎𝑒𝑥𝑡 = 4,35 x10-10 y 

7,14 x10-10 cm2 para los dímeros formados por Ag NPs de 58 y 78 nm de diámetro, 
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respectivamente (figura 4.9, líneas verdes). Si se compara el valor de la 𝜎𝑒𝑥𝑡  del 

dímero con la 𝜎𝑒𝑥𝑡  suma de sus respectivos monómeros de Ag aislados y teniendo 

en cuenta que la distancia interpartícula es lo suficientemente grande para que no se 

observe un desdoblamiento de la banda espectral de extinción, se puede explicar y 

corroborar nuevamente lo discutido en el capítulo anterior. Es decir, que la formación 

de estructuras diméricas resulta en una disminución en la intensidad del espectro de 

extinción para ambos tamaños de Ag NPs. Otro factor que contribuye a la disminución 

del espectro de extinción es el hecho de que a medida que transcurre el proceso de 

dimerización la concentración total de NPs disminuye.  

Nótese que todos los cálculos de la 𝜎𝑒𝑥𝑡   de los dímeros corresponden al 

promedio de las secciones eficaces para las distintas orientaciones del campo 

electromagnético respecto al eje que une las NPs, ya que los dímeros están 

continuamente rotando en la dispersión coloidal. (capítulo 3, sección 3.2.3.).  

La comparación entre el espectro experimental de extinción y el modelado 

teórico de las Ag NPs a los 27 min del agregado de 1 ng/mL de IgG-Biot no es tan 

directa ya que se requiere conocer la fracción de dímeros formada a este tiempo. 

Utilizando la ec. 3.2.5.5 (capítulo 3) y los valores de ED obtenidos para las NPs de 58 

y 78 nm se determinó la 𝑓𝑑 al cabo de los 27 min del agregado de 1 ng/mL de IgG-

Biot. Luego partiendo del proceso en el que dos monómeros (M) dan un dímero (D), 

utilizando las 𝑓𝑑 calculadas, los respectivos valores de 𝜎𝑚 y 𝜎𝑑  , y la ec.3.2.5.3 

(capítulo 3) se puede simular el espectro de extinción a un dado tiempo t para todas 

las λ estudiadas y ambos tamaños de Ag NPs.   

La figura 4.10 muestra como al utilizar la ec. 3.2.5.3 y valores de 𝑓𝑑 =0,9 y 0,2, 

(correspondientes a la fracción de dimeros formados para NPs de 58 y 78 nm 

respectivamente), se obtiene una muy buena correlación entre los espectros 

simulados (línea roja) y experimentales (línea negra) obtenido a los 27 minutos luego 

de la adición de 1 ng/mL de IgG-Biot para Ag NPs de 58 nm (panel A) y 78 nm (panel 

B) de diámetro. Como referencia también se muestran los espectros experimentales 

(línea rosa) y los cálculos de modelado (línea verde) para las Ag NPs antes de la 

adición de IgG-Biot. 
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Figura 4.10: Espectros de extinción experimentales (líneas rosa y negra) y simulados (líneas verde y 

roja) antes y después de 27 minutos de agregar 1 ng / mL de IgG-Biot, respectivamente. A. Ag NPs de 

58 nm con 𝑓𝑑 = 0,9. B. Ag NPs de 78 nm con 𝑓𝑑 = 0,2. 

 

4.2.6 Efecto de la naturaleza del material plasmónico en la respuesta espectral 

cuando se forman dímeros. 

Como se vio en la sección anterior luego del agregado de IgG-Biot a una 

dispersión coloidal de Ag NPs se induce la formación de NEs diméricas, 

espectralmente esto se evidencia como una disminución en la intensidad del espectro 

de extinción.  

 Una pregunta que surge es si este comportamiento óptico es general o 

depende de la naturaleza del material plasmónico. Para responder este interrogante, 

se realizaron simulaciones electrodinámicas utilizando la teoría de Mie y GMM de la 

suma de las 𝜎𝑒𝑥𝑡 de dos monómeros de Au de 58 nm de diámetro cada uno y de la  

𝜎𝑒𝑥𝑡 de 1 dímero formado por Au NPs de 58 nm de diámetro separado por una 

distancia interpartícula de 20 nm. Además, se realizó la misma simulación, pero 

empleando Ag NPs para facilitar la comprensión de los resultados.  La 𝜎𝑒𝑥𝑡  de los 

dímeros se calculó tomando el promedio de las secciones eficaces para las distintas 

orientaciones del campo electromagnético respecto al eje que une las NPs y además 

en todos los cálculos de consideró que las NPs están dispersas en agua (n=1.33). 
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Los resultados mostrados en la figura 4.11 B muestran que para Au NPs de 58 nm 

de diámetro la diferencia entre los valores de las secciones eficaces de la suma de 

dos monómeros aislados (línea roja) con respecto a 1 dímero (línea verde) es mucho 

menor comparada con la misma simulación empleando Ag NPs (figura 4.11 A). Esta 

marcada diferencia entre los espectros para Ag NPs comparados con los de Au NPs 

se debe a que el grado de acoplamiento plasmónico del Au es más débil que el de la 

Ag. En consecuencia, es de esperar que la disminución en la intensidad de extinción 

debido al proceso de formación de dímeros luego de agregar IgG-Biot sea 

notablemente mayor para Ag NPs con respecto a si se emplean Au NPs.  Por lo tanto, 

se concluye que el uso de Au NPs no es una buena estrategia para emplear la técnica 

IDILA. 

Figura 4.11: Simulaciones electrodinámicas de la 𝜎𝑒𝑥𝑡 correspondiente a dos monómeros aislados 

(línea roja) y su respetivo dímero (línea verde) utilizando A. AGNP de 58 nm de diámetro B. Au NPs 

(B).  

 

4.2.7 Inhibición de la formación de dímeros en presencia del antígeno para 

gliadina. 

En esta sección se verificará experimentalmente si la formación de dímeros de 

Ag NPs se encuentra inhibida ante la presencia del antígeno de gliadina. El 

mecanismo mediante el cual la presencia de un antígeno inhibe la formación de 

estructuras diméricas constituye actualmente un objeto de estudio. No obstante, se 
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consideran hipotéticamente dos procesos que podrían explicar este hecho. El primero 

postula que la presencia del antígeno produce un cambio conformacional en la 

estructura del anticuerpo dejando a las moléculas de Biot en una posición inaccesible 

para interactuar con la STV de la NP. El segundo atribuye esta inhibición a un 

impedimento estérico ocasionado por la unión del antígeno a la STV de la NP, que 

imposibilita la interacción de la Biot del IgG con la STV de la NP. 

 Para estudiar el proceso de inhibición de la formación de dímeros se realizaron 

experimentos incubando una dispersión coloidal de Ag NPs funcionalizada con STV 

y Biot en presencia del IgG-Biot específico para gliadina y del antígeno. La inhibición 

de la formación de NEs diméricas quedará evidenciada espectralmente por una 

menor disminución de la intensidad de extinción. 

Para llevar a cabo estos experimentos se emplearon Ag NPs de 58 nm de 

diámetro y se seleccionó una concentración de IgG-Biot que favorezca la formación 

de dímeros (1ng/mL). Una vez seleccionada esta concentración, se utilizó un 

espectrofotómetro convencional en el intervalo de 300-1100 nm y una cubeta de 

cuarzo con 0,5 mL de Ag NPs previamente funcionalizadas con STV y Biot y se 

agregaron diferentes concentraciones de antígeno. Posteriormente se agregó 1 

ng/mL de IgG-Biot y se completó un volumen de 1 mL con PBS1x-BSA5%. La 

evolución espectral se midió por un tiempo de 27 minutos.  

Como se analizó anteriormente, en ausencia de antígeno, se observa una 

disminución en la intensidad del espectro de extinción indicando la formación de 

dímeros, la cual es máxima a un tiempo de 27 min (figura 4.12 A). Llevando a cabo 

el mismo experimento con el agregado de 5 pg/mL de antígeno (figura 4.12 B) los 

resultados obtenidos indican que la disminución de la intensidad del espectro de 

extinción (a un tiempo de 27 minutos) es significativamente menor comparada con el 

mismo ensayo realizado en ausencia de antígeno. Este hecho indica que la formación 

de dímeros si bien no se encuentra totalmente inhibida, se encuentra disminuida 

debido a la presencia del antígeno. Si el mismo experimento se efectúa con la adición 

de 15 pg/mL de antígeno (figura 4.12 C) no se evidencian cambios significativos en 
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la intensidad del espectro de extinción. En estas condiciones de concentración de 

antígeno inhibe totalmente la formación de dímeros. 

 

Figura 4.12: Evolución espectral, para un tiempo de 27 minutos, de Ag NPs de 58 nm previamente 

funcionalizadas con STV-Biot con el agregado de 1ng mL de IgG-Biot y sin añadir antígeno (A), con el 

agregado de 5 pg/mL de antígeno (B) y el agregado de 15 pg/mL de antígeno(C). 

 

Esta serie de experimentos efectuados a distintas concentraciones de   

antígeno, evidencian que se produce un cambio en la respuesta óptica de las Ag NPs 

dependiendo de la concentración de antígeno. Esta propiedad permitiría, en principio, 

elaborar una curva de calibración y la posterior cuantificación de las muestras 

problema. 

 



 

149 

 

4.3 Análisis de muestras problema. 

 

En esta sección se detalla cómo se llevó a cabo la detección y cuantificación 

específica de gliadina aplicando la metodología IDILA en muestras problema de 

harina y almidón de maíz. 

Elegimos este tipo de muestras de interés alimenticio por 3 razones.  

La primera fue determinar si la técnica IDILA es capaz de detectar y cuantificar 

gliadina en harina y almidón de maíz donde la presencia del antígeno se debe a una 

contaminación de la muestra ya que se lo considera un alimento libre de gluten. La 

segunda razón fue estudiar el papel que juega la fracción de dímeros (formada 

después de la adición de una cantidad dada de anticuerpo en un momento dado, en 

ausencia del antígeno) en la sensibilidad del método. El tercer motivo para esta 

elección fue para determinar los límites de detección de la técnica IDILA y 

compararlos con el ensayo ELISA, con el fin de poder cuantificar y detectar 

cantidades del antígeno que la técnica convencional no puede lograr. 

Para llevar a cabo lo anteriormente mencionado, en una primera instancia, se 

procedió a la extracción del analito de las muestras problema con una solución de 

alcohol al 60% en agua (capítulo 2, sección 2.6). 

 

4.3.1 Estabilidad de las Ag NPs y corroboración de la extracción de gliadina. 

Los experimentos IDILA se realizaron en un elisómetro para el análisis de 

muestras problema, utilizando un medio suplementado con PBS1X –5%BSA y alcohol 

al 60%; por lo tanto, es necesario determinar si las Ag NPs presentan estabilidad 

coloidal (no precipitan ni experimentan procesos de agregación en este medio), por 

lo menos durante el tiempo que se realiza el ensayo IDILA (20-30 minutos)   

Para determinar la estabilidad de las Ag NPs en presencia de alcohol al 60% 

y PBS1X-BSA5% se realizaron ensayos mezclando 0,5 mL de Ag NPs previamente 
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funcionalizadas con STV y Biot, con de 0,1 mL de una solución de alcohol al 60 % en 

agua y 0,4 mL de PBS-BSA 5% para llegar a un volumen final de 1 mL.  

 La figura 4.13 muestra que no se aprecian cambios significativos ni en la 

intensidad del espectro de extinción, ni tampoco desplazamientos del máximo de 

extinción luego de agregar el alcohol y el buffer. Este hecho indica que las Ag NPs 

son estables frente al agregado de los reactivos, al menos hasta un tiempo de 30 

minutos, que es el tiempo durante el cual se analizará la formación de dímeros 

(ensayo IDILA). Los resultados de estos ensayos son de relevancia crucial ya que los 

experimentos que se realizan en microplacas para el análisis de muestras problema, 

utilizan ambos compuestos en cantidades proporcionalmente similares a las 

utilizadas en este ensayo. 

 

Figura 4.13: Evolución temporal del espectro de extinción para 0,5 mL de Ag NPs de 58 nm de 

diámetro en presencia de 0,1 mL de una solución de alcohol al 60% y 0,4 ml de PBS1X-BSA 5%. 

 

Para corroborar la extracción de gliadina de las muestras problema se realizó 

el ensayo Western Blot y una medición por espectroscopía FT-IR ATR (Figura 4.14). 
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Además, como ensayo de control se extrajo gliadina de muestra de harina de trigo y 

avena, además de las mencionadas para maíz. Los detalles de la técnicas y 

procedimientos utilizados se encuentran detallados en el capítulo 2 sección 2.9.2 y 

2.8.3 respectivamente. 

Figura 4.14: A. Western Blot para la determinación de gliadina, la primera columna corresponde al 

marcador de peso molecular (intervalo de KDa de gliadina 25-50), la segunda, tercera y cuarta 

columnas corresponden respectivamente al contenido extraído de gliadina para harina de trigo, avena 

y harina de maíz. B. Espectros FT-IR ATR para harina de trigo, de maíz, avena y almidón de maíz 

donde se encuentran diferenciadas las bandas amida 1° (1650 cm-1), 2° (1550 cm-1), 3° (1450 cm-1) 

correspondiente a estructuras proteicas y la banda del almidón (1050 cm-1). 

En la figura 4.14 A. se ilustran los resultados obtenidos para el ensayo 

Western-Blot. La columna izquierda corresponde al marcador de peso molecular en 

KDa y las columnas siguientes corresponden respectivamente a las muestras donde 

se ha efectuado la extracción de gliadina. En la muestra de harina de maíz (4ta 

columna) se puede apreciar que se ha detectado una fracción de proteínas con un 

peso molecular de alrededor de 25 KDa que concuerda con el peso molecular 

promedio de las proteínas que forman parte del complejo de gliadina. Para la muestra 

de almidón de maíz esta técnica no logra detectar la presencia de las proteínas que 

conforman el complejo de gliadina. 

En la figura 4.14 B. se muestran los espectros IR-ATR obtenidos una vez 

realizada la extracción de gliadina y evaporado el solvente de las muestras. En los 
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espectros se observan las bandas amida características de las proteínas, así como 

la banda del almidón para las muestras de avena arrollada (línea negra) y harina de 

trigo (línea roja), pero no se puede apreciar ninguna banda característica de las 

proteínas para las muestras de almidón de maíz y harina de maíz (línea azul) debido 

a la baja concentración de gliadina de las mismas.  

 Los resultados obtenidos muestran que el método de extracción empleando 

alcohol al 60% en agua es eficaz para la extracción del complejo de gliadina en 

muestras de avena y trigo, mientras que para la harina y almidón de maíz ninguna de 

estas técnicas es lo suficientemente sensible para determinar la presencia de gliadina 

ya que se espera que sean cantidades al nivel de trazas. 

 Por lo tanto, para cuantificar el contenido de gliadina en estas muestras se 

debe utilizar un método con un límite de detección (LOD) más pequeño. Las técnicas 

IDILA o ELISA, que tienen menor LOD serían, en principio, adecuadas para este 

propósito. 

 

4.3.2 Ensayo ELISA tipo Sándwich 

 

Los detalles del procedimiento del ensayo ELISA realizado han sido detallado 

previamente en el capítulo 2, sección 2.9.1. 

 La figura 4.15 muestra la curva de calibración y su ajuste a una función lineal 

con un valor de desviación cuadrática media de 0,99. El límite de detección (LOD) del 

ensayo es de 0,8 ng/mL. Este parámetro se calculó como LOD= (𝑆𝑏 × 3,3)/

𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒, donde 𝑆𝑏 es el valor de desviación estándar de la señal del blanco 

obtenida a partir de 17 mediciones (𝑆𝑏 = 0,006). El límite de cuantificación (LOQ) se 

calculó como LOQ= (𝑆𝑏 × 10)/𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 cuyo valor es 2,4 ng/mL. 
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Figura 4.15: Curva de calibración (cuadrados negros) del ensayo ELISA realizado para muestras de 

almidón y harina de maíz con su respectivo ajuste lineal con un R2=0,90 (línea roja).  

 

La concentración de gliadina en las muestras problema se determinó a partir 

del ajuste lineal de la curva de calibración (curva roja figura 4.15). Para las muestras 

de harina de maíz la técnica logra cuantificar valores que están por encima del LOQ, 

del orden de 2,6 ± 0,1 ng/mL (que usando el factor de dilución correspondiente resulta 

en una concentración final de 5±1 mg/Kg). Para las muestras de almidón de maíz, se 

obtuvieron valores que están por debajo del LOD. Por lo tanto, la cantidad de gliadina 

en estas muestras no es detectable. Los errores en las concentraciones determinadas 

se obtuvieron calculando la desviación estándar a partir del promedio de 3 

repeticiones para cada muestra. 
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4.3.3 Ensayo IDILA 

 

En esta sección, se detallará como se construyó la curva de calibración del 

método IDILA, así como también las diferencias en los parámetros analíticos cuando 

se implementa la técnica con Ag NPs de tamaño y 𝑓𝑑 diferentes.  

El ensayo IDILA se realizó usando Ag NPs de diámetros diferentes (58 y 78 

nm) y misma concentración de IgG-Biot (1 ng/mL). La razón para elegir la misma 

concentración de IgG-Biot y dos diámetros diferentes de Ag NPs es analizar si existe 

alguna influencia de la fracción de dímeros 𝑓𝑑 formados en la sensibilidad y la 

capacidad de la técnica para la detección de gliadina. Como se discutió 

anteriormente, para 1 ng/mL de concentración de IgG-Biot, la 𝑓𝑑 formada es 0,9 y 0,2 

para Ag NPs de 58 y 78 nm, respetivamente 

La curva de calibración se construyó utilizando una microplaca. Para ello, se 

añadió 1 ng/mL de IgG-Biot por pocillo y diferentes cantidades de antígeno de gliadina 

en diluciones seriadas (con un factor de dilución de ½). Luego se añadió las Ag NPs 

previamente funcionalizadas utilizando un volumen de 100μL/pocillo. Posteriormente 

se completó hasta llegar, a un volumen final de 200 μL/pocillo, con buffer PBS1X-

BSA5%. Finalmente, la intensidad de extinción se midió al cabo de 27 minutos de 

realizada la mezcla, en un lector de microplacas y usando un filtro de 450 nm (figura 

4.16).  El blanco se realizó utilizando un volumen de 100 μL/pocillo de Ag NPs, 

1ng/mL de IgG-Biot y completando el volumen final de 200 μL/pocillo con buffer 

PBS1X-BSA5%.  
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Figura 4.16: A. Representación esquemática de la estrategia de funcionalización de las Ag NPs con 

el sistema STV-Biot. B Representación esquemática del procedimiento de la técnica IDILA añadiendo 

a las Ag NPs funcionalizadas en una microplaca de 96 wells conjuntamente con el IgG-Biot, el antígeno 

para realizar la curva de calibración o la muestra problema. 

 

La figura 4.17 muestra la curva de calibración obtenida para ambos tamaños 

de Ag NPs. Ambas curvas pueden ajustarse con bastante precisión mediante una 

función exponencial del tipo (I = -A0e-bc + I0) donde I = intensidad y c= concentración 

con un valor R2 de 0,94 y 0,95 para Ag NPs de 58 y 78 nm de diámetro, 

respectivamente. Los parámetros para la curva en el panel A son I0 = 0,07, A0 = 0,01 

y b = 0,21 mientras que para la curva en el panel B son I0 = 0,02, A0 = 0,04 y b = 1,31. 

El hecho que la curva experimental sea exponencial es coherente con que, a medida 

que aumenta la concentración de antígeno comienza a inhibirse la formación de 

estructuras diméricas y por lo tanto la intensidad de extinción tiende a la inicial. Por 

lo que, es razonable que a concentraciones de antígeno relativamente altas la 

formación de dímeros se inhibe por completo por lo que no se observan cambios en 

la intensidad. 
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Figura 4.17: Curva de calibración de IDILA para Ag NPs de A) 58 nm B) 78 nm de diámetro promedio, 

respectivamente. Los paneles C y D muestran los respectivos ajustes lineales de la curva de 

calibración (tomada de los ajustes exponenciales correspondientes. Las desviaciones estándar se 

tomaron como el promedio de 3 réplicas para cada muestra problema. 

 

Una manera más apropiada de cuantificar las muestras problemas es linealizar 

la porción inicial de la curva de calibración. Se encontró que ambas curvas pueden 

ajustarse bastante bien mediante una expresión lineal en el intervalo de 0-8 pg/mL y 

0-1,25 pg/mL de antígeno para Ag NPs de de 58 y 78 nm de diámetro ambas con un 

valor de R2 de 0,98 (figura 4.17 C y D). 

En una primera inspección si se comparan ambas curvas de calibración, la 

primera diferencia que se puede observar es que el rango lineal de cuantificación es 

mayor para Ag NPs de 58 nm que para las de 78 nm. Esto puede atribuirse a que la 

fracción de dímeros formados usando 1 ng/mL de anticuerpo para Ag NPs 58 nm es 
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mayor que para las Ag NPs de 78 nm, entonces la cantidad de dímeros que se inhiben 

en presencia de antígeno es mayor para el caso de las Ag NP más pequeñas. Otra 

diferencia importante entre ambas curvas de calibración son el LOD, LOQ y la 

sensibilidad. El LOD y LOQ de la técnica es, en ambos casos, 5 veces más pequeños 

utilizando Ag NPs de 78 nm con respecto a las de 58 nm, mientras que la sensibilidad 

es 5 veces mayor para las Ag NPs de mayor tamaño con respecto a las de 58 nm de 

diámetro (tabla 4.1). Es importante mencionar que, los valores de LOD y LOQ fueron 

calculados, para ambos tamaños de Ag NPs, de la misma manera que en la sección 

anterior y utilizando un valor de 𝑆𝑏 =0,001 obtenido a partir de 17 mediciones del 

blanco. 

