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Resumen
La identificación rápida y confiable de microorganismos de importancia médica continúa 
siendo un desafío en el diagnóstico clínico. En este estudio se utilizó espectroscopía Raman, 
combinada con la técnica SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy), como herramienta 
complementaria para la caracterización de bacterias y proteínas. Se analizaron tres especies 
bacterianas (Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica y Bacillus pumilus), cuya identidad 
fue confirmada mediante secuenciación del gen ADNr-16S, obteniéndose coberturas del 100 
% y porcentajes de identidad entre 99 % y 100 %. En este estudio se optimizaron protocolos 
de síntesis de nanopartículas de plata y oro sintetizadas ex situ e in situ, evaluando el efecto 
del agente reductor, el pH y el tiempo de incubación. Las nanopartículas sintetizadas por el 
método ex situ y a pH 9 generaron espectros con mayor definición y menor interferencia de 
fluorescencia. Los espectros Raman obtenidos mostraron picos característicos asociadas a 
proteínas, ácidos nucleicos y componentes de la membrana celular bacteriana, en concordancia 
con la literatura. Los resultados demuestran que la metodología implementada permite obtener 
espectros reproducibles y diferenciables entre especies bacterianas, así como identificar picos 
estructurales en proteínas recombinantes. La espectroscopía Raman con SERS se confirma 
como una técnica rápida y complementaria para el análisis de material biológico de interés 
biomédico.
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Abstract
Rapid and reliable identification of medically relevant microorganisms remains a challenge in 
clinical diagnostics. In this study, Raman spectroscopy combined with Surface Enhanced Raman 
Spectroscopy (SERS) was evaluated as a complementary tool for the characterization of bacteria 
and proteins. Three bacterial species (Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, and Bacillus 
pumilus) were analyzed. Silver and gold nanoparticles were synthesized using ex situ and in situ 
approaches, evaluating the effects of reducing agent, pH, and incubation time. Nanoparticles 
synthesized ex situ at pH 9 produced spectra with improved band definition and reduced 
fluorescence interference. The Raman spectra exhibited characteristic bands associated with 
proteins, nucleic acids, and bacterial cell wall components, consistent with previous reports. 
These results demonstrate that the implemented methodology enables reproducible spectral 
profiling and differentiation among bacterial species, as well as structural characterization of 
recombinant proteins. Raman spectroscopy combined with SERS is confirmed as a rapid and 
complementary technique for the analysis of biologically relevant material.

