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Resumen 

La mejora superficial de la señal Raman (SERS) es una técnica de detección de alto 

alcance, no destructiva y de alta diferenciación, lo que la ha vuelto de gran utilidad 

para la detección de analitos de interés médico. Es por ello por lo que surge la 

necesidad de desarrollar sustratos uniformes, con alta densidad de ‘hotspots’, 

reproducibles y con ultra-alta sensibilidad, a través de metodologías de síntesis que 

sigan los principios de la química verde. En este trabajo se realizó la síntesis de 

diversos aerogeles plasmónicos de nanocristales de celulosa (CNC) como matrices 

autoportantes biodegradables para la detección de proteínas de interés 

encaminadas al diagnóstico temprano de enfermedades en fluidos de manera no 

invasiva. Además, se establecieron las condiciones ideales para las mediciones de 

SERS, para lo cual se realizaron dos tipos de síntesis de nanopartículas de oro, 

dado que presentan una propiedad óptica que deriva en la mejora local del campo 

electromagnético, en un solvente eutéctico profundo de cloruro de colina y urea 

(DES U:ChCl): utilizando polivinilpirrolidona (PVP) como agente estabilizante en una 

síntesis vía química húmeda con ácido L-ascórbico como agente reductor; y una 

segunda reducción in situ a altas temperaturas. Las nanoestructuras resultantes 

poseen una morfología cuasi esférica con tamaños en el rango de los 18-25 nm, y 

morfologías geométricas con bordes definidos con una gran dispersión de tamaños 

(50-109 nm), respectivamente. Además, estas nanoestructuras fueron embebidas 

en matrices de celulosa funcionalizada con grupos carboxilo y amida, para la 

formación de matrices compuestas autoportantes como sustratos SERS para la 

detección específica de suero albúmina bovina (BSA).  

Abstract 

Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS) is a long-range detection technique, 

non-destructive and with high differentiation, which has made it of great interest for 

the detection of analytes of medical interest. This leads to the need of developing 

uniform substrates, with high density of hotspots, reproducible and with ultra-high 

sensibility, though synthesis methodologies that follow the principles of green 

chemistry. In this work, diverse plasmonic aerogels made of cellulose nanocrystals 
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(CNC) were synthesized as self-standing, biodegradable matrixes for the detection 

of proteins of interest in early diagnose through non-invasive methodologies. 

Moreover, ideal conditions for SERS measurements were stablished, for this two 

gold nanoparticles, as they show an optical property that derives in local 

enhancement of the electromagnetic field, synthesis methodologies in a deep 

eutectic solvent of choline chloride and urea (DES U:ChCl) were followed: using 

polyvinylpyrrolidone (PVP) as a capping and stabilizing agent in a wet chemistry 

synthesis with L-ascorbic acid as a reducing agent; and a second in situ reduction 

at high temperatures. Obtained nanostructures showed quasi-spherical 

morphologies with sizes ranging from 18-25 nm, and sharp-edged geometric 

morphologies with high size distribution, respectively. Furthermore, these 

nanostructures were embedded in cellulose matrixes functionalized with carboxylic 

and amide groups, to form self-standing composite matrixes as SERS substrates for 

the specific detection of bovine serum albumin (BSA).   
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Introducción 

Las plataformas para la detección de analitos de interés biológico con sensibilidad 

mejorada, simples, y de rápida respuesta se han posicionado en los últimos años 

como herramientas indispensables para avanzar en la detección de enfermedades 

de manera temprana y el monitoreo eficaz de respuestas a tratamientos. Así, estas 

tecnologías buscan mejorar la expectativa de vida y reducir la mortalidad a la vez 

que facilitan el análisis con protocolos no invasivos [1], [2]. En este sentido, la 

identificación de proteínas, biopolímeros de alto peso molecular y que son 

responsables de un amplio rango de funciones biológicas, pueden brindar 

información crucial para los fines descritos debido a que la concentración de 

proteínas específicas, por ejemplo, en suero, líquido intersticial, orina y otros fluidos 

biológicos, se asocia a la presencia de diversas enfermedades [3]. Por lo que una 

detección de proteínas específicas en bajas concentraciones y en muestras 

complejas es de gran interés para la detección temprana de enfermedades [1]. Este 

es un gran reto, tanto científico como tecnológico, que se ha abordado desde 

diferentes perspectivas y disciplinas. 

Entre las técnicas de detección de proteínas, el SERS (Surface-Enhanced Raman 

Scattering) es reconocida como una técnica analítica robusta para obtener y analizar 

el espectro característico de proteínas, entre otras biomoléculas y analitos de interés 

toxicológico y biomédico [4]. Esta técnica, al igual que la espectroscopía Raman, se 

basa en la dispersión inelástica de la luz al interactuar con la molécula de interés, 

donde la señal resultante es más intensa por un factor de hasta 1011 veces cuando 

el analito se encuentra cerca de sitios con alta concentración de nanopartículas 

metálicas (‘hotspots’) [5], [6]. Esto se debe a uno de los factores que influyen en 

este fenómeno, que es una mejora de la señal electromagnética (EM), junto con una 

mejora química (CE) [4], [7]. La técnica de SERS permite una alta selectividad y una 

capacidad de detección de hasta moléculas individuales, haciendo uso de 

nanopartículas metálicas para amplificar el campo electromagnético incidente de 

forma significativa [2], [8]. 
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Las nanopartículas son estructuras cuyo tamaño en al menos una dirección se 

encuentra por debajo de los 100 nm; estas presentan propiedades físicas, químicas 

y estructurales únicas y diferentes al material en bulto, resultado de su alta relación 

volumen-superficie [9]. En particular, las nanopartículas metálicas presentan un 

fenómeno óptico conocido como plasmón de resonancia superficial (LSPR, por sus 

siglas en inglés). En este fenómeno, la frecuencia de la oscilación colectiva de los 

electrones superficiales de las nanopartículas es igual a la de la luz incidente, 

generando una resonancia [10], [11]. El plasmón de resonancia superficial depende 

del tamaño, la morfología y el medio circundante a las partículas y un resultado de 

ello es la coloración característica de las nanoestructuras metálicas cuando se 

encuentran en forma coloidal [9], [12]. Además de la coloración, el plasmón genera 

una acumulación de electrones libres en la superficie de las nanopartículas, 

aumentando considerablemente su densidad de carga superficial, que resulta en 

una amplificación significativa del campo electromagnético en la vecindad de las 

nanopartículas, teniendo como consecuencia la mejora de la señal en 

espectroscopía Raman (SERS) [6], [7], [13]. 

Uno de los grandes retos para la detección de analitos por SERS es el diseño de 

plataformas y sustratos altamente reproducibles, con gran área superficial 

específica para adsorber un mayor número de moléculas, así como maximizar la 

densidad de la distribución de ‘hotspots’ [2], [14]. Los mejores sustratos son aquellos 

basados en nanopartículas metálicas coloidales, debido a la mejora significativa de 

la señal en zonas cercanas a las nanopartículas, resultado de la interacción eficiente 

y homogénea del analito con las partículas. Sin embargo, la inestabilidad coloidal 

que deriva en aglomeración de las nanopartículas ocasiona a su vez una 

distribución no uniforme, y dificulta la reproducibilidad [6], [15]. 

En este sentido, la celulosa nanocristalina (CNC) ha sido utilizada como matriz para 

las nanopartículas de oro en el diseño de sustratos SERS debido a su alta área 

superficial, propiedades superficiales modificables, cristalinidad y biocompatibilidad 

[16], [17].  Este biopolímero en forma nanocristalina típicamente presenta un tamaño 

entre 150-200 nm de largo y 5 nm de ancho, formando coloides en suspensión 
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acuosa, lo que le permite interaccionar con nanopartículas de origen diverso, entre 

ellas nanopartículas metálicas [18]. Asimismo, la CNC es capaz de inmovilizar una 

mayor concentración de nanoestructuras y mejorar la homogeneidad del sustrato 

en comparación con otros polímeros [19]. Además, la presencia de grupos hidroxilo 

en su superficie, favorecen la reducción de sales metálicas precursoras in situ para 

la síntesis de nanopartículas metálicas y su posterior inmovilización [16], [20]. 

Por otro lado, la CNC posee una química superficial modificable, lo cual permite la 

funcionalización de su superficie con grupos carboxilo (-COOH), entre varios otros, 

que favorece la formación de enlaces de hidrógeno entre los cristales de celulosa, 

resultando en un aerogel autoportante [8], [21]. Una ruta sustentable para la 

modificación superficial de la CNC se ha realizado por medio de solventes 

eutécticos profundos (DESs, por sus siglas en inglés), como una alternativa al uso 

de ácidos fuertes o sustancias altamente oxidantes y tóxicas como el 2,2,6,6-

tetrametil-1-(2-hidroxi-1-feniletoxi)-piperidina (TEMPO) [21]. 

Los DESs son una nueva clase de disolventes líquidos a temperaturas cercanas al 

ambiente, con propiedades similares a los líquidos iónicos, conformados por 

mezclas que resultan de la interacción entre aceptores de enlaces de hidrógeno y 

donadores de hidrógeno (HBA y HBD, por sus siglas en inglés, respectivamente) 

[22], [23]. Los DESs tipo III, específicamente, están formados por sales cuaternarias 

de amonio como HBA y diversos HBD, entre los que se encuentran alcoholes, 

ácidos carboxílicos, amidas, azúcares, etc. Los DESs pueden ser disolventes 

biodegradables, son económicos y proveen un medio de solvatación único que 

además presentan baja volatilidad, alta viscosidad y, estabilidad química y térmica 

[24], [25]. En ese sentido, los DESs también se ha utilizado para la síntesis de 

nanoestructuras de oro a través de la reducción de sales de oro con ácido L-

ascórbico en condiciones no acuosas [26], [27]. 

La conjunción de estructuras de CNC, como los aerogeles, y las fascinantes 

propiedades de las nanoestructuras de oro plasmónicas son por tanto una estrategia 

sustentable como plataforma para el desarrollo de dispositivos SERS. Así, los 

aerogeles plasmónicos de CNC altamente porosos representan una nueva clase de 
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matrices 3D como sustratos SERS [8]. Debido a su naturaleza hidrofílica y alta área 

superficial, el número de ‘hotspots’ disponibles en aerogeles plasmónicos se ve 

aumentado de forma significativa, lo que no requiere utilizar un láser altamente 

enfocado y permite aprovechar la luz dispersada [8], [14]. Esto se traduce en 

materiales promisorios para el desarrollo de plataformas plasmónicas y el desarrollo 

de tecnologías dirigidas al monitoreo no invasivo de analitos de interés biológico. 

1. Antecedentes 

1.1 Nanopartículas de oro 

Las nanopartículas de oro, y otros metales, fueron definidos como coloides en 1851 

por Michael Faraday, quien los estudió por su capacidad de formar soluciones y 

películas delgadas, que podían ser estudiadas debido a que los tamaños de las 

nanopartículas son del mismo orden de magnitud que la luz visible [12], [28]. Estas 

nanopartículas han adquirido gran interés en años recientes debido a su amplia 

variedad de aplicaciones en la biomedicina [29], catálisis [30], como sensores [31], 

en la detección de analitos [32], [33], entre otros [9], [34]. Esto es resultado de sus 

inusuales propiedades ópticas, electroquímica de superficie dependiente del 

tamaño, y alta estabilidad química [35].  

Existen dos ramas generales en las que se pueden agrupar las metodologías para 

la síntesis de nanopartículas: ‘bottom-up’ y ‘top-down’. En la ‘top-down’ se parte del 

material ‘en bulto’ y se va reduciendo el material por ablación hasta llegar al tamaño 

deseado, en esta rama se encuentran técnicas como la nanolitografía [12], [36]. Por 

otro lado, en las metodologías bottom-up se parte de precursores metálicos cuyos 

iones se reducen a átomos cero-valentes y después se agregan de forma controlada 

para formar nanopartículas. Dentro de estas metodologías, aquellas por reducción 

química son las más utilizadas. Estas metodologías generalmente se dividen en 

cuatro etapas: nucleación, crecimiento, maduración y estabilización [9], [36].  