 

Tabla 4.1. Comparación entre los parámetros analíticos de IDILA utilizando 2 tamaños de Ag NPs. 

 

 

IDILA 

Ag NPs 58 nm Ag NPs 78 nm 

Sensibilidad (2 ± 1)x10 -3/pg.mL -1 (1 ± 1)x10 -2/pg.mL -1 

LOD 1,6 pg/mL 0,3 pg/mL 

LOQ 5,0 pg/mL 1,0 pg/mL 

  

 

La mayor sensibilidad de la técnica para las Ag NPs más grandes no se debe 

a su tamaño, sino a la 𝑓𝑑 formados. Para estas condiciones experimentales al haber 

una pequeña 𝑓𝑑, una leve variación de su se traduce en un cambio más significativo 

en la intensidad de extinción que cuando hay una fracción de dímeros más grande 

(como en el caso de Ag NPs de 58 nm). 
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Para analizar cómo cambia 𝐸𝐷 a cualquier tiempo 𝑡 en función de la 𝑓𝑑 y para 

diferentes tamaños de Ag NPs, se puede partir de la expresión 𝐸𝐷 =
Et

E0  
  obtenida 

dividiendo la ecuación 3.2.5.3 (𝐸𝑡) por E0 , donde E0 = [NPs]i σm: 

 

𝐸𝐷 =
Et

E0  
= (

1−fd

1+fd
)  + (

fd

1+fd
)

σd

σm
                                                                            (4.3.3.1) 

 

Tomando la derivada de esta expresión con respecto a 𝑓𝑑, se puede 

comprender claramente que la sensibilidad del método, es decir, el cambio 

infinitesimal del grado de disminución en la extinción cuando se forma una cantidad 

infinitesimal de dímeros, depende de la relación entre la sección eficaz de extinción 

del monómero y del dímero, es decir, 
σd  

σm
, como así también de la 𝑓𝑑: 

 

d(𝐸𝐷)

d𝑓𝑑
=

1

(1+𝑓𝑑)2
(−2 +

σd

σm
)                                                                                      (4.3.3.2) 

 

el valor de 
σd  

σm
  para los diámetros de Ag NPs en el intervalo de 40-60 nm de diámetro 

es casi el mismo siendo de alrededor de 1,49 y 1,5 (figura 4.18), por lo tanto, se 

espera que la sensibilidad sea la misma.  
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Figura 4.18: Variación de la intensidad de extinción 𝐸𝐷 en función de la fracción de dímeros para 3 

diferentes diámetros de Ag NPs. 

 

Para Ag NPs más grandes, por ejemplo, de 78 nm de diámetro, la relación 
σd  

σm
  

aumenta a valores de 1,62. Suponiendo una fracción igual de dímeros 𝑓𝑑 = 0,9, 
d𝐸𝑑

d𝑓𝑑
 

es igual a 0,14 y 0,11 para Ag NPs en el intervalo de 40-60 nm y 78 nm, 

respectivamente; es decir, solo hay un ligero aumento en la sensibilidad para el mayor 

tamaño de Ag NPs.  Si consideramos un valor mucho menor, por ejemplo 𝑓𝑑 = 0,2, 

d𝐸𝑑

d𝑓𝑑
  aumenta a 0.35 y 0.42 para Ag NPs en el intervalo de 40-60 nm y para 78 nm, 

respectivamente. Si comparamos los valores  de la derivada en ausencia de antígeno, 

su valor es 2,5 ( para Ag NPs de 40-60 nm)  o 4,3  (para Ag NPs de 78 nm)  veces 

mayor cuando la fracción de dímeros de reduce de 0,9 a 0,2. Por lo tanto, tiene 

sentido usar tamaños de Ag NPs que tengan valores diferentes de 
σd  

σm
 como los 

utilizados en este trabajo para implementar el método IDILA y, lo que es más 
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importante, hemos trabajado en condiciones en las que la fracción de dímeros es 

bastante diferente (0,2 y 0,9) siendo esta un parámetro crucial que controla la 

sensibilidad del método IDILA.  

Otro aspecto a considerar es el hecho de que la diferencia casi insignificante 

en los valores de 𝐸𝐷 para los tamaños de Ag NPs en el intervalo de 46-60 nm 

constituye una ventaja del método. Esta característica es importante, por que como 

se mencionó en el capítulo 2, obtener NPs altamente monodispersas empleando el 

método de Turkevich es difícil. El hecho de que 𝐸𝐷 es casi el mismo en una amplia 

gama de tamaños de Ag NPs asegura de alguna manera la reproducibilidad y 

facilidad de implementación del método IDILA.  

 

4.3.4 Cuantificación de gliadina en las muestras problema utilizando IDILA 

 

Para la detección y cuantificación de gliadina en las muestras problema 

empleando la metodología IDILA se utilizó el mismo equipamiento que el requerido 

por ELISA, es decir una microplaca y un lector de microplacas.  

Para el análisis de las muestras problema se añadió 1 ng/mL de IgG-Biot por 

pocillo y una cantidad de muestra problema que parte de una dilución, con respecto 

a ELISA, 1000 y 10000 mayor para el ensayo con Ag NPs de 58 y 78 nm 

respectivamente. Posteriormente, en cada pocillo de la microplaca, se realizaron las 

diluciones seriadas (con un factor de dilución de ½) de las muestras. Luego se agregó 

directamente las Ag NPs previamente funcionalizadas en una cantidad de 100 

μL/pocillo, para luego completar un volumen final de 200 μL/pocillo con buffer PBS1X-

BSA5%. Posteriormente la intensidad de extinción fue medida al cabo de unos 27 

minutos de realizada la mezcla en un lector de microplacas usando un filtro de 450 

nm. 

Los valores cuantificados para la gliadina en la harina de maíz, obtenidos a 

partir del ajuste lineal de la curva de calibración (figura 4.17 C y D), son 6 ± 1 pg/mL 
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(Ag NPs 58 nm) y 8 ± 1 pg/mL (Ag NPs 78 nm), valores muy cercanos entre ellos 

(dentro del error experimental) y también con los valores de ELISA (2,6 ± 0,1 ng/mL). 

Nótese que la técnica IDILA es capaz de detectar concentraciones de pg/mL, 

mientras que ELISA en ng/mL; por lo que, las muestras problema en IDILA fueron 

diluidas entre 1000-10000 veces con respecto a ELISA.  

Para las muestras de almidón de maíz, las concentraciones de gliadina 

obtenidas son 2 ± 1 y 4 ± 1 pg/mL para las Ag NPs de menor y mayor tamaño, 

respectivamente, estando en bastante buen acuerdo entre ellas. Un aspecto 

importante a considerar es que el ensayo IDILA pudo detectar una pequeña cantidad 

de gliadina en las muestras de almidón de maíz donde el método ELISA falló porque 

los valores están por debajo de su LOD.  

 La tabla 4.2 resume los resultados obtenidos para la cuantificación de harina 

y almidón de maíz utilizando IDILA para ambos tamaños de Ag NPs y 𝑓𝑑 comparados 

con los resultados del ensayo ELISA.  

Tabla 4.2: Comparación entre los ensayos ELISA e IDILA para la cuantificación de gliadina en 

muestras reales utilizando ambos tamaños de Ag NPs. 

Método Almidón de maíz Harina de maíz 

ELISA N/D 5 ± 1 mg/kg. 

IDILA usando Ag NPs de 

58 nm y 𝒇𝒅=0,9. 

0,15 ± 0,1 mg/kg. 

 

3 ± 1 mg/kg. 

 

IDILA usando Ag NPs de 

78 nm y 𝒇𝒅=0,2. 

0,2 ± 0,1 mg/kg. 

 

4 ± 1 mg/kg. 

 

 

 En primer lugar, debe tenerse en cuenta que IDILA es una técnica que permite la 

detección de concentraciones bajas de antígeno utilizando factores de dilución 

diferentes a los de ELISA. Como se puede apreciar en la tabla 4.2, para harina de 
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maíz, existe un buen acuerdo entre los valores obtenidos entre ambas metodologías. 

Para la muestra de almidón de maíz, el método ELISA no fue capaz de detectar el 

antígeno mientras que el IDILA dio un valor tan pequeño como 0,15 ± 0,1 mg / kg o 

0,2 ± 0,1 mg / kg usando Ag NPs de 58 y 78 nm, respectivamente. 

 Otra comparación que se puede efectuar entre los ensayos IDILA y ELISA es 

analizando los valores en los parámetros analíticos obtenidos a partir de sus 

respectivas curvas de calibración. Nótese que la realización de test de validación tales 

como ANOVA y prueba-F escapan del objetivo de este capítulo que es destacar los 

aspectos más distintivos de la metodología IDILA aplicándola para la detección de 

gluten. 

La Tabla 4.3 resume los parámetros analíticos de ambas técnicas, donde se 

puede apreciar que el LOD del ensayo IDILA (independientemente de 𝑓𝑑 y tamaño 

de Ag NP empleado) es 500 veces menor que la del método ELISA. 

Tabla 4.3: Comparación entre los parámetros analíticos de IDILA y ELISA 

 

 

IDILA ELISA 

Ag NPs 58 nm Ag NPs 78 nm 

Sensibilidad (2 ± 1)x10 -3/pg.mL- 1 (1 ± 1)x10 -2 /pg.mL -1 (3 ± 1)x10 -3/ng.mL-1 

LOD 1,6 pg/mL 0,3 pg/mL 0,8 ng/mL 

LOQ 5,0 pg/mL 1,0 pg/mL 2,4 ng/mL 

 

 Merece destacarse el hecho de que usando concentraciones de anticuerpos 

tales que las fracciones de dímeros que se forman (en ausencia de antígeno) son 

menores, el LOD se reduce en un factor de 5. La sensibilidad del ensayo IDILA, es 

otro parámetro que aumenta casi 10000 veces con respecto al método ELISA, 

obteniéndose un aumento de la sensibilidad de IDILA (un factor de 5) cuando se 
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realiza el ensayo en condiciones donde se forman fracciones de dímeros más 

pequeñas. 

Con respecto al LOQ, los valores para la técnica IDILA son (en el régimen 

lineal) 500-2400 más pequeños que los obtenidos con ELISA, dependiendo de las 

condiciones utilizadas en las que se favorezcan más o menos la formación de 

dímeros. Por lo tanto, los parámetros LOD y LOQ indican que con una cantidad de 

muestra mil veces más pequeña que la utilizada por ELISA, IDILA se podría detectar 

el antígeno de gliadina. 

 

  4.4 Conclusiones  

 

En este capítulo se demuestra la aplicabilidad de la técnica IDILA para la 

detección de concentraciones bajas de gliadina en muestras reales de harina y 

almidón de maíz, además de comparar los resultados obtenidos con el método 

estándar ELISA. El ensayo IDILA está basado en las propiedades ópticas de campo 

lejano de una dispersión coloidal de Ag NPs y su fuerte interacción con el sistema 

STV-Biot, combinado con la capacidad altamente específica de bio-reconocimiento 

de las inmunoglobulinas G.  

 Se encontró que IDILA es hasta 10000 veces más sensible que el método 

ELISA, y con valores de LOD y LOQ que son 500 a 2400 veces más pequeños que 

los obtenidos con ELISA, respectivamente, dependiendo las condiciones de 𝑓𝑑 y 

tamaño de Ag NP empleado. 

A partir de la concentración inicial de NPs, la 𝜎𝑒𝑥𝑡 de monómeros y dímeros de 

Ag NPs y una expresión matemática que involucra el balance de masas, se simulo el 

espectro de extinción experimental de las Ag NPs luego de agregar 1 ng/mL de IgG-

Biot permitiendo cuantificar la 𝑓𝑑 formados en dispersión coloidal en un dado 

momento.  
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El proceso de inhibición de la formación de dímeros en presencia de antígeno 

se ha estudiado a concentraciones de anticuerpos que favorecen la formación de una 

gran fracción de dímeros (para Ag NPs de 58 nm de diámetro) o la formación de una 

fracción relativamente pequeña (para Ag NPs de 78 nm de diámetro). Se demostró 

que trabajando en condiciones donde esta fracción es pequeña, el LOD y el LOQ 

disminuyen en un factor de 5. Sin embargo, ambos tamaños de NP pueden detectar 

gliadina a concentraciones de pg/mL. Además, IDILA pudo detectar cantidades de 

gliadina en muestras de almidón de maíz que están por encima de su LOD, mientras 

que, ELISA no lo logro. 

Otra característica importante de esta técnica es su viabilidad, en términos de 

su tiempo de ejecución relativamente rápido de aproximadamente dos horas, incluida 

la preparación de antígeno, anticuerpo y las diluciones respectivas de reactivos, y 

dado que el ensayo se realiza en solución y no requiere pasos de lavado. Además, 

IDILA hace uso de los mismos materiales necesarios para llevar a cabo la técnica 

ELISA:  un lector de microplacas y microplacas tradicionales de 96 pocillos que 

permiten realizar esta prueba con instrumental de uso común en laboratorios de 

bioquímica. Las cantidades más pequeñas de anticuerpo y antígeno utilizadas, hacen 

que este método sea significativamente menos oneroso que el ELISA. 
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Capítulo 5 

Estimación del factor de incremento intrínseco en sustrato 

SERS de agregados de nanopartículas de oro mediante 

Espectroscopía Raman Incrementada por Superficie 

 

5.1 Introducción 

 

Como se discutió en el capítulo 1, las propiedades ópticas de NPs de metales 

nobles se pueden dividir en dos grandes grupos: de campo lejano y cercano. En 

particular, las propiedades de campo cercano se definen como la región del espacio 

adyacente a la superficie de la NP donde el campo electromagnético está altamente 

incrementado con un valor máximo de incremento en la cercanía de la superficie de 

la NP. Esta propiedad, es de particular interés para las espectroscopias 

incrementadas por superficie, como por ejemplo, la espectroscopia SERS1–5. 

 La respuesta SERS depende principalmente de dos procesos llamados 

mecanismo químico y electromagnético. El primero, se origina por transferencias de 

carga entre la molécula de interés y la superficie metálica6. El mecanismo 

electromagnético ocurre cuando la molécula de interés se localiza dentro de la región 

de incremento de campo electromagnético en las cercanías de la superficie de la NP 

metálica y surge en última instancia como consecuencia de la excitación de las 

LSPR7. Es importante destacar que el mecanismo químico contribuye al incremento 

SERS con factores relativamente bajos del orden de 101 - 102 en comparación con el 

efecto electromagnético que puede incrementar la señal del analito hasta en ordenes 

de 1014 siendo el principal responsable de la señal SERS8–10. Más aun, se conoce 

que el campo electromagnético alrededor de agregados de NPs se encuentra 

altamente intensificado de una manera no uniforme como consecuencia del 

acoplamiento plasmónico. En agregados de NPs el campo electromagnético se 

encuentra localizado y altamente intensificado en las regiones interpartícula de la 

NEs, estas regiones son comúnmente llamadas “hot spots” 11–14. Por lo que, la 
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síntesis de NEs, como por ejemplo, dímeros de NPs metálicas, es una estrategia muy 

atractiva que puede ser utilizadas para diseñar plataformas SERS capaces de 

generar grandes incrementos de campo electromagnético y con ello lograr detectar 

hasta niveles de 1 sola molécula15–17.  

El parámetro que describe la capacidad de una dada NE para incrementar la 

señal SERS, es el factor de incremento. Este idealmente se calcula relacionando la 

señal Raman de una molécula localizada en las regiones adyacentes a la NE con 

respecto a la señal Raman de la molécula en ausencia de la NE. Determinar 

experimentalmente este parámetro es fundamental para  evaluar cuantitativamente 

la capacidad de un sensor SERS y poder comparar su performance con otras 

plataformas18.  

Desde el punto de vista analítico se han propuesto varias figuras de mérito 

para calcular el factor de incremento de un sustrato. En particular, los dos parámetros 

más empleados para tal propósito son el Factor de Incremento Analítico (AEF, del 

inglés, Analytical Enhacement Factor) y el Factor de Incremento del Sustrato SERS 

(SSEF, del inglés, SERS Substrate Enhacement Factor), dependiendo si la NE 

responsable del incremento SERS es una dispersión coloidal o si esta soportada 

sobre una superficie, respectivamente.  

AEF está definido como: 

 

AEF =
(

ISERS
CSERS

)

(
IRAMAN
CRAMAN

)
                                                                                                                            (5.1.1) 

 

donde ISERS y CSERS  son, respectivamente, la intensidad Raman y concentración del 

analito en presencia del sustrato SERS, mientras que, IRAMAN y CRAMAN la intensidad 

de la señal Raman y  la concentración del analito en ausencia del sustrato SERS, 

respectivamente14,19. Como las variables que se necesitan para calcular el AEF se 
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pueden obtener sencillamente de manera experimental, esta figura de mérito tiene 

como principal ventaja la simplicidad y rapidez con la que se puede calcular, siendo 

la más empleada para determinar el factor de incremento de un sustrato SERS. Sin 

embargo, posee algunas limitaciones ya que para el cálculo de CSERS generalmente 

considera que todo el analito agregado al sustrato SERS se ha adsorbido a su 

superficie; por lo tanto, supone que todas las moléculas contribuyen igualitariamente 

a la señal SERS20,21. Este enfoque, tiende a subestimar el factor de incremento ya 

que no necesariamente todas las moléculas añadidas al sustrato SERS están 

adsorbidas sobre su superficie. En consecuencia, la CSERS real, es decir, la cantidad 

efectiva de moléculas adsorbidas a la plataforma puede ser incluso órdenes de 

magnitud más pequeña que la concentración analítica; por ejemplo, si el analito 

agregado tiene poca afinidad por el sustrato SERS. 

 Por otro lado, SSEF se define como: 

 

SSEF =
(
ISERS
NSurf

)

(
IRAMAN

NVol
)
                                                                                                                               (5.1.2) 

 

donde NSurf es el número promedio de moléculas adsorbidas en la superficie del 

sustrato SERS en el volumen de scattering del láser, mientras que, NVol es el número 

promedio de moléculas en el mismo volumen de scattering pero para los 

experimentos en ausencia del sustrato SERS14,21,22. El hecho de que SSEF considere 

solo las moléculas adsorbidas a la plataforma SERS la hace una figura de mérito más 

rigurosa, en comparación con AEF, para comparar sustratos SERS. SSEF es 

ampliamente utilizado para determinar la calidad de un sustrato SERS cuando este 

es un sólido plano de NPs metálicas. En este caso, el  desafío radica en determinar 

el número promedio de moléculas que cubren la superficie metálica (NSurf)
23,24. Sin 

embargo, SSEF también presenta algunas limitaciones al no tener en cuenta que 

SERS es una espectroscopia de superficie incrementada donde el valor del 
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incremento de campo electromagnético disminuye de manera exponencial con la 

distancia hacia la superficie del metal. Como por ejemplo, si el analito forma una capa 

doble sobre el sustrato SERS, en este caso la última capa de moléculas 

experimentara un campo electromagnético más pequeño que la primera capa; por lo 

tanto, no todas las moléculas adsorbidas contribuyen equitativamente a la señal 

SERS25,26. Además, calcular la cantidad de moléculas que se adsorben sobre el 

sustrato SERS formando una capa o una bi-capa no es una tarea sencilla21,27,28. Otro 

ejemplo, es si el sustrato SERS es una dispersión coloidal de agregados de NPs 

donde las moléculas ubicadas en el gap de estos agregados experimentan factores 

de incremento de campo cercano órdenes de magnitud mayores que otras moléculas 

localizadas a pocos nanómetros de este “hot spot”29–31. Por lo tanto, a pesar del 

progreso realizado, todavía existe la necesidad de tener una figura de mérito que 

permita la comparación directa del factor de incremento de diferentes sustratos SERS 

y, además, permita efectuar comparaciones directas con cálculos electrodinámicos. 

En este capítulo de la tesis, se presenta una nueva figura de mérito llamada 

Factor de Incremento de la Concentración Activa (ACEF, del inglés, Active 

Concentration Enhancement Factor) como un nuevo parámetro que permite la 

comparación directa de la performance de diferentes sustratos SERS en función de 

su valor intrínseco de factor de incremento.  

El principal esfuerzo que requiere ACEF es calcular la CSERS activa de 

moléculas que contribuyen significativamente a la señal SERS. Para tal fin, se 

fabricaron Au NPs de forma aproximadamente esférica induciendo su proceso de 

agregación mediante interacciones con diferentes concentraciones de dopamina (DA) 

que actúa como un puente molecular entre las Au NPs. Posteriormente se registraron 

los espectros SERS de la DA para cada una de las diferentes condiciones 

experimentales y se calculó AEF y ACEF. Además de comparar los valores obtenidos 

entre las anteriores figuras de mérito, se realizaron cálculos teóricos del factor de 

incremento del campo electromagnético (EFEF, del inglés, Electromagnetic Field 

Enhacement Factor)32,33. 
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La determinación de  las concentraciones de cada tipo de nanoagregado 

implicó efectuar una simulación rigurosa de espectros experimentales de extinción 

empleando la teoría de Mie y GMM34. Utilizando las diferentes fracciones de 

agregados de Au NPs calculadas a partir de las simulaciones, se calculó la CSERS 

activa de las moléculas que contribuyen significativamente a la señal SERS.  