Introducción
Según la Organización Mundial de la Salud [1], [2], anualmente, 600 millones de personas se 
enferman por consumir alimentos contaminados, de las que cerca de 420 000 mueren, lo que, en 
términos económicos, representa una pérdida de productividad cercana a los 95 000 millones de 
dólares anuales. En Costa Rica, de acuerdo con los datos de Vigilancia de la Salud, anualmente 
se atiende un promedio de 312 000 episodios de diarrea, de los cuales mueren alrededor de 
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75 personas [2]. Una gran cantidad de estos casos son provocados por bacterias del género 
Salmonella, uno de los más importantes en el área clínica. También es preocupante que Costa 
Rica reporte varios casos de infección y muerte por propagación nosocomial de Klebsiella 
pneumoniae, resistente a antibióticos β-lactámicos [3]. Esta problemática vuelve fundamental 
la detección oportuna de cepas sospechosas y su confirmación, con el fin de que se tomen 
las medidas terapéuticas apropiadas para el manejo de los pacientes [4] [5]. Los procesos de 
identificación bacteriana en el área clínica siguen siendo complejos y lentos a nivel mundial [6]. 
La detección convencional está basada en métodos fenotípicos [7], los cuales requieren, como 
mínimo, 24-72 h para tener los resultados [8], [9], [10]. En contraste, los métodos genéticos 
(p. ej. PCR y secuenciación), proteicos (p. ej. espectrometría de masas) e inmunológicos 
(p. ej. ELISA) han logrado posicionarse como una alternativa relativamente rápida [11], sin 
embargo, involucran procedimientos complejos y necesitan de personal altamente calificado, 
limitando su extensión en el diagnóstico de enfermedades en zonas menos preparadas, o en 
la identificación de enfermedades emergentes que requieran una baja relación costo/eficiencia 
[8], [9]. Un sistema ideal de detección bacteriana debe cumplir con una serie de análisis en 
tiempo real, altamente sensibles, efectivos, baratos y fáciles de operar; con el fin de identificar 
los microorganismos causantes y tratar las infecciones e intoxicaciones a tiempo [8], [12], [13]. 
Los métodos de espectroscopía vibracional, como la Espectroscopía Raman, proporcionan 
información de la que es posible generar “huellas moleculares” bacterianas, cumpliendo con 
la mayoría de los criterios mencionados anteriormente. Si se cuenta con el equipo, ya sea un 
microscopio Raman con Transformada de Fourier, Raman FT (se pueden obtener espectros 
directamente) o un sistema Raman Dispersivo, que regularmente requiere el uso de la técnica 
SERS para el análisis de muestras biológicas, son herramientas de alta sensibilidad, de fácil 
preparación de las muestras, pero también de rápida y económica obtención de los espectros, 
lo que constituye una alternativa para la detección e identificación de microorganismos o sus 
estructuras, por medios tradicionales, de muestras obtenidas en la práctica diaria [12]. Por 
medio del uso de sistemas ópticos con láseres colimados sobre superficies muy pequeñas, 
la técnica SERS amplifica la señal Raman del material biológico mediante fenómenos de 
resonancia que ocurren con electrones sobre algunos puntos específicos (llamados puntos 
calientes) en sustratos metálicos o nanopartículas (NPs) de metales nobles, como oro o plata en 
dispersión coloidal [14]. Utilizando NPs recubiertas con SiO2, también se han obtenido espectros 
de las bacterias: Bacillus cereus, B. subtilis, B. anthracis Sterne, B. thuringiensis, Escherichia 
coli y Salmonella typhimurium [15]. Con SERS se ha progresado en la habilidad de distinguir 
rápidamente entre especies y cepas, con información de alta calidad. Zhou y colaboradores [16] 
lograron diferenciar tres cepas de E. coli entre sí y de Staphylococcus epidermidis por medio 
de los espectros obtenidos con la síntesis in situ de AgNPs. Particularmente, las AgNPs han 
aumentado su importancia desde diversas vertientes en el campo de la biomedicina [17], entre 
ellas, los estudios con actividad biocida y el aprovechamiento de las propiedades plasmónicas 
en la región visible del espectro electromagnético [18]. De acuerdo con Wan y colaboradores 
[18], en el campo de la síntesis de AgNPs, el método de Lee-Meisel es uno de los más 
utilizados, el cual se basa en la reducción de la plata con C6H8O7 (ácido cítrico) a partir de una 
disolución acuosa de AgNO3 (nitrato de plata) [19]. Alternativamente, se pueden formar AgNPs 
con reductores fuertes, como NaBH4 (borohidruro de sodio) [20] o NH2OH (hidroxilamina) [16]. 
La caracterización de microorganismos de origen biológico permitiría establecer protocolos 
para utilizar estas novedosas técnicas como complemento de las técnicas tradicionales.
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Metodología

Crecimiento bacteriano

Obtención, cultivo y almacenamiento de bacterias
Las bacterias Klebsiella pneumoniae y Salmonella enterica fueron proporcionadas por 
el Laboratorio de Microbiología del Centro de Investigación y de Servicios Químicos y 
Microbiológicos (CEQIATEC), Costa Rica. Por su parte, la Bacillus pumilus se obtuvo del 
Laboratorio de Biología Molecular del Centro de Investigación en Biotecnología (CIB), Costa 
Rica. Durante todo el proyecto, se ejecutaron procedimientos de preservación de las cepas, 
realizando subcultivos en placas con medio semi-sólido compuesto de caldo nutritivo (8 g/L, 
PhytoTechnology Laboratories®) y agar (15 g/L, DifcoTM), se incubaron a 37 °C durante 24 h 
y, posteriormente, se almacenaron a temperatura ambiente o bajo refrigeración (4 °C) hasta el 
siguiente subcultivo.

