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Resumen 

Los alimentos pueden causar enfermedades si no han sido elaborados bajo normas de higiene 
adecuadas. Este tipo de enfermedades se conocen con el nombre ETAs. Salmonella es uno de los 
patógenos alimentarios más importantes a nivel mundial y causante de enfermedades 
gastroentéricas en humanos. La presencia de Salmonella en un alimento, sea en la cantidad que 
sea, se considera peligroso y por lo tanto no será apto para el consumo humano. Por ello, los 
controles microbiológicos rutinarios en la cadena alimentaria son de vital importancia para no 
comprometer la salud del consumidor. El método tradicional de detección de Salmonella 
comprende cuatro fases: una primera fase de pre enriquecimiento no selectivo, una segunda 
fase de enriquecimiento selectivo, un paso adicional de aislamiento en medios sólidos selectivos, 
y una última fase de confirmación mediante pruebas bioquímicas y serológicas. Estos procesos 
tradicionales de cultivo son laboriosos y alargan la obtención de los resultados hasta una 
semana. Debido a esto, surge la necesidad de desarrollar nuevos tipos de biosensores. En este 
trabajo se diseñó y generó una metodología experimental para la elaboración de un biosensor 
basado en nanopartículas de oro las cuales fueron sintetizadas mediante el método de 
reducción química obteniendo partículas quasi-esféricas de un tamaño promedio entre 15-30 
nm. Posteriormente estas nanopartículas de oro fueron bio-funcionalizadas con proteína A para 
así garantizar la conjugación orientada del anticuerpo policlonal anti-Salmonella. Se llevo a cabo 
un método de validación para obtener la concentración mínima necesaria de proteína A y 
anticuerpo para conferirle estabilidad y especificidad a esta nano-estructura. Se emplearon 
diferentes técnicas de caracterización en cada etapa de la elaboración de esta nano-estructura 
(espectroscopias FTIR, UV-visible, dispersión Raman y microscopias TEM y AFM). Sin embargo 
la detectividad y selectividad de este biosensor se probó en soluciones y alimentos 
contaminados intencionalmente con la bacteria patógena Salmonella, empleando microscopia de 
fluorescencia. Este biosensor o nano-inmuno-sensor puede ser usado como un selectivo y 
practico método para la detección de Salmonella en alimentos y agua contaminados con este 
microorganismo. 
 
Abstract 

Food can cause illness if they have been manufactured under appropriate standards 
of hygiene. These diseases are known by the name ETAs. Salmonella is one of the most 
important foodborne pathogens worldwide causing gastroenteric diseases in humans. 
The presence of Salmonella in food, either in the amount it is considered dangerous 
and therefore will not be fit for human consumption. Therefore, routine microbiological 
controls in the food chain are vital to avoid endangering the health of consumers. The 
traditional method of detecting Salmonella comprises four phases: the first phase of 
pre nonselective enrichment, a second phase of selective enrichment, an additional 
step of isolation on selective solid media, and a final phase confirmation by 
biochemical and serological tests. These traditional culture processes are laborious 
and extend the results obtained up to a week because of this, the need to develop new 
types of biosensors. This work was designed and created an experimental methodology 
for the development of a biosensor based on gold nanoparticles which were 
synthesized by chemical reduction method to obtain quasi-spherical average particle 
size of 15-30 nm. Subsequently these gold nanoparticles were functionalized bio-
protein to guarantee oriented conjugation of polyclonal anti-Salmonella. A validation 
method was carried out to obtain the minimum concentration required for protein and 
antibody to confer stability and specificity of this nano-structure. Different 
characterization techniques were used at each stage of the development of this nano-
structure (FTIR spectroscopy, UV-visible, and Raman scattering microscopy, TEM and 
AFM). However the detectivity and selectivity of this biosensor was tested in solutions 
and intentionally contaminated with pathogenic bacteria Salmonella, food using 
fluorescence microscopy. This biosensor or nano-immuno-sensor can be used as a 
selective and practical method for the detection of Salmonella in food and water 
contaminated with this organism. 
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CAPITULO I 

ANTECEDENTES 
 

1.1 Biosensor. 
 

Durante la última década, recientes avances en el campo de la biotecnología y la 

microelectrónica han impulsado la tecnología de los biosensores. Estas herramientas 

de monitorización y control, llamadas a revolucionar la biotecnología analítica, 

proporcionan información en tiempo real sobre parámetros clave en procesos de muy 

distintas áreas (agricultura, medicina, medio ambiente, etc.) Ante este contexto, es de 

esperar que un futuro próximo se realicen grandes avances en la investigación y 

desarrollo de biosensores adaptados a las necesidades de estas áreas. 

En el ámbito de la industria alimentaria factores tales como la legislación reciente 

sobre seguridad alimentaria unido al énfasis en los nuevos sistemas de aseguramiento 

de la calidad y a la protección del medio ambiente han desencadenado un crecimiento 

de la demanda de sistemas de monitorización y control de materias primas, procesos y 

productos finales que permitan obtener una respuesta rápida y fiable (Sadik, 2009). 

En este sentido los sensores son dispositivos que pueden realizar medidas tanto de 

variables físicas como químicas. 

Un biosensor se define como un dispositivo o arreglo compacto de análisis el cual 

incorpora un elemento de reconocimiento biológico (acido nucleico, enzima, anti-

cuerpo, receptor, tejido, célula) asociado a un sistema de transducción que permite 

procesar la señal producida por la interacción entre el elemento de reconocimiento y el 

analito. Esta señal fisicoquímica es traducida en una señal eléctrica, óptica o de otra 

índole, que puede ser amplificada y procesada en la forma adecuada (Venugopal, V. 

2002). El principio de detección de un biosensor está basado en la interacción 

específica entre el compuesto o microorganismo de interés y el elemento de 

reconocimiento (Figura1). Como resultado de esta interacción específica, se producen 

cambios en una o varias propiedades físico-químicas (pH, transferencia de electrones, 

transferencia de calor, cambio de potencial, de  masa, variación de las propiedades 

ópticas, etc.) que detecta el transductor. Este sistema transforma la respuesta del 

elemento de reconocimiento en una señal electrónica indicativa de la presencia del 

analito sometido a estudio o proporcional a su concentración en la muestra (Velasco et 

al., 2003).  
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Figura 1. Esquema de un biosensor y fundamento de su funcionamiento. 

 

El término biosensor aparece en la literatura científica a finales de los años 70, 

aunque el concepto básico e incluso la comercialización comenzaron antes. El primer 

biosensor fue un analizador de glucosa desarrollado por Clark y Lyons en 1962 y 

comercializado a partir de 1975 por Yellow Springs Instrument Company. Este 

biosensor se denominó “enzyme electrode” y consistía en una enzima glucosa oxidasa 

acoplada a un electrodo para oxígeno. La enzima oxida la glucosa y como 

consecuencia se produce un descenso proporcional de la concentración de oxígeno en 

la muestra, que es detectado por el electrodo. En los años siguientes se desarrollaron 

electrodos enzimáticos para distintas sustancias de interés clínico mediante la unión 

de enzimas apropiadas a sensores electroquímicos. 