Para el caso específico de nanopartículas de oro, durante la primera etapa se 

reducen los iones Au3+ a Au1+ y posteriormente a Au0 con ayuda de un agente 

reductor. Posteriormente, los centros de nucleación, es decir, sitios altamente 
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energéticos, actúan como semillas para el crecimiento de las nanopartículas. A 

estos agregados de iones metálicos se les conoce como ‘clusters’ [37]. En la 

siguiente etapa, conocida como crecimiento, los iones libres de oro en el medio 

empiezan a agregarse y reducirse en la superficie de los clusters hasta que se 

terminan los iones en el medio o la partícula alcanza el equilibrio. A continuación, 

durante la maduración, el tamaño de las partículas se determina con un cambio de 

energía en el sistema. En la última etapa, el agente estabilizante rodea la 

nanopartícula para evitar que se continúen adsorbiendo iones en su superficie o 

coalesca con otras partículas [36], [38]. 

El método de síntesis, así como el medio utilizado influyen fuertemente en las 

propiedades ópticas de las nanopartículas de oro. Esto se debe a que estas 

propiedades son resultado del plasmón localizado de resonancia superficial. 

1.1.1 Plasmón localizado de resonancia superficial (LSPR) 

Es un fenómeno que se presenta en el rango nanométrico y que resulta de la 

oscilación colectiva de los electrones confinados en la superficie de la nanopartícula 

al interactuar con un haz electromagnético [11], [39]. Esta oscilación (Figura 1) 

puede suceder en la misma frecuencia que la luz incidente, resultando en una 

resonancia. A este fenómeno se le conoce como resonancia del plasmón de 

superficie localizado (LSPR, por sus siglas en inglés) que genera fuertes espectros 

de absorción y picos de dispersión en el rango visible e infrarrojo cercano y que 

depende del tamaño, morfología y medio circundante de las nanopartículas [10], 

[29]. 
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Figura 1. Representación esquemática del principio del plasmón localizado de resonancia 
superficial. Obtenido de Willets, et al. [39] 

Se atribuye a las oscilaciones de los dipolos formados por electrones libres en la 

banda de conducción, que ocupan niveles de energía justo por debajo del nivel de 

Fermi. La intensidad del plasmón disminuye conforme disminuye el tamaño del 

coloide, mientras que de forma simultánea ocurre un ensanchamiento de la banda, 

asimismo, cuando el índice de refracción del medio aumenta se observa un 

corrimiento hacia el rojo [11], [12]. 

A la mejora de la señal electromagnética generada en el área circundante de las 

nanopartículas se le puede atribuir otros fenómenos como lo es la dispersión Raman 

mejorada (SERS, por sus siglas en inglés). La interacción entre la onda 

electromagnética incidente y una superficie metálica curvada son las responsables 

de amplificar el campo electromagnético a lo largo de la superficie de las 

nanopartículas, dando lugar a mejoras locales de la señal Raman [40], [41]. 

1.2 Dispersión Raman mejorada superficialmente (SERS) 

La espectroscopía Raman es una técnica de caracterización de tipo vibracional no 

destructiva que presenta una alta selectividad, lo que permite la existencia de un 

espectro único para cada molécula [40]. Se basa en la dispersión inelástica (Stokes 

y anti-Stokes) de un fotón al interactuar con la molécula a estudiar, la diferencia en 

la energía del fotón dispersado respecto al incidente se puede asociar con energías 

características de los modos vibracionales o rotacionales de la molécula [40], [42]. 
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Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS), en inglés, o la dispersión Raman 

mejorada en la superficie es una poderosa herramienta analítica derivada de la 

espectroscopía Raman que extiende las posibilidades de la espectroscopía 

vibracional debido a que provee un complejo patrón espectral que contiene todas 

las características composicionales y estructurales del analito [3], [43]. Además de 

que permite una mejora de factores hasta 1011 e incluso detección de moléculas 

individuales (SM) en zonas de alta densidad electrónica [41], [44]. Estas zonas de 

alta densidad electrónica se conocen como ‘hotspots’. La presencia de hotspots 

permite detectar con mayor sensibilidad el analito de interés, y se encuentran 

generalmente en los espacios entre las nanopartículas, uniones, o en zonas 

angulares de las nanoestructuras [7], [14], [41]. 

Existen dos mecanismos principales que dan lugar al efecto SERS: el factor químico 

(CE) de corto rango asociado principalmente con la estructura y transferencias de 

carga entre la molécula objetivo y el sustrato; y el factor electromagnético (EM) de 

largo alcance que se atribuye a la mejora de la señal como resultado de la 

resonancia de las vibraciones electrónicas deslocalizadas que suceden en la 

superficie y el área circundante a las nanopartículas [6], [7], [14]. El mecanismo de 

mejora electromagnética es un efecto físico, en el cual los electrones libres de la 

nanopartícula se acumulan en su superficie, aumentando drásticamente la densidad 

de carga, como se mencionó en la sección anterior, además de que depende del 

tamaño y la forma de la superficie metálica [7], [13]. 

Hay dos aproximaciones principales a la detección de analitos mediante SERS: 

intrínseca y extrínseca. En la primera el analito a estudiar se deposita directamente 

sobre un sustrato activo, mientras que en la segunda se utilizan marcadores 

secundarios, así como una segunda capa de dieléctricos, para “atrapar” a las 

moléculas de interés en la vecindad de las nanopartículas [3], [43]. La configuración 

más común es el arreglo de nanopartículas en sustratos planos (2D) donde el analito 

es depositado en solución. 

Debido al gran alcance que presenta SERS, la facilidad y selectividad de la técnica, 

actualmente existe un interés en desarrollar sustratos que sean más eficientes, 
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uniformes y con alta densidad de ‘hotspots’, entre otros, mediante configuraciones 

tridimensionales (3D) como en los aerogeles. 

1.3 Sustratos SERS 

La tecnología clave para un sustrato SERS con ultra-alta sensibilidad reside en 

aumentar el área superficial específica con el objetivo de adsorber una mayor 

cantidad de moléculas de analito, así como aumentar la densidad de distribución de 

‘hotspots’ [8], [14]. Sin embargo, esto es complicado debido a la dificultad que 

representa el diseño de sustratos robustos, cubiertos con nanopartículas metálicas 

con la morfología adecuada para proporcionar la mejora máxima. Entre los 

requerimientos importantes para un sustrato SERS ideal se encuentran una 

respuesta reproducible y uniforme, estabilidad, presencia de una alta mejora y que 

sea de simple fabricación [43]. No obstante, la aglomeración y precipitación de 

soluciones coloidales de nanopartículas dificulta utilizarlas como sustratos SERS 

independientes, pues deriva en ‘hotspots’ distribuidos de forma aleatoria [45]. 

Por otro lado, existen diversos tipos de arreglos de los sustratos SERS, como lo son 

1D en forma de alambres o barras, arreglos planos 2D, que son los más utilizados, 

y los sustratos porosos 3D. La ventaja de un sustrato 3D autoportante es que se 

utiliza más eficientemente el haz electromagnético, pues se puede aprovechar la luz 

dispersada [14], [46]. 

Por lo antes expuesto se hace necesario explorar materiales para utilizar en 

conjunto con las nanopartículas metálicas como sustratos SERS que faciliten estas 

características. Tomando en cuenta los criterios ASSURED (por su acrónimo en 

inglés: affordable, sensitive, specific, user-friendly, rapid, equipment-free, delivered) 

propuestos por la Organización Mundial de la Salud, estos sustratos deben, 

además, ser sostenibles, reproducibles y de bajo costo. De esta forma, entre estos 

materiales candidatos se encuentran biopolímeros como lo es la celulosa 

nanocristalina [40], [47], [48]. 
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1.3.1 Celulosa nanocristalina (CNC) 

La celulosa es el biopolímero más abundante en el planeta, es biodegradable y con 

gran cantidad de grupos activos hidroxilos, lo que la ha vuelto tema de gran interés 

para distintas aplicaciones por su flexibilidad y facilidad para funcionalizar o 

modificar su superficie [14], [19]. Además, presenta una señal SERS débil, lo que 

hace que no ocasione interferencia ni señales de fondo durante las mediciones [47]. 

La celulosa extraída de plantas posee regiones cristalinas y regiones amorfas. Los 

dominios cristalinos pueden ser extraídos mediante una deconstrucción de las fibras 

de celulosa mediante tratamientos mecánicos o químicos o una combinación de 

ambos para obtener celulosa nanocristalina (CNC) [49], [50]. Los cristales de 

nanocelulosa poseen propiedades únicas como lo son una alta área superficial 

específica, flexibilidad, resistencia, cristalinidad y alta relación de aspecto, con un 

diámetro entre 5-10 nm y una longitud de 50-500 nm [14], [20], [47], [50]. 

Entre las ventajas que ofrece la CNC como sustrato SERS se encuentra que estos 

cristales pueden formar enlaces de hidrógeno entre ellos, debido a la presencia de 

grupos hidroxilo en su superficie, permitiendo la formación de una matriz 

autoportante 3D [14], [50].  

Este material ha sido ampliamente utilizado para la preparación de sustratos SERS, 

como matrices 1D y 2D a los cuales se les añaden nanopartículas plasmónicas, 

también se han realizado reducciones in situ de nanopartículas utilizando los grupos 

funcionales presentes en la nanocelulosa como agente reductor y estabilizante [14], 

[49]. La mayoría de estos sustratos se basan en la funcionalización superficial del 

biopolímero, predominantemente a través de los grupos hidroxilos pendientes [47].  

1.3.1.1 Funcionalización de celulosa nanocristalina 

La funcionalización de CNC se lleva a cabo de muchas maneras, entre las más 

comunes se encuentran la hidrolisis ácida y la oxidación con TEMPO, las cuales 

son metodologías agresivas, contaminantes o de alto costo [17], [46]. Una de las 

alternativas más recientes al uso de estas técnicas es el uso de DESs, que son 

disolventes con alta concentración de cargas con propiedades similares a los 

líquidos iónicos [51].   
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En un trabajo similar Sirviö, et al. [21] propusieron una nueva metodología para la 

funcionalización superficial de nanocristales de celulosa con grupos carboxilo (-

COOH) utilizando un disolvente eutéctico profundo (DES) compuesto de cloruro de 

colina y ácido oxálico (relación 1:1 molar). Los resultados obtenidos en su trabajo 

demuestran que es posible utilizar alternativas menos tóxicas y contaminantes para 

la producción de CNC funcionalizada en medios no acuosos. 

1.5 Disolventes eutécticos profundos (DESs) 

Los disolventes eutécticos profundos (DESs) son un tipo de solventes verdes, que 

pueden ser biodegradables, son de bajo costo, no tóxicos, estables (térmica y 

químicamente), con alta escalabilidad, y con propiedades similares a los líquidos 

iónicos [22], [24]. Surgieron en 2003 cuando Abbot, et al. [25] propusieron una nueva 

categoría de líquidos con un alto contenido de iones al mezclar sales cuaternarias 

de amonio con moléculas neutras que resultaron en fluidos con propiedades de 

solvatación únicas que contienen una variedad de especies aniónicas y catiónicas. 

En un panorama más amplio, el término DESs se refiere a líquidos cercanos a la 

composición eutéctica de las mezclas [24], como se muestra en la Figura 2. 

 

Figura 2. Representación esquemática de un punto eutéctico en un sistema con dos componentes. 
Obtenido de Smith, et al. [24]. 
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Estos solventes son mezclas de dos o más compuestos que al combinarse resultan 

en líquidos a temperatura ambiente y su temperatura de fusión es 

considerablemente más baja que la de sus componentes individuales, como 

resultado de la interacción entre sus componentes, principalmente mediante la 

formación de enlaces de hidrógeno entre ellos [23]. Los compuestos necesarios 

para la formación de estos solventes suelen ser una sal cuaternaria de amonio 

(aceptor de hidrógeno, HBA), siendo el más utilizado cloruro de colina en los DESs 

tipo III, y un donador de hidrógeno (HBD), como urea, glicerol ó ácido oxálico (Figura 

3) [25], [51]. La deslocalización de carga que ocurre a través de la formación de los 

enlaces de hidrógeno entre los compuestos del DES, es la que propicia la 

disminución en los puntos de fusión de la mezcla en comparación con sus 

componentes [24]. 
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Figura 3. Aceptores y donadores de hidrógeno comúnmente utilizados para la formación de 
disolventes eutécticos profundos. Obtenido de El Achkar, et al. [52]. 