Pre-cultivo y cultivo de bacterias
Se realizó un aislamiento por rayado de las bacterias K. pneumoniae, S. enterica y B. pumilus en 
placas de agar nutritivo y se incubó a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se aisló una colonia (2 mm 
- 5 mm diámetro) y se pre-cultivó en caldo nutritivo a 37 °C, con agitación por 18 h para cada 
cepa bacteriana. A partir de los pre-cultivos homogenizados se tomó 1,5 mL y, por triplicado, 
se inoculó en 13,5 mL de caldo nutritivo, se incubó a 37 °C y agitación por 3 h. Para determinar 
la concentración de las bacterias, se realizaron diluciones seriadas a razón de 10-2,10-4, 10-6, 
10-7 y 10-8 en solución salina (0,85 % m/v NaCl), a partir de las cuales, mediante un proceso 
de incubación, conteo de las unidades formadoras de colonias y correlación se obtuvieron las 
concentraciones.

Preparación de las muestras bacterianas para la medición en Raman
Los cultivos obtenidos se homogenizaron utilizando un vórtex por 5 s y se centrifugaron a 5000 
rpm por 10 min a 4 °C. Los precipitados bacterianos se lavaron dos veces con agua ultrapura, 
se descartó el sobrenadante y se almacenaron a 4 °C hasta su medición con espectroscopía 
Raman.

Caracterización bioquímica y genética de las cepas bacterianas

Identificación bioquímica mediante ensayos Gram y Biolog
Se realizaron tinciones de Gram para cada bacteria, siguiendo el protocolo recomendado 
por Sutton [21]. Adicionalmente, se realizaron pruebas Biolog, para determinar la especie 
bacteriana.
Los resultados de la identificación fenotípica se obtuvieron utilizando el lector de placas 
Biolog y el software OmniLog® Data Collection. Finalmente, se obtuvieron los resultados de la 
comparación con la base de datos de GEN III y se analizaron los valores de SIM, DIST, tipo de 
organismo y especie.

Identificación genotípica mediante secuenciación de la región genómica de la subunidad 16S 
ribosomal (ADNr-16S)
La extracción de ADN se realizó a partir del cultivo de una colonia de cada bacteria de interés. 
Se incubó a 37 °C con agitación por 16 h. Los cultivos homogenizados se centrifugaron en 
recipientes de 2 mL a 15000 rpm por 10 min y a 4 °C, se descartó el sobrenadante y se realizaron 
dos lavados del precipitado bacteriano con agua libre de nucleasas, centrifugando bajo las 
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mismas condiciones. Posteriormente, se realizó la extracción de ADN genómico siguiendo 
el protocolo de purificación para bacterias Gram negativas [22], incubando 1 h en ARNasa 
en el momento respectivo. Dicho procedimiento se realizó por duplicado para cada bacteria. 
Posteriormente, mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificó 
la región génica codificante de la subunidad 16S ribosomal (ADNr-16S). Este procedimiento se 
adaptó del protocolo recomendado por [23], tomando en cuenta las sugerencias de algunos 
autores [23], [24], [25]. Para amplificar el gen ADNr-16S de cada bacteria, se prepararon mezclas 
de los siguientes reactivos: imprimadores universales 27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) 
y 1492r (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’), desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) libres, 
amortiguador de reacción y agua libre de nucleasas. Una vez que el termociclador alcanzó la 
temperatura de calentamiento inicial (95 °C), se añadieron la polimerasa y la muestra de ADN 
genómico. Se programó el termociclador VeritiTM para realizar 35 ciclos con el siguiente perfil 
térmico: calentamiento inicial y desnaturalización a 95 °C por 1 min, alineamiento a 52 °C por 
30 s y extensión a 72 °C por 90 s. Dicho perfil está basado en lo recomendado por [22] para 
el amortiguador de reacción utilizado y por la base de datos de N. E. Biolabs [26]. Una vez 
confirmados y cuantificados los productos de PCR se enviaron 15 µL por muestra a la empresa 
Psomagen Maryland (E.U.A), para obtener la secuencia nucleotídica de los ADNr-16S de 
cada bacteria. Las secuencias amplificadas por duplicado de cada imprimador se analizaron 
por separado, se realizó un alineamiento global entre las repeticiones de los fragmentos 
seleccionados con la herramienta Clustal Omega [27], obteniendo una secuencia consenso por 
cada imprimador. Posteriormente, se realizó un alineamiento local de cada secuencia consenso 
con la base de datos de GenBank, disponible en el Centro Nacional para la Información 
Biotecnológica (NCBI) de Estados Unidos [28]. Se analizaron los valores de query cover, E 
value y porcentaje de identidad para identificar el organismo al que pertenecía cada fragmento 
alineado.