 A partir de 1977 se desarrollo el primer dispositivo utilizando microorganismos vivos 

inmovilizados en la superficie de un electrodo sensible a amonio. Este dispositivo se 

utilizaba para detectar el aminoácido arginina y sus creadores lo denominaron “sensor 

bio-selectivo”. Posteriormente para acortar, se denominó “biosensor” y este término ha 

permanecido desde entonces para designar la unión entre un material biológico y un 

transductor físico. A partir de ese momento el diseño y las aplicaciones de los 

biosensores en distintos campos de la química analítica han continuado creciendo. 

El desarrollo de los biosensores desde entonces ha estado centrado principalmente en 

el campo del diagnóstico clínico (con un gran éxito de los biosensores para glucosa) y 

existe un interés más reciente en los campos medioambiental, químico, farmacéutico y 

militar. En el campo agroalimentario, su interés se centra en el análisis de la 

composición de los alimentos, en la seguridad alimentaria (detección de compuestos 

contaminantes, alérgenos, anti-nutrientes, toxinas y microorganismos patógenos) y en 

el control de procesos on line. 

El número de publicaciones científicas, revisiones y patentes sobre biosensores 

desarrollados en los últimos años es muy elevado, lo que refleja el gran interés que 

despierta este tema en la comunidad científica. A pesar de este interés, la salida de 

estos dispositivos del laboratorio al mercado agroalimentario ha sido lenta (Velasco et 

al., 2003). Los biosensores presentan un gran potencial en la industria alimentaria 
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pues representan una alternativa que ofrece especificidad en la respuesta, simplicidad 

y rapidez. En las últimas décadas se han realizado grandes progresos en la 

investigación y el desarrollo de biosensores, apoyados en los avances tecnológicos, 

especialmente la microelectrónica, la nano-fabricación, el desarrollo de nuevos 

materiales y la computarización. Sin embargo, su aplicación al campo de la industria 

alimentaria así como su comercialización a gran escala es un reto aun pendiente. La 

industria alimentaria presenta una serie de características entre ellas la diversa 

composición química de los alimentos así como los diversos procesos y variaciones 

físicas a las que son sometidos, todas estas características suponen un desafío a la 

hora de desarrollar biosensores.  

1.1.1 Clasificación de Biosensores. 
 

Como indica la siguiente tabla estos dispositivos pueden clasificarse en función del 

tipo de interacción que se establece entre el elemento de reconocimiento y el analito; el 

método utilizado para detectar dicha interacción; la naturaleza del elemento de 

reconocimiento; o del sistema de transducción. 

 

Tabla 1. Criterios de clasificación de los biosensores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existen múltiples elementos de reconocimiento y sistemas de transducción, la elección 

del transductor está condicionada por el tipo de elemento de reconocimiento elegido, 

ya que éste determina cuál será la variación en las propiedades físico-químicas que 

ocurra como consecuencia de la interacción. 

1.1.1.2 Elementos Biológicos de Reconocimiento Molecular. 
 

Las moléculas utilizadas en los biosensores como elementos de reconocimiento 

deberán cumplir con ciertos criterios fundamentales para poder ser empleadas como 

unidades sensoras. En primer lugar tienen que poseer afinidad hacia el elemento 

objeto del reconocimiento, que deberá ser suficientemente selectiva para reconocer a 

Tipo de interacción Detección de la interacción 

Biocatalitica 
Bioafinidad 

Directa 
Indirecta 

Elemento de reconocimiento Sistemas de transducción 

Enzima 

Organulo,tejido o célula completa 
Receptor biológico 
Anticuerpo 

Ácidos nucleídos 
PIM,PNA,aptamero 

Electroquímico 

Óptico 
Piezoeléctrico 
Termométrico 

Nanomecánico 
 

 



17 
 

este elemento en presencia de otros compuestos y además deberá permanecer estable 

a lo largo del tiempo. 

El reconocimiento molecular puede conllevar simplemente el enlace entre el elemento 

receptor y la molécula reconocida (antígeno-anticuerpo) o bien la interacción puede ser 

de naturaleza catalítica (enzima-sustrato-producto). Éste es el principal criterio que se 

utiliza en la clasificación de los biosensores como biocatalíticos o de bioafinidad. 

1.1.1.3 Sistema de Transducción. 
 

El sistema de transducción o transductor es el elemento que convierte las variaciones 

de las propiedades físicas o químicas que se producen por la interacción entre el 

elemento de reconocimiento y el analito en una señal que puede ser amplificada, 

almacenada y registrada. La señal generada por el transductor en algunos casos no 

puede ser interpretada directamente y es necesaria la utilización de un software para 

su procesamiento. 

Existen varios tipos de transductores: electroquímicos, ópticos, piezoeléctricos 

(másicos, gravimétricos, acústicos), termométricos y nano-mecánicos. Dependiendo de 

la naturaleza de la interacción entre el elemento de reconocimiento y la especie de 

interés se puede utilizar un tipo de transductor u otro (Gerard et al., 2002). 

 

1.2  Características y propiedades de biosensores. 
 

Los dos constituyentes del biosensor (receptor biológico y transductor) están 

integrados conjuntamente, confiriendo a los dispositivos biosensores sus especiales 

características de selectividad y sensibilidad. Aunque sin duda la característica más 

importante de todo biosensor, en comparación con las técnicas de análisis estándar 

(cromatografía), es la posibilidad de realizar el análisis de la sustancia a determinar en 

tiempo real y de forma directa, a diferencia de cualquier análisis biológico o clínico en 

el cual siempre se requiere la utilización de algún marcador molecular (ya sea 

colorimétrico, quimio-luminiscente, quimio-fluorescente o radioactivo). Estas 

características confieren a los biosensores la posibilidad de realizar, no sólo un 

análisis cualitativo y cuantitativo, sino también la posibilidad de evaluar la cinética de 

la interacción (constante de afinidad, asociación, disociación) y por tanto, elucidar los 

mecanismos fundamentales de dicha interacción. Pocas técnicas biotecnológicas 

permiten la evaluación en tiempo real de la cinética de la interacción, razón por la cual 

las técnicas biosensores se están imponiendo en todas aquellas áreas donde es 

fundamental conocer en detalle la cinética de la interacción biomolecular, como por 

ejemplo, en la evaluación de fármacos. 
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Aunque existen multitud de biosensores distintos, cada uno con sus ventajas e 

inconvenientes, muchos de estos ofrecen también la ventaja de la facilidad de manejo, 

el pequeño tamaño y la portabilidad, lo que posibilita su utilización en lugares 

inviables para una técnica analítica convencional, como el hogar o la consulta del 

médico (por ejemplo los sensores electroquímicos de glucosa (Wang, 2001). Otro 

aspecto destacable es la necesidad de una cantidad de muestra relativamente baja 

para hacer el análisis (del orden de micro a nano-litros), lo que es importante cuando 

se trata de análisis de sangre o de ADN, o si la muestra es cara o difícil de conseguir. 