Los DESs pueden ser descritos por la fórmula general (1) mostrada a continuación: 

Cat+X-zY (1) 

Dónde Cat+ es, por definición, cualquier catión de amonio, fosfonio o sulfonio, los 

complejos aniónicos son formados por X-, que es una base de Lewis, comúnmente 

un anión halógeno, y Y un ácido de Brønsted o Lewis, mientras que z hace referencia 

a la cantidad de moléculas de Y que interactúan con el anión. Además, es posible 

clasificarlos dependiendo de la naturaleza del agente complejante utilizado, siendo 

los del tipo III aquellos formados usando, generalmente, cloruro de colina y 
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donadores de hidrógeno (amidas, alcoholes y ácidos carboxílicos), son de particular 

interés debido a su habilidad para solvatar una gran variedad de metales de 

transición, como cloruros y óxidos [24], [52].   

En este contexto, los disolventes eutécticos profundos (DESs), han demostrado ser 

medios de alta versatilidad para la síntesis de diversos nanomateriales, así como 

medios para la modificación superficial de la celulosa [21], [27], [51]. Debido a sus 

propiedades favorables en la síntesis y procesamiento de nanomateriales, como lo 

son su baja tensión superficial, que promueve altas velocidades de nucleación, 

además de que pueden actuar como agentes estabilizantes, direccionales y 

reductores en la síntesis de diversas nanoestructuras [53], [54]. Esto, en conjunto 

con el ambiente de solvatación único que provee, ha hecho que se utilicen para la 

síntesis y fabricación de diversas nanoestructuras. Por ejemplo, Singh et al. [26] 

utilizaron un DES de cloruro de colina y urea (relación 1:2 molar) para el 

autoensamblaje de nanoesferas de oro mediante deposición por pulverización 

catódica sin utilizar un agente estabilizador. Asimismo, Adhikari et al. [55] 

demostraron la escalabilidad de los DES para la producción de nanopartículas 

coloidales de oro y plata, utilizando tres DES a base de nitrato de trimetil amonio 

como HBA y trietilenglicol, etilenglicol y glicerol como sus contrapartes HBD. Sus 

resultados muestran nanopartículas de oro entre 7 – 15 nm y de plata entre 8 – 10 

nm. 

En el trabajo pionero de 2008, Sun et al. [56] sintetizaron nanoestructuras de oro 

anisotrópicas con morfología de estrellas en un DES de urea y cloruro de colina (U-

ChCl) a temperatura ambiente utilizando ácido L-ascórbico como agente reductor. 

Además, demostraron que al añadir distintos volúmenes de agua al DES se podían 

obtener estructuras tipo copo de nieve y piñatas (en el rando de 0.5 – 1% en peso). 

En ese contexto, Kumar-Krishnan et al. [57] sintetizaron nanoestructuras de oro 

controlando su morfología mediante cambios en la temperatura de reacción en un 

DES U-ChCl utilizando ácido L-ascórbico como reductor. Sus resultados muestran 

la transición de estructuras tipo flores a estructuras tipo erizo y finalmente estrellas 

conforme se aumenta la temperatura de la reacción de 30 a 120°C. 
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Como se ha descrito, los DES proveen un amplio rango de condiciones sintéticas 

que son posibles debido a que no hay evaporación de agua, lo que permite 

sintetizar, o acelerar la formación de, nanoestructuras de oro a través de la 

reducción de precursores metálicos con ácido L-ascórbico, e incluso obtener una 

gran variedad de morfologías debido al efecto de molde suave (soft-template) de los 

componentes del DES, lo que permite un amplio abanico de aplicaciones. 

1.4 Aerogeles plasmónicos de celulosa como sustratos SERS 

Los aerogeles son materiales que han ido posicionándose dentro de la investigación 

básica, así como en sus aplicaciones, debido a su estructura porosa no periódica 

única, así como propiedades entre las que destacan una baja densidad y 

conductividad térmica, alta área superficial y porosidad [50], [58].  

Estas estructuras se caracterizan por tener más de 95% de aire y son de interés 

como un medio novedoso como soporte de nanomateriales plasmónicos. Dispersar 

estos nanomateriales en un aerogel permite la formación de sistemas 3D con bajo 

índice de refracción y fuertes interacciones ópticas entre las nanopartículas y el 

ambiente [46]. Debido a su alta área superficial, los aerogeles son una plataforma 

ideal para el diseño de materiales 3D ópticamente activos [59]. 

Con el propósito de reducir la dispersión que sufre un haz electromagnético en el 

aerogel, se han explorado aerogeles de celulosa como matriz para la construcción 

de nanoestructuras plasmónicas. En ese sentido, Cai et al. [60] prepararon 

aerogeles de celulosa con nanopartículas de oro utilizando una reducción 

hidrotermal, aprovechando los grupos hidroxilo de la celulosa y procesando el 

sistema para secarlo con CO2 supercrítico. Observaron que es posible preservar la 

matriz de celulosa, tener una buena distribución de partículas y evitar su 

aglomeración. Asimismo, Keshipour et al. [61] obtuvieron un aerogel de celulosa 

mediante la reducción de un precursor de oro con borohidruro de sodio sobre un 

aerogel de celulosa. Utilizando nanoestructuras de celulosa, Liu et al. [46] 

prepararon nanofibras de celulosa (CNF) mediante la reducción con TEMPO de 

pulpa de madera, obteniendo un coloide acuoso de CNF que posteriormente se 

mezcló con una solución de nanobarras de oro funcionalizadas con grupos tioles. 
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Después de liofilizar, proceso que involucra un congelamiento del material seguido 

de sublimación del agua sólida a bajas presiones y temperaturas, se obtuvieron los 

aerogeles de celulosa.  

En este contexto, Surendra-Panikar et al. [8] realizaron una síntesis en un paso de 

un aerogel de celulosa mediante la reducción de ácido tetracloroáurico en presencia 

de nanocristales de celulosa con ácido L-ascórbico en un DES U-ChCl. Sus 

resultados muestran el crecimiento de estructuras anisotrópicas de oro sobre los 

cristales de celulosa y la funcionalización de ésta de forma simultánea (con grupos 

catiónicos que tienen su origen en el catión colina), permitiendo obtener un sustrato 

SERS 3D colapsable tras la adición del analito en solución acuosa. Los resultados 

obtenidos muestran respuestas SERS con una desviación estándar en los 

resultados excepcionalmente reducida debido a la alta concentración de ‘hotspots’ 

de la matriz (aproximadamente 3.4% con la molécula de prueba 4-aminotiofenol). 

Esto permitió la detección de pesticidas en extractos de agua y muestras en 

matrices reales. En muestras reales preparadas con tejido de pescado enriquecido 

con un colorante (azul de metileno), esta plataforma SERS 3D permitió la detección 

del colorante, pero no así el de proteínas contenidas naturalmente en la muestra. 

Estos resultados demuestran un área de oportunidad para aprovechar la alta 

hidrofilicidad de los aerogeles plasmónicos para adsorber rápidamente muestras 

acuosas e inmovilizar analitos de interés, como lo son proteínas en fluidos 

biológicos. 

2. Justificación 

El diagnóstico temprano de enfermedades puede reducir significativamente la 

mortalidad y el sufrimiento humano. Por otro lado, las proteínas son responsables 

de un amplio rango de funciones biológicas como lo son: estructurales, metabólicas 

e inmunológicas, entre otras. Es por esto que existe un interés en identificar y 

cuantificar proteínas en bajas concentraciones y en muestras complejas de fluidos 

biológicos, como lo es plasma, sudor, líquido intersticial y otros fluidos biológicos de 

manera no invasiva. Aunado a ello surgen los criterios ASSURED, el cual es un 

acrónimo en inglés para un diagnóstico: costeable, sensible, específico, amigable 
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con el usuario, rápido, libre de equipo y entregable, que son los criterios que deben 

cumplir las pruebas de diagnóstico en el contexto global actual.  

Entre las técnicas para la detección de proteínas en muestras complejas, la mejora 

superficial de la dispersión Raman (SERS) es una de las más prometedoras debido 

a la gran cantidad de información vibracional y rotacional de la molécula (analito) 

que proporciona. Además, permite un amplio rango de detección, alta sensibilidad, 

no destructiva y no requiere preparación previa de la muestra, lo cual lo vuelve una 

técnica ideal para la detección de analitos en muestras complejas e incluso hasta 

moléculas individuales. El mayor reto de esta técnica es el diseño de un sustrato 

uniforme con una gran concentración de ‘hotspots’ que inmovilice el analito de 

manera efectiva. 

Por lo que en este trabajo se desarrolló un aerogel de celulosa con nanopartículas 

de oro autoportante y colapsable, que permitió la retención del analito en zonas con 

alta densidad de nanopartículas dentro de la matriz 3D de nanocelulosa al colapsar.  

3. Objetivo 

3.1 General 

Desarrollar un aerogel de celulosa nanocristalina con nanopartículas de oro 

estabilizadas con PVP como sustrato para la detección de suero albúmina bovina 

(BSA) mediante SERS. 

3.2 Particulares 

a) Controlar la distribución de tamaños y morfologías de nanopartículas de oro 

sintetizadas en un medio no acuoso (DES U-ChCl) utilizando PVP como 

agente estabilizante. 

b) Utilizar las nanopartículas de oro estabilizadas con PVP en la formación de 

un aerogel de celulosa nanocristalina (funcionalizada con grupos carboxilos 

mediante un DES Ac.Ox-ChCl) colapsable. 

c) Caracterizar los aerogeles plasmónicos mediante espectroscopía de 

absorción UV-visible, microscopía electrónica de barrido (SEM) y transmisión 

(TEM), espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), 
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difracción de rayos X, microscopía de fuerza atómica (AFM) y espectroscopía 

Raman. 

d) Realizar una evaluación cuantitativa de la capacidad del aerogel como 

sustrato SERS en la detección una proteína modelo (suero albúmina bovina) 

mediante esta técnica. 

4. Hipótesis 

El control del tamaño y la forma de las nanopartículas de oro, así como la 

funcionalización superficial de la celulosa nanocristalina con grupos carboxilo, 

permitirán mejorar el desempeño de sustratos plasmónicos para la detección de 

proteínas mediante la técnica de SERS. 

5. Metodología 

5.1 Reactivos 

El cloruro de colina (ChCl, ~98% de pureza), la urea (~99%), el ácido oxálico 

dihidratado (Ox. Ac., ~99%), el ácido tetracloruro áurico (HAuCl4•3H2O, ~99%), el 

ácido L-ascórbico y la polivinilpirrolidona (PVP de 10, 40 y 360 kDa, ) fueron 

adquiridos de Sigma Aldrich y utilizados sin purificación previa. La celulosa 

nanocristalina fue obtenida de CelluForce® y utilizada sin purificación previa. Para 

los lavados de celulosa se utilizó alcohol etílico (~96%) y para los lavados de 

nanopartículas se utilizó agua desionizada. 
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5.2 Métodos 

 

Esquema 1. Resumen de la metodología seguida, en azul para los aerogeles con nanopartículas 
de oro estabilizadas con PVP y en naranja para los aerogeles sintetizados a altas temperaturas. 

5.2.1 Síntesis de nanopartículas de oro utilizando PVP  

La metodología seguida en este trabajo se encuentra resumida en el Esquema 1. 

Primeramente, se preparó el solvente eutéctico profundo (DES) utilizando cloruro 

de colina (ChCl) y urea (U) en una relación 1:2 molar. Una vez mezclados los 

componentes sólidos se calentaron a 70°C hasta obtener un líquido homogéneo y 

transparente. 

Para las nanopartículas de oro se partió de una solución 0.5 mM de HAuCl4 en 10 

mL del DES U:ChCl, la solución se calentó a 80°C con agitación durante 10 minutos, 

después de los cuales se añadieron 0.125 g de PVP (1 wt%). La solución se dejó 

en agitación constante vigorosa durante 40 minutos, para asegurar la disolución 

total del polímero en el medio. Una vez disuelto, se disminuyó la temperatura a 

60°C.  
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Por otra parte, se pesaron 5 mg de ácido L-ascórbico, el cual se colocó en 

calentamiento a 60°C en 10 mL de DES U:ChCl. Diez minutos después se añadió 

la solución de ácido ascórbico (2.8 mM) a la solución de oro-PVP y se dejó con 

agitación constante a 60°C durante 24 horas en oscuridad, para asegurar la 

formación de las partículas. Al finalizar el tiempo la solución presenta una coloración 

rosa intenso, indicativa de la formación de nanopartículas. 