 

5.2 Resultados y Discusión 

 

5.2.1 Síntesis y caracterización morfológica-óptica de Au NPs 

La síntesis de Au NPs se llevó a cabo utilizando una relación molar de 1,30 

citrato de sodio/HAuCl4.3H2O, respectivamente. La figura 5.1 A muestra una imagen 

TEM representativa de la Au NPs sintetizadas, donde se puede observar su forma 

aproximadamente esférica. La distribución de tamaños de las Au NPs, obtenida a 

partir del análisis estadístico de las imágenes TEM y contando alrededor de 200 Au 

NPs, evidencia una distribución gaussiana con un tamaño promedio de Au NPs de 

55±5 nm de diámetro (figura 5.1 B).  

 

Figura 5.1: A. Imagen TEM representativa de las Au NPs sintetizadas empleando el método de 

Turkevich. B. Distribución del tamaño de las Au NPs sintetizadas que muestran un diámetro medio de 

55 ± 5 nm.  
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 El espectro experimental de extinción de las Au NPs se muestra en la figura 

5.2 (línea negra) cuyo máximo corresponde a una = 536 nm. Utilizando la ley de 

Beer, el valor de intensidad máxima del espectro de extinción experimental y el 

respectivo valor de 𝜎𝑒𝑥𝑡 obtenido de las simulaciones (𝜎𝑒𝑥𝑡= 1,08x10-10 cm2 a  = 536 

nm), se calculó la concentración de Au NPs, siendo, 2,32x10-11 M. Para obtener el 

valor 𝜎𝑒𝑥𝑡, se consideró la distribución de tamaños de Au NPs que se mostro en la 

figura 5.1 B, asignando un peso estadístico de 0,25, 0,5 y 0,25 a Au NPs de 50, 55 y 

60 nm diámetro, respectivamente.   

 

Figura 5.2: Espectro de extinción de las Au NPs sintetizadas (línea negra) y su respectivo espectro de 

extinción simulado utilizando la teoría de Mie (línea azul). 

 

Como se puede observar en la figura existe un muy buen acuerdo tanto en la 

posición, intensidad y FWHM entre el espectro de extinción simulado de las Au NPs 

(línea azul) y el espectro experimental de extinción de las mismas (línea negra). 
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5.2.2 Fabricación y caracterización morfológica de agregados de Au NPs 

La formación de los agregados de Au NPs empleando DA se detalla en el 

capítulo 2, sección 2.5. En la figura 5.3 (paneles A, B, C y D), se muestran las 

imágenes TEM representativas de las NEs formadas luego de agregar una 

concentración final de DA de 2x10-9 M, 1x10-10 M, 2x10-11 M y 5x10-12 M, 

respectivamente. 

 

Figura 5.3: Imágenes TEM representativas de los agregados de Au NPs formados después de agregar 

DA a la dispersión coloidal de Au NPs. Las concentraciones finales de DA son: A. 2x10-9 M, B. 1x10-10 

M, C. 2x10-11 M, D. 5x10-12M. 

 

 El análisis estadístico, a partir de las imágenes TEM, de la distribución 

poblacional de las NEs indica que, independientemente de la concentración de DA 

añadida a la dispersión coloidal de Au NPs, la gran mayoría de las NEs presentes 

son monómeros seguidos de dímeros, trímeros, tetrámeros y pentámeros (figura 5.4). 
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Figura 5.4: Histogramas de la distribución de la Población (%) de las NEs formadas después de 

agregar diferentes concentraciones de DA (indicadas dentro de cada panel). El análisis estadístico se 

realizó contando alrededor de 1000 NEs por muestra. 

 

 Otra información que se puede obtener a partir de la figura 5.4 es que las 

fracciones formadas de dímeros y trímeros de Au NPs no cambian significativamente 

con la concentración de DA agregada. 

 

5.2.3 Determinación de la fracción de agregados de Au NPs. 

 Como las moléculas de DA que forman el puente molecular entre las Au NP 

estarán localizadas en el hot spot de los agregados de Au NPs; en consecuencia, 

experimentarán los mayores incrementos de campo electromagnético y por ende 
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presentarán una contribución significativa a la señal SERS. El principal desafío que 

surge, es determinar, de la manera más rigurosa posible, el número de DA que 

intervienen en la formación de puentes moleculares entre las Au NPs en cada una de 

las dispersiones coloidales de agregados de Au NPs.  

 Para lograr este propósito se requiere determinar con la mayor precisión 

posible la concentración de cada tipo de NE formada luego de inducir el proceso de   

agregación de las Au NPs. Una herramienta disponible para tal fin es el análisis 

estadístico de la distribución de la población de los agregados de Au NPs (figura 5.4). 

Sin embargo, este tipo de análisis está limitado por la cantidad de NEs contadas, 

además del hecho de que algunos agregados de Au NPs pueden formarse por efecto 

de la evaporación del solvente cuando se siembra la grilla TEM35,36.  

 Los espectros UV-Vis de la dispersión coloidal de los agregados formados 

constituyen un promedio representativo sobre una gran población de NEs; por lo que, 

efectuando una simulación electrodinámica que ajuste los espectros experimentales 

obtenidos, se puede determinar la fracción de NEs y posteriormente calcular la 

concentración de cada tipo de NE. Esta simulación debe estar sujeta a condiciones 

de contorno que hacen que no cualquier conjunto de fracciones es válido: la suma de 

las fracciones de las diferentes NEs formadas debe ser igual a 1 y su concentración 

está limitada por la concentración inicial de monómeros antes de inducir el proceso 

de agregación.     

 Si una dispersión coloidal de Au NPs con una concentración inicial [𝑁0], 

experimenta un proceso de agregación que da lugar a la formación de agregados que 

tienen 1, 2, 3, ..., 𝑛 NPs denotados como 𝑁1, 𝑁2, 𝑁3,…, 𝑁𝑛, respectivamente. La 

concentración total  [𝑁𝑡]  de monómeros y agregados para cualquier tiempo t está 

dada por la siguiente expresión: 

 

[𝑁𝑡] =   [𝑁0] − [𝑁2] − 2[𝑁3] …− (𝑛 − 1)[𝑁𝑛]                                                                     (5.2.3.1) 
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teniendo en cuenta que: 

 

[𝑁𝑡] =   [𝑁1] + [𝑁2] + [𝑁3] …+ [𝑁𝑛]                                                                                         (5.2.3.2) 

 

la fracción de NEs que contienen 𝑛  NPs representado como 𝑓𝑛  este dado por: 

 

𝑓𝑛 =
[𝑁𝑛]

[𝑁𝑡]
                                                                                                                                            (5.2.3.3) 

 

de esta manera la ec. 5.2.3.1 puede ser reescrita como: 

  

[𝑁𝑡] = [𝑁0] − 𝑓2[𝑁𝑡] − 2𝑓3[𝑁𝑡]…− (𝑛 − 1)𝑓𝑛[𝑁𝑡]                                                                     (5.2.3.4) 

 

a partir de la ec. 5.2.3.4 se puede relacionar [𝑁0] con [𝑁𝑡] y las fracciones 𝑓𝑛: 

 

[𝑁0] = [𝑁𝑡] {1 + 𝑓2 + 2𝑓3 + … (𝑛 − 1) 𝑓𝑛}                                                                            (5.2.3.5) 

 

de las ecuaciones 5.2.3.5 y   5.2.3.3 se deduce que: 

 

[𝑁𝑛] =  
𝑓𝑛[𝑁0]

∑ 1+(𝑛−   1)𝑓𝑛
𝑛
𝑛=1

                                                                                                                          (5.2.3.6) 
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 Finalmente, combinando la ecuación 5.2.3.6 y 5.2.3.1 se puede obtener [𝑁𝑡] 

a cualquier tiempo 𝑡: 

 

[𝑁𝑡] =   
[𝑁0]

∑ 1+(𝑛−1)𝑓𝑛
𝑛
𝑛=1

                                                                                                                            (5.2.3.7) 

 

 Si a la concentración de cada nanoestructura [𝑁𝑛] presente en la dispersión 

coloidal (dada por la ecuación 5.2.3.6) se la multiplica por su correspondiente sección 

eficaz de extinción (𝜎𝑛), se obtiene la extinción total (𝐸𝑡) de la dispersión coloidal para 

cualquier tiempo, sumando las contribuciones de cada tipo de NE. 

 

𝐸𝑡 = ∑  
𝑓𝑛[𝑁0]𝜎𝑛

∑ 1+(𝑛−1)𝑓𝑛
𝑛
𝑛=1

𝑖
𝑖=1                                                                                                           (5.2.3.8) 

 

 Para simular los espectros experimentales de extinción luego de agregar DA 

y con ello obtener las diferentes fracciones de agregados de Au NPs para cada 

condición experimental se utilizó la teoría de GMM y la ecuación 5.2.3.8. En esta 

expresión uno de los parámetros necesarios para calcular 𝐸𝑡  es la 𝜎𝑛; por lo tanto, 

en una primera etapa, se calcularon las 𝜎𝑒𝑥𝑡 de los diferentes agregados de Au NPs. 

 A partir de la figura 5.3 se puede inferir que el 75% de la población de 

nanoestructuras presentes en cada condición experimental son monómeros, dímeros 

y trímeros de Au NPs, por lo que, en las simulaciones de los espectros experimentales 

sólo se tuvieron en cuenta estas tres estructuras predominantes. En los cálculos de 

la 𝜎𝑒𝑥𝑡  de cada una de estas NEs, se tuvo en cuenta la distribución de tamaños de 

las Au NPs (figura 5.1B); por lo que, para realizar una simulación representativa de 

los espectros de 𝜎𝑒𝑥𝑡 de monómeros, dímeros y trímeros se utilizaron 3 diferentes 

diámetros de Au NPs (50, 55 y 60 nm de diámetro). Luego, la 𝜎𝑒𝑥𝑡  para cada NE se 
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promedió asignando un peso estadístico de 0,25, 0,5 y 0,25 para Au NPs de 50, 55 y 

60 nm de diámetro, respectivamente. Además, se consideró que cada NE tiene una 

geometría lineal con un espaciado entre Au NPs de 1 nm, que corresponde a la 

longitud calculada del puente molecular citrato-DA-citrato. Las 𝜎𝑒𝑥𝑡  de los agregados 

de Au NPs se calculó promediando las 𝜎𝑒𝑥𝑡  obtenidas al iluminar los diferentes 

agregados de Au NPs con polarizaciones alrededor de los ejes 𝑥, 𝑦 y 𝑧, es 

decir, 𝜎𝑒𝑥𝑡 =
1

3
𝜎𝑥 +

1

3
𝜎𝑦 +

1

3
𝜎𝑧. Para el Au,  se emplearon  los valores de la constante  

dieléctrica tabulados por Palik37 mientras que la constante dieléctrica del entorno se 

estableció en 1.77, valor correspondiente al agua. Los resultados de las simulaciones 

de las 𝜎𝑒𝑥𝑡  de cada una de las NEs involucradas se muestra en la figura 5.5. 

 

Figura 5.5: Espectros de 𝜎𝑒𝑥𝑡  de los agregados de Au NPs y Au NPs aisladas utilizados para simular 

los espectros de extinción que se muestran en la figura 5.4. La línea negra, roja y azul son monómero 

, dímero y trímero de Au NPs, respectivamente.  

 

 Una vez obtenido los espectros de  𝜎𝑒𝑥𝑡  de cada una de las NEs involucradas 

y conociendo la [𝑁0] calculada en la sección 5.2.1, la única variable que se desconoce 

de la ecuación 5.2.3.8 es la fracción 𝑓𝑛 de los diferentes agregados de Au NPs. El 
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procedimiento para la simulación de los espectros experimentales (figura 5.6, línea 

negra) luego de agregar DA consistió en variar sistemáticamente las diferentes 

fracciones de agregados de Au NPs hasta hacer coincidir la intensidad de extinción 

simulada con la intensidad de extinción experimental, en todo el intervalo de 

longitudes de onda estudiadas. Los espectros de extinción simulados para cada una 

de las condiciones experimentales se muestran en la figura 5.6 (líneas azules), 

mientras que, la tabla 5.1 presenta los valores de las diferentes fracciones de NEs 

que ajustan los espectros experimentales de extinción. 

 

Figura 5.6: Espectros de extinción experimentales de los agregados de Au NPs (curva negra) y sus 

respectivos espectros de extinción simulados (curva azul discontinua) utilizando diferentes fracciones 

de agregados de Au NP mostrados en la Tabla 5.1. Las concentraciones finales de DA son: A. 2x10-9 

M, B. 1x10-10 M, C. 2x10-11 M, D. 5x10-12 M.  
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Tabla 5.1: Fracciones de las diferentes NEs que ajustan los espectros experimentales de extinción de 

los agregados de Au NP formados después de agregar diferentes cantidades de DA. 

Panel de la 

figura 5.5 

Concentración 

de DA (M) 

Fracción de 

monómeros 

Fracción 

de 

dímeros 

Fracción 

de 

trímeros 

A 2x10-9 0,78 0,12 0,10 

B 1x10-10 0,74 0,19 0,07 

C 2x10-11 0,72 0,20 0,08 

D 5x10-12 0,84 0,10 0,06 

  

 Comparando los espectros de extinción simulados y experimentales se 

puede apreciar el excelente acuerdo entre ellos tanto en intensidad de extinción, 

posición de los máximos, así como ancho a media altura de la banda espectral. Es 

importante resaltar que en las simulaciones se debe cumplir que la suma de las 

diferentes fracciones de NEs empleadas sea 1, que la concentración inicial de NPs 

sea la determinada a partir del espectro de extinción y que la concentración de NEs 

está limitada por la concentración inicial de monómeros antes de inducir el proceso 

de agregación. Con estas condiciones de contorno, el peso estadístico de cada una 

de ellas no es meramente arbitrario ya que pequeños cambios en sus valores 

repercuten de manera drástica en la repuesta óptica global del espectro de extinción 

simulado. En consecuencia, el conjunto de fracciones de NEs que permite reproducir 

los espectros experimentales de extinción de los agregados de Au NPs es única.  

 

5.2.4 Determinación de la 𝑪𝑺𝑬𝑹𝑺  activa de moléculas de DA. 

 En esta sección se analizará cómo se puede utilizar las fracciones de NEs 

calculadas anteriormente, para estimar la CSERS activa de moléculas que DA. Las 

condiciones experimentales de las mediciones Raman y SERS se detallan en el 

capítulo 2, sección 2.8.7. 

  Como la síntesis de Au NPs empleando el método de Turkevich utiliza como 

estabilizante citrato de sodio, y este presenta modos normales activos en Raman, se 
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deben identificar los modos Raman de la molécula que no presenten interferencia con 

los modos vibracionales de la DA. Para ello, se registró el espectro Raman de una 

solución acuosa de citrato de sodio 0,2 M y de DA 0,1 M (ambas a pH5) en el 

intervalo de numero de onda de 700 a 1200 cm-1. La figura 5.7 muestra los espectros 

Raman de la DA (línea azul) y citrato de sodio (línea roja) donde se puede ver que 

los modos Raman a 719 y 763 cm-1 están presentes en la molécula DA y ausentes 

en la molécula de citrato de sodio. Además, en línea negra, se muestra el espectro 

SERS de las Au NPs antes de agregar DA donde se puede observar que los modos 

Raman asignados a la molécula de DA tampoco aparecen. 

 

Figura 5.7: Espectro Raman de una solución acuosa 0,1M de DA (línea azul) y de citrato de sodio 0,2 

M (línea roja). Además, en línea negra se muestra el espectro SERS de las Au NPs antes de agregar 

DA.  

 

 El modo raman de la molécula de DA a 719 cm-1 corresponde a vibraciones 

en el plano de α (C11-C10-C8); α (H13-N1-C2); α (C3-C2-H14)   y vibración de flexión de 

α (C11-C10-C8); α (C4-C5-C6)38. Mientras que, el modo raman de la DA a 763 cm-1 se 
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asigna a las vibraciones de flexión CH fuera del plano y a la deformación del anillo38,39.  

Estos resultados aseguran que al momento de calcular los factores de incrementos 

de la DA para los modos vibracionales seleccionados no se encuentren otros modos 

vibracionales que interfieran y por ende afecten la magnitud del cálculo. 

  Una vez seleccionados los modos Raman de la DA, se realizaron 

experimentos SERS donde se registró, para cada una de las condiciones 

experimentales, el espectro SERS de la DA luego de ser agregada a las Au NPs. En 

los espectros SERS de la figura 5.8, se pueden identificar claramente los modos 

Raman previamente asignados a la molécula DA. Como referencia también se 

muestra el espectro Raman de una solución 0,1 de DA (línea azul). 

 

Figura 5.8: Espectro Raman de una solución 0,1 M de DA (línea azul) y espectros SERS de la DA 

después de agregarla a la dispersión coloidal de Au NPs. Concentraciones finales de DA: 2x10-9 M 

(línea negra), 1x10-10 M (línea roja), 2x10-11 M (línea verde) y 5x10-12 M (línea naranja). 
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 En la figura se puede apreciar que, en los espectros SERS, las intensidades 

de los modos Raman de la DA son similares independientemente de la concentración 

analítica de DA. Este resultado puede deberse (como se verá más adelante) a que 

independientemente de la concentración analítica de DA agregada a la dispersión 

coloidal de Au NPs las fracciones de NEs formadas son similares para las diferentes 

condiciones experimentales; por lo tanto, la concentración de DA localizada en los 

hot spot de los agregados no cambia considerablemente para las distintas 

condiciones. Otro aspecto a remarcar es que en el espectro Raman de la DA  aparece 

un modo vibracional a 790 cm-1, que luego en los respectivos espectros SERS no se 

logra apreciar; este modo corresponde al enlace fuera del plano C-N-H39. La ausencia 

del modo Raman a 790 cm-1 en los espectros SERS, con respecto al Raman, se ha 

atribuido en trabajos previos a la adsorción de la DA sobre la superficie metálica39. 

 Una vez obtenido los espectros Raman y SERS de la DA se utilizó la 

ecuación 5.1.1 para calcular el valor de AEF para las distintas concentraciones 

analíticas de DA agregada a la dispersión coloidal de Au NPs. Es importante 

mencionar que en AEF, CSERS es la concentración analítica de DA agregada a las Au 

NPs. La tabla 5.2 muestra los valores de AEF calculados para los modos Raman 719 

cm-1 y 763 cm-1 de la DA y para cada concentración analítica de DA.  

Tabla 5.2: Valores de AEF para los modos raman719 cm-1 y 763 cm-1 de la DA y para cada 

concentración analítica de DA agregada a la dispersión coloidal de Au NPs. 

 

 

 

 

 

 

 

Concentración Analítica de DA (M) AEF 719 cm-1 AEF 763 cm-1 

2x10-9 2,8x107 6,0x107 

1x10-10 7,1x108 1,2x108 

2x10-11 3,7x109 6,5x109 

5x10-12 8,2x109 1,7x1010 
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En la tabla se puede observar que la tendencia general, para ambos modos 

Raman, es que los valores de AEF disminuyen a medida que aumenta la CSERS. Los 

resultados evidencian que, para ambos modos Raman, la diferencia entre los valores 

máximos y mínimos de AEF es de alrededor de 103. No obstante, como se aprecia 

claramente en la figura 5.8, los valores de ISERS para ambos modos Raman y las 

diferentes condiciones experimentales no cambian considerablemente. Este hecho 

es un claro indicativo de que no todas las moléculas de DA agregadas a la dispersión 

coloidal de Au NPs contribuyen igualmente a la respuesta del SERS, ya que, si todas 

las moléculas de DA contribuyeran de manera equitativa a la señal, se esperaría que 

la ISERS aumente a medida que se incrementa la concentración analítica de DA. 

Para calcular la concentración efectiva de moléculas de DA que contribuyen a 

la señal SERS (CSERS activa), se utilizaron las diferentes fracciones de agregados de 

Au NPs calculadas en la sección previa (tabla 5.1), y la ecuación 5.2.3.6. Además, se 

debe considerar que, en el intervalo de concentraciones de DA empleado con 

respecto a la concentración de NPs, se espera un número de moléculas de DA menor 

o igual a 100 por NP. Teniendo en cuenta que, de acuerdo con la ley de Beer, se 

determinó una concentración de Au NPs de 2,32x10-11 M, la relación molécula de 

DA/Au NP varía de casi 100 a 0,2 a medida que la concentración de DA disminuye 

de 2x10-9 M a 5x10-12 M. Suponiendo una forma esférica y un diámetro medio de Au 

NPs de 55 nm (basado en el análisis estadístico de la distribución del tamaño) el área 

superficial de cada Au NP es 9503 nm2. Como la molécula de DA tiene un área 

superficial relativamente pequeña (alrededor de 1 nm2), el grado de cobertura de la 

superficie de 1 Au NP con moléculas de DA varía del 1% al 0,002% a medida que la 

concentración de DA disminuye de 2x10-9 M a 5x10-12 M, respectivamente. Estas 

condiciones indican un porcentaje muy bajo de cobertura superficial de Au NP con 

DA, cualquiera sea la concentración analítica de DA en la dispersión coloidal. Por lo 

tanto, la probabilidad de encontrar más de una molécula de DA por gap entre Au NPs 

es sustancialmente baja. Teniendo en cuenta este hecho, para el cálculo de 

CSERS activa se consideró que los diferentes agregados de Au NPs están unidos en 

promedio por una molécula puente de DA en la región interpartícula, por ejemplo, 1 

dímero al tener un solo “gap” tiene 1 molécula de DA activa, mientras que 1 trímero, 
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al tener dos regiones interpartícula tiene en total 2 moléculas de DA activas. De esta 

manera, la CSERS activa esta dada por: 

 

CSERS activa =  [𝑁2] + 2[𝑁3]                                                                                                (5.2.4.1) 

 

donde [𝑁2] y [𝑁3] son, respectivamente, la concentración de dímeros y trímeros de 

Au NPs. Nótese que, en la ecuación 5.2.4.1 no se consideró la concentración de 

monómeros. Esto es consistente con el hecho de que se espera que su contribución 

a la señal SERS sea despreciable comparada con la proveniente de dímeros y 

trímeros,  ya que, las muestras se irradiaron  a λ=632,8 nm14. Los valores calculados 

de CSERS activa de DA para cada una de las concentraciones analíticas de DA 

agregada a la dispersión coloidal de Au NPs se muestran en la columna 2 de la tabla 

5.3.  