Dependiendo también del tipo de biosensor empleado, generalmente, el coste por 

dispositivo suele ser bajo, y con las modernas técnicas de micro o nano-fabricación 

también es posible disponer de sistemas multi-biosensores que permitan la medida 

simultánea de diversos analitos con la misma cantidad de muestra. A modo de 

resumen, la Tabla 2 incluye las ventajas e inconvenientes generales más importantes 

de los biosensores frente a las técnicas de análisis convencional. 

 

Tabla 2. Comparativa general entre biosensores y técnicas analíticas. 

 

TÉCNICAS CONVENCIONALES  BIOSENSORES 

Largos tiempos de análisis Análisis rápido (en tiempo real) 

Manejo por parte de personal 

especializado 

Fáciles de usar 

Algunas técnicas son caras Varios sistemas son baratos 

Técnicas que operan en laboratorio Portátiles, miniaturizables y 

automatizables 

Multi-analito En su mayoría mono-analito 

Pequeño volumen de muestra Muy reducido volumen de muestra 

Requiere pre-tratamiento de la muestra Minimo pre-tratamiento de muestra 

Sensibles, precisos y fiables Sensibles, precisos y fiables 

Algunas técnicas requieren reactivos La mayoría no usa reactivos 

 

 

 

En la Tabla 3 se presentan las características más importantes de un biosensor ideal, 

a las cuales deben sumarse el ser portátiles, sencillos de manejar, automáticos y 

susceptibles de ser usados como dispositivos remotos (Alcalá 2002, Farré et al. 2005). 
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Tabla 3. Características sobresalientes que deben presentar los biosensores. 

 

CARACTERISTICA DESCRIPCION 

SENSIBILIDAD Alta para ciertos analitos como los xenobióticos 

con efectos sobre la salud, incluso a 

concentraciones de partes por billón (µg/L). 

SELECTIVIDAD Alta, para que el dispositivo interaccione 

exclusivamente con el compuesto de interés y no 

con otros. Mediante elementos de reconocimiento 

específicos. 

CONFIABILIDAD Alta, los sistemas de transducción se diseñan de 

manera que no puedan ser alterados (o lo sean 

mínimamente) por la muestra. 

TIEMPO DE VIDA Largo, que no obligue al empleo del dispositivo por 

cortos periodos desde su fabricación ni a 

sustituciones frecuentes del mismo. Lo que 

depende de su estabilidad química, física y 

mecánica. 

COSTO DE 

PRODUCCIÓN,OPERACIÓN 

Y MANTENIMIENTO 

Bajo, en general, pueden fabricarse a escala 

industrial, lo cual redundaría en un abaratamiento 

de los costos de producción. Asimismo, sus costos 

de operación y de mantenimiento deberán ser 

bajos 

PRETRATAMIENTO DE LA 

MUESTRA 

Evitable, ahorrando tiempo materiales y reactivos. 

Aunque, en ciertas determinaciones son 

imprescindibles las etapas de concentración y 

purificación, eliminando interferencia para 

asegurar la presencia de una cantidad suficiente 

del analito. 

TIEMPO DE ANÁLISIS Corto, con capacidad de medir en tiempo real o 

muy reducido, posibilitando una actuación rápida, 

controlando parámetros importantes de manera 

inmediata y automática. 
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Existe una amplia variedad de biosensores distintos y no todos poseen cada una de 

las características citadas anteriormente. La combinación de varias de ellas podría 

situar a muchos de estos dispositivos en una posición ventajosa frente a las técnicas 

de análisis convencionales (cromatografía, espectrometría, etc.). Además, permiten que 

sean aplicables a la monitorización en tiempo real de procesos industriales (Patel, 

2002). 

1.3 Aplicaciones de Biosensores en el Área de los alimentos. 
 

Como se muestra en la Tabla 4 las aplicaciones actuales de los biosensores en el 

ámbito de los alimentos se orientan hacia las siguientes áreas principales: la 

seguridad alimentaria, la calidad alimentaria y el control de procesos industriales. 

 

Tabla 4. Principales áreas de aplicación de las tecnologías de biosensores dentro del 

campo agroalimentario   

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Seguridad alimentaria Calidad alimentaria 

Compuesto xenobióticos Composición del alimento 

Aditivos. Azúcares. 

Fármacos. Aminoácidos. 

Plaguicidas y fertilizantes. Alcoholes. 

Otros contaminantes (dioxinas, PCBs, 

HAPs, metales pesados) 
Ácidos orgánicos. 

 Colesterol. 

  

Biotoxinas Vida útil  

Toxinas bacterianas. Polifenoles y ácidos grasos (enranciamiento). 

Micotoxinas. Azúcares y ácidos orgánicos (madurez). 

Toxinas marinas. Aminas biógenas (índice de frescura). 

  

Microorganismos patógenos Compuestos aromáticos 

Virus. Aliína (ajo y cebolla). 

Bacterias.  

Protozoos.  

  

Control de procesos Otras aplicaciones 

Azúcares (fermentación y pasteurización). OMGs. 

Alcoholes (fermentación alcohólica). Ciclo reproductivo animal. 

Aminoácidos (fermentación).  

Ácido láctico (elaboración de quesos).  
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1.3.1 Seguridad Alimentaria. 

 

El concepto de seguridad alimentaria implica garantizar la producción y 

comercialización de alimentos que no supongan un riesgo potencial para la salud del 

consumidor. En este campo los biosensores se utilizan para detectar: 

· Compuestos xenobióticos, es decir, sustancias externas al producto alimenticio que 

no han sintetizado los seres vivos (aditivos, fármacos, plaguicidas,...). 

· Ciertos componentes del alimento (alérgenos y antinutrientes). 

· Toxinas de diversos orígenes (toxinas bacterianas, micotoxinas y toxinas marinas). 

· Microorganismos patógenos que afectan al hombre, al ganado y a los cultivos. 

1.3.2 Microorganismos Patógenos. 
 

El aumento en los últimos años de toxi-infecciones producidas por bacterias 

patógenas ha incrementado la necesidad de métodos de detección más rápidos, 

sensibles y específicos. En la actualidad se utilizan métodos basados en anticuerpos y 

en ADN, que han permitido acortar el tiempo de análisis pero no una detección en 

tiempo real (Leonard et al., 2003) 

Frente a estos métodos de análisis, los biosensores tienen el potencial de que permiten 

la detección en tiempo real, pero presentan como inconveniente que, en caso de un 

número bajo de microorganismos, es necesario hacer un pre-enriquecimiento o una 

concentración de la muestra, con el consiguiente aumento del tiempo de análisis. 

Los biosensores que existen para detectar microorganismos patógenos en alimentos 

(Tabla 5) son principalmente de tipo inmunológico combinados con transductores 

piezoeléctricos, ópticos, bioluminiscentes o de impedancia, que permiten una 

detección directa sin marcaje de la interacción antígeno-anticuerpo (Venugopal, 2002). 

Existen también biosensores que permiten una detección indirecta de los 

microorganismos, entre los que se incluye detección mediante marcaje con 

fluorescencia, detección de metabolitos microbianos y detección electroquímica. 
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Tabla 5. Biosensores utilizados en la detección de microorganismos patógenos. 