5.2.2 Funcionalización superficial de celulosa nanocristalina 

Para funcionalizar la celulosa se preparó un solvente eutéctico profundo de cloruro 

de colina y ácido oxálico (1:1 molar). A este DES se le añadió 1% en peso de 

celulosa nanocristalina (CelluForce®) y se dejó a 60°C con agitación constante 

durante tres horas. 

Al finalizar el tiempo se retiró el DES Ox.Ac.-ChCl haciendo ocho lavados con etanol 

(96%) a 6,000 RPM durante cinco minutos. Después del último lavado, la celulosa 

funcionalizada se resuspende en etanol y se conserva en refrigeración hasta usarse. 

5.2.3 Formación del aerogel CNC@AuNPs 

Con el propósito de formar un aerogel de celulosa decorado uniformemente con 

nanopartículas de oro, extraídas del DES U-ChCl, se preparó una solución al 3% en 

peso de celulosa funcionalizada en agua desionizada. Una vez dispersa por 

completo, se dejó reposar a temperatura ambiente durante noventa minutos para 

propiciar la formación de un hidrogel viscoso. 

Simultáneamente se lavaron las nanopartículas de oro para retirar el DES U:ChCl y 

subproductos de la reacción. Brevemente, 2 mL de nanopartículas de oro se 

diluyeron en 6 mL de agua desionizada y se agitaron en un vórtex durante 

aproximadamente un minuto. Posteriormente se realizaron lavados por triplicado, 

centrifugando a 6,000 RPM durante 15 minutos, conservando el pellet de 

nanopartículas. 

Después de mantener el hidrogel de celulosa en reposo durante una hora, se añadió 

el concentrado de nanopartículas de oro resultante de los lavados y la solución se 

agitó en un vórtex durante tres segundos. Del coloide CNC-AuNPs se tomaron 
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alícuotas de 100 µL que se depositan en placas de poliestireno para cultivo celular 

de 96 pozos. Las placas se congelaron con nitrógeno líquido para liofilizarse a -40°C 

y 12 Pa durante 24 h (Labcono). 

5.2.4 Síntesis de aerogeles con nanoestructuras de oro mediada por 

temperatura 

Debido a la intensidad de las señales Raman de la PVP en las nanopartículas de 

oro, se realizó una síntesis análoga de nanoestructuras de oro utilizando un 

procedimiento basado en la metodología propuesta por Datta et al. [54]. 

Brevemente, 5 mL de una solución a 0.5 mM de HAuCl4 en un DES de cloruro de 

colina:urea se calentaron a 140°C durante 40 min con agitación constante. 

Posteriormente, se añadieron 75 mg de celulosa nanocristalina (CelluForce®) y la 

solución se dejó en agitación constante durante dos horas en oscuridad. La reacción 

se detiene añadiendo el mismo volumen de la reacción en agua desionizada y la 

solución final presenta una tonalidad rosada, indicadora de la formación de 

nanoestructuras de oro. 

Para la preparación de los aerogeles, la solución se lavó por triplicado con agua 

desionizada y se centrifugó a 5,000 RPM durante 10 minutos. Después del último 

lavado, el pellet se resuspendió en 10 mL de agua desionizada, de esta solución se 

tomaron alícuotas de 100 µL que se depositaron en placas de 96 pozos. Las placas 

se congelaron durante la noche a -20°C y se liofilizaron durante 24 h a -40°C y 12 

Pa (Labcono). 

5.3 Instrumentación 

Los sustratos fueron caracterizados mediante espectroscopía UV-Visible utilizando 

un espectrofotómetro UV-Vis ThermoFischer de 200 a 1100 nanómetros, con una 

resolución de 5 nm y utilizando un DES de ChCl:U como blanco. Las mediciones de 

espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se realizaron en un 

espectrofotómetro Spectrum Two PerkinElmer a temperatura ambiente, en un rango 

de 4000 a 600 cm-1 con una resolución espectral de 4 cm-1 y utilizando el modo de 

reflectancia total atenuada (ATR). Mientras que las mediciones de Raman se 

realizaron en un microscopio Raman Bruker Senterra con un láser de 785 nm, 
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utilizando 6 segundos de tiempo de integración, 6 acumulaciones, con una potencia 

de láser de 100 mW y un objetivo de 10X, las mediciones se realizaron en un rango 

de 55 a 2500 cm-1. Para la detección de proteínas se utilizó un equipo 

ThermoScientific acoplado con un láser de 785 nm, 1 mW de potencia, 10 segundos 

de tiempo de integración, 6 acumulaciones y un objetivo de 10X, en un rango de 80 

a 3500 cm-1. 

En el caso del análisis por microscopía electrónica, se utilizó un microscopio 

electrónico de barrido (SEM) y barrido con transmisión (STEM) marca HITACHI 

SU8230 de emisión de campo de cátodo frío y un microscopio electrónico de 

transmisión (TEM) marca Jeol JEM1010. 

6. Resultados y discusión de resultados 

6.1 Síntesis de nanopartículas de oro utilizando PVP 

En el presente trabajo se utilizó una concentración de 0.25 mM de oro, en 

concordancia con la mayoría de la síntesis de AuNPs vía química húmeda, en 

particular la de Turkevich modificada, además de que se buscó utilizar una menor 

concentración de oro a las propuestas previamente (ca. 10 mM) [8], [57] con el 

propósito de disminuir los residuos, siguiendo el enfoque de la química verde [62], 

[63]. Es importante destacar también que la estequiometria de la reducción de Au(III) 

con ácido L-ascórbico es 3:2, por lo que es necesaria al menos esa concentración 

de reductor para asegurar que todos los iones Au(III) se reduzcan Au(0) [64]. 

Asimismo, se utilizó una concentración de PVP de 1% en peso con respecto al 

medio de reacción (DES U-ChCl) con el propósito de evitar la saturación del DES 

con el polímero, lo cual, de acuerdo con lo reportado por Sapir et al. [65], sucede en 

una concentración de 5% en peso. El usar menor cantidad de estabilizante también 

buscó facilitar los lavados para retirar el DES para su posterior análisis y reducir la 

cantidad de moléculas de polímero cercanas a las nanopartículas que pudiesen 

interferir con las mediciones de SERS [6], [7]. 

El resumen de las condiciones de síntesis se puede consultar en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Concentración de los reactivos involucrados en la síntesis de nanopartículas de oro 
estabilizadas con PVP en el DES U-ChCl. 

6.1.1 Espectroscopía de absorción UV-Vis 

400 500 600 700 800
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

A
b
s
o
rb

a
n
c
ia

 (
a
.u

.)

Longitud de onda (nm)

540

 

Figura 4. Espectro de absorción UV-Vis correspondiente a las nanopartículas de oro sintetizadas, 
utilizando PVP de 40k como agente estabilizante. 

La estabilización estérica es un proceso en el cual se impide la agregación de 

partículas coloidales a través de la adsorción de moléculas grandes en la superficie 

de la nanopartícula, creando una capa protectora [66]. La presencia de moléculas 

grandes en el espacio entre partículas resulta en una alta densidad en esa zona, 

por ende, envuelven nanopartículas individuales con una capa conservadora de 

largas cadenas de polímeros, como es el caso de la polivinilpirrolidona [66], [67]. 

Entonces, es posible asumir que la longitud de la cadena polimérica es directamente 

proporcional a su efectividad como agente estabilizante, debido a que conforme 
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aumente el tamaño de la cadena, aumenta el impedimento estérico que esta 

representa, y, por ende, es más probable obtener nanopartículas estables. 

La Figura 4 muestra el espectro de absorción UV-Vis correspondiente a las 

nanopartículas de oro sintetizadas en el DES U-ChCl. Las nanopartículas presentan 

un único plasmón angosto alrededor de los 540 nm, que se puede asociar con una 

morfología esférica y baja polidispersión [12].  

Estos resultados son similares a otros obtenidos utilizando PVP como agente 

estabilizante en agua, como lo es el trabajo de Gangwar et al. [68] donde se 

sintetizaron nanopartículas de oro estabilizadas con PVP a través de una reducción 

química utilizando citrato de sodio. Las nanopartículas obtenidas presentaron un 

espectro de absorción UV-Vis alrededor de los 520 nm para nanopartículas de 13 ± 

2 nm. De la misma manera, Hussain et al. [69] sintetizaron nanopartículas de oro en 

un medio compuesto de una mezcla etanol – agua reduciendo ácido tetracloroáurico 

con ácido L-ascórbico y utilizando PVP como agente estabilizante. Sus resultados 

muestran la presencia de un único plasmón alrededor de los 520 nm que se 

desplaza hacia longitudes de onda mayores conforme aumenta el contenido de 

etanol en el medio. Estas nanopartículas presentaron tamaños entre 22 – 28 nm 

con polidispersión similar a la obtenida en este trabajo. A partir de esto es posible 

asumir que el corrimiento hacia el rojo del plasmón observado en este trabajo es 

debido al solvente eutéctico profundo en el que se sintetizaron las nanopartículas, 

específicamente el índice de refracción [70]. 
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6.1.2 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

En la Figura 5 se muestran la caracterización morfológica de las nanopartículas 

sintetizadas, junto con la distribución de tamaños de las nanopartículas observadas 

mediante la técnica de microscopía electrónica de transmisión (TEM). Como es 

posible observar, las nanopartículas presentan una morfología cuasi-esférica y 

tamaños alrededor de los 21 nm, lo cual coincide con el plasmón obtenido mediante 

espectroscopía UV-Vis. Esta morfología puede ser el resultado de la alta 

cristalinidad de las nanopartículas de oro, en conjunción con la tendencia de la PVP 

a adsorberse preferencialmente en ciertos planos, entre otros factores que se 

discutirán más adelante. Además, las nanopartículas obtenidas presentan buena 

dispersión, con una desviación estándar de ± 4.09 nm. 

Figura 5. Micrografía obtenida por microscopía electrónica de transmisión correspondiente a las 
nanopartículas de oro estabilizadas con PVP de 40kDa junto con su distribución de tamaños, 

media y desviación estándar. 

Estos resultados son similares a los obtenidos por Hussain et al. [69], quienes 

obtuvieron partículas alrededor de los 13.9 ± 2.7 nm sintetizadas en una mezcla de 

etanol – agua en una relación volumen 1:1. Éstas nanopartículas presentaron un 

plasmón alrededor de 520 nm en espectroscopía de absorción UV-Vis. La estrecha 

relación reportada en su trabajo entre la ubicación del plasmón y el tamaño de las 
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nanopartículas se observa también en el presente trabajo. El corrimiento hacia el 

rojo de las nanopartículas sintetizadas en este trabajo, así como su ligero 

incremento en tamaño, en comparación con nanopartículas sintetizadas en un 

medio acuoso, como los observado en el trabajo mencionado, puede atribuirse al 

DES U:ChCl, que en primera instancia, cambia el índice de refracción del medio y 

por ende la ubicación del plasmón, y debido a las moléculas orgánicas que lo 

conforman, le otorga a la PVP una distinta conformación estructural en este DES en 

comparación con un medio etanol – agua [37]. 

Una observación interesante es la presencia de clústers de Au, observables en las 

imágenes de TEM, estos clústers presentaron tamaños significativamente más 

pequeños (1.6 – 2.5 nm, Figura 6a), en comparación con la mayoría de las 

nanopartículas presentadas en la Figura 5. Debido a su tamaño, estos clústers no 

contribuyen a la intensidad del plasmón observado para las nanopartículas de 20 

nm mediante espectroscopía de absorción UV-Vis, sin embargo, si es posible 

estudiar su emisión de fluorescencia, de acuerdo con trabajos reportados 

previamente [71], [72], por lo que se evaluó su espectro de emisión. En este sentido, 

en la Figura 6b se presenta el espectro de emisión de estos clústers de oro al ser 

excitados con un haz de color verde (532 nm), mostrando una fuerte emisión 

alrededor de los 500 nm. Esta emisión resulta de las propiedades nanopartículas, 

las cuales se ven mejoradas por la PVP al aumentar su cristalinidad, pues disminuye 

la cantidad de defectos superficiales [71], [73].  
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Figura 6. Micrografía obtenida mediante microscopía electrónica de transmisión donde se observan 
los clústers de oro, resultado de la síntesis con PVP de 40 kDa junto con la distribución de tamaños 
correspondiente (a) y espectro de emisión de fluorescencia de los clústers al ser excitados con un 

haz de 532 nm (b). 