Preparación y caracterización de las proteínas
Se utilizaron conectores del factor VIII y trombina, proteínas que son importantes en los 
mecanismos que conducen a la formación de coágulos. El procedimiento de preparación 
contempla la clonación de los conectores FVIIIa1 y FVIIIa3, la transformación de cepas de 
E. coli BL21(DE3) pLys S. Luego de un proceso de selección e incubación se extrajeron las 
proteínas sobre expresadas en E. coli mediante lisis celular por congelación/descongelación 
y la respectiva purificación. La autenticidad y pureza de los fragmentos recombinantes 
purificados se comprobó con el análisis de alícuotas de las proteínas purificadas mediante 
espectrometría de masas (MALDI TOF/TOF). Se evaluó la masa de cada uno de los fragmentos 
recombinantes sin digerir (masa total) y digeridos con las endoproteinasas Asp-N o tripsina 
(Roche- Diagnostics), según correspondía. 

Síntesis de nanopartículas

Síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs)
Las AgNPs se sintetizaron por medio de la reducción de iones Ag+ (0,02 M) con una disolución 
de borohidruro de sodio (NaBH4), según la ecuación:

AgNO3 + NaBH4⇌ Ag + B2H6 + NaNO3 + H2 	
El proceso de reducción se realizó con dos métodos principales: in situ y ex situ. El método 
in situ, corresponde a una reducción de los iones de plata en la mezcla acuosa de Ag+ y 
bacterias, mientras que en el método ex situ, la reducción de los iones plata, se realiza aparte 
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del concentrado bacteriano [19]. Cada uno de los métodos de síntesis de AgNPs, descritos 
anteriormente, se realizó con seis diferentes valores de pH (7, 8, 9, 10, 11 y 12) en el agente 
reductor y con cuatro diferentes proporciones molares  (1:1, 1:2, 1:3 y 1:4), por triplicado.

Síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) ex situ
Las reacciones de síntesis se llevaron a cabo en tubos cónicos para microcentrífuga. Por 
medio de vórtex, se mezclaron durante 10 s los volúmenes requeridos de agua ultrapura y 
AgNO3, luego se añadió la cantidad de NaBH4 (0,02 M) para lograr la relación molar de interés. 
Inmediatamente, se mezcló por medio de vórtex hasta observar un cambio de coloración 
(amarillo oscuro, café o verde musgo). Finalmente, se añadió 1 mL de la suspensión de AgNPs 
recientemente sintetizadas al concentrado bacteriano y se mezcló en vórtex durante 10 s.

Síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) in situ
Este procedimiento es muy similar al anterior; no obstante, en la primera mezcla están 
presentes el precipitado bacteriano, el volumen de agua y AgNO3, los cuales se mezclan hasta 
homogenizar la suspensión, incubándose por 5 min a temperatura ambiente, para promover la 
interacción de los iones Ag+ con las bacterias. Posteriormente, se añadió el NaBH4 con el mismo 
procedimiento que en el método ex situ.