 

Sistema  
de transducción 

Elemento 
 de reconocimiento 

Microorganismo 

Electroquímico Anticuerpos S. typhimurium, E. coli 0157:H7 
Campylobacter, S. aureus 

Light-addresable  
potentiometric sensor  

(LAPS) 

Anticuerpos S. typhimurium, E. coli 0157:H7 
 B. subtilis, Y. Pestis, Neisseria meningitidis, 
 Brucella melitensis 

Impedimétrico  Salmonella, Proteus vulgaris 

Piezoeléctrico tipo QCM Anticuerpos 
receptores  

proteína A 

Vibrio cholerae, S. enteritidis, 
 S. typhimurium, Listeria monocytogenes, 
 Candida albicans, Campylobacter, E. coli, 
Shigella dysenteriae, Yersinia pestis, 

Proteus, Serratia, Klebsiella 
Piezoeléctrico tipo SAW Anticuerpos E. coli, Legionella, Salmonella 

Nanoelectromecánico Anticuerpos E. coli 0157:H7 
SPR Anticuerpos E. coli 0157:H7, Salmonella enteritidis, 

Listerio monocytogenes, B. subtilis 
Resonancia de espejos Anticuerpos S. aureus 

Bioluminiscencia Anticuerpos Mycobacterium avium, M. paratuberculosis, 
Salmonella, Listeria 

FIA (Fluorescent Anticuerpos  
immunoassays) 

Anticuerpos S. typhimuriu, Yersinia, V cholerae, E. coli 

Interferometría óptica Anticuerpos Salmonella typhimurium 
Fibra óptica Anticuerpos E. coli 0157:H7, S. aureus 

 

1.4 Microorganismos patógenos más comunes en alimentos. 
 

Los microorganismos, y en concreto las bacterias, son la principal causa de 

enfermedades causadas por el consumo de alimentos contaminados. Se habla de 

cómo evitar su presencia, de sus consecuencias sanitarias y socioeconómicas, pero a 

menudo no se conoce lo suficiente. De acuerdo a la FAO (Organización para la 

Alimentación y la Agricultura) los principales microorganismos patógenos son: 

Campilobacter jejuni, Clostridium perfringens, E. coli 0157:H7, Listeria monocytogenes, 

Salmonella, Staphylococcus aureus y Toxoplasmodium gondi, estas bacterias 

transmitidas por alimentos son las más relevantes para la salud humana, bien por su 

elevada incidencia como por sus devastadoras consecuencias en el organismo, debido 

a estas características hemos  elegido a salmonella para su evaluación mediante las 

metodologías propuestas en este trabajo.  

1.4.1 Salmonella. 

 

Salmonella es una de las bacterias más mediáticas y conocidas gram-negativa. A ella 

se le atribuyen muchas de las toxi-infecciones alimentarias. Se trata de una 

enterobacteria que puede llegar a contaminar el agua y los alimentos de origen animal 

especialmente huevos, aves y cárnicos, y que al multiplicarse en condiciones 
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adecuadas de crecimiento durante el tiempo suficiente alcanza una dosis tal que al 

ingerirse produce una patología llamada salmonelosis. Sólo a través del control de 

alimentos en origen y de unas buenas prácticas de manipulación en toda la cadena se 

puede reducir la incidencia y llegar a su erradicación (Tothill, 2001). 

1.4.1.1 Métodos tradicionales de detección de Salmonella 
 

Detección de Salmonella en alimentos está basada en la norma ISO 6579:2002. Este 

método nos ofrece unos resultados de presencia/ausencia de la bacteria normalmente 

en 25 gr de alimento  

El proceso de detección de Salmonella mediante el método tradicional de cultivo puede 

durar desde 5 hasta 7 días, es decir, aproximadamente se tarda una semana en 

obtener los resultados. En la figura 2 se muestra de manera esquemática el protocolo 

del método tradicional de detección de Salmonella. 

 

 

Figura 2.- Fases del método tradicional de cultivo para realizar la detección de 

Salmonella según la norma ISO 6479-2002. 

 

 

PreenriquecimientoPreenriquecimientoPreenriquecimientoPreenriquecimiento

Muestra(x gr o ml) + (xml) agua de peptona tamponada (APT)

18 h±2h a 370C±

10C

Enriquecimiento SelectivoEnriquecimiento SelectivoEnriquecimiento SelectivoEnriquecimiento Selectivo

0,1 ml+ Medio Rappaport

Vassiladis

Con soja (caldo RVS) (10 ml)

0,1 ml+ Caldo Muller-

Kauffmann tetrationato

novobiocina (caldo MKTTn) 

(10 ml)
24h±3h a  37 0C ± 1oC

Aislamiento en medio solidoAislamiento en medio solidoAislamiento en medio solidoAislamiento en medio solido

Aislamiento en medio solido selectivo Siembra en agar xilosa lisina

de oxicolato (XLD) y en otro medio selectivo complementario al

anterior 24h±3h a  37 0C ± 1oC

Selección de las presuntas colonias de Salmonella de cada placa y Selección de las presuntas colonias de Salmonella de cada placa y Selección de las presuntas colonias de Salmonella de cada placa y Selección de las presuntas colonias de Salmonella de cada placa y 

aislamiento en aislamiento en aislamiento en aislamiento en agaragaragaragar nutritivonutritivonutritivonutritivo

24h±3h a  37 0C ± 1oC

Confirmación fenotípicaConfirmación fenotípicaConfirmación fenotípicaConfirmación fenotípica

Fermentación de la glucosa, lactosa, sacarosa y producción de H2S,

hidrólisis de la urea, descarboxilacion de la L-lisina

24h±3h a  37 0C ± 1oC

Confirmación serológicaConfirmación serológicaConfirmación serológicaConfirmación serológica

Pruebas de aglutinaciónPruebas de aglutinaciónPruebas de aglutinaciónPruebas de aglutinación---- antisueros antisueros antisueros antisueros O,Vi,HO,Vi,HO,Vi,HO,Vi,H
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Se han desarrollado métodos alternativos para facilitar todas las fases del método 

tradicional de detección, desde logrando una disminución en el tiempo de incubación 

necesario para los cultivos, hasta desarrollando técnicas moleculares (Feng P, 2001; 

Jasson V et al., 2010). 

1.4.1.1.1 Modificaciones en el método de cultivo. 
 

Los adelantos se han centrado especialmente en la capacidad de ahorrar tiempo en los 

pasos de enriquecimiento, de este modo, se han desarrollado diferentes medios de 

cultivo que permiten realizar el enriquecimiento en un solo paso, reduciendo el tiempo 

total de enriquecimiento. 

Los medios cromogénicos también han sido un gran avance, son medios de cultivo en 

los que se han incluido sustratos cromogénicos que permiten detectar actividades 

enzimáticas. Esto permite realizar una identificación inmediata de los principales 

microorganismos que estén presentes en la muestra, ya que cada especie dará 

colonias de un color característico. 