6.1.3 Aspectos cinéticos de la síntesis de AuNPs 

De acuerdo con lo observado durante el proceso de síntesis de las nanopartículas 

de oro en un DES U-ChCl, la estabilidad se alcanza a las 24 h de reacción, mientras 

que la formación de nanopartículas empieza alrededor de los 30 minutos, lo cual se 

observa como un cambio en la coloración de la solución, después de añadir el ácido 

L-ascórbico a la solución homogénea del precursor metálico y PVP. A lo largo de la 

reacción se observa un cambio en la coloración desde una tonalidad azul oscuro 

hasta la coloración rosa característica de la solución (Figura 7). Este proceso de 

nucleación y crecimiento puede seguirse a través de espectroscopía de absorción 

UV-Vis, mostrado en la Figura 7. Como se observa, alrededor de los 30 minutos 

aparece un plasmón alrededor de los 565 nm, el cual va gradualmente 

desplazándose hacia el rojo durante la primera hora de síntesis, lo cual es 

consistente con procesos de coalescencia. 
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Figura 7. Cinética de la síntesis de nanopartículas de oro estabilizadas con PVP en un DES U-
ChCl seguida mediante espectroscopía de absorción UV-Vis, junto con una fotografía digital de la 

coloración de las AuNPs sintetizadas a las 24 h de la reacción. 

De acuerdo con Polte et al. [36], la formación de nanopartículas en solución 

comienza con un alto ritmo de reducción del precursor metálico poco tiempo 

después de añadir el agente reductor, esto aumenta el número de iones de oro en 

el medio, los cuales pasan de iones Au(III) a Au(I). Durante la segunda fase, 

conocida como nucleación, sucede una segunda reducción en la cual los iones Au(I) 

pasan a Au(0), los cuales, al poseer una alta energía superficial, pasan por un 

proceso de coalescencia, en el cual dos o más partículas de unen para formar una 

sola [64]. Subsecuentemente, las partículas crecen debido a la difusión de los iones 

de oro en la solución. Finalmente, la velocidad de crecimiento se incrementa 

drásticamente y los iones libres en el medio forman clústers de mayor tamaño hasta 

alcanzar la estabilidad y agotar los iones libres, esta última etapa es conocida como 

crecimiento autocatalítico [64], [74].  
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Por otro lado, Hartzell et al. [75], demostraron que, durante la segunda etapa de la 

formación de nanopartículas, se forman grandes agregados, compuestos de 

partículas más pequeñas que no coalescen, estos agregados se separan 

progresivamente en partículas individuales conforme aumenta el tamaño de las 

nanopartículas. Sin embargo, de acuerdo con los estudios de Panariello et al. [76] y 

Wuithschick et al. [77] se ha llegado a la conclusión que estas observaciones en 

seguimiento de cinéticas de formación de nanopartículas de oro por medio de UV-

Vis son un resultado de moléculas del precursor metálico adsorbidas sobre la 

superficie de las nanopartículas recién formadas, modificando las propiedades 

plasmónicas de los coloides durante su medición, y aparentando esta disminución 

de tamaño. Estos resultados coinciden con lo observado en este trabajo, 

observando un aumento en la intensidad del plasmón y un corrimiento progresivo 

hacia el azul, lo cual es posible asociar con la presencia de moléculas de HAuCl4 y 

otras especies del DES y la PVP adsorbidas en la superficie de las nanopartículas. 

Además, el comportamiento observado en la Figura 7 puede atribuirse a la sinergia 

en la relación entre el agente reductor y el precursor, el medio de reacción, y el 

agente estabilizante, como se discutirá más adelante.  

En el trabajo de Hussain et al. [69], quienes sintetizaron nanopartículas de oro 

mediante la reducción con ácido L-ascórbico en mezclas de etanol – agua con 

distinta proporción, fue posible observar que conforme aumenta el porcentaje de 

etanol en la mezcla se obtienen nanopartículas de mayor tamaño, se obtienen 

nanopartículas de 219 ± 84.8 nm para un medio con 80% de etanol, mientras que 

se obtuvieron partículas significativamente más pequeñas (13.9 ± 2.7 nm) en una 

síntesis análoga en agua desionizada. A partir de su trabajo, concluyeron que un 

medio de baja polaridad puede asociarse con nanopartículas de mayor tamaño. 

Lo anterior es un resultado de una baja carga superficial de las nanopartículas, 

como resultado de la baja polaridad del medio, lo que a su vez lleva a la formación 

de una débil doble capa eléctrica alrededor de la nanopartícula, es decir, de baja 

estabilidad, lo cual se refleja en un mayor crecimiento de las nanopartículas para 

alcanzar la estabilidad [78]. En este sentido, se ha establecido previamente, por 
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Pandey et al. que el DES U-ChCl presenta baja polaridad, similar a la del etanol 

absoluto [79], [80]. Por lo que el tamaño resultante de las nanopartículas 

sintetizadas en este trabajo se puede atribuir a la baja polaridad del DES U-ChCl en 

comparación con agua. 

En el trabajo presentado por Luty-Blocho et al. [64], la relación entre el ácido L-

ascórbico (agente reductor) y los iones de oro (precursor metálico), determina la 

velocidad cinética de los procesos de nucleación y crecimiento. Cabe destacar que 

el proceso de crecimiento autocatalítico siempre es más rápido que el de 

nucleación. En su trabajo se concluyó que conforme aumenta la concentración de 

agente reductor, el valor de la velocidad de la reacción para el proceso de 

nucleación disminuye, siendo el más bajo cuando la concentración del agente 

reductor es diez veces mayor a la del precursor, el cual es el caso de nuestro trabajo. 

La disminución en la velocidad del proceso de nucleación es acompañada por un 

incremento en la velocidad del proceso de crecimiento, como resultado del cambio 

de pH, que influye en la forma del ácido L-ascórbico, en agua. En el presente trabajo 

también se observa un proceso de nucleación lento, seguido de uno de crecimiento 

más rápido (Figura 7), lo cual puede atribuirse a la configuración del ácido L-

ascórbico en el medio; sin embargo, la velocidad de crecimiento está fuertemente 

influenciada por la PVP y el medio (DES U-ChCl), resultando en una velocidad de 

síntesis menor a aquellas reportadas en agua [27], [64]. 

En este contexto, se ha demostrado que la PVP presenta una configuración más 

extendida en el DES U-ChCl, en comparación con agua, esto podría explicarse 

debido a que las moléculas orgánicas polares tienen una gran afinidad tanto con 

grupo funcionales ácidos carboxílicos como con la cadena hidrocarbonada de la 

PVP [65], [81]. El incremento en el tamaño globular de las moléculas de PVP puede 

mejorar la interacción entre AuNPs, consecuentemente llevando a mayor 

crecimiento o ensamblaje, debido a que se encuentran completamente rodeadas 

por moléculas de PVP. Además, la PVP ha demostrado tener una adsorción 

preferencial en los planos {110} de las nanopartículas de oro, mientras que en los 
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planos {111} y {100}, son ligeramente repelidas, resultando en un mayor crecimiento 

en esas facetas [81] en agua. 

Se ha demostrado también que la PVP reduce parcialmente los iones de oro, 

proveyendo sitios de nucleación para mayor crecimiento. Por otra parte, la 

desactivación parcial del ácido L-ascórbico, como resultado de la presencia de 

grupos hidroxilo o carboxilo en los componentes del DES que no participan en la 

deprotonación del ácido L-ascórbico debido a sus interacciones mutuas tipo enlaces 

de hidrógeno para formar el DES U-ChCl, junto con la viscosidad de este, pueden 

explicar la velocidad reducida del crecimiento autocatalítico, en comparación con un 

medio acuoso [27]. Finalmente, el disolvente eutéctico profundo, también actúa 

como estabilizador estérico, debido a la formación de una corona de solvatación, 

similar a las formadas por tensioactivos en soluciones acuosas, lo que previene que 

las nanopartículas pasen el proceso de maduración de Ostwald y dándoles 

estabilidad a largo plazo, asimismo, el DES U-ChCl se puede adsorber 

preferencialmente en ciertos planos, resultando en morfologías terminadas en fases 

de alto índice, como las obtenidas en este trabajo [27], [53]. 

6.2 Formación de aerogel de AuNPs@CNC 

6.2.1 Funcionalización de CNC en Ox.Ac.-ChCl 

Los tiempos de funcionalización de celulosa comercial de la marca Celluforce® a 

60°C, la concentración de CNC en el DES y los lavados fueron optimizados como 

se reporta en el trabajo de Carrasco-Saavedra et al. [82]. En el Esquema 2 se 

presenta la reacción de esterificación del carbono 6 de la celulosa, que se utilizó en 

este trabajo. 
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Esquema 2. Esquema de la funcionalización superficial del carbono 6 de la celulosa nanocristalina 
con el ácido oxálico en el DES. 

En este sentido, en la Figura 8, se muestran los espectros obtenidos a través de 

espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier, mediante la técnica de ATR 

(Transmitancia Total Atenuada), correspondientes a la celulosa comercial, obtenida 

de CelluForce® en negro y la celulosa funcionalizada con grupos carboxilos 

utilizando un DES de Ox.Ac.-ChCl en rojo, además de un incremento en la 

intensidad de las bandas alrededor de 1615 cm-1, que muestran un claro incremento 

en su transmitancia como resultado de la presencia de los grupos -C=O en la 

celulosa funcionalizada, respecto a la comercial, demostrando la presencia de estos 

grupos de interés. Estos resultados coinciden con los reportados por Sirviö et al [21], 

quienes utilizaron un DES Ox.Ac.-ChCl para realizar una extracción de CNC de 

pulpa de madera, ellos reportaron la presencia de grupos carboxilo superficiales 

debido al ácido oxálico. 

Además, se aprecia la banda de los grupos -OH residuales, alrededor de los 3330 

cm-1, en ambas muestras, así como las correspondientes al estiramiento simétrico 

y asimétrico de los grupos -CH2, en 2972 y 2903 cm-1, respectivamente y las 

características de las vibraciones del anillo glucopiranosa en 1134, 1106, 1055 y 

1033 cm-1 [83]. 
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Figura 8. Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier mediante ATR de los cristales de 
CNC comerciales (negro) y funcionalizados con grupos carboxilo (rojo), con una amplificación de la 

banda de interés. 
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6.2.2 Síntesis de aerogeles de AuNPs@CNC 

 En el Esquema 3 se muestra una representación gráfica de la preparación de los 

aerogeles de una matriz de celulosa funcionalizada y nanopartículas de oro 

estabilizadas con PVP de 40 kDa.  

Esquema 3. Diagrama de la preparación de aerogeles plasmónicos de celulosa con nanopartículas 
de oro estabilizadas con PVP y CNC funcionalizada. 

La preparación del hidrogel tiene como objetivo inmovilizar las nanopartículas de 

oro una vez retirado el DES U-ChCl, con el propósito de formar sustratos SERS con 

una distribución uniforme. Asimismo, la Figura 9 muestra una imagen digital de los 

aerogeles formados, posterior a la liofilización, estos poseen un diámetro de 

aproximadamente 10 mm y una altura de alrededor de 2 mm. Para la preparación 

de los sustratos SERS, estos aerogeles se colapsaron con 30 µL del analito en 

solución acuosa, sore sustratos de aluminio. 
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Figura 9. Fotografía digital del aerogel preparado con 0.34% en peso de nanopartículas de oro 
estabilizadas con PVP, inmovilizadas en una matriz 3D de CNC funcionalizada. 