Tabla 5.3: Columna 1, concentraciones analíticas de DA agregada a las Au NPs; columna 2, valores 

de CSERS activa; columnas 3 y 4 valores de ACEF para los modos raman719 cm-1 y 763 cm-1.  

Concentración 

Analítica, M 

𝐶𝑆𝐸𝑅𝑆 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑎 

(M) 

ACEF 719 cm
-1 ACEF 763 cm

-1 

2x10-9 5,63x10
-12

   0,96x10
10

  1,92x10
10

  

1x10-10 5,75x10
-12 1,12x10

10 1,97x10
10 

2x10-11 6,14x10
-12

  1,14x10
10

  2,00x10
10

   

5x10-12 4,18x10
-12

  0,98x10
10 1,97x10

10 

 



 

188 

 

 Utilizando la  CSERS activa para las diferentes condiciones experimentales y la 

nueva figura de mérito (ACEF), se determinó para ambos modos Raman de la DA el 

factor de incremento SERS. 

ACEF está dado por: 

 

ACEF = (
ISERS

 CSERS activa
) (

IRAMAN

CRAMAN
)⁄                                                                                      (5.2.4.2) 

 

Los valores calculados de ACEF se muestran en la tabla 5.3 columna 3 y 4, 

respectivamente. Nótese que, para ambos modos Raman, los valores calculados de 

ACEF no cambian significativamente en el amplio intervalo de concentración analítica 

de DA estudiada en este trabajo. Este es un resultado razonable, ya que, la CSERS activa 

es comparable para las diferentes condiciones experimentales, al igual que las 

respectivas intensidades Raman de los espectros SERS. 

 

5.2.5 Calculo del Factor de incremento teórico  

 Para corroborar los valores experimentales de factor de incremento 

determinados a través de ACEF, se realizaron simulaciones electrodinámicas de 

campo cercano para calcular el EFEF, para ambos modos Raman y en la región 

donde se espera que la molécula de DA localizada.  

EFEF está dado por: 

 

EFEF = |E/E0|
2|E/Eλdis

|
2

                                                                                                                (5.2.5.1)        
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donde |E/E0|
2 y |E/Eλdis

|
2

 son los valores de incremento de campo cercano a la 

longitud de onda de excitación (633 nm) y del fotón dispersado, respectivamente. Las 

longitudes de onda de dispersión (𝑑𝑖𝑠), en nm, fueron calculadas como dis =

− (1 N −
1

0
⁄ ); ); siendo N el modo Raman (en nm-1) y  0 la longitud de onda del 

láser. Los valores calculados de 𝑑𝑖𝑠 son 663 y 665 nm para los modos Raman de 

719 cm-1 y 763 cm-1, respectivamente. El valor de incremento de campo cercano a la 

longitud de extitacion y dispersión fue calculado utilizando la teoría de Mie 

generalizada para múltiples partículas (GMM-field) (capítulo 2, sección 2.10.2). En las 

simulaciones se emplearon nano-objetos (dímeros y trímeros de Au NPs) con una 

geometría lineal y una distancia interpartícula de 1 nm. Además, de acuerdo con la 

distribución de tamaño de las Au NPs (figura 5.1), se simularon dímeros y trímeros 

formados por Au NPs de 50, 55 y 60 nm de diámetro, respectivamente. Con esta 

consideración se espera obtener un intervalo de valores de factor de incremento de 

acuerdo con la distribución de tamaño de las NEs.  

Nótese que, como los agregados están en dispersión coloidal se calculó el 

promedio de valor de EFEF de los agregados de Au NPs obtenido al iluminarlos con 

polarizaciones alrededor de los ejes 𝑥, 𝑦 y 𝑧, es decir, 𝜎𝑒𝑥𝑡 =
1

3
𝜎𝑥 +

1

3
𝜎𝑦 +

1

3
𝜎𝑧. 

A modo representativo, la figura 5.9 muestra imágenes de campo cercano (en 

escala de colores de acuerdo a su magnitud) en la región interpartícula de un dímero 

Au NPs de 55 nm de diámetro al iluminar la NEs perpendicularmente al eje 

interpartícula.  
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Figura 5.9: Imágenes de campo cercano para un dímero de Au NPs de 55 nm de diámetro. El panel 

(A) muestra los valores de campo cercano a la longitud de onda de irradiación (633 nm). Los paneles 

(B) y (C) muestran los valores de campo cercano en la longitud de onda de dispersión 663 y 665 nm, 

respectivamente. 

 

Como puede apreciarse en la figura, el máximo incremento está localizado en 

la región interpartícula en la línea que une los centros de las esferas que forman el 

dímero. La tabla 5.4 presenta los valores máximos calculados de EFEF para dímeros 

y trímeros formados por Au NPs de 50, 55 y 60 nm de diámetro. 

 Tabla 5.4. Valores máximos de EFEF para dímeros y trímeros de Au NP de 50, 55 y 60 nm 

de diámetro, calculados para ambos modos Raman de la DA. 

 Diámetro de Au NP  Nanoestructura EFEF 663 nm EFEF 665 nm 

 50 nm  dímero 2,0x1010 2,0x1010 

 50 nm  trímero 0,1x1010 0,1x1010 

 55 nm  dímero 1,2x1010 1,2x1010 

 55 nm  trímero 0,1x1010 0,1x1010 

 60 nm  dímero 0,7x1010 0,8x1010 

 60 nm  trímero 0,1x1010 0,1x1010 

 

Aunque en las simulaciones de los espectros de extinción de los agregados de 

Au NPs, la fracción de trímeros es comparable a la de los dímeros (tabla 5.1), los 

resultados mostrados en la tabla 5.4, indican claramente que los dímeros de Au NPs 

(independientemente de su tamaño) generan un valor de EFEF de aproximadamente 
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un orden de magnitud mayor que el valor respectivo para los trímeros. Estos 

resultados sugieren fuertemente que la contribución al factor de incremento de los 

trímeros de Au NPs puede considerarse insignificante con respecto al aporte de los 

dímeros de Au NPs. 

 

5.2.6 Comparación entre AEF, ACEF Y EFEF 

En esta sección se compara, para ambos modos Raman, los valores obtenidos 

de factor de incremento usando AEF y ACEF con la concentración analítica de DA 

agregada a las Au NPs. Además, se compararán los valores experimentales de factor 

de incremento de ambas figuras de mérito con los cálculos teóricos de EFEF. La 

figura 5.10 muestra los diferentes valores de factor de incremento obtenidos a través 

de las distintas figuras de mérito tanto experimentales como la teórica. Las líneas 

continuas rojas, verde y azul son los valores máximos de EFEF calculados para un 

dímero de Au NPs de 50, 55 y 60 nm de diámetro, respectivamente. Estos valores de 

EFEF indican, en función de la distribución de tamaño de Au NPs, un límite superior 

e inferior de factor de incremento. Nótese que, los valores de EFEF de los trímeros 

de Au NPs no se muestran debido a lo discutido anteriormente. 

 

Figura 5.10: Valores de AEF (cuadrados negros) y ACEF (círculos negros) en función de la 

concentración analítica de DA, para el modo Raman de 719 cm-1 (A) y 763 cm-1 (B). En ambos paneles, 

la línea roja, verde y azul representan los valores máximos de EFEF para un dímero de Au NPs de 50, 

55 y 60 nm de diámetro, respectivamente. 
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Un primer análisis de los datos indica claramente que los valores de ACEF 

determinados experimentalmente muestran un excelente acuerdo con los valores 

máximos de EFEF para dimeros. Esto es consistente con el hecho de que los dímeros 

de Au NPs son los que contribuyen mayoritariamente a la señal SERS, y por lo tanto 

determinan el incremento SERS de la DA. Además, es importante remarcar que la 

fracción de dímeros formados (y por lo tanto su concentración) no cambia 

considerablemente para las diferentes cantidades de DA agregada. En consecuencia, 

como se mostró en la tabla 5.3 la concentración activa de DA y los valores ACEF no 

cambian significativamente. En un segundo análisis se evidencia una diferencia 

significativa entre los valores del AEF y ACEF, siendo de hasta 1000 veces menor 

para AEF (con respecto a ACEF) cuando la concentración analítica de DA es 2x10-9 

M. Este hecho es razonable ya que AEF considera como CSERS la concentración 

analítica de la molécula agregada a la dispersión coloidal de Au NPs y no la cantidad 

de moléculas activas.  

 

5.3 Conclusiones 

 

 En este capítulo se introdujo una nueva figura de mérito llamada Factor de 

Incremento de la Concentración Activa (ACEF). Este nuevo parámetro proporciona 

información intrínseca sobre el factor de incremento de un dado sustrato SERS, y 

además permite realizar comparaciones directas entre diferentes plataformas SERS. 

El desafío de esta figura de mérito consiste en calcular la concentración activa 

(CSERS activa) de moléculas que contribuyen significativamente a la señal SERS.  

 Los experimentos se efectuaron induciendo la agregación, con un muy bajo 

grado de funcionalización, de Au NPs de 55±5 nm de diámetro mediante 

interacciones con diferentes concentraciones (10-9-10-12M) de DA. La simulación 

electrodinámica de los espectros de extinción de los respectivos agregados de Au 

NPs permitió, mediante una nueva expresión analítica, determinar las fracciones y 

concentraciones de las estructuras predominantes (monómeros, dímeros y trímeros).  
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Considerando que en promedio 1 molécula de DA localizada en la región 

interpartícula es la que contribuye a el incremento SERS de cada agregado se 

determinó la CSERS activa. Los valores obtenidos están en el orden picomolar, 

independientemente de la cantidad analítica de DA agregada. Utilizando los 

resultados de CSERS activa, se calculó ACEF para cada condición experimental 

resultando en un valor prácticamente constante (del orden 1010). Comparando los 

resultados obtenidos utilizando ACEF y AEF, se demostró que los valores de AEF 

dependen en gran medida de la concentración analítica de DA, mientras que, los 

valores de ACEF son prácticamente independientes a esta. Este hecho es razonable 

ya que en todo el intervalo de concentraciones de DA, la composición de las 

fracciones de NEs formadas es prácticamente constante, y por lo tanto el número de 

moléculas de DA activas. Estos resultados indican que ACEF constituye un parámetro 

más confiable que AEF para determinar el factor de incremento de un dado sustrato 

SERS. Además, se encontró que los valores de EFEF obtenidos para los dímeros de 

Au NPs muestran un excelente acuerdo con los datos experimentales proporcionados 

por ACEF, demostrando además que el factor de incremento producido por trímeros 

de Au NP es insignificante con respecto al de los dímeros Au NP. 

Como perspectiva, la figura de mérito introducida podría ayudar a fortalecer el 

desarrollo, aplicación y diseño de sustratos SERS como, por ejemplo, en los 

resultados mostrados en el siguiente capítulo donde se empleó ACEF para el diseño 

y cálculo del factor de incremento de un sensor SERS que permite la detección de 

IgG-Biot relevantes para la ciencia de los alimentos. 
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Capítulo 6 

Un sustrato coloidal SERS para la detección ultrasensible 

de anticuerpos biotinilados basado en el gradiente de 

campo cercano dentro del gap de dímeros de Au NRs 
 

6.1 Introducción 

 

De acuerdo a lo concluido y mostrado en el capítulo anterior, el cálculo de la 

concentración activa SERS permite posteriormente determinar el factor de 

incremento intrínseco de un sustrato SERS.  Otro de los resultados es que se 

demostró que NEs conformadas por dímeros de Au NPs generan, en la región 

interpartícula, enormes campos eléctricos la cual es una característica atractiva para 

el diseño de sensores ultrasensibles mediante espectroscopia SERS1–5.   

No obstante, uno de los problemas críticos para fabricar dímeros de NPs de 

manera fácil, reproducible y con un rendimiento SERS lo suficientemente alto es 

generar hot spots reproducibles, es decir, controlar el gap entre las NPs dentro de 

una precisión de pocos nanómetros6–8. Una estrategia que permite superar esta 

limitación es mostrada en los capítulos 3 y 4, donde se concluyó que el par 

biomolecular Biot/STV tiene la capacidad de generar NEs con gap y arquitectura 

controlados; y que, a su vez permiten reconocer a un analito específico.   

Un aspecto importante en la espectroscopia SERS es que el incremento de 

campo eléctrico es no homogéneo, siendo mayor en la región une los centros de dos 

NPs esféricas, en el caso particular de dímeros. Estudiar este gradiente de campo 

eléctrico también es un tópico actual de investigación. 

 La técnica de microscopía óptica de campo cercano (SNOM, del inglés, 

Scanning Near-field Optical Microscope), es ampliamente utilizada para tal propósito 

llegando a una resolución espacial de mapeo de 20-30 nm9,10. Sin embargo, la 

resolución espacial de la técnica es insuficiente para obtener imágenes de campo 

cercano en la región interpartícula de dímeros y trímeros 9,11,12. Un enfoque alternativo 

para mapear el gradiente de campo eléctrico es combinar la espectroscopia SERS  
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con simulaciones electrodinámicas de campo cercano13,14. Para los modelados 

teóricos se pueden utilizar soluciones analíticas exactas como la teoría de GMM15–17, 

métodos numéricos como DDA18 y el enfoque de dominio de tiempo de diferencia 

finita (FDTD, del inglés, Finite Difference Time Domain)19–21. 

Por otro lado, en la última década, la metodología SERS se han utilizado 

ampliamente para obtener información cualitativa y cuantitativa de biomoléculas tales 

como, anticuerpos22–24, ADN25,26 y otras proteínas27,28. Actualmente, los protocolos 

SERS basados en la detección de biomoléculas se pueden clasificar 

aproximadamente en dos grandes categorías: “Métodos directos sin marcadores”29–

31 y “Métodos indirectos con marcadores Raman”32–34. Los métodos directos se basan 

en la medición de las señales Raman propias del analito mismo, mientras que, los 

métodos indirectos detectan el analito registrando la señal SERS de un marcador 

Raman adjunto. La detección SERS sin marcadores presenta algunas ventajas como 

confiabilidad y facilidad de detección, no obstante, la pequeña sección eficaz Raman 

de muchas biomoléculas hace que sea difícil detectarlas en bajas concentraciones. 

Debido a estas dificultades, los métodos indirectos son los más empleados, a pesar 

de que requieren el uso de mayor cantidad de reactivos y su implementación implica 

más etapas28.  

En este contexto, resulta de gran interés el diseño de sustratos SERS con una 

distancia interpartícula controlada, que tengan la capacidad de posicionar al analito 

precisamente dentro de los hot spots, y que además integre métodos de detección 

tanto directos como indirectos. 

En este capítulo, empleando dímeros de Au NRs como sustrato SERS, se 

presenta una metodología que permite detectar a nivel picomolar anticuerpos IgG-

Biot mediante su unión a STV. El presente enfoque combina el método de detección 

directo e indirecto en un mismo ensayo. La estrategia de bioconjugación 

implementada para diseñar el sustrato SERS aprovecha las ventajas ya discutidas en 

capítulos anteriores acerca de la interacción específica entre las moléculas de STV-

Biot. La fabricación del sensor SERS implica la funcionalización de Au NRs con Biot-

HPDP y la reacción posterior con STV para dar lugar a la formación de dímeros de 

Au NRs. Posteriormente una vez verificada la fabricación de dímeros de Au NRs se 
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agregaron cantidades picomolares de Ara h1 Biot-IgG y Gliadina IgG-Biot. El primer 

anticuerpo es específico para alergenos del maní, mientras que, el segundo es 

específico para gliadina, que es el compuesto toxico para las personas que padecen 

de celiaquía. 

  

6.2 Resultados y discusión 

 

6.2.1 Síntesis y caracterización morfológica-óptica de Au NRs 

Para la síntesis de Au NRs se empleó el método de Turkevich35 y una relación 

molar citrato de sodio/HAuCl4 .3H2O igual a 0,8.  

La figura 6.1 A muestra una imagen TEM representativa de las NEs fabricadas, 

donde se puede observar que estas tienen una geometría aproximadamente similar 

a un cilindro cuyos extremos terminan en una hemiesfera, (de allí el nombre de 

nanovarillas o NRs). El análisis estadístico, a partir de las imágenes TEM, de la  

longitud de los ejes mayor y menor se muestra en la figura 6.1 B. 

 

Figura 6.1: A. Imagen TEM representativa de los Au NRs. B. Distribución de la longitud de los ejes de 

los Au NRs.  
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Los valores promedio de la longitud de los ejes mayor y menor resultantes de 

la distribución son 70 y 50 nm, respectivamente, dando como resultado una relación 

de aspecto promedio (AR) = (eje mayor) / (eje menor) de 1,4. Nótese que, cada punto 

en la Figura 6.1 B corresponde a la dimensión de cada Au NR medido a partir de las 

imágenes TEM. 

El espectro experimental de extinción de los Au NRs se muestra en la figura 

6.2 (línea negra) cuyo máximo corresponde a = 547 nm. En el capítulo 1, sección 

1.4, se mencionó que este tipo de NEs presenta dos modos resonantes: el modo 

transversal y el longitudinal. En el límite cuasi-estático, la posición del máximo de la 

resonancia longitudinal depende fuertemente de la AR del NR, desplazándose 

hipsocrómicamente a medida que disminuye su AR. Sin embargo, los Au NRs 

fabricados tienen una AR de 1,4 la cual es lo suficientemente pequeña para que 

ocurra la coalescencia de los máximos de ambos modos (longitudinal y transversal), 

por lo tanto, es razonable que en el espectro experimental de extinción no se logre 

definir con claridad cada resonancia. 

 

Figura 6.2: Espectro experimental (curva negra) y simulado (curva verde) de extinción de los Au NRs. 

La simulación del espectro de extinción de la dispersión coloidal de Au NRs se realizó considerando 

Au NRs con una AR de 1,4 (figura 6.3).  
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 La concentración inicial de los Au NR sintetizados se calculó de acuerdo con 

la Ley de Beer, utilizando el valor de intensidad máxima del espectro experimental de 

extinción de Au NRs a  = 547 nm (0.97) junto con la 𝜎𝑒𝑥𝑡 obtenida a partir de 

simulaciones electrodinámicas utilizando el método numérico DDA. El valor obtenido 

de 𝜎𝑒𝑥𝑡 fue de 1,71x10-10 cm2 resultando en una concentración promedio de Au NRs 

de 9,43x10-12 M. Las simulaciones electrodinámicas se efectuaron modelando un 

nano-objeto de forma cilíndrica con terminaciones hemisféricas en ambos extremos 

del cilindro cuyas dimensiones y morfología (basadas en las imágenes TEM) se 

muestras en la figura 6.3. El espectro de extinción calculado se obtuvo promediando 

las 𝜎𝑒𝑥𝑡  obtenidas al iluminar el Au NR con polarizaciones alrededor de los ejes 𝑥, 𝑦 

y 𝑧, es decir, 𝜎𝑒𝑥𝑡 =
1

3
𝜎𝑥 +

1

3
𝜎𝑦 +

1

3
𝜎𝑧.  

 

Figura 6.3: Esquema representativo de las dimensiones del nano-objeto modelado para realizar las 

simulaciones del espectro experimental de extinción de los Au NRs. Las dimensiones de los ejes menor 

y mayor se tomaron de la estadística de distribución de ejes obtenidas de las imágenes TEM (figura 

6.1 B) 

 

6.2.2 Síntesis y caracterización morfológica de dímeros de Au NRs 

 La formación de dímeros de Au NRs se llevó a cabo utilizando Biot HPDP y 

STV (capitulo 2, sección 2.4). Nótese que, el mecanismo de unión de la Biot al Au NR 

y la STV a la Biot es el mismo que se mencionó en el capítulo 2, sección 2.3 (para Ag 
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NPs), pero empleando diferentes relaciones molares de las biomoléculas para poder 

formar los dímeros de Au NRs. 

 La figura 6.4 muestra esquemáticamente la estrategia de bioconjugación 

implementada para la formación de dímeros de Au NRs.  

 

 

 

 

Figura 6.4: Representación esquemática de la estrategia de bioconjugación implementada para la 

formación de dímeros de Au NRs. El puente molecular entre 2 Au NRs está compuesto compuestos 

por moléculas de Biot / STV / Biot con una distancia interpartícula de alrededor de 8 nm. 