Ejemplo de estos avances es el SESAME Salmonella Test de Biokar (Biokar 

Diagnostics, France) que incluye un medio que disminuye el tiempo de 

enriquecimiento, un segundo paso de detección en agar semisólido que permite 

diferenciar los microorganismos móviles de los no móviles y un paso de confirmación 

en agar cromogénico. Otro ejemplo es el RAPID´Salmonella Short Protocol de Bio-Rad 

(Hercules, CA, USA), que al igual que en el test anterior, gracias a la adición de un 

suplemento de enriquecimiento que se añade al agua de peptona tamponada la fase de 

enriquecimiento se reduce a un solo paso, y posteriormente se siembra en agar 

cromogénico que permite detectar presuntas colonias de Salmonella. 

1.4.1.1.2 Inmunoensayos. 
 

Los inmunoensayos se basan en la unión específica de antígenos con anticuerpos. El 

factor determinante de estos métodos es la elección de un anticuerpo apropiado. Los 

resultados positivos que se obtengan con estos métodos siempre son considerados 

como presuntos positivos, por lo tanto, siempre requieren confirmación. El límite de 

detección se encuentra entre 104-105 UFC/ml. Existen diferentes métodos 

inmunológicos aplicables al diagnóstico alimentario. 

 

1.4.1.1.3 Inmunoprecipitación. 
 

Estos métodos son rápidos, de uso sencillo y fáciles de interpretar. Normalmente están 

compuestos por una membrana, habitualmente de nitrocelulosa, donde está 
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inmovilizado el anticuerpo que específicamente une y captura el antígeno específico de 

la bacteria si está presente en la muestra, formándose una línea visible por ejemplo a 

la utilización de partículas de látex coloreadas. Para Salmonella existen por ejemplo el 

test VIP for Salmonella de BioControl (WA, USA) o el Reveal® de Neogen (MI, USA) 

entre otros. 

1.4.1.1.4 Enzimoinmunoensayo (ELISA). 
 

En el ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), que es uno de los formatos 

basados en anticuerpos más utilizados para el análisis de patógenos en alimentos, se 

utiliza un anticuerpo unido a una matriz sólida que captura los antígenos presentes 

en el cultivo enriquecido. Un segundo anticuerpo conjugado con una enzima es el que 

se utiliza para realizar la detección. En presencia del sustrato la enzima catalizará una 

reacción colorimétrica. Las paredes de los pocillos de las placas de microtitulación son 

el soporte sólido más utilizado en este tipo de ensayos. Existen gran variedad de kits 

en formato ELISA para la detección de Salmonella. Hoy en día muchos de estos test se 

proporcionan como sistemas automatizados y robotizados que ahorran tiempo gracias 

a la disminución del trabajo manual, pero además, aumentan la reproducibilidad y la 

estandarización de cada paso. Ejemplos de estos sistemas para Salmonella son el 

RayAL Salmonella (RayAl, Nottinghamshire, UK), los sistemas 3M™ Tecra™ (3M, 

St.Paul, Minnesota, USA) o el TRANSIA® PLATE Salmonella Gold (BioControl). 

Los métodos anteriormente mencionados se basan en la utilización de sustratos 

cromogénicos para realizar la detección, pero la enzima puede también catalizar una 

reacción fluorescente. Son métodos basados en la tecnología ELFA (Enzyme Linked 

Fluorescent Assay). El sistema VIDAS® y su versión compacta miniVIDAS de 

BioMerieux son sistemas multiparamétricos que utilizan esta metodología ELFA y que 

además están completamente automatizados. 

1.4.1.1.5 Separación inmunomagnética (IMS). 
 

Este método está diseñado para separar el organismo diana directamente de una 

suspensión compleja como es por ejemplo una muestra de alimento. A la suspensión 

se le añaden partículas magnéticas las cuales están recubiertas de un anticuerpo 

específico del microorganismo que se va a detectar. Se incuba para facilitar la unión 

de las células de interés a los anticuerpos y se aíslan los complejos del resto de la 

muestra mediante magnetismo. Los complejos se pueden utilizar después para hacer 

más pruebas, como por ejemplo inocular otro cultivo, transferir a medios selectivos, o 

pueden ser utilizados en reacciones de PCR o en ensayos de ELISA.  
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1.4.1.1.6 Sistemas de aglutinación en porta. 
 

Son uno de los métodos inmunológicos más sencillos. El más utilizado es la 

aglutinación en látex (LA), en el que las partículas de látex son unidas a los 

anticuerpos específicos que en contacto con los antígenos específicos del 

microorganismo diana produce una reacción de aglutinación que es detectada 

visualmente. Para Salmonella existen varios test de aglutinación, como por ejemplo 

Salmonella Latex Test (Oxoid, Basingstoke, UK) o Microgen® Salmonella Rapid Test 

(Microgen Bioproducts, Surrey, UK). Normalmente estos test son utilizados en la 

última fase del método tradicional de detección de Salmonella, es decir, en la 

confirmación serológica. 

1.4.1.1.7 Inmunodifusión. 
 

La inmunodifusión es una técnica de precipitación que se basa en el movimiento de 

las proteínas en una agarosa en la cual está presente el anticuerpo específico. Si al 

añadir la muestra el antígeno específico está presente en ésta, se formarán complejos 

antígeno-anticuerpo generando una línea de precipitación. 

Para Salmonella existe el 1-2 Test de BioControl, en el cual el anticuerpo utilizado es 

específico para el antígeno flagelar de Salmonella, por lo que no se detectarán 

salmonellas no móviles. 

1.4.1.1.8 Métodos de detección mediante citometría de flujo. 
 

La citometría de flujo puede detectar cada una de las células de una suspensión de 

manera individual por lo que podría ser un método utilizado en la detección de 

patógenos. Aun así no es un método muy empleado ya que no es una técnica lo 

suficientemente sensible. Mediante citometría de flujo no se pueden detectar 

cantidades menores a 103-104 células/ml. Una fase previa de enriquecimiento es 

esencial antes de utilizar la citometría de flujo para aumentar la cantidad de bacterias 

en la muestra hasta niveles detectables por esta técnica. En vez de utilizar citometría 

de flujo, también se pueden visualizar y detectar células teñidas mediante un 

microscopio de epifluorescencia. 

1.4.1.1.9 Métodos moleculares. 
 

En los métodos moleculares son esenciales tanto la selección de una secuencia de 

ADN que sea específica, así como unas adecuadas condiciones de amplificación. Estos 

son los factores determinantes de la especificidad de los métodos moleculares. 
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1.4.1.1.9.1 Hibridación in situ fluorescente (FISH, fluorescent in situ 
hybridization). 
 

Dentro de las técnicas moleculares no basadas en PCR, esta técnica es la más 

frecuente. Generalmente se utilizan sondas oligonucleotídicas que reconocen el ARN 

ribosómico (ARNr). Las células bacterianas son tratadas con diversos fijadores y 

después, se realiza la hibridación con los oligonucleótidos en condiciones muy 

restrictivas, bien en superficie de cristal o bien en solución. Las sondas suelen tener 

un tamaño de entre 15 y 25 nucleótidos y están marcadas covalentemente en el 

extremo 5´ con una molécula fluorescente. Después de unos lavados para retirar las 

sondas que no se hayan unido, las células que estén marcadas gracias a la unión con 

las sondas, serán detectadas mediante un microscopio de epifluorescencia. El límite 

de detección de esta técnica suele estar en torno a 104 UFC/ml, por lo que se 

necesita un paso previo de enriquecimiento para alcanzar esos valores. En el 

mercado existe el kit VIT-Salmonella comercializado por Vermicon (Munich, Germany) 

que se basa en la técnica FISH. 