6.2.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

Tras la extracción del DES mediante lavados con agua, centrifugación de las 

AuNPs@PVP, y liofilización de la suspensión de AuNPs@PVP inmovilizadas en la 

CNC, se formó el aerogel plasmónico. La caracterización morfológica mediante 

microscopía electrónica de barrido (SEM) de los aerogeles de CNC-COOH con 

nanopartículas de oro se presenta en la Figura 10. En la Figura 10a (a una 

magnificación 250X) se aprecia la presencia de nanopartículas de oro, en la 

superficie y dentro del aerogel de celulosa, como pequeños puntos con mayor 

contraste, resultado de su mayor número atómico en comparación con los átomos 

que componen la matriz de celulosa funcionalizada (carbono, hidrógeno y oxígeno). 

Estos cúmulos de nanopartículas son más visibles a 60X y 25X (Figura 10b y 10c, 

respectivamente), donde se observan múltiples grupos de partículas depositados 

sobre las fibras de celulosa. 
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Figura 10. Micrografías obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) del aerogel 
de celulosa funcionalizada conteniendo 0.5 mM de nanopartículas de oro. 

Estos resultados demuestran que las AuNPs se encuentran inmovilizadas 

homogéneamente sobre los nanocristales de CNC, como resultado de las 

interacciones favorables entre los grupos carboxilo (como consecuencia de la 

funcionalización en el DES Ox.Ac.-ChCl) y los grupos funcionales de la PVP que 

estabiliza a las nanopartículas. 

6.2.4 Espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier 

En la Figura 11 se presentan los espectros de espectroscopía FTIR mediante la 

técnica de ATR de la PVP (11a), un aerogel de CNC al 0.7% peso en agua sin 

nanopartículas de oro (11b) y aerogeles con 0.34% y 0.68% en peso de 

nanopartículas de oro respecto a la CNC en el aerogel; estos aerogeles también 

fueron obtenidos a partir de suspensiones de CNC funcionalizada con una 

concentración de 3% en peso (Figura 11c y 11d respectivamente). En la imagen se 
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aprecian las bandas características de la CNC, comenzando con las bandas 

alrededor de 1055 y 1033 cm-1 que resultan de las vibraciones del enlace de tipo 

glucopiranosa (-C-O-C), las dos bandas alrededor de 2972 y 2903 cm-1 que 

corresponden al estiramiento asimétrico y simétrico de los grupos -CH2, 

respectivamente, y la banda alrededor de los 3336 cm-1 correspondiente a los 

grupos -OH. Al añadir nanopartículas de oro estabilizadas con PVP a la matriz de 

celulosa, varias bandas de la CNC incrementan su transmitancia, como lo es la 

banda -OH y la correspondiente al enlace glucopiranosa, sin embargo, las bandas 

correspondientes a las vibraciones de los grupos -CH2 se ve disminuida y aparecen 

las bandas correspondientes al estiramiento de los grupos -C=O en 1661 y 1615 

cm-1, respectivamente, además de la banda correspondiente a los grupos -CH 

alrededor de 1445 cm-1 y la banda del doblamiento de -N-C=O, que es el grupo 

característico de la PVP, alrededor de 664 cm-1 [83], [84]. 

Es importante destacar que, al aumentar la concentración de nanopartículas, con la 

respectiva PVP, en la matriz de celulosa de 0.34% a 0.68% en peso, las bandas 

correspondientes a los grupos -OH, -CH2, -N-C=O y el enlace glucopiranosa, 

incrementan su transmitancia, mientras que las bandas características de los grupos 

-C=O y -CH se ven disminuidas en comparación con el aerogel formado con menor 

concentración de partículas. Estos resultados están relacionados con el tipo de 

interacciones favorables que se establecen entre los grupos funcionales presentes 

en la PVP y los grupos carboxilo e hidroxilo en la CNC, resultado de la distribución 

homogénea de las AuNPs en la matriz de CNC. 
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Figura 11. Espectroscopía de infrarrojo con reflectancia total atenuada (ATR) de la PVP (negro), 
aerogel de CNC funcionalizada (verde) y aerogeles de celulosa funcionalizada con 0.34% (rojo) y 
0.68% (azul) en peso de nanopartículas de oro estabilizadas con PVP, así como las estructuras 

químicas de la celulosa funcionalizada y la PVP. 
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6.2.5 Espectroscopía vibracional Raman 
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Figura 12. Espectros Raman (láser de 785 nm) de aerogeles sin nanopartículas (a), con 0.34% (b) 
y 0.68% (c) en peso de nanopartículas de oro, colapsados con agua desionizada, así como las 
estructuras de la celulosa funcionalizada, celulosa (flechas azules) y la PVP (flechas naranjas).  

Tras la preparación de los aerogeles plasmónicos de CNC decorados con 

AuNPs@PVP, estos aerogeles se midieron mediante espectroscopía vibracional 

Raman, colapsando la matriz 3D con agua desionizada. 
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En la Figura 12a se presenta el espectro Raman del aerogel de celulosa 

funcionalizada preparado al 0.7% en peso. Es posible apreciar las tres bandas 

características del doblamiento del anillo de la celulosa (329, 436 y 458 cm-1), así 

como las bandas correspondientes al estiramiento asimétrico del enlace 

glucopiranosa (C-O-C) en 1095, 1121 y 1149 cm-1, y las correspondientes a la 

deformación de los enlaces OH, CH y CH2 en 1339, 1379 y 1494 cm-1, 

respectivamente [83]. 

Asimismo, se observa que ambos espectros Raman de los aerogeles preparados 

con nanopartículas de oro (12b y 12c), presentan un claro incremento en la 

intensidad de las señales, que puede atribuirse al efecto SERS, más intenso para 

el aerogel con 0.68% en peso de nanopartículas de oro, fenómeno esperado al 

incrementar la concentración de nanopartículas plasmónicas. Este incremento en la 

intensidad, en comparación con la intensidad relativa de la CNC sola (espectro 

Raman a en la Figura 12), resulta en una gran facilidad para identificar las bandas 

características del sustrato (matriz 3D colapsada de CNC) y diferenciar las 

correspondientes a la PVP (flechas naranjas) de las asociadas con las vibraciones 

de la celulosa (flechas azules). Primeramente, se identificaron las bandas 

correspondientes a las vibraciones de la PVP. Es posible observar la banda 

característica del estiramiento simétrico y asimétrico del enlace C-N-C de la 

polivinilpirrolidona en 714 y 1264 cm-1, respectivamente, mientras que las bandas 

en 952 y 995 cm-1 resultan de la expansión del anillo de cinco carbonos del polímero 

y las tres bandas en 1425, 1446, 1497 cm-1 se pueden asociar a la deformación de 

los enlaces CH2. Por otro lado, se pueden atribuir varias bandas a la presencia de 

CNC en la muestra, primeramente, la banda en 1145 cm-1 es característica del 

estiramiento asimétrico del enlace glucopiranosa (C-O-C), mientras que las bandas 

en 1343 y 1374 cm-1 se pueden atribuir a la deformación de los enlaces OH y CH, 

respectivamente [7], [13]. 

Sin embargo, como se observa, las señales de la PVP también se mejoraron por 

SERS, debido a la cercanía del polímero a las AuNPs, por lo que, a pesar de tener 

nanopartículas con tamaño y forma controlados, en comparación con trabajos 
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anteriores [8], [57], esta aproximación para sustratos SERS no es ideal para la 

detección de proteínas, pues la estructura estabilizante de la PVP también 

presentaría un impedimento estérico a que las proteínas pudiesen ser detectadas, 

debido a la dependencia de la técnica de SERS con la cercanía del analito a las 

nanopartículas. Además, las señales resultantes de la PVP pueden enmascarar la 

banda correspondiente a la amida I (1620-1650 cm-1) que es un marcador 

característico de las proteínas [3], [85]. Es por ello que este sustrato no es ideal para 

la detección de proteínas. 

6.3 Síntesis de nanoestructuras de oro a alta temperatura en 

DES U:ChCl (140°C) 

6.3.1 Espectroscopía de absorción UV-Vis 
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Figura 13. Espectro de absorción UV-Vis de la solución de oro reducida con temperatura y 
nanocristales de celulosa (CNC). 

La Figura 13 muestra el espectro de absorción UV-Vis de la solución de 

nanopartículas de oro, sintetizadas en presencia de CNC a 140°C (condiciones 
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resumidas en la Tabla 2), al terminar la reacción (1 h), es posible observar la 

presencia de un plasmón bastante amplio alrededor de 590 nm, lo que sugiere la 

presencia de nanopartículas esféricas con una alta polidispersión en tamaños.  

 

Tabla 2. Resumen de las condiciones de síntesis de nanoestructuras de oro mediadas por CNC y 
temperatura. 

Trabajos previos realizados por Wu et al. [86] y Alle et al. [87] demostraron la 

posibilidad de utilizar nanocristales de celulosa como agentes reductores en la 

síntesis de nanoestructuras de oro. En ambos trabajos se realizó la síntesis en agua 

de nanopartículas de oro, utilizando la CNC como agente reductor y soporte para 

las nanopartículas sintetizadas. Asimismo, en ambos trabajos se obtuvieron 

nanopartículas con morfologías cuasi-esféricas, asociadas con plasmones amplios 

entre 525 y 548 nm, dependientes de la concentración de CNC, observando 

menores tamaños a mayor concentración de CNC. En este sentido, los resultados 

observados en este trabajo son similares a los reportados en esos trabajos, y en 

este contexto es posible atribuir el corrimiento del plasmón hacia el rojo a un 

incremento de tamaño, resultado de la baja concentración en peso de CNC utilizada 

(0.75% en peso en este trabajo versus 1% en peso en el trabajo de Wu y Alle et al.), 

así como a la influencia de la relación en la concentración entre el DES U-ChCl y el 

precursor de oro [86], [87]. Esto es debido a que la cinética de reducción y 

nucleación es altamente dependiente del proceso de descomposición de la urea en 

el DES a alta temperatura (140°C) que produce amoniaco, lo cual, en este caso, da 

lugar a una menor cantidad de sitios de nucleación, respecto a los trabajos 

mencionados anteriormente, lo que resulta en mayores tamaños y mayor 

polidispersión [54]. 

De la misma manera, estos resultados son comparables con los obtenidos por 

Panikar et al. [8], donde realizaron una síntesis in situ y simultánea de AuNPs y 

funcionalización de la CNC, partiendo de una solución precursora de oro y CNC en 

el DES U-ChCl, utilizando ácido L-ascórbico como agente reductor. De acuerdo con 

0.5 0.75%

Concentración precursor de oro 
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sus resultados, se obtuvo un plasmón amplio alrededor de los 600 nm, que se 

extiende hasta alrededor de los 950 nm, asociado con partículas polimórficas. Estos 

resultados son similares a los obtenidos aquí, siendo la mayor diferencia las 

morfologías, resultantes del uso del solvente eutéctico profundo como reductor a 

140°C [54]. 

Es por ello que se puede asumir que la presencia de CNC, en un punto intermediario 

de la reacción (Esquema 4), influye en la síntesis de las nanopartículas, propiciando 

la continua reducción del oro para obtener nanopartículas de oro depositadas sobre 

los cristales de celulosa, permitiendo un mayor control sobre la polidispersión y 

morfología. Esta reportado [40], [88] que nanopartículas plasmónicas con 

morfologías geométricas no esféricas están comúnmente asociadas a la presencia 

de hotspots necesarios para propiciar el efecto SERS. 

 

Esquema 4. Metodología de síntesis de nanoestructuras de oro mediante CNC y temperatura. 
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6.3.2 Microscopía electrónica de barrido con transmisión y de 

transmisión (STEM y TEM) 

Figura 14. Micrografías obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido con transmisión del 
aerogel decorado con nanoestructuras de oro (a y b) y micrografías de microscopía electrónica de 

transmisión de las nanoestructuras de oro presentes en el aerogel (c y d). 