 

 La relación molar empleada de Au NRs/Biot/STV permite la formación de un 

puente molecular compuesto por una molécula de STV unida a dos moléculas de 

Biot36. Es importante mencionar que la molécula STV es una proteína tetramérica 

(que tiene 4 sitios específicos de unión para Biot), que luego de la bioconjugación 

para dar dímeros de Au NRs tendrá 2 sitios de unión de STV. Este hecho es 

importante, ya que, como se demuestra más adelante se utilizarán para su 

conjugación con IgG-Biot. Nótese que, la distancia interpartícula en el dímero de Au 

NRs está dada por la longitud del puente molecular Biot-STV-Biot, cuya distancia se 

estima en 8 nm calculada a partir de las dimensiones de cada una de las biomoléculas 

involucradas37. 
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 La caracterización morfología de las NEs formadas luego de agregar las 

biomoléculas se realizó mediante microscopia TEM. La figura 6.5 A muestra una 

imagen TEM representativa de los agregados obtenidos después de agregar Biot y 

STV a la dispersión coloidal de Au NRs.  En la imagen TEM se puede observar que 

las NE diméricas son las predominantes y que están unidas por las caras laterales de 

cada Au NR (como se ilustra en la figura 6.4). Esta característica estructural se tendrá 

en cuenta más adelante para simular la respuesta óptica de estas NEs. 

 

Figura 6.5: A. Imagen TEM representativa de los dímeros de Au NRs formados después de agregar 

Biot y STV a una dispersión coloidal de Au NRs en una relación molar 1: 0,67: 0,33 Au NR / Biot / STV. 

Los círculos rojos muestran los dímeros de Au NRs formados. B. Análisis estadístico de la distribución 

de las NEs formadas luego de agregar las biomoléculas a la dispersión coloidal de Au NRs. 

   

 El análisis estadístico, obtenido a partir de las imágenes TEM y contando 

más de 400 NEs, indica que la gran mayoría de los agregados formados son dímeros 

de Au NRs (30%), aunque también es notable una gran proporción de Au NRs 

aislados (67%) (figura 6.5 B). Nótese que, la relación molar Au NR/Biot/ STV utilizada 

permite obtener dímeros de Au NRs evitando, en gran parte, la formación de 

agregados de mayor número de NPs. 

Uno de los resultados más relevantes del capítulo anterior fue demostrar la 

importancia de calcular de manera rigurosa las fracciones de NEs formadas en la 

dispersión coloidal de Au NPs luego de agregar DA y posteriormente determinar el 

factor de incremento de la molécula.  
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En vista de las consideraciones anteriores, para este sistema, se requiere 

determinar el valor confiable de la fracción de dímeros formados y con ello lograr una 

interpretación correcta de las posteriores mediciones SERS. Con respecto a este 

punto y tal como se demostró en el capítulo anterior, una forma rigurosa de determinar 

la concentración de dímeros es a partir de las simulaciones de los espectros 

experimentales de extinción. 

 

6.2.3 Caracterización óptica de dímeros de Au NRs 

En la figura 6.6 se puede observar que, al formarse los dímeros de Au NRs, el 

espectro de extinción de la dispersión coloidal disminuye su intensidad (comparado 

con el espectro inicial). Este comportamiento es similar al observado para dímeros de 

Ag NPs explicado en el capítulo 4; sin embargo, la diferencia es que, en este sistema, 

el gap interpartícula es menor, y la naturaleza (Au) y morfología del metal cambian.   

      
Figura 6.6: Espectro de extinción experimental de los Au NRs (curva negra) y de Au NRs después 
de agregar Biot-STV (curva roja). 
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En vista de lo anterior, se efectuaron simulaciones electrodinámicas utilizando 

la aproximación de dipolos discretos DDA para racionalizar el comportamiento óptico 

observado. 

El objeto modelado que representa 1 dímero de Au NRs consiste en 2 Au NRs 

de dimensiones idénticas, c/u unidos por una configuración de lado a lado; es decir, 

con el eje mayor respectivo de cada Au NR paralelo al otro (figura 6.4). Se seleccionó 

esta geómetra de acuerdo a lo observado en las imágenes TEM que se muestran en 

la figura 6.5 A, donde se puede observar que la mayoría de estas NEs tienen esa 

configuración morfológica. A su vez, las dimensiones y forma geométricas empleadas 

para simular cada Au NR que integran el dímero es la misma que la utilizada en la 

sección 6.2.1. La distancia interpartícula del dímero de Au NRs fue estimada en 8 nm 

correspondiente a la longitud del puente molecular Biot/STV/Biot. Además, dado que 

el dímero puede rotar libremente en la dispersión coloidal, el espectro de extinción 

calculado corresponde al promedio de las 𝜎𝑒𝑥𝑡  obtenido de la misma manera que en 

la sección 6.2.1. En todos los cálculos se utilizó la constante dieléctrica de Au 

tabulada  por  Palik38, mientras que el índice de refracción del entorno químico se 

estableció en 1.33 correspondiente al agua. 

Como el espectro de extinción experimental de los Au NRs luego de agregar 

Biot y STV contiene tanto dímeros como monómeros, a continuación, se compararán 

las 𝜎𝑒𝑥𝑡   calculadas de ambas estructuras, las cuales se utilizaràn posteriormente 

para realizar la simulación del espectro de extinción.  

El espectro simulado de la 𝜎𝑒𝑥𝑡  para un monómero de Au NRs con AR = 1,4 

se muestra en la figura 6.7 (curva azul), el valor de la 𝜎𝑒𝑥𝑡  máxima calculada a  = 

547 nm es 𝜎𝑒𝑥𝑡 = 1,71 x 10-10 cm2. La suma de la 𝜎𝑒𝑥𝑡  máxima de dos monómeros 

aislados es 𝜎𝑒𝑥𝑡 = 3,42x10-10 cm2 (figura 6.6, curva roja). La 𝜎𝑒𝑥𝑡  máxima promedio 

calculado ( = 547 nm) para 1 dímero de Au NRs es  𝜎𝑒𝑥𝑡  = 2,17 x 10-10 cm2 (figura 

6.7, curva negra).  
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Figura 6.7: Espectro simulado de la 𝜎𝑒𝑥𝑡   promediada de 1 Au NR (línea azul), la suma del espectro 

de 𝜎𝑒𝑥𝑡  de 2 monómeros de Au NR aislados (línea roja) y espectro de la 𝜎𝑒𝑥𝑡  promedio de 1 dímero 

de Au NRs (línea negra).  

El hecho de que el valor de 𝜎𝑒𝑥𝑡 del dímero sea menor, en comparación con la 

suma de la 𝜎𝑒𝑥𝑡  de los dos respectivos monómeros de Au NRs aislados, explica por 

qué espectralmente al formarse dímeros de Au NRs se observa una disminución de 

la intensidad de extinción (figura 6.6). 

Para la simulación del espectro experimental, obtenido después de agregar 

Biot y STV fue necesario tener en cuenta el valor de la fracción de dímeros formados. 

Para ello, se utilizó el mismo procedimiento que en el capítulo 4, sección 4.2.5. Por lo 

tanto, conociendo la [𝑁𝑃𝑠]𝑖, la 𝜎𝑚 y 𝜎𝑑  se puede calcular el valor de  𝑓𝑑 hasta hacer 

coincidir el valor de intensidad de extinción máxima del espectro simulado con el valor 

de intensidad máxima del espectro de extinción experimental. Es importante tener en 

cuenta que, debido a la estequiometría de la reacción este procedimiento es solo 

valido si los principales agregados formados son dímeros, tal como es en este caso. 
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Los resultados de la comparación entre los espectros de extinción 

experimentales y teóricos de los Au NR antes y después de la adición de Biot y STV 

se muestran en la figura 6.8. En esta figura los espectros de extinción experimentales 

antes y después de agregar Biot-STV a la dispersión coloidal de Au NRs se muestran 

en curvas negra y roja, respectivamente. Como se aprecia los espectros muestran un 

pico centrado a =547 nm que se atribuye a la excitación del LSPR. Además, se 

observa una disminución significativa en la intensidad de extinción del LSPR después 

de agregar las biomoléculas (curva roja). Basado en las simulaciones 

electrodinámicas, este fenómeno se interpreta como indicativo de la formación de 

dímeros de Au NRs. La curva verde en la figura 6.8 muestra el espectro de extinción 

simulado correspondiente a Au NRs de AR=1,4, en el que se ha tenido en cuenta la 

distribución de forma y tamaño de los Au NR sintetizados mostrada en la figura 6.1 B 

cuyo cálculo se detalló en la sección 6.2.1. La curva azul en la figura 6.6 representa 

el espectro de extinción simulado usando una 𝑓𝑑 = 0,47 y, por ende, una fracción de 

monómeros de 0,53 que exhibe un acuerdo relativamente bueno con el espectro 

experimental (curva roja). Nótese que, este valor de 𝑓𝑑 obtenido a partir de las 

simulaciones es relativamente mayor que el valor calculado a partir de las imágenes 

TEM (𝑓𝑑 = 0,3). La correlación bastante buena entre los espectros experimentales y 

teóricos destaca la importancia de considerar no solo el tamaño sino también la forma 

de los Au NR sintetizados al realizar las simulaciones electrodinámicas.  
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Figura 6.6: Espectro de extinción experimental de los Au NRs (curva negra) y de Au NRs después de 

agregar Biot-STV (curva roja). La curva verde muestra la simulación correspondiente al espectro de 

los monómeros de Au NR y la curva azul a la simulación del espectro de extinción de los Au NRs 

después de agregar las biomoléculas donde se empleó un 53 % de monómeros de Au NRs y 47 % de 

dímeros de Au NRs.  

 

6.2.4 Experimentos SERS antes de agregar los anticuerpos biotinilados 

 La espectroscopia SERS es una técnica que permite caracterizar diferentes 

tipos de moléculas mediante sus respectivos modos vibracionales Raman en el 

espectro SERS. Una manera de corroborar que los dímeros de Au NRs están 

formados efectivamente por la estrategia de bioconjugación implementada es a través 

de la aparición de los característicos modos Raman de la Biot en el espectro SERS 

una vez formadas las NEs diméricas. 

 Para tal fin, se registró la señal Raman de una solución acuosa de Biot en 

ausencia de los Au NRs y luego su respuesta SERS después de agregarla (en 

simultaneo con la STV) a la dispersión coloidal de Au NRs. Es importante mencionar 

que la concentración de Biot agregada a la dispersión coloidal de Au NRs es del orden 

pM, mientras que en el experimento Raman (en ausencia de Au NRs) es 1x10-5 M. A 
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su vez, también hay que tener en cuenta que las moléculas de Biot están unidas a 

los Au NRs (1 por cada Au NR, figura 6.4) a través de un enlace covalente S-Au; por 

lo que, es de esperar que la Biot además de experimentar un incremento 

electromagnético producto de las LSPR, también perciba un incremento SERS 

mediado por un mecanismo químico.  

  La figura 6.9 muestra el espectro Raman de una solución de Biot-HPDP 

(curva negra) donde se puede apreciar claramente una banda Raman a 1440 cm-1  

(línea discontinua) que se asigna al modo de vibración de torsión () de CH2  de la 

molécula de Biot37,39. Por otro lado, la línea roja en la figura 6.9 muestra el espectro 

SERS registrado 3 hs después de agregar Biot-STV a la dispersión Au NRs, donde 

también se puede apreciar la banda Raman a 1440 cm-1 asignada a la molécula de 

Biot.  

 

Figura 6.9: Espectro Raman de una solución de Biot HPDP 1x10-5 M (línea negra) junto con el espectro 

SERS después de agregar Biot y STV a los Au NRs en una relación molar 1: 0.67: 0.33 Au NRs / Biot 

/ STV, respectivamente. El espectro SERS se ha desplazado arbitrariamente en el eje y. 

Para la determinación del factor de incremento que experimenta el modo 

Raman a 1440 cm-1 de la Biot se empleó la figura de mérito desarrollada en el capítulo 
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anterior, ACEF. Para emplear ACEF se debe calcular la concentración de moléculas 

activas que contribuyen significativamente a la señal SERS, que en este caso son las 

Biot localizadas en el gap de los dímeros de Au NRs. Por lo que, para determinar esta 

cantidad de Biot, se debe tener en cuenta la 𝑓𝑑 formada luego de agregar las 

biomoléculas a la dispersión coloidal de Au NRs.  

La CSERS activa  es la cantidad de moléculas activas localizadas en el gap de los 

dímeros de Au NRs y fue determinada usando la siguiente expresión: 

 

CSERS activa =
𝑛[𝑁𝑃𝑠]𝑖𝑓𝑑

1+𝑓𝑑
                                                                                                                (6.2.4.1) 

 

donde 𝑛 es el número de moléculas ubicadas en hot spot del dímero de Au NRs y 

[𝑁𝑃𝑠]𝑖 es la concentración inicial de Au NRs. Para dímeros de Au NRs, 𝑛 = 2, ya que 

hay dos moléculas de Biot ubicadas en el gap entre dos Au NRs y 𝑓𝑑 es la fracción 

de dímeros, (determinada en la sección anterior, 𝑓𝑑=0,47). 

 La segunda entrada de la columna 2, tabla 6.1 muestra el valor de ACEF 

calculado para la banda Raman a 1440 cm-1. El valor relativamente grande de ACEF 

= 1,28x106 obtenido usando 𝑓𝑑 = 0,47 sugiere que la molécula de Biot se encuentra 

en la región interpartícula entre dos Au NRs, donde se espera el mayor incremento 

de campo cercano. 

Tabla 6.1: Valores de ACEF, EFEF (×106) calculados para la banda Raman a 1440 cm-1 de la Biot. La 

columna 1 es la 𝑓𝑑 de Au NRs, la columna 2 el valor de ACEF y la columna 3 el valor de EFEF. 

𝒇𝒅 ACEF             EFEF 

 𝑛=2  𝑛=2  

0,47 1,28  0,02  

𝒏: el número de moléculas de Biot ubicadas en el gap entre dos Au NRs 
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El valor de ACEF fue corroborado mediante cálculos teóricos del factor de 

incremento del campo electromagnético (EFEF)39 para el modo Raman a 1440 cm-1. 

Los valores de EFEF se calcularon de acuerdo con la siguiente expresión: 

 

EFEF = |E/E0|
2 |E/Eλdis

|
2

                                                                                                                                                        (6.2.4.2) 

 

donde |E/E0|
2 y |E/Eλdis

|
2
son los valores de incremento de campo cercano a la 

longitud de onda de excitación (633 nm) y a la longitud de onda del fotón dispersado.  

 En este caso, la longitud de onda de dispersión (𝑑𝑖𝑠), en nm, fue calculada 

como dis = − (1 N −
1

0
⁄ ); siendo N el modo raman de la Biot (en nm-1) y  0 la 

longitud de onda del láser (633 nm). El valor 𝑑𝑖𝑠  fue 696 nm que corresponde al 

modo Raman de 1440 cm-1 de la molécula de Biot. Para realizar los cálculos teóricos 

se utilizó el método DDA y el dímero de Au NRs modelado tiene la geometría 

mostrada en la figura 6.4. Además, los valores de incremento de campo cercano a 

las respectivas longitudes de onda se promediaron sobre las regiones espaciales 

respectivas donde se espera que se ubiquen las moléculas de interés. El cálculo del 

valor de EFEF promediado sobre la región espacial donde se espera que se 

encuentre la Biot fue de 0,02x106 (tabla 6.1, tercera columna). 

 En la figura 6.10 se muestra a modo ilustrativo una imagen del campo cercano donde, 

los cubos de color verde de dimensiones 2x2x2 nm representa la localización de la 

biomolécula en la región interpartícula de dímero de Au NRs.  
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Figura 6.10: Imagen de campo cercano para un dímero de Au NRs excitado a (A) 633 nm y (B) 696 

nm. Los cuadrados verdes representan esquemáticamente el volumen aproximado ocupado por la 

molécula de Biot cuando está unida a la superficie del Au NR. Nótese que, el dímero Au NRs 

esquematizado está orientado en el plano perpendicular al eje y. 

 

 Una comparación rigurosa entre los valores de ACEF y EFEF requiere 

considerar que, además del mecanismo de incremento electromagnético, existe 

también un mecanismo químico que contribuye a la señal SERS debido al enlace 

covalente entre el azufre de la Biot y el Au de cada Au NR. El cálculo del factor 

incremento químico implica aplicar metodologías que van más allá del alcance de 

este estudio40. Una forma empírica de estimar este factor es haciendo el cociente 

entre ACEF y EFEF.  Efectuando este cociente (
1,28×6

0,02×6
)  resulta un valor para esta 

contribución de alrededor de 64 que está en buen acuerdo con estudios previos39. 

Este análisis es consistente con el hecho de que la molécula de Biot se encuentra 

cerca de la región interpartícula de los dímeros Au NRs y, por ende, refleja el éxito de 

la estrategia de bioconjugación para formar las NEs diméricas. 

 

6.2.5 Plataforma SERS para la detección indirecta de anticuerpos biotinilados  

Para llevar a cabo la detección de los IgG-Biot, se añadieron cantidades 

picomolares de los mismos a la dispersión coloidal de dímeros de Au NRs. Al cabo 
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de los 30 minutos de incubación de las biomoléculas en la dispersión coloidal se 

adquirieron los espectros SERS de las muestras. 

 La concentración de cada IgG-Biot añadido a la dispersión de dímeros de Au 

NRs se determinó partiendo de la concentración inicial de Au NRs ([𝑁𝑃𝑠]𝑖= 9,43x10-

12M), conociendo la relación molar 1:0,67:0,33 Au NR-Biot-STV y teniendo en cuenta 

que después de formar los dímeros de Au NRs, la STV solo dispone de 2 sitios de 

unión para los IgG-Biot. Por lo tanto, la cantidad de IgG-Biot agregada responde a 

una relación molar 2:1 IgG-Biot / STV.  

Es importante aclarar que al agregar IgG que están biotiniladas, estas Biot se 

unirán de manera específica a la STV localizada en el gap de las NEs, es decir, que 

el evento de unión detectado es la interacción STV-Biot, donde esta última proviene 

del IgG-Biot. De esta manera, como se verá en detalle a continuación, se puede 

realizar la detección indirecta de los IgG-Biot a través de los cambios en el factor de 

incremento que experimentan las diferentes moléculas de Biot, es decir, las que 

provienen de la estrategia de bioconjugación y las de los IgG-Biot.  

Para una mejor interpretación del evento de unión de los IgG-Biot a los dímeros 

de Au NRs la figura 6.11 muestra una representación esquemática de la localización 

de los IgG-Biot dentro de la región interpartícula del dímero de Au NRs. 
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Figura 6.11: Representación esquemática del proceso implicado en la ubicación de los anticuerpos 

biotinilados en el dímero de Au NRs dentro de la región interpartícula. Para una mejor interpretación 

del proceso, tenga en cuenta que las moléculas involucradas en el esquema no están a escala. 

 

Antes de proceder con los experimentos SERS, primeramente, se debe 

comprobar la estabilidad en el tiempo de los dímeros de Au NRs en presencia de los 

anticuerpos.  La Figura 6.12 muestra la evolución temporal del espectro de extinción 

de los dímeros de Au NRs después de agregar gliadina IgG-Biot en relación molar 

2:1 IgG-Biot/STV, respectivamente. La ausencia de cambios espectrales observados 

sugiere que la adición del IgG-Biot no produce la precipitación o agregación 

descontrolada de la dispersión coloidal de dímeros de Au NRs indicando la estabilidad 

de las NPs frente a las biomoléculas. 
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Figura 6.12: Evolución temporal del espectro de extinción de los Au NRs en presencia de una relación 

molar 2:1 Gliadina IgG-Biot / STV, respectivamente. 

 

Una vez comprobada la estabilidad de los dímeros de Au NRs frente al 

agregado de IgG-Biot, se realizaron los experimentos SERS para la detección directa 

e indirecta de los anticuerpos. La figura 6.13 A muestra, los espectros SERS antes 

(línea roja) y después (línea azul) de agregar Gliadina IgG-Biot a los dímeros de Au 

NRs. Además, se muestra en línea de color negro, el espectro Raman de una solución 

acuosa de Gliadina IgG-Biot. La figura 6.13 B presenta los espectros SERS y Raman 

obtenidos para Ara h1 IgG-Biot. Los paneles C y D de la figura 6.13 son un zoom de 

los paneles A y B, respectivamente, cuya discusión se realizará en la sección 

siguiente que corresponde a la detección directa de los IgG-Biot. 
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Figura 6.13: A. Espectro Raman de una solución de 2,5 g/mL de Gliadina IgG-Biot (línea negra), 

espectro SERS de dímeros de Au NRs en ausencia (línea roja) y presencia (línea azul) de gliadina 

IgG-Biot. B. Espectro Raman de una solución de 1,3 g/mL de Ara h1 IgG-Biot (línea negra), espectro 

SERS de dímeros de Au NRs en ausencia (línea roja) y presencia (línea azul) de Ara h1 IgG-Biot. C y 

D. son los mismos espectros que el mostrado en el panel A y B pero amplificando la región espectral 

donde aparecen los modos Raman del IgG-Biot (líneas discontinuas), respectivamente. 

 

Con el objetivo de detectar el evento de unión IgG-Biot/STV mediante 

espectroscopía SERS y corroborar que el IgG-Biot se encuentra efectivamente en la 

región interpartícula del dímero, se calculó el valor ACEF de la banda Raman a 1440 

cm-1 (asignado a la molécula de Biot) después de agregar el anticuerpo de Gliadina 

IgG-Biot a la dispersión coloidal de dímeros de Au NRs. Además, el valor obtenido de 

ACEF se comparó con cálculos teóricos de EFEF. 
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 Es de esperar que, luego de agregar los IgG-Biot, el valor de ACEF de la señal 

Raman a 1440 cm-1 permanezca casi constante, dado que, aunque la CSERS activa  de 

moléculas de Biot en el gap de los dímeros aumenta, también la ISERS debería 

aumentar en la misma proporción. Es importante tener en cuenta que después de 

agregar Gliadina IgG-Biot, 𝑛 = 3 o 𝑛 = 4 en la ecuación. 6.2.4.1, dependiendo del 

número de moléculas de Biot presentes en la región interpartícula del dímero. Es 

decir, hay dos Biot que forman el puente molecular del dímero, más una o dos 

moléculas de Biot que pertenecen a la Gliadina IgG-Biot, dependiendo de si se unen 

uno o dos IgG-Biot al dímero de Au NRs.  