1.4.1.1.9.2 Técnicas basadas en amplificación PCR. 
 

La reacción de PCR, polymerase chain reaction, es una técnica in vitro que se basa en 

la capacidad de la ADN polimerasa en copiar una cadena de ADN (Mullis KB y Faloona 

FA, 1987). Mediante esta técnica un fragmento específico de ADN se amplifica debido 

a la utilización de dos oligonucleótidos sintéticos (iniciadores), normalmente de entre 

20 y 30 nucleótidos, cuyas secuencias coinciden con los extremos del fragmento de 

interés. El ADN se amplifica mediante un proceso cíclico que consta de tres pasos: 

primero el ADN molde de doble cadena es desnaturalizado a altas temperaturas 

convirtiéndolo en ADN de cadena sencilla. Después, los dos oligonucleótidos sintéticos 

(iniciadores) se anillan en hebras opuestas del ADN a una temperatura que solo 

permite la hibridación con la diana correcta. Por último, se sintetiza una nueva hebra 

de ADN utilizando los oligonucleótidos como iniciadores para la ADN polimerasa y 

utilizando el ADN diana como molde. De este modo se genera otra vez ADN de doble 

cadena. En los siguientes ciclos los iniciadores se unirán tanto al ADN original como 

al de nueva síntesis, por lo que el número de copias del fragmento comprendido entre 

los dos iniciadores aumentará de forma exponencial (Olsen JE et al., 1995). Aun 

habiendo una única copia de ADN molde en la mezcla de reacción de PCR, en unas 

horas se pueden generar millones de copias (Hanna SE et al., 2005). 

Los resultados de la PCR se detectan tradicionalmente (PCR convencional) mediante 

electroforesis en geles de agarosa seguido de la tinción del gel con algún agente 

intercalante, como el bromuro de etidio, o mediante tinción fluorescente, como 

GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, USA). Uno de los principales inconvenientes que 

tiene la técnica de PCR es que en ocasiones, y sobre todo en condiciones poco 
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estrictas, pueden ocurrir amplificaciones no específicas por la unión de los iniciadores 

a otras zonas del ADN problema. También se pueden formar dímeros de los 

iniciadores, que se detectan como productos no específicos. Por otro lado, al tener que 

visualizar los resultados mediante electroforesis en geles de agarosa, pueden ocurrir 

contaminaciones entre los productos de PCR (Hanna SE et al., 2005). Aunque 

mediante PCR se pueden detectar los ácidos nucleicos de un único organismo, el 

volumen de 1-10 µl de muestra que normalmente se utiliza en la reacción restringe el 

límite de detección a 103 células/ml (Olsen JE et al., 1995).Normalmente los 

patógenos alimentarios están presentes en los alimentos a concentraciones muy bajas, 

por lo tanto, la detección directa es prácticamente imposible. Por eso, se realizan 

grandes esfuerzos en intentar desarrollar métodos de extracción capaces de 

concentrar los microorganismos diana, de separarlos de la matriz alimentaria y 

solucionar posibles inhibiciones de la reacción de PCR causadas por sustancias 

presentes en los alimentos. 

1.4.1.1.9.2.1 PCR a tiempo real. 
 

La PCR a tiempo real es una técnica que permite realizar la detección y visualización 

de los resultados a medida que el proceso de amplificación va progresando. El proceso 

de amplificación es monitorizado a tiempo real mediante el uso de fluorescencia, que 

se corresponde con un incremento en el producto de PCR en cada ciclo de 

amplificación. Es una técnica rápida, fácil de realizar y que disminuye las 

posibilidades de contaminación ya que se elimina el análisis post-amplificación que 

hay que realizar en la PCR convencional. 

Los resultados de la PCR a tiempo real se visualizan mediante curvas de amplificación. 

Durante la fase exponencial se produce un aumento exponencial de la fluorescencia 

que se corresponde con un aumento de la cantidad de producto amplificado. El valor 

umbral es un nivel de fluorescencia a partir del cual la señal fluorescente alcanza un 

valor por encima del ruido de fondo, y el ciclo de amplificación en el cual la 

fluorescencia sobrepasa el umbral se conoce como ciclo umbral o Ct (threshold cycle). 

Se considera que la amplificación es positiva si la curva de amplificación sobrepasa 

ese umbral, y que es negativa si la curva se mantiene por debajo de él. La PCR a 

tiempo real se puede utilizar tanto para detección básica como para cuantificación. 

Cuanta más cantidad de ADN haya en la muestra, la fluorescencia alcanzará antes el 

nivel de fluorescencia umbral. El Ct obtenido en una muestra se puede comparar con 

el de una curva estándar generada a partir de diluciones seriadas con cantidades 

conocidas de ADN. De este modo se puede cuantificar la cantidad de ADN de una 

muestra. 
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1.4.1.1.9.2.2 Tendencia actual del uso de la PCR a tiempo real. 
 

En los métodos de PCR para detectar patógenos en alimentos se recomienda realizar 

una fase previa de enriquecimiento de entre 6h a 24h para aumentar el número de 

células diana, ya que en la extracción del ADN se utiliza un volumen pequeño de 

muestra. También se recomienda la utilización de un control interno en la reacción de 

PCR para descartar posibles inhibiciones (Malorny B et al., 2003). 

Los métodos basados en PCR son muy útiles para realizar screening de muestras, pero 

en caso de obtener algún resultado positivo siempre se debe confirmar con el método 

tradicional de cultivo. 

Hoy en día existen una gran variedad de kits comerciales validados para realizar la 

detección de Salmonella en alimentos mediante PCR a tiempo real, entre ellos: 

 

 

1.5 Tendencias en la Tecnología de Biosensores en el área de Alimentos. 
 

El aumento en los últimos años de toxiinfecciones producidas por bacterias patógenas 

ha incrementado la necesidad de métodos de detección más rápidos, sensibles y 

específicos. En la actualidad se utilizan métodos basados en anticuerpos y en ADN, 

que han permitido acortar el tiempo de análisis pero no una detección en tiempo real 

(Leonard, P., 2003).Frente a estos métodos de análisis, los biosensores podrían tener 

el potencial y la capacidad de detección en tiempo real, pero presentan algunos 

inconvenientes tales como: débil respuesta ante un número bajo de microorganismos, 

y es necesario hacer un pre-enriquecimiento o una concentración de la muestra, con 

el consiguiente aumento del tiempo de análisis. Este es un factor crucial, ya que 

incluso una sola célula puede dar lugar a graves riesgo, por lo que la investigación en 

biosensores bacterianos tiene como objetivo lograr una detección ultrasensible de 

agentes infecciosos en complejas matrices biológicas. Los enfoques actuales de la 

nanociencia y la nanotecnología en biosensores prometen grandes promesas para 

abordar las necesidades de análisis en el área de los alimentos (Sanvicens et al., 

2008). 
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A diferencia del caso anterior, los biosensores basados en nanopartículas pueden ser 

capaces de detectar una sola célula, organelo o microorganismo, sin hacer un pre-

enriquecimiento de la muestra. 