Síntesis de nanopartículas de oro (AuNPs)
Las AuNPs se sintetizaron por medio de la reducción de los iones AuCl4- (0,02 M) con una 
disolución de NaBH4 y citrato de sodio como estabilizante, según la ecuación de la reacción:

8	AuCl! + 3 BH"
! + 24	OH! ⇌ 2	H#BO$ + 15 H#O! + 8	Au+ 3	Cl! 

Para llevar a cabo el proceso de reducción se evaluó el método ex situ, tal y como se describió 
para la síntesis de AgNPs. Se probaron seis diferentes valores de pH (7, 8, 9, 10, 11 y 12) en 
el agente reductor por triplicado, concluyendo que la mejor proporción molar AuCl4-:NaBH4 en 
las mezclas de síntesis es 1:1,5. En todas las reducciones se añadió 0,05 % (m/v) de citrato de 
sodio como agente estabilizante.

Síntesis de nanopartículas de oro (AuNPs) ex situ
Las reacciones de síntesis se llevaron a cabo en tubos para microcentrífuga. Por medio de 
vórtex, se mezclaron durante 10 s los volúmenes requeridos de agua ultra pura, HAuCl4 y citrato 
de sodio. Se dejó reposar por 5 min, luego se añadió la cantidad correspondiente de NaBH4 
(0,02 M) para lograr la relación molar de interés e inmediatamente se mezcló por medio de 
vórtex hasta observar un cambio de coloración (desde rosado pálido, hasta morado oscuro). 
Finalmente, se añadió 0,5 mL de la suspensión de AuNPs, recientemente sintetizadas, al 
concentrado bacteriano, mezclándose en vórtex durante 10 s.

Preparación de las muestras para la obtención de los espectros Raman
Las muestras preparadas se colocaron sobre portaobjetos de vidrio previamente incubados por 
30 min en alcohol al 90 %, colocados en baño ultrasónico en acetona (20 min) y posteriormente 
enjuagados con agua destilada. Se realizaron pruebas de cultivo de bacterias en los portaobjetos 
que confirmaron la ausencia de contaminación previa. Finalmente, los espectros se obtuvieron 
con un microscopio dispersivo Raman confocal, modelo DXR de Thermo Scientific, con detector 
del tipo CCD, equipado con láseres de diodos con longitud de onda de 532 nm (Potencia 
máxima de 10 mW) y 780 nm (Pmáx= 24 mW) y un láser de gas de He-Ne de 633 nm (Pmáx= 8 
mW); con potencias que varían en pasos de 0,1 mW hasta su valor máximo.
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Resultados

Identificación de las cepas bacterianas
Las cepas bacterianas Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica y Bacillus pumilus fueron 
cultivadas y concentradas siguiendo los protocolos descritos en la metodología. A partir 
del conteo en placa se obtuvieron concentraciones finales de (1,24 ± 0,04) x 109 UFC/
mL para Klebsiella pneumoniae, (1,07 ± 0,19) x 109 UFC/mL  para Salmonella enterica y                            
(4,55 ± 0,55) x 108 UFC/mL para Bacillus pumilus, las cuales se utilizaron en las mediciones 
Raman posteriores.
La identificación fenotípica mediante tinción de Gram confirmó que K. pneumoniae y S. enterica 
corresponden a bacterias Gram negativas, mientras que B. pumilus es Gram positiva. Los 
ensayos bioquímicos Biolog permitieron evaluar el metabolismo de 71 sustratos como fuente de 
carbono y 23 condiciones de sensibilidad química de las cepas bacterianas. Sin embargo, los 
valores de similitud (SIM < 0,50) y distancia (DIST > 5,0) obtenidos no permitieron discriminar 
entre los géneros de ínteres y otros géneros evolutivamente cercanos, ver Cuadro 1.

Cuadro 1. Similitud y distancia estadística con la base de datos GEN III de las especies probables 
en la identificación bioquímica de las 3 cepas bacterianas en estudio mediante Biolog.