Se encontró que los valores de ACEF luego de agregar Gliadina IgG-Biot 

siempre disminuyen (con respecto a antes de agregar los IgG-Biot). En la tabla 6.2 

se muestra en las columnas 3 y 4, que los valores de ACEF disminuyen luego de 

agregar el anticuerpo a los dímeros de Au NRs de 1,28x106 a 0,60x106 y  0,45x106 

para 𝑛 = 3 y 𝑛 = 4, respectivamente. Para facilitar la interpretación de la tabla 6.2, en 

la columna 2 y 9 se muestran los valores de ACEF y EFEF, respectivamente, que 

corresponden a la Biot antes de agregar los IgG-Biot. Cualitativamente, se observa el 

mismo efecto cuando se agrega Ara h1 IgG-Biot a los dímeros de Au NRs. En este 

caso, el valor de ACEF disminuye después de agregar Ara h1 IgG-Biot a los dímeros 

de Au NRs de 1,28x106 a 1,09x106 (𝑛 = 3) y a 0,80x106 (𝑛 = 4) (tabla 6.2, columnas 

5 y 6, respectivamente).  
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Tabla 6.2: Valores de ACEF, EFEF y ESE (×106) calculados para la banda Raman a 1440 cm-1. La 

columna 1 es la 𝑓𝑑 , la columna 2 los valores de ACEF antes de agregar los IgG-Biot, las columnas 3 

y 4 los valores de ACEF después de agregar Gliadina IgG-Biot, las columnas 5 y 6 los valores de 

ACEF para Ara h1 IgG-Biot, las columnas 7 y 8 los valores ESE. Las columnas 9, 10 y 11 los valores 

de EFEF. 

𝒇𝒅 Dímero     Gliadina IgG-Biot  Ara h1 IgG-Biot ESE             EFEF  

 𝑛 = 2  𝑛 = 3 𝑛 = 4 𝑛 = 3 𝑛 = 4 𝑛 = 3 𝑛 = 4 𝑛=2 𝑛 = 3 𝑛 = 4  

0,47 1,28 0,60 0,45 1,09 0,80 0,86 0,64 0,02 0,015 0,013  

𝒏: numero de moléculas de Biot localizadas en el gap de los dímeros de Au NRs 

 

La disminución en los valores de ACEF, luego de agregar los IgG-Biot a los 

dímeros de Au NRs se atribuye a cambios en el gradiente de incremento del campo 

eléctrico que experimentan las diferentes moléculas de Biot presentes en el hot spot. 

Las moléculas de Biot unidas a la superficie de los dímeros de Au NRs formando el 

puente molecular experimentan un campo eléctrico mayor (sumado a un incremento 

químico) que las moléculas de Biot de los IgG-Biot unidos a la molécula de STV (que 

además no tienen incremento químico). En la figura 6.14 se muestra una imagen de 

campo cercano de la localización de las moléculas de Biot que forman el puente 

molecular del dímero de Au NRs (cuadrados verdes) y de las que provienen de los 

IgG-Biot (cuadrados negros). 
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Figura 6.14. Imagen de campo cercano de un dímero Au NRs excitado en (A) 633 y (B) 696 nm. Los 

cuadrados verde y negro son el volumen aproximado ocupado por las moléculas de Biot cuando están 

unida a la superficie del dímero de Au NRs y al IgG-Biot, respectivamente. En la imagen de campo el 

dímero Au NRs está unido con una configuración paralela a los ejes mayores de cada Au NR y 

orientado en el plano perpendicular al eje 𝑦. 

 

 En la figura se puede observar que las cuatro o tres moléculas de Biot 

ubicadas en el gap del dímero (dependiendo de si se unieron 1 o 2 IgG-Biot) después 

de agregar el IgG-Biot experimentan, en promedio, un campo eléctrico más pequeño 

que solo las dos moléculas de Biot presentes en el dímero Au NRs antes de agregar 

los IgG-Biot. Por lo que, para el cálculo de EFEF se debe considerar la contribución 

de incremento de campo de cada una de las moléculas involucradas. En este sentido,  

para 𝑛 = 3 y 𝑛 = 4, EFEF =
2×0,02×106+0,06×105

3
  y 

2×0,02×106+2×0,06×105

4
 donde, el 

primer término del numerador es el número de  moléculas de Biot que unen los Au 

NRs multiplicado por su respectivo valor de incremento de campo eléctrico 

(0,02 × 106), mientras que, el segundo termino es el numero de moléculas de Biot  

que provienen de los IgG-Biot (1 o 2, para 𝑛=3 o 𝑛=4, respectivamente) multiplicado 

por su respectivo valor de incremento (0,06 × 105). En el denominador, 3 y 4 es el 

número total de Biot localizadas en el gap de los dímeros de Au NPs. Los valores de 
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EFEF calculados para 𝑛 = 3 y 𝑛 = 4 se muestran en la tabla 6.2, columnas 10 y 11, 

respectivamente; donde se puede apreciar que los cálculos teóricos teniendo en 

cuenta el incremento de campo cercano promediado espacialmente en la región 

interpartícula sigue la misma tendencia que los valores observados de ACEF. 

Las diferencias entre los valores experimentales de ACEF para Gliadina y Ara 

h1 IgG-Biot podrían atribuirse al proceso de biotinilización de cada anticuerpo (llevado 

a cabo por su respectivo fabricante), donde no se puede controlar la cantidad de 

moléculas de Biot que se unen a la IgG41. Sin embargo, se sabe que solo una de ellas 

puede unirse a la STV del dímero Au NRs. Por lo que, para el cálculo de ACEF se 

consideró que solo hay una Biot por IgG-Biot y que esta se ubicada en el fragmento 

de cristalización del IgG-Biot. De esta manera, el número mínimo de moléculas de 

Biot dentro del hot spot debe variar entre 3 y 4 dependiendo de si 1 o 2 moléculas de 

IgG-Biot se unen al dímero. Por otro lado, es importante destacar que, si hay más de 

una molécula de Biot por anticuerpo en el gap del dímero, el valor ACEF debe 

disminuir proporcionalmente según ec. 6.2.4.1, lo que respalda aún más nuestro 

enfoque indirecto destinado a la detección de IgG-Biot.  

Como se mencionó anteriormente, los valores de ACEF determinados 

experimentalmente incluyen contribuciones de mecanismos electromagnéticos y 

químicos, mientras que los valores de EFEF calculados teóricamente comprenden 

solo el mecanismo electromagnético. Por lo tanto, para realizar una comparación 

directa entre los valores de ACEF determinados después de agregar los IgG-Biot con 

los valores respectivos de EFEF, se introdujo un parámetro adicional denominado 

Incremento SERS Esperado (ESE, del inglés, Expected SERS Enhacement). El valor 

de ESE tiene en cuenta el valor ACEF de la Biot del dímero de Au NRs (que incluye 

una contribución química y electromagnética) más el valor de EFEF calculado para la 

Biot de los IgG-Biot, que no experimenta una contribución química. Para 𝑛=3 y 𝑛=4 

ESE =
(2x1,28 ×106+ 0,06 ×105)

3
 y 

(2x1,28 ×106+ 2x0,06 ×105)

4
, donde el primer término 

del numerador es el número de moléculas de Biot que unen el Au NRs multiplicado 

por su respectivo valor de ACEF (1,28 × 106), mientras que, el segundo término es el 
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número de moléculas de Biot que provienen de los IgG-Biot (1 o 2, para 𝑛=3 y 𝑛=4, 

respectivamente) multiplicado por su respectivo valor de EFEF (0.06 × 105). En el 

denominador 3 y 4 es el número total de biotinas localizadas en el gap de los dímeros 

de Au NPs. Los valores de ESE se muestran en la tabla 6.2, columnas 7 y 8 donde 

se aprecia que están en muy buen acuerdo con los valores de ACEF para ambos 

IgG-Biot. 

En resumen, la diminución del valor de ACEF para la banda Raman a 1440 

cm-1 después de agregar los IgG-Biot a los dímeros de Au NRs se atribuye al 

gradiente de incremento del campo eléctrico dentro del hot spot de las NEs y en 

consecuencia permite la detección indirecta, en cantidades picomolares, del evento 

de unión del anticuerpo a la STV.  

 

6.2.6 Plataforma SERS para la detección directa de anticuerpos biotinilados  

En esta sección se describe la detección directa de los IgG-Biot a través de la 

aparición (y cálculos de factor de incremento) de sus respectivos modos Raman 

característicos al ser de agregarlos a los dímeros de Au NRs. Es importante destacar 

que, tanto la detección directa como la indirecta de los IgG-Biot se realizó a partir del 

mismo experimento SERS. Los espectros Raman y SERS para ambos IgG-Biot se 

muestran en la figura 6.13 (ver sección previa) y las líneas negras discontinuas 

señalan la posición espectral de los modos Raman característicos de cada 

anticuerpo. Para el caso de la gliadina IgG-Biot, el modo Raman a 1200 cm-1 se 

asigna al estiramiento de la tirosina () C – C y la deformación del anillo de la 

histidina. El modo Raman que aparece es a 813 cm-1 se asigna al anillo del triptófano 

( ) y Serina () C-C (figura 6.13 C, líneas discontinuas)23,42. La tabla 6.3 compara los 

valores de ACEF y EFEF a 813 y 1200 cm-1 obtenidos después de agregar gliadina 

IgG-Biot a los dímeros de Au NRs. Para los cálculos se utilizó la ec. 6.4.2.1 

considerando la posibilidad de que 1 o 2 IgG-Biot se localicen en la región 

interpartícula del dímero denotándolo como 𝑛 = 1 o 2 en la tabla 6.3, respectivamente. 
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Tabla 6.3: Valores de ACEF (usando 𝑓𝑑= 0,47) y EFEF (×103) para los modos Raman característicos 

de los IgG-Biot obtenidos después de agregar las biomoléculas a los dímeros de Au NRs. 

 Gliadina IgG-Biot Ara h1 IgG-Biot 

 813 cm-1 1200 cm-1 969 cm-1 1200 cm-1 

 𝑛 = 1 𝑛 = 2 𝑛 = 1 𝑛 = 2 𝑛 = 1 𝑛 = 2 𝑛 = 1 𝑛 = 2 

ACEF 1,9 1,0 10,0 5,5 1,5 0,7 5,7 2,8 

EFEF 1,3 1,3 1,7 1,6 1,0 1,0 1,7 1,6 

𝒏: representa el numero de IgG-Biot localizados en el gap de dímeros de Au NRs 

 

Como se puede observar, los valores teóricos de EFEF están en muy buen 

acuerdo con los valores experimentales de ACEF para el modo Raman de 813 cm-1, 

mientras que, el acuerdo es menos satisfactorio para el modo 1200 cm-1 de la Gliadina 

IgG-Biot.  

Para el cálculo de EFEF se tuvo en cuenta que los aminoácidos asignados a 

los respectivos modos Raman analizados, están repetidos y distribuidos en todo el 

volumen ocupado por el anticuerpo; por lo que, considerando lo anteriormente 

mencionado, los valores del campo eléctrico en la región interpartícula del dímero se 

promediaron. Para tal fin, se tuvo en cuenta las dimensiones y el volumen ocupado 

por el anticuerpo cuando está unido a la molécula STV. En la figura 6.15 se muestra 

una representación esquemática de las dimensiones típicas de una IgG la cual se 

utilizó como molde para promediar el gradiente de campo eléctrico en el gap de los 

dímeros. 
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Figura 6.15: Representación esquemática de las dimensiones de la inmunoglobulina G (obtenido de: 

Protein Data Bank ID: 1IGY). 

  

La figura 6.16 A muestra esquemáticamente la localización de los anticuerpos 

(T de color marrón) en el gap de los dímeros de Au NRs. El gradiente de incremento 

de campo cercano dentro del espacio interpartícula del dímero de Au NRs se muestra 

en la figura 6.16 B, donde la circunferencia negra es el área ocupada por la molécula 

de IgG-Biot. 
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Figura 6.16: A. Representación esquemática del volumen ocupado por la molécula de IgG-Biot cuando 

se localiza en la región interpartícula de un dímero de Au NRs el cual está unido con una configuración 

donde sus ejes mayores están paralelos uno al otro. B. Valores de incremento de campo cercano en 

un plano perpendicular al eje 𝑦, donde la región dentro de la línea negra representa el volumen 

ocupado por la molécula de IgG-Biot. 

 

De acuerdo con el enfoque implementado para representar el anticuerpo, la 

diferencia observada entre los valores de ACEF y EFEF para el modo Raman a 1200 

cm-1 podría atribuirse a una distribución no homogénea de los aminoácidos que 

contribuyen a este modo dentro del volumen de la Gliadina IgG-Biot.  

Para el anticuerpo Ara h1, el modo Raman a 1200 cm-1 podría asignarse al 

estiramiento de la tirosina () C – C y la deformación del anillo de la histidina, 

mientras que, el modo a 969 cm-1 al estiramiento C-C de histidina y ácido 

glutámico23,42 (figura 6.13 D, líneas discontinuas). En la tabla 6.3 se muestran, para 𝑛 

= 1 y 2, los valores de ACEF y EFEF obtenidos para las bandas Raman a 1200 y 969 

cm-1 después de agregar Ara h1 IgG-Biot al dímero de Au NRs. Como se puede 

apreciar, los valores calculados de EFEF ( tabla 6.3) están en buen acuerdo con los 

valores de ACEF determinado experimentalmente, lo que indica que la metodología 

empleada para estimar el volumen ocupado por los anticuerpos es apropiada. Es 

importante mencionar que, en todos los cálculos, se tuvo en cuenta la fracción de 
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dímeros formada. Además, los valores de ACEF para el modo Raman a 1200 cm-1 

son comparables para ambos anticuerpos. Esta observación es consistente con el 

hecho de que ambos anticuerpos son IgG y, por lo tanto, su tamaño es casi el mismo.  

 Por lo tanto, este análisis demuestra que la plataforma SERS diseñada y 

sintetizada utilizando como moléculas puente Biot y STV permite la detección directa, 

en cantidades picomolares, de IgG-Biot a través de la aparición sus modos Raman 

característicos en los respectivos espectros SERS. Cabe destacar que la detección 

en tan bajas concentraciones es posible en virtud de los grandes incrementos de 

campo cercano en el gap de los dímeros de Au NRs. 

 

6.3 Conclusiones 

 

 En este capítulo se presentó el diseño e implementación de una metodología 

para la fabricación de dímeros Au NRs unidos por sus respectivos ejes mayores con 

un rendimiento relativamente bueno, es decir, con una fracción de dímeros de 0,47.  

 Los dímeros de Au NRs se emplearon como sustrato SERS para la detección 

directa e indirecta de Gliadina IgG-Biot y Ara h1 IgG-Biot, de gran relevancia en la 

ciencia de los alimentos. Por un lado, la detección directa de los IgG-Biot se realizó a 

través de la aparición de las bandas Raman características de los aminoácidos que 

contienen los IgG-Biot luego de agregarlos a los dímeros de Au NRs, lo que, en 

paralelo proporciona evidencia de la unión del anticuerpo con la STV del dímero. Los 

valores de ACEF determinados para los característicos modos Raman de ambos IgG-

Biot están en el orden de 1x103. Los valores de EFEF se obtuvieron promediando el 

gradiente de campo eléctrico en el volumen y localización en el que se espera que se 

encuentre el anticuerpo mostrando un muy buen acuerdo con los datos 

experimentales. La buena correlación entre teoría y experimentos apoya la 

interpretación de la unión de los IgG-Biot a los dos sitios disponibles de la molécula 

de STV. 
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 Por otro lado, el método de detección indirecto se basa en la disminución del 

valor de ACEF para el modo Raman de la Biot después de la unión de los IgG-Biot a 

la molécula STV. La correlación entre los valores de ACEF con los de EFEF indica 

que la disminución del factor de incremento se puede atribuir al gradiente del campo 

eléctrico dentro del gap del dímero de los Au NRs donde se espera que se localizan 

las moléculas de Biot. Además, se debe considerar que las moléculas de Biot que 

forman parte del puente molecular presentan contribuciones químicas a la respuesta 

SERS, mientras que, la molécula de Biot del IgG-Biot solo presenta contribuciones 

electromagnéticas.  

La relevancia de este nuevo sustrato SERS, que combina las propiedades ópticas de 

campo cercano de dímeros de Au NRs con la capacidad de bioreconocimiento del 

par Biot/STV, es que podría modificarse apropiadamente para estudiar directa e 

indirectamente en el mismo ensayo diferentes biomoléculas relevantes, tales como, 

antígenos, ADN u otros anticuerpos. 
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Capítulo 7 
Fabricación de nanoestructuras hibridas compuesta por NPs de 

Fe3O4 y oro para la fotodegradación de azul de metileno. 

 

7.1 Introducción 

  

Actualmente, uno de los principales problemas ambientales en nuestro país y 

en el mundo es la contaminación de las fuentes de agua natural. En la Argentina, la 

agroindustria una de las principales actividades generadoras de residuos 

contaminantes, tales como pesticidas, antibióticos, entre otros1,2. Por lo que, debido 

a lo anteriormente mencionado, desarrollar nuevos materiales que permitan la 

degradación eficiente de contaminantes se presenta como una alternativa que 

permitiría reducir impactos ambientales. 

En ese sentido, en los últimos años, las NHs compuestas de óxidos metálicos 

y metales nobles se han investigado exhaustivamente principalmente debido a sus 

características multifuncionales, ya que permiten integrar las propiedades físicas y 

químicas de cada material en un solo nano-objeto3–7. Las características 

multifuncionales de las NHs han permitido su aplicación en diversos tópicos como la 

biomedicina y la remediación ambiental, entre otras8–12. En particular, fabricar NHs 

compuestas por NPs de Fe3O4 y Au permite que la NH sea fácilmente manipulable a 

través de campos magnéticos debido a la presencia del semiconductor y a su vez, 

que presente un rendimiento fotocatalítico mejorado (en comparación con el 

semiconductor puro) debido a un aumento de la conversión de energía lumínica en 

energía química producto de la presencia de las Au NPs. Como consecuencia de las 

propiedades constitutivas de estos materiales, este tipo específico de NHs ha 

mostrado un desempeño notable empleándolas como sustratos SERS o 

fotocatalizadores heterogéneos reciclables magnéticamente13–17. Aunque todavía 
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quedan preguntas abiertas, existe consenso sobre las razones fundamentales que 

conducen a las mejoras en la actividad fotocatalítica18–20.  

En el capítulo 1, sección 1.6 se definen dos mecanismos de transferencia de 

energía llamados PIRET21–26 e inyección de portadores de carga27, responsables de 

la mejora fotocatalítica inducida por plasmones. La ocurrencia del proceso de 

inyección de electrones portadores de carga está fuertemente dictada por el nivel de 

energía de Fermi, mientras que el mecanismo PIRET implica condiciones menos 

exigentes. 

Desde el punto de vista de la fabricación, en general, los métodos informados 

actualmente para la preparación NHs de Fe3O4-Au NPs implican dos pasos, donde 

los iones Au (III) se reducen en presencia de NPs de Fe3O4 obtenidas por separado 

en un primer paso.  

Las metodologías mayormente empleadas para la fabricación de NPs de 

Fe3O4 son la coprecipitación y síntesis hidrotermal, ambos enfoques involucran la 

oxidación parcial de las soluciones de Fe (II)28–30. La principal ventaja del método de 

coprecipitación es su simplicidad y que requiere de condiciones de temperatura 

ambiente para efectuar la síntesis. Sin embargo, el control de las distribución de 

tamaño y forma de las NPs es relativamente pobre31,32. El método de síntesis 

hidrotermal implica reacciones a alta temperatura haciéndolo un enfoque más 

sofisticado que permite lograr un muy buen control de la forma y tamaño de la NP 

magnética logrando distribuciones típicamente centradas por debajo de 20 nm de 

diámetro, es decir, dentro del régimen de tamaño superparamagnético33. La oxidación 

parcial de Fe (II) disuelto, y la posterior formación de la fase sólida deseada constituye 

la metodología más económica para la preparación de NPs de  Fe3O4
34,35. 

 La incorporación de Au NPs a las NPs de Fe3O4 requiere de la reducción de 

iones Au (III), siendo el borohidruro de sodio, citrato de sodio y clorhidrato de 

hidroxilamina los agentes reductores comúnmente empleados 36,37. Dependiendo de 

la estrategia de funcionalización de la superficie de las NPs de Fe3O4 y de detalles 



 

238 

 

específicos del procedimiento de síntesis, se pueden obtener NHs de Fe3O4-Au NPs 

con dos morfologías principales: núcleo-coraza o núcleo-satélite38. 