En este contexto, las nanopartículas (AuNPs) han creado grandes expectativas con 

respecto a generar mejoras en la señal/ruido, la reducción de los tiempos de 

respuesta. El uso de nanopartículas en biosensores es relativamente una nueva área 

de investigación. Sin embargo, la literatura ya muestra numerosos ejemplos de la 

incorporación de nanopartículas en biodispositivos (Ligler, 2009). Hasta el momento, 

hay nano-biosensores para la detección específica de moléculas (por ejemplo, ácidos 

nucleicos (Litos et al., 2009), proteínas (Hu et al., 2009) enzimas (Hong et al., 2009) y 

a veces para la detección de enfermedades de agentes infecciosos (Liu et al., 2007). 

Los biosensores basados en nanopartículas metálicas, o biosensores plasmónicos, el 

elemento de reconocimiento está formado por compuestos orgánicos adheridos 

químicamente a la superficie metálica de la nanopartícula por un extremo, mientras 

que por el otro se une selectivamente al analito de interés. Esta interacción específica 

se ve reflejada como un cambio en sus propiedades ópticas tales como: aumento en su 

emisión fluorescente, absorción UV-visible e infrarroja, así como en su dispersión 

Raman.  

En la Tabla 6 se ofrece una visión general de los avances recientes en el uso y 

aplicación de nanopartículas como biosensores tanto en óptica, electroquímica o 

magnéticos para la detección de bacterias patógenas (Sanvicens et at., 2009). 
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Tabla 6. Biosensores basados en nanopartículas para la detección de bacterias 

patógenas. 

 

 

1.6 Nanotecnología. 
 

Richard Feynman sugirió en 1959, que los dispositivos y los materiales se podrían 

fabricar algún día con especificaciones atómicas (Feyman R., 1959). La materialización 

de la visión de Feynman es el campo de la Nanotecnología, como se le conoce 

actualmente, una disciplina que abarca el trabajo en la escala del nanómetro (1nm = 

10-9m), proporciona la posibilidad para controlar la estructura de la materia en el nivel 

molecular. Como tal, la nanotecnología, se ve como la frontera tecnológica más 

significativa que se explora actualmente. 

La nanotecnología se define como la rama de la tecnología que se ocupa de la 

fabricación y el control de estructuras de tamaño minúsculo, a escala nanométrica. 

Las aplicaciones nanotecnológicas están adquiriendo cada vez más protagonismo en el 

sector de la alimentación ya que podría revolucionar el control y la seguridad de los 

productos de consumo.  
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1.6.1 Nanopartículas. 
 

La utilización practica de coloides metálicos tiene siglos de historia, lo cual se debe a 

sus fascinantes propiedades ópticas. Sin embargo, el primer estudio sistemático sobre 

la síntesis y el color del oro coloidal fue realizado por Michael Faraday en 1857. El 

estudio de nanopartículas (de oro y de muchos otros materiales) se ha reactivado 

enormemente desde hace un par de décadas, con el nacimiento de la llamada 

Nanotecnología. 

Las nanopartículas son agrupaciones de átomos o moléculas en partículas que son 

medidas fácilmente en la escala nanométrica, son solubles en agua, muy estables y se 

pueden usar en experimentos “in vivo”. 

Las partículas metálicas son un sistema particularmente interesante, en la 

nanoescala, debido a la facilidad con la cual pueden ser sintetizadas y ser modificadas 

químicamente (Feldheim D.et al, 2002). Además, ofrecen una ventaja sobre otros 

sistemas, debido a sus características ópticas ya que se diferencian de las del metal en 

bulto (Hainfield J. et al, 2002). Las primeras nanopartículas de metal bajo estudio, 

fueron las de plata (Ag), cobre (Cu) y oro (Au). Las nanopartículas del oro han sido 

extensamente investigadas debido a sus características físicas y químicas únicas, y a 

sus amplios usos potenciales como son: estabilidad a largo plazo, compatibilidad 

biológica Roldughin V., 2002). El uso de las nanopartículas metálicas como 

biosensores es relativamente nuevo en el área de la investigación, sin embargo la 

literatura ya muestra numerosos ejemplos de incorporación de las nanopartículas 

dentro de bio-dispositivos (Sadik et al, 2009). 

1.6.1.1 Características generales de las nanopartículas de oro. 
 

Las nanopartículas de metales nobles, especialmente las de oro, han despertado un 

gran interés debido a las interesantes propiedades estructurales, electrónicas, 

magnéticas, ópticas, y catalíticas de estos materiales. Estas propiedades dependen en 

gran medida de su tamaño y de su forma, los cuales vienen determinados por las 

condiciones experimentales empleadas en su obtención. Así, se producen cambios 

considerables en las propiedades ópticas del material al disminuir el tamaño de 

partícula a escala nanométrica. Por ejemplo, las disoluciones coloidales de 

nanopartículas de oro presentan un color rojo característico, color rubí, derivado de 

las dimensiones de las partículas del metal. Este efecto se debe a que las 

nanopartículas del metal exhiben una fuerte absorción en el rango UV-visible 

atribuida a la Resonancia de Plasmón Superficial, bandas en el espectro visible 

originadas por las oscilaciones electrónicas (Rasooly, 2001). 



33 
 

El efecto físico de la absorción de la luz por las nanopartículas metálicas en los 

líquidos es la oscilación coherente de los electrones de la banda de conducción en 

respuesta a la interacción con el campo electromagnético, como se muestra en la 

Figura 3 y es conocida como Resonancia de Plasmones de Superficie (RPS). Esta 

característica óptica, es de hecho un efecto de tamaño, porque está ausente tanto en 

los átomos individuales como en los materiales en bulto. La presencia de esta banda 

en la región visible del espectro es responsable de los atractivos colores de las 

soluciones coloidales de algunas partículas metálicas. 

 

Figura 3. Ilustración esquemática de la Resonancia de Plasmones de Superficie. 
 

 

A un nivel fundamental, los espectros de absorción óptica proporcionan información 

sobre la densidad electrónica, tamaño y estructura. Así, para estas nanopartículas 

metálicas, la espectroscopia UV-Vis es una herramienta indispensable para iniciar su 

caracterización. La forma de las nanopartículas, el ambiente dieléctrico, y la distancia 

entre partículas, son probablemente los parámetros más importantes que determinan 

la frecuencia del plasmón (o plasmón de superficie), puesto que las oscilaciones de los 

electrones libres son fuertemente dependientes del espacio disponible. Mientras que la 

forma de oscilar de las esferas metálicas tiene muy poca variabilidad, los electrones en 

nanotubos pueden oscilar de una manera transversal o longitudinal, la cual permite la 

formación de dos picos bien definidos debidos al plasmón de superficie. 