Muestra en estudio SIM 
(Biolog)

DIST 
(Biolog)

Especies probables

(Biolog)

Klebsiella pneumoniae 0,302 6,578
Klebsiella sp.; K. oxytoca;

K. pneumoniae ss pneumoniae

Salmonella enterica 0,162 8,000 Salmonella enterica (gp1) ST typhimurium; 
Salmonella enterica (gp1).

Bacillus pumilus 0,157 11,490 Bacillus pseudomycoides

La identificación definitiva se realizó mediante la secuenciación del gen de la subunidad 16S 
ribosomal. El alineamiento local de las secuencias mostró coberturas del 100 %, valores de 
error iguales a cero y porcentajes de identidad del 100 % para K. pneumoniae y S. enterica, y 
del 99 % para B. pumilus, ver Cuadro 2. Estos resultados confirmaron la identidad taxonómica 
de las tres cepas bacterianas utilizadas en el estudio.
Para una identificación más precisa se realizó una secuenciación del gen 16S ribosomal. Los 
resultados del alineamiento de las secuencias consenso obtenidas del gen 16S, generados 
mediante alineamiento global (ClustalO), demostraron la identidad de cada bacteria con 
porcentajes y coberturas de prácticamente el 100 %. Este procedimiento permitió identificar las 
bacterias Gram negativas de Klebsiella pneumoniae (K) y Salmonella enterica (S), y la Gram 
positiva de Bacillus pumilus (B) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Resultados del alineamiento local realizado a partir de las secuencias consenso 
amplificadas del 16S ribosomal para cada imprimador de las cepas bacterianas en estudio.

Muestra Imprimador

Tamaño 
de la 

secuencia 
consenso 

(pb)

Región 
del 16S 

abarcada1

Cobertura 
(%)

Valor 
de 

Error

Identidad 
(%)

Identidad de 
la bacteria

Número de 
accesión

K

27f 350 V1, V2 y 
V32 100 0 100 Klebsiella 

pneumoniae KY417867.1

1492r 600 V6, V7, V8 
y V9 100 0 100 Klebsiella 

pneumoniae KY417867.1

S
27f 350 V1, V2 y 

V32 100 0 100 Salmonella 
enterica LT795114.1

1492r 500 V62, V7, V8 
y V9 100 0 100 Salmonella 

enterica LT795114.1

B
27f 350 V1, V2 y 

V32 100 0 99 Bacillus 
pumilus KY508344.1

1492r 500 V6, V7, V8 
y V9 100 0 99 Bacillus 

pumilus KY508344.1

1Basadas en una numeración realizada para E. coli [29], [30]. 2Secuenciación parcial.

Síntesis y caracterización de nanopartículas 
Se evaluaron metodologías de síntesis de nanopartículas metálicas de plata y oro mediante 
procedimientos ex situ e in situ para la optimización de los parámetros de la medición, como 
son: tiempo de exposición, número de exposiciones, longitud de onda del láser, selección del 
valor de la apertura y del lente objetivo del microscopio. A partir de estas pruebas se determinó 
que la metodología ex situ permitió obtener espectros con mayor definición de picos y menor 
interferencia por fluorescencia.
La formación de nanopartículas de plata se confirmó visualmente mediante el cambio de color 
de las suspensiones coloidales durante el proceso de síntesis. Las AgNPs sintetizadas mediante 
reducción con citrato de sodio presentaron morfología aproximadamente esférica y diámetros 
en el rango de 20 a 50 nm (Figura 1a). El tamaño y color de las nanopartículas de plata se 
corresponden con lo reportado en la literatura [31]. En contraste, las nanopartículas obtenidas 
mediante reducción con borohidruro de sodio mostraron una mayor heterogeneidad en tamaño 
y forma, asociada a un proceso de nucleación rápida a temperatura ambiente (Figura 1b) [32].
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a) b)
Figura 1. Micrografía de las nanopartículas de plata sintetizadas por reducción de AgNO3 con (a) 

citrato de sodio y (b) con borohidruro de sodio. Ambas micrografías tienen la misma escala. 