En la Figura 14 se presentan micrografías de STEM de muestras de los aerogeles 

plasmónicos donde se aprecia la presencia de nanoestructuras de oro sintetizadas 

a altas temperaturas depositadas sobre los nanocristales de celulosa. Es posible 

observar la presencia de nanoestructuras de oro con una gran diversidad de 

morfologías depositadas sobre la superficie altamente porosa de la celulosa, la cual 

se aprecia con mayor claridad en la Figura 14b. Asimismo, es importante notar que 

las partículas se encuentran distribuidas sobre los cristales de celulosa sin formar 

agregados o cúmulos de partículas (Figura 14a), esta uniformidad del material es 

importante para la detección espectroscópica por SERS, pues facilita el estudio de 

analitos sin necesidad de un enfoque preciso del láser. Estas observaciones son 

similares a las realizadas por Liu et al. [46], quienes prepararon nanobarras de oro 

estabilizadas con metioxi-polietilenglicol, terminados en tioles, que posteriormente 

se mezclaron con una solución de nanofibras de celulosa para la formación de un 

gel plasmónico. En sus micrografías se observan distribuciones similares a las 

observadas en este trabajo. 
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Figura 15. Micrografías obtenidas mediante microscopía electrónica de transmisión de las 
nanoestructuras presentes en el aerogel (a y b), así como la distribución de tamaños de las 

mismas. 

Por otro lado, las micrografías de TEM (Figura 15) permiten observar 

nanoestructuras con una gran variedad de morfologías poliédricas, varias de las 

cuales presentan geometrías definidas, como cubos y otras formas poligonales 

(Figura 15a). Estas nanoestructuras presentan una gran variedad de tamaños, 

siendo su promedio de 92.2 nm con una desviación estándar de ± 28.2 nm, como 

se observa en el histograma turquesa, sin embargo, también se puede observar la 

presencia de partículas de 2 – 7 nm (Figura 15b) que rodean las partículas más 

grandes, cuya distribución de tamaños se presenta en morado en la Figura 15. Estas 

partículas pequeñas son el resultado de la ausencia de un agente estabilizante en 
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la síntesis que controle su tamaño, lo que demuestra la poca efectividad del DES 

como agente estabilizante de nanoestructuras a 140°C [53].  

Por otro lado, los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Wu et al. [86], 

quienes realizaron una síntesis de nanoestructuras de oro depositadas sobre 

nanocristales de celulosa, utilizando la CNC como soporte y agente reductor en una 

síntesis hidrotermal a 120°C. Sus resultados muestran la formación de 

nanoestructuras terminadas en caras de alto índice, y formadas por mono y poli 

cristales, con tamaños de 30.5 ± 13.4 nm. Asimismo, Alle et al. [87], realizaron una 

preparación similar, utilizando CNC como agente reductor y soporte, en una síntesis 

mediada por microondas. Sus resultados muestran igualmente nanoestructuras 

policristalinas depositadas sobre los cristales de CNC, con tamaños alrededor de 8 

± 5.3 nm, los tamaños aumentan con menor concentración de CNC; ambos trabajos 

fueron realizados utilizando agua como medio. De forma similar, Datta et al. [54] 

observaron que al realizar la reducción con temperatura de un precursor metálico 

utilizando un DES de cloruro de colina y urea como medio y agente reductor, 

reduciendo los iones oro de Au(III) a Au(I) y posteriormente a Au(0) como resultado 

de la descomposición de la urea para formar amoniaco, en una síntesis mediada 

con temperatura (140°C), se forman partículas altamente monosdispersas de 2.6 ± 

0.5 nm así como una segunda población con tamaños de 1.6 ± 0.6 nm, habiendo 

presencia de aglomerados de mayor tamaño (~50 nm), mayores tamaños se 

reportaron para síntesis realizadas con mayor concentración inicial de precursor.  

Los resultados obtenidos en este trabajo son concordantes con las investigaciones 

mencionadas, observando partículas policristalinas, con dos poblaciones de 

tamaños principales. Es importante destacar que las morfologías observadas en 

este trabajo tienen bordes más definidos, es decir, morfologías definidas, en 

comparación con lo reportado en ambos trabajos mencionados previamente con 

síntesis acuosas [86], [87], lo cual se puede atribuir a las interacciones de las 

nanoestructuras con los componentes del DES y su efecto de molde suave debido 

a la red extendida de enlaces de hidrógeno. En este caso ha sido reportado que los 

componentes del DES pueden interaccionar preferencialmente en ciertos planos de 



57 
 

las nanopartículas, como agentes pasivantes, resultando en morfologías bien 

definidas [27], [53]. De igual manera, se puede atribuir el aumento de tamaño de 

ambas poblaciones de las nanopartículas resultantes a la relación oro:CNC que es 

1:75, así como a la concentración del precursor respecto al DES (0.5 mM), y a la 

contribución de la CNC al proceso de reducción [54], [86]. Así, concentraciones más 

bajas de CNC inducen menor nucleación de los iones Au(I), además de que una 

menor concentración de CNC disminuye la viscosidad local, aumentando el 

transporte de masa, ocasionando mayor agregación; ambos factores conllevan a la 

formación de nanoestructuras de mayor tamaño [87].  

Esto es importante, pues se ha demostrado que el tener nanoestructuras con 

morfologías definidas resulta en señales Raman con mayor mejora que las 

resultantes de morfologías esféricas [5], [8], [13].  

6.3.3 Espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier 
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Figura 16. Comparación de espectros de infrarrojo por transformada de Fourier con reflectancia 
total atenuada (ATR), del aerogel preparado con nanopartículas de oro estabilizadas con PVP 

(negro) y el aerogel preparado mediante la reducción por temperatura (rojo). 
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La Figura 16 muestra una comparación de espectros de infrarrojo por transformada 

de Fourier, medidos con reflectancia total atenuada (ATR), del aerogel preparado 

con celulosa funcionalizada y nanopartículas de oro estabilizadas con PVP, así 

como el aerogel preparado mediante la formación in situ de nanopartículas de oro 

a alta temperatura (140°C). Es posible observar la gran similitud entre ambos 

espectros, siendo las diferencias más significativas señaladas con flechas moradas. 

Estas bandas se pueden asignar de la forma que sigue: el incremento en la banda 

alrededor de 3340 y 3330 cm-1 corresponde al estiramiento de los grupos -OH (OH 

str), además de la banda alrededor de los 2900 cm-1 asociada con la estructura de 

la celulosa (CH2 str). Mientras que las bandas alrededor de 1659 y 1614 cm-1 

relacionadas con el estiramiento C=O (C=O str) y la presencia de grupos amida (N-

C=O str), respectivamente, también presentan un ligero incremento. La presencia 

de bandas amida se puede atribuir a la funcionalización superficial in situ de la 

celulosa con la urea del DES, al igual que los residuos de grupos -NH (NH wag, 

alrededor de los 715 cm-1) a la hidrólisis de la urea durante el proceso de síntesis a 

140°C. Por otro lado, el incremento en la banda C=O se puede asociar a la 

contribución de la oxidación de grupos -OH en celulosa (disminución de la banda C-

OH str alrededor de 650 cm-1) [8], [54], [87]. También se observa un incremento en 

las bandas correspondientes a la deformación simétrica y asimétrica de los grupos 

CH2 (CH2 def), ubicadas en 1470 y 1447 cm-1, que podría asociarse con la integridad 

del anillo de la celulosa, en comparación con la celulosa funcionalizada con grupos 

carboxilo (ver Figura 16) [86].  

Una observación interesante es la disminución de la banda alrededor de 1002 cm-1 

correspondiente a la integridad del anillo de la celulosa (Ring sym str), mientras que, 

de las dos bandas asociadas al estiramiento simétrico del anillo, los enlaces C-O-C 

y el doblamiento HCO, ubicadas en los 956 y 897 cm-1 (C-O-C sym str), desaparece 

la banda ubicada en 897 cm-1 para los sustratos sintetizados in situ, respecto a 

aquellos con nanopartículas estabilizadas con PVP. Esto podría atribuirse, de igual 

manera que la banda alrededor de 1000 cm-1, a la ruptura parcial del anillo de la 

celulosa, como resultado de la alta temperatura de la síntesis [86], [87]. El resto de 
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las bandas presenta una transmitancia similar, cuya designación se discutirá a 

continuación. 

Primeramente, las bandas localizadas en 1367, 1336 y 1319 cm-1, corresponden a 

la deformación de los enlaces -CH y la deformación simétrica y asimétrica de los 

grupos -OH, respectivamente [83]. Por otro lado, se observan las bandas 

correspondientes al estiramiento asimétrico de los enlaces -C-O-C, del anillo y el 

estiramiento de los enlaces C-O y COH, de la celulosa, ubicadas en 1160, 1112, 

1056 y 1033 cm-1. Asimismo, la banda relacionada con los enlaces -CN, ubicada en 

785 cm-1, permanece igual para ambos sustratos, por lo que se puede atribuir a un 

residuo de cloruro de colina, que no se pudo retirar con los lavados o que permanece 

funcionalizado a la celulosa como lo reporta Panikar et al. [8]. 

6.3.4 Difracción de rayos X 
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Figura 17. Difractograma obtenido por XRD del aerogel de celulosa funcionalizada con 0.34% en 
peso de nanopartículas de oro (negro) y el aerogel preparado mediante la reducción in situ con 

temperatura (rojo). 
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En la Figura 17 se presenta el difractograma del aerogel de celulosa funcionalizada 

preparado con 0.34% en peso de nanopartículas de oro estabilizadas con PVP, así 

como el difractograma de los aerogeles sintetizados mediante la reducción con 

temperatura (0.7% en peso de celulosa). Es posible encontrar los picos de difracción 

correspondientes a la estructura de la celulosa II (JCPDS 56-1717) en 15°, 20.6°, 

22.6° y 34.4°, correspondientes a los planos (101), (110), (020) y (040), 

respectivamente, presentando una estructura cúbica centrada en el cuerpo (BCC). 

Además, los picos observados en 38.3°, 44.9°, 64.6° y 76.6° corresponden a los 

planos cristalinos (111), (200), (220) y (311), respectivamente, del oro (JCPDS 04-

0784), que presenta una estructura cúbica centrada en las caras (FCC), los mismos 

picos se observan para el aerogel preparado a alta temperatura, mostrando una 

intensidad menor, que se puede atribuir parcialmente a la disminución en la 

concentración de celulosa, sin embargo, esta intensidad reducida es probablemente 

resultado en la disminución de la cristalinidad de la celulosa, como resultado de los 

procesos de oxidación que tienen lugar para la reducción de los iones de oro, que 

a su vez resulta en una ruptura parcial del anillo, como se observó en FTIR [87]. 

Las diferencias en intensidad son resultado de la calidad de las muestras, y no 

puede atribuirse a la cristalinidad de la celulosa. Esto se demuestra al hacer un 

cálculo del índice de cristalinidad relativa, utilizando la ecuación de Segal (Ecuación 

2), la cual da como resultado un porcentaje de cristalinidad de 87.93% para los 

aerogeles de celulosa embebidos con nanopartículas de oro estabilizadas con PVP 

(espectro negro) y de un 85.55% para los aerogeles sintetizados in situ a altas 

temperaturas. Esto demuestra que la funcionalización de la celulosa fue únicamente 

superficial, y aunque para los segundos aerogeles hubo una ligera pérdida de 

cristalinidad como resultado de las altas temperaturas y la oxidación de la celulosa, 

no fue suficiente como para perder la morfología de la CNC, como se observará 

mediante microscopía de fuerza atómica (AFM). 

 

(2) 
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Estos resultados coinciden con los reportados por Panikar, et al. [8]; quienes 

prepararon un aerogel de CNC con nanopartículas de oro a través de una reducción 

in situ, en un solo paso del precursor metálico y la CNC con ácido L-ascórbico y 

evaluaron el efecto de la concentración de CNC en el aerogel final. Sus resultados 

de difracción de rayos X para los aerogeles sintetizados son similares a los 

obtenidos en este trabajo. Se observa que conforme aumenta la concentración de 

celulosa (0.75% a 2% en peso) los picos característicos del oro disminuyen de 

intensidad, comportamiento que se observa en el aerogel sintetizados en este 

trabajo, siendo los picos más intensos para el aerogel preparado con celulosa 

funcionalizada y nanopartículas estabilizadas con PVP, en comparación con el 

aerogel preparado in situ mediante calentamiento, por lo que podemos concluir que 

en ambos aerogeles hay presencia de nanopartículas de oro.  