 Con respecto a las propiedades fotocatalíticas de las NHs núcleo-coraza, 

compuestas respectivamente de un núcleo de Fe3O4 y cubiertas por una coraza 

relativamente homogénea de Au NPs, se ha demostrado con éxito su capacidad de 

degradar compuestos orgánicos como el 4-nitrofenol y otros colorantes39. En 

contraste, las propiedades fotocatalíticas de las NHs núcleo-satélite, compuestas solo 

de Fe3O4 (núcleo) y rodeado de Au NPs distribuidas aleatoriamente (satélite), aún no 

se han estudiado en profundidad. Además, de que hay escaza literatura previa que 

incluya simulaciones electrodinámicas realizadas para lograr una comprensión más 

profunda de los datos experimentales con respecto a la actividad fotocatalítica de una 

NH dada. 

En este capítulo se presenta una nueva metodología para fabricar NHs de 

Fe3O4-Au NPs. La caracterización estructural y morfología de las NHs fabricadas se 

llevó a cabo por TEM, SEM y XRD (de polvos). Como prueba de concepto, se 

investigaron las propiedades fotocatalíticas de las NHs Fe3O4-Au obtenidas 

analizando la fotodegración del azul de metileno mediante espectroscopía UV-Vis. El 

azul de metileno es compuesto orgánico ampliamente utilizado en la agroindustria por 

sus propiedades antisépticas. En la acuicultura se lo emplea para tratar peces 

infectados con protozoarios y en la ganadera como ingrediente de productos 

antifúngicos40–42. Por otro lado, además de los resultados experimentales obtenidos, 

mediante simulaciones electrodinámicas utilizando el método de DDA43 se realizó una 

comprensión cualitativa de la mejora en la respuesta foto-degradativa de las NHs con 

respecto al material semiconductor puro.  
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7.2 Resultados y Discusión 

 

7.2.1 Síntesis y caracterización morfológica de las NHs Fe3O4-Au NPs 

La síntesis de NHs involucra 2 pasos principales; el primero, mediante síntesis 

hidrotermal, la fabricación de las NPs de Fe3O4 obteniendo una dispersión coloidal de 

color amarrillo (capítulo 2, sección 2.2.3). El segundo, utilizando como material de 

partida las NPs de magnetita y borohidruro de sodio como agente reductor del Au(III), 

sintetizar las NHs Fe3O4-Au NPs (capítulo 2, sección 2.2.4). Luego utilizando las 

propiedades magnéticas de las NHs se llevó a cabo su purificación precipitándolas 

con un imán y resuspendiendolas en agua ultra pura. La figura 7.1 representa 

gráficamente las etapas de la síntesis y el cambio de color que ocurre cuando se 

incorpora Au a las NPs de Fe3O4.  

 

Figura 7.1: Representación esquemática del proceso de fabricación y purificación de las NHs Fe3O4-

Au NPs. 

Inicialmente la dispersión coloidal de NPs de Fe3O4 es de color amarillo-marrón 

y luego de la reducción de los iones Au (III) el color de la dispersión es gris. Es 

importante mencionar que, el hecho de poder separar magnéticamente la dispersión 

coloidal y además observar (a simple vista) que el sobrenadante es transparente, 

permite concluir cualitativamente que las NHs mantienen las propiedades de la 

magnetita y además el Au esta adsorbido sobre las NPs de Fe3O4. 

 



 

240 

 

La figura 7.2, paneles A y B, muestra imágenes TEM representativas de las 

NPs de Fe3O4 y de las NHs Fe3O4-Au NPs, respectivamente.  

Figura 7.2: Imágenes TEM representativas de las NPs de Fe3O4 sintetizadas hidrotermalmente (panel 

A) y NHs compuestas por Fe3O4-Au NPs (panel B). Los paneles C y D muestran histogramas de la 

distribución del tamaño de las NPs de Fe3O4 y NHs Fe3O4-Au NPs respectivamente. En el panel D, las 

barras rojas corresponden al tamaño de las NPs de Fe3O4 mientras que las barras azules 

corresponden al tamaño del componente Au de la NH. 

 

En una primera inspección de la figura 7.2 A, se observa que las NPs de Fe3O4 

preparadas presentan distribuciones de forma y tamaño relativamente amplias que 

pueden atribuirse al proceso de formación de la fase de óxido de hierro magnético. 
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En la metodología empleada, la formación de NPs de Fe3O4 implica varios pasos 

diferentes, inicialmente la formación de Fe(OH) 2 sólido, su conversión en un óxido de 

color verde que contiene cationes de hierro (II) y (III), su disolución y posterior 

precipitación como  Fe3O4. Además de estos procesos, las distribuciones finales de 

tamaño y forma de las NPs de  Fe3O4 obtenidas también dependen en gran medida 

de si el crecimiento de los cristales de Fe3O4 sigue mecanismos clásicos o no 

clásicos44. De hecho, todos los fenómenos mencionados anteriormente deberían 

tener un impacto en el producto. Sin embargo, determinar el mecanismo de 

crecimiento cristalino y las variables clave que controlan la formación de las NPs 

Fe3O4 está más allá del alcance de este capítulo.  

El análisis estadístico de la distribución de tamaño, obtenido a partir de las 

imágenes TEM y sobre la base de contar más de 100 NPs, revela una distribución 

gaussiana del tamaño NPs de Fe3O4 cuyo valor medio se centra alrededor de 60 nm 

de diámetro (figura 7.2 C). En la figura 7.2 B se puede apreciar claramente la 

presencia de NPs pequeñas y casi esféricas con un contraste electrónico 

sustancialmente mayor que el de las NPs de Fe3O4, este hecho se atribuye a la 

presencia de Au NPs, además de las NPs de Fe3O4 mencionados anteriormente. En 

la imagen también se puede observar que las Au NPs parecen estar distribuidas 

aleatoriamente en la superficie de las NPs de Fe3O4, lo que se asemeja a la llamada 

morfología núcleo-satélite empleada en la literatura para describir este tipo particular 

de NHs. El análisis estadístico, a partir de las imágenes TEM y contando más de 100 

NEs, indica que la distribución del tamaño de las NPs de Fe3O4 permanece 

prácticamente sin cambios después del proceso que conduce a la formación de las 

NHs, es decir, la nucleación heterogénea de Au sobre la superficie de Fe3O4 (figura 

7.2 D, barras rojas). Además, el análisis estadístico de la distribución de tamaño de 

las Au NPs indica que estas presentan un diámetro promedio de 15 nm (figura 7.2 D, 

barras azules). 
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La caracterización morfológica de las NPs de Fe3O4 y NHs utilizando 

microscopia SEM (figura 7.3) verifican lo descripto anteriormente a través de las 

imágenes TEM. En la figura 7.3 B, se puede observar que las NPs de Fe3O4 iniciales 

(figura 7.3 A) luego de la reducción de los iones Au (III) presentan en su superficie 

pequeñas Au NPs. A modo ilustrativo, en la figura 7.3 B, se señala con flechas rojas 

algunas Au NPs que componen la NH. 

 

Figura 7.3: Imágenes SEM representativas de las NPs de Fe3O4 sintetizadas (panel A) y las NHs 

Fe3O4-Au NPs (panel B). Las flechas rojas en el panel B señalan algunas Au NPs que forman parte de 

la NH. 

 

7.2.2 Caracterización elemental y estructural de las NHs Fe3O4-Au NPs 

El análisis de la composición química de los materiales sintetizados se realizó 

mediante espectrometría por dispersión de energías de rayos X (EDS). La figura 7.4 

A, muestra una imagen SEM representativa de las NHs a partir de la cual se obtuvo 

el mapeo de elementos EDS de las NHs. En la muestra se encontró la presencia de 

Fe y O elemental provenientes del óxido de hierro representados como puntos de 

color verde y rojo en los paneles B y C de la figura 7.4, respectivamente. Además, el 

mapeo EDS indica la presencia de Au en la NH representado como puntos de color 

amarillo (figura 7.4 D). Otra información cualitativa que se puede obtener a partir del 

mapeo EDS es que los elementos que componen el material hibrido se encuentran 

distribuidos homogéneamente en su superficie.  
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Figura 7.4: A. Imagen SEM (panel A) e imágenes de mapeo de elementos EDS para B) Fe, C) O y D) 

Au de las NHs Fe3O4-Au NPs sintetizadas. La barra de escala se aplica a todas las imágenes. 

 

En contraste, en la figura 7.5 se muestra la imagen SEM y el respectivo mapeo 

elemental EDS de las NPs de Fe3O4 donde se puede observar la presencia de 

señales correspondientes al Fe y O (color magenta y verde en paneles B y C, 

respectivamente) y, por el contrario, la ausencia de señales correspondientes a Au. 

El panel D de la figura 7.5 muestra, en color celeste, la presencia de Si debido a que 

se utilizó un sustrato de Si/SiO2 para soportar la muestra para su posterior análisis 

elemental. 
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Figura 7.5: A. Imagen SEM (A) y mapeo elemental EDS de las NPs de Fe3O4 para B) Fe, C) O y D) 

Si de las NPs de Fe3O4 sintetizadas. La barra de escala se aplica a todas las imágenes. La señal 

correspondiente a Si se debe al substrato empleado para apoyar la muestra. 

 

La estructura y la naturaleza cristalina de las NPs de Fe3O4 y NHs se 

caracterizó mediante DRX de polvos. La Figura 7.6 muestra los patrones de DRX de 

los polvos obtenidos de NPs de Fe3O4 y NHs indicados como (a) y (b), 

respectivamente. A modo comparativo, los datos de referencia para Fe3O4 (ICSD 01-

089-0691)45 y Au (ICSD 03-065-2870)46 también se muestran en la parte inferior de 

la figura como barras rojas y azules, respectivamente.  
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Figura 7.6: Difractogramas de rayos X de polvos de NPs de Fe3O4 NPs (difractograma a) y NHs Fe3O4-

Au NPs (difractograma b). El patrón DRX de referencia de Fe3O4 (ICSD 01-089-0691) y Au (ICSD 03-

065-2870) también se muestran en la parte inferior de la figura como barras azules y rojas, 

respectivamente.  

El patrón de difracción que corresponde a las NPs de magnetita muestra picos 

en 2θ = 30,2, 35,6, 37,3, 43,2, 53,7, 57,2 y 62,8, que se asignan a las reflexiones de 

las caras cristalinas (220), (311), (222), (400), (422), (511) y (440) del Fe3O4, 

respectivamente. El hecho de que no se observen picos de difracción que podrían 

atribuirse a otras fases del óxido de hierro o hidróxidos indica la ausencia de 

impurezas en las NPs de Fe3O4 sintetizadas. El patrón de difracción que corresponde 

a las NHs Fe3O4-Au NPs muestra que además de los picos mencionados 

anteriormente en 2θ = 38,2, 44,5 y 64,7 hay picos que se asignan a las reflexiones 

de los planos cristalinos (111), (200) y (220) del Au, respectivamente. Este análisis 

sugiere que esta nueva metodología de dos pasos implementada para fabricar NHs 

tipo nuecleo-satelite de Fe3O4-Au NPs es adecuada. Además del hecho de que el 

difractograma no presente otras reflexiones lo que  indica la ausencia de impurezas 

en la síntesis de las NHs. 
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7.2.3 Caracterización óptica de las NHs Fe3O4-Au NPs 

Como se mencionó en el capítulo 1, debido a las propiedades ópticas de NPs 

plasmonicas se espera que la respuesta óptica de las NPs de Fe3O4 cambie 

sustancialmente después de la reducción heterogénea de las Au NPs en su 

superficie, es decir, después de la formación de las NHs tipo núcleo-satélite de Fe3O4-

Au NPs. La figura 7.7 muestra, en color negro, el espectro experimental de extinción 

(normalizado a =440 nm) de la dispersión acuosa de NPs de Fe3O4 que se asemeja 

al espectro típico reportado por la literatura previa47. El espectro de extinción 

correspondiente a las NHs fabricadas se muestra en la curva de color rojo, donde se 

puede apreciar un hombro alrededor de 560 nm superpuesto con el espectro de 

las NPs de Fe3O4. Esta respuesta óptica se atribuye a la excitación de las LSPR del 

componente de Au que forma parte de la NH.  

 

Figura 7.7: Espectros experimentales de extinción normalizados (a =440 nm) correspondientes a las 

dispersiones coloidales de NPs de Fe3O4 (curva negra), NHs de Fe3O4-Au NPs (curva roja), Au NPs 

en ausencia de NPs de Fe3O4 (curva azul) y la suma de los espectros de las Au NPs y NPs de Fe3O4 

(curva verde). 
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Otra información que se puede apreciar a partir de los espectros 

experimentales es el aumento en la intensidad de extinción en el intervalo de 300-

400 nm en la NH con respecto a el espectro de las NPs de magnetita. Este hecho se 

atribuye a las transiciones interbanda de las Au NPs presente en la NH. Además, se 

puede observar que el espectro de extinción de las NHs presenta (hacia mayores λ 

con respecto al espectro de las NPs de magnetita) una cola espectral de mayor 

intensidad de extinción. Esto puede deberse a la polidispersion de tamaños de las Au 

NPs o bien a que puede haber algún grado de acoplamiento plasmónico entre ellas 

sobre la superficie de las NPs de Fe3O4.  

Para lograr una comprensión más profunda de la respuesta óptica global de 

las NHs, en la figura 7.7 (curva azul) se muestra el espectro experimental de extinción 

de una dispersión coloidal de Au NPs obtenido siguiendo el mismo procedimiento 

empleado para preparar las NHs, pero en ausencia de las NPs de Fe3O4 dispersas 

en el medio de reacción. Este espectro presenta un valor máximo de intensidad de 

extinción a =522 nm característico de las dispersiones coloidales de Au NPs como 

consecuencia de la excitación de la LSPR.  

La figura 7.8 A muestra una imagen TEM representativa de las Au NPs 

fabricadas usando el procedimiento anteriormente mencionado, en donde se puede 

apreciar que las Au NPs presentan una forma casi esférica. El análisis estadístico, a 

partir de las imágenes TEM, indica que las Au NPs sintetizadas tienen una 

distribución de tamaño gaussiana centrada en un valor de diámetro promedio de 17,5 

nm (figura 7.8 B).  
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Figura 7.8: A. Imagen TEM representativa de las Au NPs obtenidas en ausencia de las NPs de Fe3O4 

en el medio de reacción. B. Análisis estadístico de la distribución de tamaño de las Au NPs. 

 

El análisis de las imágenes TEM permite inferir que el tamaño y forma de las 

Au NPs son similares a las obtenidas para el componente de Au de las NHs. 

Un hecho importante a destacar es que la posición del máximo de la LSPR del 

competente Au en el espectro experimental de extinción de las NHs (figura 7.7, curva 

azul) se desplaza batocrómicamente alrededor de 40 nm con respecto al máximo 

espectral observado en las Au NPs sintetizadas en ausencia de magnetita (figura 7.8). 

Este efecto se atribuye a un mayor valor de la constante dieléctrica del entorno 

químico en el componente de Au en la NH por estar en contacto estrecho con el 

material magnético, mientras que, las Au NPs aisladas están rodeadas de agua 

(capítulo 1, sección 1.2). Este análisis proporciona evidencia de la estrecha 

interacción entre las NPs de Fe3O4 y Au NPs que forman la NH.  

Una manera complementaria de demostrar la estrecha interacción Au/ Fe3O4 

en las NHs es comparando la suma de los espectros de extinción individuales de la 

NPs de Fe3O4 y Au NPs (figura 7.7 curva verde) con el espectro experimental de las 

NHs. En la comparación se puede observar que el espectro de extinción resultante 

de la suma de los espectros de extinción individuales de la NPs de Fe3O4 y Au NPs 

difiere sustancialmente del obtenido para las NHs Fe3O4-Au NPs (figura 7.7, curva 
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roja) proporcionando evidencia adicional de la interacción de las Au NPs con las NPs 

de Fe3O4 en el material hibrido.  

 

7.2.4 Fotodegradación de azul de metileno 

Como se mencionó anteriormente, se espera que las excitaciones de la LSPR 

de las Au NPs que forman parte de la NH tengan un impacto en las propiedades 

fotoactivas de este último y, en consecuencia, presentar un rendimiento fotocatalítico 

superior a el material semiconductor puro.  

La metodología empleada para llevar a cabo los experimentos de fotocatálisis 

se describe en el capítulo 2, sección 2.10. La figura 7.9 muestra el resultado de estos 

experimentos. 

Figura 7.9: Espectro de absorción de una solución acuosa 1x10-5 M de azul de metileno a diferentes 

tiempos de irradiación en ausencia de fotocatalizador (A) y en presencia de NPs de Fe3O4 (B) y NHs 

de Fe3O4-Au NPs (C). 



 

250 

 

Nótese que, en la figura 7.9 paneles B y C se muestran los espectros del azul 

de metileno luego de descontar espectro de las NPs de magnetita y las NHs, 

respectivamente. Por lo que, las relativamente pequeñas diferencias en la intensidad 

de absorción de los espectros entre 450-550 nm se atribuyen a la sustracción de 

la línea de base. 

Comparando los 3 experimentos se aprecia que la intensidad de absorción a 

=664 nm del azul de metileno disminuye en todos los casos de manera continua a 

medida que el tiempo de irradiación aumenta de 0 a 60 minutos. Este hecho, indica 

que está ocurriendo un proceso de decoloración del colorante. Sin embargo, 

cualitativamente, al cabo de los 60 minutos de irradiación de las muestras, la 

condición que presenta una menor intensidad de absorción a =664 nm es cuando 

se utilizan las NHs. Este resultado indica, en primera instancia, un mejor rendimiento 

fotocatalítico de las NHs con respecto al semiconductor puro y que surge como 

consecuencia de las excitaciones de las LSPR del componente Au de la NH.  

Una manera práctica de comparar cuantitativamente el rendimiento 

fotocatalítico del colorante en presencia y ausencia de los respectivos 

fotocatalizadores es graficando, en función del tiempo de irradiación, la relación entre 

la intensidad de absorción a un dado tiempo t (It) y la intensidad inicial (I0), ambas 

variables medidas a = 664 nm. La figura 7.10 muestra la tasa de fotodegradación 

del azul de metileno en presencia de las NHs Fe3O4-Au NPs (cuadrados verdes), NPs 

de Fe3O4 (cuadrados rojos) y el experimento control en ausencia de fotocatalizador 

(cuadrados negros).  
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Figura 7.10: Variación de la absorción normalizada a de azul de metileno con el tiempo de irradiación 

en presencia de NPs de Fe3O4 (puntos rojos) y NHs de Fe3O4-Au NPs (puntos verdes). Los datos del 

experimento de control realizado para la solución acuosa de azul de metileno se muestran en puntos 

negros.  

En la figura se observa que, en el experimento control y después de una hora 

de irradiación, la intensidad de absorción de la molécula (a = 664 nm) disminuye un 

70% de su valor inicial. Al realizar el experimento en presencia de las NPs de Fe3O4, 

la tasa de fotodegradación del azul de metileno se acelera y después de 60 minutos 

de irradiación su intensidad de absorción decae un 75% de su valor inicial. En 

contraste, para el mismo tiempo de irradiación, cuando el ensayo se realiza en 

presencia de las NHs en el medio de reacción, la intensidad de absorción del azul de 

metileno disminuye un 90% de su valor inicial. 

 La mejora de la actividad fotocatalítica de las NHs con respecto a las NPs de 

Fe3O4 se atribuye a las propiedades plasmónicas del componente Au que dan lugar 

a dos mecanismos de transferencia de energía, PIRET e inyección de portadores de 

carga. Este incremento en el rendimiento de fotodegradación del semiconductor 
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debido a la presencia de los plasmones también se pueden encontrar en la literatura 

como “fotosensibilización plasmónica” 48,49. 

Una pregunta que surge es si en ausencia de luz las NHs tienen la capacidad 

de degradar químicamente la molécula de azul de metileno. Esta inquietud se basa 

en trabajos previos, donde se ha demostrado que Au NPs apoyadas en óxidos 

metálicos, tales como, MnO2, CeO2 y Fe2O3 tienen la capacidad de producir 

transformaciones químicas exhibiendo actividad degradativa. En algunos casos, se 

ha argumentado que el contacto entre el metal y el semiconductor podría actuar 

activamente en el mecanismo de reacción incrementando el ciclo de reacciones redox 

debido a la estabilización de especies positivas del Au50–52.   

Para dar respuesta de que la mejora fotocatalítica observada por parte de las 

NHs con respecto al semiconductor se debe a los mecanismos de transferencia de 

energía y no a la mera presencia de las Au NPs, se llevaron a cabo experimentos en 

condiciones experimentales idénticas a las presentadas en la figura 7.9 C pero sin 

iluminación. La figura 7.11 muestra los espectros de absorción del azul de metileno 

registrado a diferentes tiempos de incubación en presencia de las NHs y sin 

iluminación. En la figura se observa que el espectro de la molécula permanece 

prácticamente sin alteraciones significativas después de varias horas sin iluminación. 

Estos datos proporcionan evidencia adicional de que los mecanismos de 

transferencia de energía son los que mejoran la tasa de fotodegradación del colorante 

y no la mera presencia de las Au NPs en la superficie de las NHs. Nótese que, los 

espectros del azul de metileno ya tienen descontados el espectro de extinción inicial 

de las NHs. 
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Figura 7.11: Espectros de absorción del azul de metileno a diferentes tiempos de incubación en 

presencia de las NHs sintetizadas y sin iluminación. 

 

7.2.5 Simulaciones electrodinámicas de las NHs 

 

Esta sección describe cualitativamente mediante simulaciones 

electrodinámicas la mejora en la eficiencia de absorción de luz del componente Fe3O4 

del hibrido que surge como consecuencia de la incorporación de Au NPs. 