Las nanopartículas incubadas durante 45 min mostraron el mejor desempeño en la técnica 
SERS, evidenciado por un aumento en la intensidad relativa de las señales Raman obtenidas 
con el compuesto patrón 1,2-di(4-piridil) etileno [33]. Por esta razón, dichas condiciones se 
utilizaron en las mediciones posteriores del material biológico. 

Adaptación e implementación de la metodología para la evaluación e 
identificación de material biológico mediante espectroscopía Raman.
Los espectros Raman de K. pneumoniae, B. pumilus y S. enterica se obtuvieron utilizando 
nanopartículas sintetizadas mediante metodologías ex situ e in situ. En el caso de K. pneumoniae 
y B. pumilus, ambos métodos produjeron espectros con posiciones de los picos similares; no 
obstante, los espectros obtenidos mediante el método in situ son menos definidos (Figuras 2 y 
3).
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Figura 2. Espectro Raman de Klebsiella pneumoniae con nanopartículas obtenidas 
por medio de las metodologías ex situ (rojo) e in situ (negro).
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Para S. enterica se observaron diferencias más notorias entre ambos métodos. Aunque la 
posición de los picos Raman se mantuvo constante, el método ex situ generó espectros con 
mayor definición y menor interferencia por fluorescencia, particularmente en la región cercana 
a 700 cm⁻¹ (Figura 4).
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Figura 4. Espectro Raman de Salmonella enterica con nanopartículas generadas 
por medio de las metodologías ex situ (rojo) e in situ (negro).

Adicionalmente, se evaluó el efecto del pH de la solución reductora durante la síntesis de 
nanopartículas. Las mediciones realizadas en el rango de pH 9 a 12 mostraron que las 
nanopartículas sintetizadas a pH 9 produjeron los espectros Raman con mayor intensidad relativa 
y mejor definición de los picos (Figura 5). Por esta razón, este valor de pH fue seleccionado 
para las mediciones finales. Los espectros obtenidos son similares a los obtenidos por otros 
investigadores [33-34].
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Figura 5. Espectro Raman de Salmonella enterica para diferentes valores de 
pH. Nótese que el espectro a pH 9,0 (azul) es el más definido.

La técnica SERS también se aplicó al análisis de proteínas recombinantes, incluyendo 
fragmentos del factor VIII y trombina. Se realizaron mediciones a diferentes concentraciones 
molares y utilizando nanopartículas de plata y oro con diámetros entre 50 y 70 nm. En las 
Figuras 6a y 6b se muestran ejemplos representativos de los espectros obtenidos para ambas 
proteínas, en los que se observan picos característicos asociadas a enlaces peptídicos y 
estructuras secundarias.

a) b)
Figura 6 a) Espectro Raman de la proteína F8a3 a una concentración de 0,5 M y b) espectro Raman 

de la Trombina utilizando nanopartículas de plata con longitud de onda del láser de 532 nm.
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Discusión
Los espectros Raman obtenidos para bacterias y proteínas corresponden a la superposición 
de las contribuciones vibracionales de sus principales componentes bioquímicos, incluyendo 
proteínas, ácidos nucleicos y lípidos [34]. En el caso de las bacterias, esta combinación genera 
un perfil espectral característico que puede considerarse una “huella dactilar” de cada especie 
[35].
Los picos observados en la región comprendida entre 600 y 1500 cm⁻¹ de la figura 7 coinciden 
con asignaciones previamente reportadas en la literatura para microorganismos de interés 
biomédico [36], [37]. Por ejemplo, las vibraciones cercanas a 650 cm⁻¹ y 1324 cm⁻¹ se asocian 
a bases nitrogenadas presentes en ácidos nucleicos, mientras que el pico alrededor de 730 
cm⁻¹ se relaciona con componentes de la membrana celular bacteriana. Estas asignaciones 
concuerdan con la composición promedio del peso seco bacteriano, dominada por proteínas y 
ácidos nucleicos reportadas por [34] y [37].

Figura 7. Identificación de algunas de las vibraciones Raman en el espectro de Salmonella enterica.