Además, Kumar-Krishnan et al. [57] reportaron la disminución en la intensidad del 

pico correspondiente a los planos (400) del oro, en síntesis realizadas a 120°C, esta 

reducción en la intensidad se atribuyó a un desordenamiento de la estructura 

cristalina, la cual tiene lugar durante la síntesis a esta temperatura, este desarreglo 

podría explicar la disminución de la intensidad en los picos correspondientes a los 

planos (220) y (311) observados en este trabajo, como resultado de la alta 

temperatura a la que se realiza la reacción. 
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6.3.5 Microscopía de fuerza atómica (AFM) 

Figura 18. Imágenes obtenidas por microscopía de fuerza atómica del aerogel autoportante 
sintetizado mediante calentamiento. 

En la Figura 18 se observan imágenes obtenidas por microscopía de fuerza atómica 

(AFM) de los aerogeles preparados a alta temperatura. Es posible observar 

claramente los nanocristales de celulosa formando una matriz de distintos grosores, 

confirmando que la integridad de la CNC se mantuvo y forma agregados 

consistentes con una matriz 3D. Asimismo, en algunas regiones es posible observar 

cúmulos con mayor altura, de morfologías geométricas, estos podrían atribuirse a 

la presencia de nanoestructuras en el aerogel. 

En este contexto, Johns et al. [89] caracterizaron nanocristales de celulosa de la 

marca CelluForce® en solución acuosa (20 wt% en agua desionizada), mediante 

microscopía de fuerza atómica. La técnica utilizada fue utilizando el método contacto 
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intermitente ‘blue drive’, en el cual un segundo láser cercano a la base del cantiléver, 

el cual se utiliza para calentar localmente la punta y crear gradientes de temperatura 

dependientes del tiempo que ocasiona una oscilación mecánica del cantiléver. De 

igual manera Chen et al. [90] realizaron mediciones de AFM de forma multimodal 

de nanocristales de celulosa dispersados al 2% en peso en agua desionizada, las 

imágenes obtenidas muestran los cristales claramente dispersos y definidos como 

pequeñas ‘agujas’ (Figura 19). Estos resultados difieren de los observados en el 

presente trabajo, debido a que las estructuras observadas presentan un arreglo 

desordenado de fibras de mayor longitud, esto se puede atribuir a una consecuencia 

del método de síntesis. De acuerdo con los resultados observados para 

espectroscopía FTIR y difracción de rayos X, se ha observado que la reducción del 

precursor metálico mediada parcialmente por la CNC resulta en una ligera ruptura 

del anillo, lo cual también podría traducirse en una pérdida, o disminución, de su 

cristalinidad, resultando en estructuras parcialmente amorfas de mayor longitud que 

generan estas matrices tridimensionales, como las que se pueden observar en la 

Figura 18. 

 

Figura 19. Imagen obtenida mediante microscopía de fuerza atómica del aerogel de celulosa 
sintetizado a altas temperaturas, mostrando la dispersión de nanocristales de celulosa. 
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6.3.6 Espectroscopía Raman 
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Figura 20. Espectro Raman (láser 785 nm) del sustrato plasmónico de CNC sintetizado a altas 
temperaturas. 

En la Figura 20 se presenta el espectro obtenido mediante espectroscopía Raman, 

utilizando un láser de 785 nm, del sustrato SERS de nanocristales de celulosa con 

nanoestructuras de oro sintetizadas a altas temperaturas (140°C) en un DES U-

ChCl. Es posible apreciar diversas bandas, de las cuales la que se encuentra 

alrededor de los 430 cm-1 es la única característica del doblamiento del anillo de la 

celulosa; sin embargo, es posible observar las bandas correspondientes al 

estiramiento simétrico del anillo de la celulosa (C-O-C), alrededor de los 883 cm-1, 

y al estiramiento asimétrico de los grupos COH/C-O-C en 1039 y 1090 cm-1, esto 

puede ser un resultado de un rompimiento parcial de este durante la síntesis, debido 

a la oxidación de la celulosa para favorecer la formación de nanoestructuras de oro 

[87]. Por otra parte, se puede apreciar una banda alrededor de los 680 cm-1 que es 

posible asociar con el residuo de la urea, como consecuencia de la descomposición 

de esta durante la síntesis [54], así como la banda correspondiente a la deformación 
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de los grupos -OH en 1340 cm-1. Mientras que la banda en 1521 cm-1 se puede 

asociar con la funcionalización superficial de la celulosa. 

Los resultados obtenidos coinciden con lo observado mediante espectroscopía de 

infrarrojo por transformada de Fourier. Debido a la localización de las bandas, así 

como a la baja intensidad de estas, este aerogel se consideró adecuado para la 

detección de proteínas, pues no se aprecia la presencia de ninguna banda alrededor 

de los 1620-1650 cm-1, que es donde se espera la presencia de la banda 

correspondiente a la amida I de las proteínas, la cual es la banda diagnóstica que 

se espera encontrar en el análisis general de proteínas.  

6.3.7 Detección de proteínas 

Después del análisis del sustrato se realizaron mediciones de suero albúmina 

bovina (BSA) en agua a una concentración de 1 mM, con el propósito de evaluar la 

capacidad del sustrato para la detección de proteínas mediante la técnica de SERS.  

La Figura 21a muestra el espectro Raman del sustrato en negro, y el espectro SERS 

de la BSA, una proteína modelo compuesta de 607 aminoácidos y un peso 

molecular de 66.5 ~kDa, en agua en rojo, y en negro se muestra el espectro del 

sustrato de celulosa preparado mediante una reducción in situ a altas temperaturas. 

Primeramente, es necesario destacar la baja intensidad de la señal del sustrato 

respecto a la de la BSA, lo cual sugiere que sí hay une mejora superficial de la señal 

Raman, es decir, el efecto SERS, como consecuencia de las estructuras 

plasmónicas en el sustrato, además de que las mediciones fueron reproducibles en 

diversas zonas del sustrato, demostrando su alta uniformidad. Esto es se presente 

en la Figura 21b, donde se comparan múltiples espectros de la proteína, obtenidos 

de diversas regiones en varias muestras, con la señal obtenida del sustrato. 
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Figura 21. a) Espectro SERS del sustrato sintetizado a altas temperaturas (negro) y suero albúmina 
bovina (BSA) en agua a una concentración de 10-3 M (rojo) obtenido del promedio de múltiples 

mediciones y b) múltiples mediciones de BSA en comparación con el espectro del sustrato (gris). 

Las bandas señaladas en color azul se identificaron como las características de la 

BSA, presentando la mayor mejora de la señal y siendo posible identificarlas en 



67 
 

todas las mediciones, entre ellas se encuentra la banda correspondiente a la amida 

I, que era la de interés observar en este trabajo, presente en 1616 cm-1. En caso 

contrario al anterior, las bandas señaladas en naranja se encuentran presentes 

tanto en el sustrato como en la BSA, por lo que no se puede asegurar que las 

señales mejoradas correspondan únicamente a la proteína, de estas, las bandas 

presentes en 1005 y 1039 cm-1, en la BSA podrían asociarse con la apertura del 

anillo de fenilalanina (Phe).  

Por otro lado, las bandas que es posible asociar con la estructura de la BSA se 

pueden asignar, de acuerdo con los trabajos de Fazio et al. [85], Szekeres et al. [91] 

y Manago et al. [92], como se describe a continuación: la vibración observable en 

664 cm-1 se puede atribuir a la deformación del anillo (C-C) de la tirosina (Tyr), al 

igual que banda alrededor de 700 cm-1 se puede asociar con dicho aminoácido, 

mientras que las bandas en 794 y 841 corresponden al doblete de Fermi del mismo 

aminoácido (Try). De la misma manera, debido a la estructura carbonatada de la 

proteína estudiada, la banda localizada en 955 cm-1 se puede asociar con el 

estiramiento C-C. Asimismo, las bandas en 1105 y 1142 cm-1 se pueden atribuir al 

estiramiento de los enlaces CN, mientras que la observable en 1186 cm-1 podría 

asociarse con la presencia de Tyr y Phe. También es posible observar una de las 

bandas asociables a la amida III, en 1269 cm-1, mientras que las bandas en 1354 y 

1400 cm-1 corresponden a la presencia de Tyr y el estiramiento de los grupos COO- 

de aminoácidos aromáticos, respectivamente. Finalmente se encuentran dos 

bandas características de la BSA que presentan un incremento significativo en la 

intensidad, que son la presencia de Phe en 1487 cm-1 y la presencia de la señal 

correspondiente a la amida I en 1616 cm-1. 

Cabe destacar que todas las bandas observadas en las mediciones sufren un ligero 

corrimiento con respecto a lo reportado en otros trabajos. Esto puede atribuirse, 

entre otras cosas, a la composición del sustrato y el tamaño de las nanoestructuras 

presentes en el mismo [3], [43]. 

Es importante mencionar que a pesar de que estos sustratos presentan una buena 

mejora de la señal Raman para BSA en una concentración 10-3 M, no fue posible 
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detectar bandas características de la proteína en concentraciones más bajas. Este 

fenómeno puede ser resultado de la existencia de una banda amida en los sustratos, 

como se demostró mediante espectroscopía de infrarrojo, resultado de la 

funcionalización de la celulosa con el amoniaco resultante de la descomposición de 

la urea del DES [54]. 

7. Conclusiones 

En este trabajo se diseñaron y evaluaron sustratos autoportantes de nanocristales 

de celulosa funcionalizada con grupos carboxilo y grupos amida, decorados con 

nanoestructuras de oro de diversas morfologías y distribución de tamaños, para la 

detección de suero albumina bovina mediante la técnica de SERS. El objetivo de 

este trabajo fue proveer una plataforma reproducible, uniforme y sensible para la 

detección de proteínas de diagnóstico, siguiendo los principios de la química verde 

a través del uso de solventes eutécticos profundos como medios de síntesis y 

funcionalización y el uso de la celulosa como componente de base biológica. 

Las nanopartículas de oro sintetizadas mediante reducción química, utilizando PVP 

como agente estabilizante y ácido L-ascórbico como agente reductor, presentaron 

tamaños de entre los 18-25 nm, resultando en morfologías cuasi-esféricas y 

partículas ultra-estables. Además, estas partículas pudieron ser inmovilizadas en un 

aerogel de celulosa funcionalizada con ácidos carboxílicos, como un sustrato SERS 

colapsable al añadir el analito en solución, generando una alta densidad de 

‘hotspots’. Estos sustratos presentaron una clara señal Raman para la PVP que 

rodeaba las nanopartículas metálicas, pero muestran grandes deficiencias para la 

detección de otros analitos, como resultado de la proximidad del polímero, 

resultando en un bloqueo estérico. 

Por otro lado, los aerogeles sintetizados in situ con altas temperaturas, demostraron 

una gran variedad de tamaños, de entre 50-109 nm, resultando también en 

geometrías poliédricas con bordes definidos, además, como resultado de la 

descomposición de la urea del DES, se demostró la funcionalización superficial de 

la celulosa con grupos amida, como se observa en los espectros FTIR, lo cual 

permitió la formación de una red tridimensional altamente porosa. Asimismo, se 
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observa una ligera disminución en el grado de cristalinidad de la celulosa, como 

resultado de un rompimiento o deformación del anillo de esta, al contribuir como 

agente reductor y estabilizante en la síntesis a alta temperatura de estos sustratos 

con la oxidación de los grupos hidroxilo en su superficie. 

Estos aerogeles, contrarios a los preparados con nanopartículas de oro 

estabilizadas con PVP, presentan una señal Raman muy baja, lo que los vuelve 

ideales para la detección de analitos. Esto quedó demostrado al realizar la detección 

de la proteína suero albúmina bovina (BSA) a 10-3 M con estos sustratos, pues fue 

posible apreciar claramente la banda correspondiente a la amida I de la proteína 

alrededor de los 1616 cm-1, sin embargo, no fue posible detectar la biomolécula a 

concentraciones más bajas, posiblemente como resultado de la presencia de una 

pequeña banda amida en los sustratos, que enmascara la posible mejora de la señal 

Raman. 

Los resultados observados abren la puerta a la mejora en el diseño de los aerogeles 

plasmónicos basados en celulosa para la detección de biomoléculas y otras 

moléculas de interés en el diagnóstico temprano de enfermedades en fluidos 

biológicos como el sudor y el líquido intersticial de forma no invasiva. 
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