En el capítulo 1 sección 1.6, se mencionó que los mecanismos PIRET e 

inyección de portadores de carga requieren de la superposición espectral y espacial 

entre el material plasmónico y el semiconductor. Por lo tanto, se espera que ambos 

mecanismos estén presentes simultáneamente en los experimentos de fotocatálisis 

efectuados con las NHs. En este sentido, empleando espectroscopía de absorción 

transitoria y cálculos teóricos, el trabajo de Wu, et al.53 sugiere que en materiales con 



 

254 

 

relativamente grandes superposiciones espectrales la mejora en la actividad 

fotocatalítica se debe principalmente al mecanismo PIRET. Esta afirmación está 

respaldada por el hecho de que la eficiencia del mecanismo de inyección de 

portadores de carga es generalmente <10% de la absorción luz54. Al aplicar este 

razonamiento al material fabricado en este capítulo, se esperaría que PIRET sea el 

principal mecanismo que mejora la actividad fotodegradativa observada en la NH.  

Para lograr una mayor comprensión de la actividad fotocatalítica mejorada de 

las NHs tipo nuecleo-satelite Fe3O4-Au NPs se realizaron simulaciones de campo 

lejano y cercano de estas NEs empleando el método de DDA. La figura 7.12 A 

muestra una imagen TEM representativa de las NHs sintetizadas donde se puede 

apreciar la morfología núcleo-satélite con más detalle. En base a esta caracterización, 

la NH propuesta tipo núcleo-satélite se utilizó como molde para simular un nano-

objeto de forma y dimensiones comparables. La NE modelada (figura 7.12 B) consta 

de 1 esfera de Fe3O4 de 60 nm de diámetro en contacto con seis hemiesferas de Au 

de 15 nm de diámetro separadas a 90º entre sí, es decir, orientadas a lo largo de los 

ejes ± 𝑥, ± 𝑦 y ± 𝑧; donde el origen del sistema de coordenadas está en el centro de 

la esfera de Fe3O4. Las dimensiones empleadas para simular la NH tipo núcleo-se 

obtuvieron a partir del análisis estadístico de la distribución de tamaño de ambos 

componentes que integran el hibrido (figura 7.2 D). El número de dipolos (N) 

empleados en el método para modelar las NHs se varió de 1,1×105 a 1,4×105 de 

acuerdo con las dimensiones reales de tal manera que se estableció un espaciado 

entre dipolos de 1 nm. La constante dieléctrica dependiente de la longitud de onda de 

las NPs de Fe3O4 y Au NPs se obtuvo de las referencias [55] y [56], 

respectivamente55,56. El índice de refracción del medio ambiente se estableció en 1,33 

que corresponde al agua.  
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Figura 7.12: A. Imagen TEM representativa de las NHs tipo núcleo-satélite Fe3O4-Au NPs B. 

Representación gráfica del modelo computacional empleado para simular sus propiedades ópticas. C. 

Espectro de eficiencia de extinción simulada (eje 𝑦 izquierdo) de NPs de Fe3O4 (curva verde) y de NHs 

Fe3O4-Au NPs (curva azul). Las curvas negra y roja muestran los espectros experimentales de 

extinción normalizada (eje 𝑦 derecho) de las dispersiones coloidales de NPs de Fe3O4 y NHs Fe3O4-

Au NPs, respectivamente. 

 

El espectro simulado de eficiencia de extinción de una NP esférica de Fe3O4 

de 60 nm de diámetro (sin Au) y de la NH se muestra en curvas de color verde y azul 

en la figura 7.12 C, respectivamente. Los valores de eficiencia de extinción para la 

NP de Fe3O4 son relativamente grandes a  400 nm decayendo considerablemente 
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para las  de 450 a 550 nm, luego permanecen aproximadamente constante entre las 

 de 600-700 nm. El espectro de eficiencia de extinción de las NHs muestra 

características similares al de la NP de Fe3O4 y además, un hombro pronunciado 

centrado a 550 nm. 

Cualitativamente los espectros simulados capturan las características más 

significativas observadas en los espectros experimentales de las dispersiones 

coloidales de NPs de Fe3O4 y NHs Fe3O4-Au NPs, que se muestran a modo 

comparativo en curvas negras y rojas de la figura 7.12 C, respectivamente. Las 

similitudes entre los espectros simulados y experimentales sugieren que el nano-

objeto modelado es adecuado para simular las propiedades ópticas de las NHs 

sintetizadas. Las diferencias cuantitativas entre los espectros simulados y 

experimentales se atribuyen principalmente a la presencia de agregados más 

grandes formados por varias NHs que presentan valores de sección eficaz de 

dispersión mayores y en consecuencia un mayor valor de intensidad de extinción.  

Como la eficiencia de absorción es la propiedad óptica de interés para analizar 

el rendimiento fotocatalítico de las NHs de Fe3O4-Au NPs la figura 7.13 muestra el 

espectro de eficiencia de absorción simulado de una NP de Fe3O4 esférica de 60 nm 

de diámetro (curva negra discontinua) y de la NH (curva negra). 
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Figura 7.13: (A) Espectro simulado de eficiencia de absorción de NHs de Fe3O4-Au NPs (curva negra) 

junto con las respectivas contribuciones de los componentes Fe3O4 (curva roja) y Au (curva azul). La 

curva discontinua de color negro muestra la eficiencia de absorción simulada para una nanoesfera de 

Fe3O4 con un diámetro igual a la NP de Fe3O4 que forma parte del hibrido. 

 

 Al comparar los espectros de eficiencia de absorción con los espectros de 

eficiencia de extinción (figura 7.12 C) se aprecia que presentan una gran similitud 

entre ellos. Esto se debe a que los valores de eficiencia de dispersión para una NH 

única son pequeños y casi constantes en el intervalo de longitudes de onda 

estudiado.  

Al utilizar la ec. 7.2.5.1 obtenida en un trabajo previo de nuestro grupo de 

investigación, es posible calcular el espectro de eficiencia de absorción (𝑄𝑎𝑏𝑠,𝑖) para 

cada componente de la NH, es decir, las contribuciones del Au y la Fe3O4.26  

 

La 𝑄𝑎𝑏𝑠,𝑖 está dada por: 
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𝑄𝑎𝑏𝑠,𝑖 =
𝑘𝐼𝑚(𝜀())

𝐶𝑔𝑒𝑜𝑚|𝐸0|
2 ∫ |𝐸(𝑟𝑖) |

2 

𝑉𝑖
𝑑𝑟                                                                                   (7.2.5.1) 

 

donde 𝐼𝑚(𝜀()) es el valor de la parte imaginaria de la constante dieléctrica 

dependiente de la longitud de onda  del material en la posición 𝑟𝑖, 𝐶𝑔𝑒𝑜𝑚 es el área 

proyectada de la NH perpendicular a 𝑘 (vector de propagación de la onda) y 𝐸(𝑟𝑖) es 

el valor de campo eléctrico calculado en cada posición del dipolo 𝑟𝑖. Además, la 

integral es calculada sobre el volumen 𝑉𝑖 que ocupa el material 𝑖.  En este caso 𝑖  

representa a la NP de Fe3O4 de 60 nm de diámetro o las 6 hemiesferas de Au de 15 

nm de diámetro de acuerdo con el nano-objeto modelado para representar a las NHs. 

La figura 7.13, curva azul, muestra el espectro de eficiencia de absorción del 

componente Au de la NH donde se puede observar una banda espectral centrada a 

  570 nm que se atribuye a la excitación de la LSPR. El espectro de eficiencia de 

absorción del componente magnético de la NH mostrado en la figura 7.13 curva roja, 

es cualitativamente bastante similar al de una nanoesfera aislada de Fe3O4 de 60 nm 

de diámetro (líneas discontinuas de color negro en la figura 7.13). Sin embargo, se 

aprecia que en el intervalo de =500-650 nm, los valores de eficiencia de absorción 

para el componente Fe3O4 que forma parte de la NH son notablemente mayores que 

los valores correspondientes para la nanoesfera de Fe3O4 (sin Au NPs). Este intervalo 

de  (500-650 nm) se superpone con la  de excitación de la LSPR del componente 

Au de la NH. Esta notable coincidencia sugiere que el Au que forma parte de la NH y 

que está en contacto con la NP de Fe3O4 debería estar generando a través de un 

mecanismo de transferencia de energía el incremento en la eficiencia de absorción 

del semiconductor. Este aumento en el valor de eficiencia de absorción de luz por 

parte de la magnetita que forma parte del hibrido, y la consiguiente generación de 

pares electrón-hueco explica, en parte, su mejor rendimiento fotocatalítico con 

respecto al semiconductor aislado. 
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La pregunta que surge es como el material plasmónico en contacto con la 

magnetita hace que esta última tenga una mayor eficiencia de absorción y, por ende, 

un incremento en la actividad fotocatalítica. 

 Para dar respuesta a la pregunta se simularon las propiedades de campo 

cercano de las NEs involucradas. En particular, para las NHs los incrementos de 

campo cercano generados por la excitación de las LSPR del componente Au 

producen campos eléctricos más grandes dentro del núcleo de Fe3O4 que a su vez, 

le otorgan una mayor eficiencia de absorción al semiconductor. Esto es posible ya 

que la superficie de las Au NPs y la de la magnetita en la NH están en estrecho 

contacto. El efecto del componente plasmónico sobre las propiedades de absorción 

del Fe3O4 se pueden apreciar en la figura 7.14, donde se muestran imágenes de 

campo cercano para una nanoesfera de Fe3O4 de 60 nm de diámetro (panel A) y para 

la NH tipo nuecleo-satelite ya descripta anteriormente (panel B). 

 

Figura 7.14: Valores de incremento de campo cercano para una nanoesfera de Fe3O4 de 60 nm de 

diámetro (A) y para una NH tipo nuecleo-satelite de Fe3O4-Au NPs (B), en el plano 𝑦 − 𝑧 (𝑥 = 0). Las 

dimensiones de la NH se describen en cuerpo del capítulo. Para el la imagen de campo cercano se 

utilizó una luz incidente de longitud de onda de 570 nm polarizada linealmente a lo largo del eje 𝑦  y la 

barra de escala de intensidad se aplica a ambos paneles. 

 

Para este conjunto de cálculos, la luz incidente, con una longitud de onda de 

570 nm, se propaga a lo largo del eje 𝑥 y se polariza linealmente a lo largo del eje 𝑦. 

La imagen de campo que corresponde a la nanoesfera de magnetita muestra que el 

campo eléctrico es prácticamente constante en toda su superficie (panel A). En 
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contraste, en el panel B, la presencia del componente Au en la NH produce 

incrementos de campo cercano como consecuencia de las excitaciones de LSPR. 

Estos incrementos de campo cercano no solo ocurren en el entorno local sino también 

dentro del núcleo de Fe3O4, y particularmente es más intenso en aquellas regiones 

más cercanas a las Au NPs. En consecuencia, los incrementos de campo producidos 

por el componente Au conducen a una eficiencia de absorción de luz mejorada en el 

núcleo de Fe3O4. Este resultado, está en acuerdo con las simulaciones de campo 

lejano mostrada en la figura 7.13 curva roja, donde se puede apreciar una mayor 

eficiencia de absorción de la NP de la magnetita que forma parte del hibrido con 

respecto a la nanoesfera de Fe3O4. 

 

7.3 Conclusiones 

 

En este capítulo se presentó un nuevo método simple y de 2 pasos para 

sintetizar NHs. Se determino a partir de las diversas caracterizaciones que las NHs 

sintetizadas presentan una morfología tipo nuecleo-satelite compuesta 

principalmente de un núcleo esférico de Fe3O4 con un tamaño medio de 60 nm de 

diámetro rodeado de Au NPs también de forma casi esféricas y con un tamaño medio 

de 15 nm de diámetro.  

El rendimiento fotocatalítico del material hibrido fabricado fue estudiado 

utilizado como molécula prueba azul de metileno, un antifúngico de interés 

agroindustrial.  Se encontró que las NHs presentaron, con respecto a las NPs de 

Fe3O4 puras, propiedades fotocatalíticas mejoradas para la fotodegradación del 

colorante. Esta mejora en la fotoactividad se atribuyó a las excitaciones de la LSPR 

del componente Au que forma parte de la NH.  

A partir de las imágenes TEM, se obtuvieron las características morfológicas y 

dimensiones de las NPs de Fe3O4 y NHs Fe3O4-Au NPs sintetizadas. Estas 

características se emplearon para modelar nano-objetos que representen a las NEs 

fabricadas y permitan simular sus respectivos espectros de extinción empleando el 

método de DDA. Cualitativamente se encontró un excelente acuerdo entre los 
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espectros de extinción experimentales y simulados de los materiales fabricados y 

diseñados, respectivamente. Este hecho, indica que el modelo simplificado mostrado 

en este capítulo para representar a las NHs tipo nuecleo-satelite de Fe3O4-Au NPs 

captura sus características morfológicas más significativas y es adecuado para 

simular sus propiedades ópticas.  

 La contribución de la absorción a la extinción, tanto de la NP de Fe3O4 y las 

Au NPs que forman parte de la NH así como de las NPs de Fe3O4 puras se obtuvo a 

partir de sus respectivos espectros de extinción simulados y empleando una 

expresión matemática desarrollada por nuestro grupo de trabajo. A partir de esta 

deconvolución se demostró que en el intervalo de =500-650 nm el componente 

Fe3O4 de las NHs presenta una eficiencia de absorción mejorada con respecto a las 

NPs de Fe3O4 puras (sin Au). A través de simulaciones de campo cercano se 

demostró que esta eficiencia de absorción mejorada del componente Fe3O4 de la NH 

se debe a que el material magnético (que forma parte de la NH) experimenta un 

incremento en el campo cercano que surge como consecuencia de las excitaciones 

de la LSPR del Au plasmónico presente.  

Es importante mencionar que el mecanismo de transferencia de energía de 

inyección de portadores de carga también podría tener lugar luego de la excitación 

de las LSPR, sin embargo, en base a la literatura previa se conoce que este 

mecanismo tiene una eficiencia menor al 10%. 

 Los resultados presentados en este capítulo proporcionan información 

adicional para una comprensión más profunda de las propiedades fotoactivas 

mejoradas de las NHs. Además de contribuir, como punto de partida, al desarrollo de 

nuevos materiales que permitan la fotodegradación eficiente de otros colorantes para 

reducir impactos ambientales. 

Por último, se destaca la importancia de considerar su morfología real en 

simulaciones electrodinámicas para lograr una mejor comprensión de sus 

propiedades fotoactivas mejoradas. 
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Capítulo 8 

Conclusiones generales  

 

 

A lo largo de este trabajo de tesis se estudiaron de manera detallada los 

fenómenos plasmónicos que surgen de la excitación LSPR y cómo pueden ser 

utilizados para diseñar nanodispositivos capaces de detectar ópticamente o 

fotodegradar moléculas de interés agroalimenticio.  

Se fabricaron sustratos plasmónicos o materiales híbridos se recurrieron a 

distintas estrategias de síntesis y biofuncionalización. Se demostró que las 

biomoléculas, y en particular las proteínas, poseen un gran potencial para la 

funcionalización de NPs y la construcción de NEs debido a su especificidad, 

versatilidad y su naturaleza multivalente. Además, permiten controlar la distancia, 

fuerza de interacción, y la posición geométrica de la NPs en la NE fabricada. Por otra 

parte, la bioafinidad de biomoléculas tales como el par STV-Biot permite que el 

sustrato tenga la capacidad de reconocimiento molecular específico. 

A partir de la comparación entre experimentos y teoría, en conjunto con 

modelos matemáticos apropiados, se interpretó el comportamiento óptico de los 

sistemas, se determinó para dispersiones coloidales las distintas concentraciones y 

fracciones de cada una de las poblaciones de NEs presentes en los sistemas de 

estudio.  

En el capítulo 3, utilizando espectroscopía UV-Vis, se describió un nuevo 

enfoque plasmónico para estudiar la cinética de unión de las interacciones proteína-

ligando en presencia de Ag NPs siguiendo el proceso de dimerización de Ag NPs. 

Para ilustrar y probar el método se estudió como modelo la cinética de interacción del 

par Biot-STV. A partir de los espectros experimentales de extinción, sus respectivas 

simulaciones electrodinámicas y en conjunto con un modelo matemático adecuado, 

se determinó la evolución en el tiempo de la concentración de dímeros [𝐷]. Luego, 
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utilizando la [𝐷], un software cinético y postulando un apropiado mecanismo de 

reacción, se dilucidaron las constantes de velocidad de reacción para los diferentes 

pasos que involucran interacciones de proteínas o NP-proteína. Los datos cinéticos 

demostraron ser consistentes con un mecanismo de reacción complejo en el que solo 

las Ag NPs unidas al IgG-Biot ubicado en un sitio de STV específico son capaces de 

formar dímeros. La relevancia de este nuevo enfoque plasmónico es que podría ser 

una metodología muy versátil, simple y directa para estudiar las interacciones de 

proteínas por medios ópticos. Además, el presente procedimiento puede modificarse 

adecuadamente para estudiar muchas interacciones antígeno-anticuerpo relevantes, 

que son de suma importancia para fomentar la comprensión actual de muchos 

procesos en biología celular, para mejorar los métodos de prueba de descubrimiento 

de fármacos y sensores de biodetección de afinidad para el monitoreo y diagnóstico 

de enfermedades con aplicación en investigación y a nivel industrial. 

En el capítulo 4 se extendió la aplicación de un método analítico desarrollado 

previamente por nuestro grupo de trabajo, ultrasensible y libre de enzimas para la 

detección de antígenos denominado Intensity Depletion Immunolinked Assay (IDILA). 

En este capítulo se demostró que la metodología se puede aplicar utilizando 

diferentes diámetros de Ag NPs (58 y 78 nm). Además, los experimentos realizados 

permitieron detectar gliadina, un antígeno de suma importancia en la enfermedad 

celíaca. Los resultados obtenidos fueron comprados con ELISA, la técnica estándar 

homologada por el Código Alimentario Argentino para tal propósito. Se demostró que 

el ensayo IDILA es al alrededor de 1000 o 10000 veces más sensible que ELISA, 

teniendo también límites de detección más bajos dependiendo de las condiciones 

experimentales (fracción de dímeros y tamaño de Ag NPs). Utilizando las condiciones 

adecuadas, el ensayo IDILA fue capaz de detectar concentraciones picomolares del 

antígeno, además de ser robusto, fiable, económico, rápido (alrededor de 2 horas) y 

de fácil implementación utilizando el equipo estándar y los reactivos biomoleculares 

empleados para el ELISA. 

En el capítulo 5, se presentó una nueva figura de mérito denominada Factor 

de Incremento de la Concentración Activa (ACEF). La figura de mérito ACEF solo 
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tiene en cuenta la concentración activa de moléculas de DA alojadas en el “hot spot 

de los agregados de Au NPs. Con el valor de concentración “activa” de DA se 

determinó experimentalmente el valor de ACEF y se comparó con los valores 

proporcionados por AEF.  Esta comparación demostró que los valores de AEF 

dependen en gran medida de la concentración analítica de DA, mientras que, los 

valores de ACEF son prácticamente independientes a esta. Este resultado se 

respaldó mediante el acuerdo con simulaciones electrodinámicas de campo cercano. 

En el capítulo 6, se realizó la detección directa e indirecta, mediante 

espectroscopia SERS, de cantidades picomolares de los anticuerpos biotinilados 

Gliadina IgG y Ara h1 IgG de gran interés en la ciencia de los alimentos. Como método 

directo se detectaron los modos Raman características de los IgG-Biot. Como método 

indirecto, debido a cambios de los valores de ACEF del modo Raman de la Biot antes 

y después de agregar los IgG-Biot, los cuales se unen a la molécula de STV ubicada 

en el gap de los dímeros de Au NRs. Además, los resultados experimentales 

respaldados mediante simulaciones electrodinámicas destacan la importancia de 

tener en cuenta no solo el gradiente de incremento de campo cercano dentro del “hot 

spot” de los Au NRs, sino también, el volumen ocupado y localización de las 

biomoléculas estudiadas. La presente estrategia de bioconjugación basada en la 

interacción Biot/STV combinada con las propiedades ópticas de campo cercano de 

dímeros de Au NRs demostró ser una metodología simple y directa para estudiar, en 

el mismo ensayo, muchas biomoléculas relevantes de manera directa o indirecta por 

espectroscopía SERS. 

Finalmente, en el capítulo 7, se describe un método de dos pasos para la 

preparación de NHs de Fe3O4-Au NPs en medio acuoso. El material obtenido 

presentó una morfología de núcleo-satélite compuesto principalmente por un núcleo 

de Fe3O4 de 60 nm decorado por Au NPs de 15 nm. Mediante experimentos de 

fotocatálisis se determinó que las NHs sintetizadas exhiben capacidades mejoradas 

con respecto a las NPs de Fe3O4 puras para la fotodegradación del azul de metileno, 

un antiséptico utilizado ampliamente en la ganadería y acuicultura. Mediante 

simulaciones electrodinámicas se logró una mayor comprensión de las propiedades 
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fotocatalíticas mejoradas de las NHs de Fe3O4-Au. Los resultados mostraron que la 

excitación de las LSPR del componente Au en la NH conducen a una mayor absorción 

de luz en el núcleo de Fe3O4, lo que finalmente repercute en las propiedades 

fotocatalíticas mejoradas de la NH. Los resultados presentados en este capítulo 

contribuyen a entender con mayor profundidad las propiedades fotoactivas mejoradas 

de NH y constituyen un punto de partida para al desarrollo de nuevos materiales que 

permitan la fotodegradación de otros colorantes para reducir impactos ambientales. 

 

 

 

 