La comparación entre las metodologías de síntesis de nanopartículas mostró que el enfoque 
ex situ produce espectros con mejor definición y menor interferencia por fluorescencia, en 
concordancia con estudios previos que destacan la importancia del control del tamaño y la 
distribución de las nanopartículas para maximizar el efecto SERS. En particular, el desempeño 
superior observado a pH 9 sugiere que este parámetro influye directamente en la formación de 
nanopartículas con propiedades plasmónicas más favorables.
Aunque los espectros de las diferentes bacterias presentan similitudes en las posiciones 
de los picos Raman, el perfil global de cada espectro es heterogéneo [38], [39]. [40] Esta 
heterogeneidad permite diferenciar entre especies bacterianas cuando se analizan las 
intensidades relativas y la presencia de picos específicos, tal como se observa al comparar 
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los espectros de K. pneumoniae y S. enterica (Figuras 2–4). Estos resultados son consistentes 
con reportes previos y respaldan el uso de la espectroscopía Raman como herramienta 
complementaria para la identificación bacteriana, ver figura 8.

Figura 8. Espectro Raman característico de las frecuencias presentes en 
las bacterias Salmonella enterica y Klebsiella pneumoniae. 

En el análisis de proteínas, ver figura 9, los picos observados en los rangos asociados a enlaces 
disulfuro, aminoácidos específicos y vibraciones de amidas confirman la capacidad de la 
técnica SERS para detectar estructuras moleculares relevantes en biomoléculas [39] [41] [42]. 
La obtención de estos espectros demuestra la versatilidad de la metodología implementada y 
su potencial aplicación en estudios de proteínas específicas.
Entre las limitaciones del estudio se encuentra la variabilidad inherente a la distribución de 
nanopartículas sobre la muestra y la influencia de la fluorescencia en ciertas regiones espectrales. 
No obstante, los resultados obtenidos evidencian que, mediante una adecuada optimización 
de los parámetros de síntesis y medición, es posible obtener espectros reproducibles y con 
suficiente información estructura.
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Figura 9. Espectro Raman de la Trombina utilizando AgNP’s y un láser de 532 nm.

Conclusiones y recomendaciones
En este estudio se implementó y verificó la utilidad de un protocolo experimental para la 
obtención de espectros Raman de bacterias y proteínas mediante la técnica SERS. La identidad 
de las cepas bacterianas fue confirmada mediante secuenciación del gen ADNr-16S, lo que 
permite la identificación biológica de las muestras analizadas.
La síntesis de nanopartículas metálicas de oro y de plata para la implementación de la técnica 
SERS demostró ser un factor crítico en la calidad de los espectros obtenidos. La síntesis ex situ, 
particularmente a pH 9, permitió obtener señales más definidas y con menor interferencia de 
fluorescencia en comparación con la síntesis in situ. Esto evidencia la importancia del control de 
las condiciones de síntesis para mejorar la reproducibilidad y la definición de la señal Raman. 
Asimismo, los tamaños de las nanopartículas se controlaron mejor mediante la síntesis ex situ, 
lo que a su vez resultó ser más conveniente en el análisis de bacterias mediante SERS.
Los espectros bacterianos mostraron picos característicos asociados a proteínas, ácidos 
nucleicos y componentes estructurales de la membrana celular. Aunque las tres especies 
bacterianas presentan similitudes en la región espectral 600–1500 cm⁻¹, el perfil global permitió 
diferenciarlas mediante la intensidad relativa de los picos.
En el caso de las proteínas, la técnica permitió identificar vibraciones asociadas a enlaces 
disulfuro y modos amida, confirmando la capacidad del método para caracterizar estructuras 
biomoleculares en medio acuoso.
En conjunto, los resultados confirman que la espectroscopía Raman+SERS constituye 
una herramienta rápida, reproducible y complementaria a los métodos convencionales de 
identificación microbiológica. Su implementación abre posibilidades para futuras aplicaciones 
en diagnóstico, monitoreo estructural y estudios de biomateriales.
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