El comportamiento plasmónico de las nanopartículas de oro viene también 

determinado por su funcionalización, pudiendo emplearse la medida de la absorbancia 

del plasmón para caracterizar las nanopartículas (Carralero Sanz, 2009). 

1.6.1.2 Síntesis de nanopartículas de oro. 
 

En la literatura existen gran cantidad de métodos que permiten la síntesis de 

nanopartículas metálicas con diversas geometrías (esféricas, cilíndricas, prismatices, 

poliédricas) y con tamaños controlados. Estos métodos pueden ser físicos, químicos y 

biológicos, presentan una serie de ventajas y desventajas respecto a los demás y son 

empleados dependiendo del material que se desea obtener, del medio en el cual se 

desea dispersar el material obtenido, de los recursos disponibles, etc.  
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En este trabajo se utilizó el método de reducción química, el cual es ampliamente 

utilizado en la síntesis de nanopartículas, ya que presenta algunas ventajas como son: 

sencillez, se puede trabajar a temperatura ambiente y  presión atmosférica, no 

requiere de equipo costoso y proporciona buenos resultados. Se basa en el uso de 

citrato de sodio como reductor, además, es de gran importancia destacar que las 

partículas sintetizadas por reducción con citrato pueden considerarse esferas 

monodispersas, cuyo tamaño puede ser controlado fijando la concentración de citrato 

empleada (Figura 4). Antes de añadir el reductor, sólo hay iones oro en la disolución. 

Inmediatamente después de adicionar el reductor, se produce un crecimiento brusco 

en el número de átomos de oro en disolución, hasta alcanzar una situación de 

sobresaturación. Después de este proceso tiene lugar el crecimiento de las partículas 

formadas en el proceso de nucleación, dando lugar a la aparición de agregados .La 

cantidad de reductor adicionada determina el número y el tamaño de las partículas de 

oro obtenidas. 

Las condiciones de preparación óptimas implican la formación rápida y simultánea de 

las partículas iniciales, de modo que su crecimiento es exactamente el mismo, 

obteniéndose así nanopartículas de oro del mismo tamaño (monodispersas). 

La reducción de los iones de oro ocurre a través del siguiente mecanismo de reacción: 

 

 

En esta aproximación, el ácido dicarboxílico acetona juega el papel de reductor. La 

primera etapa es la oxidación del citrato en ácido dicarboxílico acetona seguido por la 

reducción de los iones de oro en átomos con valencia cero. La molécula del ácido 

dicarboxílico acetona tiene dos grupos por unidad molecular, la cual puede presentar 

una gran afinidad para formar enlaces con los iones de oro. En efecto, la reducción del 

oro no es un proceso directo y un producto intermedio es formado antes de posteriores 

reducciones.  
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Figura 4. Mecanismo de la sucesiva reducción de los iones de oro y síntesis de 
nanopartículas. 

 

Las propiedades de los coloides están estrechamente relacionadas con el método de 

preparación. El tamaño, la distribución de tamaño y la forma de las nanopartículas 

metálicas dependen de algunos parámetros importantes, tales como: 

• Método de síntesis. 

• Agente reductor 

• Tiempo de reacción 

• Temperatura de síntesis.  

• Concentración del reductor 

• pH  

 

Se puede verificar la obtención de nanopartículas metálicas mediante su absorción 

UV-visible, como se muestra en la figura 5. A partir de este efecto es posible obtener 

información estructural. Como se puede observar, la longitud de onda de absorción 

dependerá del tamaño de esas estructuras, la homogeneidad de tamaño con el ancho 

del pico, la intensidad de absorción dependerá de la concentración del reductor 

utilizado, mientras que el número de picos está asociado a la forma de la 

nanopartícula. Por otra parte, la posición de la banda del plasmón varía con la 

funcionalización de las nanopartículas. Este fenómeno puede aprovecharse para la 

caracterización de las nanopartículas sintetizadas. 
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Figura 5. Espectro UV / VIS de nanopartículas de oro diferentes tamaños y formas. 

 

 

1.6.1.3 Caracterización de las nanopartículas. 
 

Entre las técnicas utilizadas para la caracterización de las nanopartículas de oro se 

encuentran la espectroscopia UV-Visible, espectroscopia FTIR, dispersión RAMAN y 

microscopia electrónica de transmisión (TEM), microscopia de fuerza atómica (AFM), a 

continuación se presenta un resumen de ellas, dando una perspectiva del uso de las 

diferentes técnicas para el estudio de las nanopartículas metálicas. 

 

1.6.1.3.1 Espectrofotometría UV-Visible. 
 

La absorción de radiación UV-Visible provoca una excitación de los electrones de 

orbitales de más baja energía a orbitales de más alta energía en una molécula. La 

máxima absorción UV-Visible ocurre en una longitud de onda característica de la 

estructura de la molécula y se puede determinar a partir de una gráfica de intensidad 

de absorción (absorbancia) contra longitud de onda de la radiación absorbida (Moore 

et al., 2000). 

Es una técnica ampliamente utilizada en el área de los nano-materiales ya que 

permite saber si el proceso de síntesis ha concluido con la formación de las 

nanopartículas. Sirve  para caracterizar nanopartículas metálicas, permite una 

medición in situ, brinda información sobre la concentración, tamaño y homogeneidad 

de tamaño de las nanopartículas. Las nanopartículas de oro presentan una banda de 

absorción en el rango de 500-540 nm y esta se relaciona generalmente con el tamaño 

de la nanopartícula, el pico de absorción tiende a ubicarse hacia longitudes de onda 

mayores a medida que el tamaño de la nanopartícula aumenta, mientras que la 

homogeneidad de tamaño se asocia con el ancho del pico. La agregación de las 
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nanopartículas provoca una disminución en la intensidad del pico y la aparición de 

hombros en longitudes de onda mayores, el número de picos de resonancia disminuye 

con el incremento de la simetría de la nanopartículas. De acuerdo con la teoría de Mie, 

solo una banda simple de resonancia de plasmón superficial se presenta en espectros 

de absorción de nanopartículas esféricas, mientras que en partículas anisotrópicas se 

pueden presentar dos o más bandas, dependiendo de la forma de las partículas (Pal et 

al., 2007). 

1.6.1.3.2 Microscopia electrónica de transmisión (TEM). 
 

La microscopia electrónica es la herramienta preferida para la visualización directa de 

las partículas nanométricas (Boutonnet et al., 1986). Es la técnica más importante 

para caracterizar nanopartículas metálicas ya que permite determinar el tamaño 

(distribución de tamaño), forma, estructura interna a través de difracción de 

electrones. En un (TEM) un haz de electrones es dirigido hacia la superficie de una 

muestra, los electrones penetran la muestra son dispersados a medida que la 

atraviesan son enfocados por la lente objetivo y son amplificados por la lente 

magnificadora y finalmente la imagen deseada es producida (Poole y Owens, 2003). 

Dos tipos de imagen pueden ser obtenidas campo oscuro y campo claro. Las imágenes 

en campo claro son producidas por los electrones que se propagan a través de la 

muestra. En campo oscuro la imagen es producto de los electrones difractados (Baker 

et al., 2004).  

En equipos de alta resolución se pueden obtener resoluciones de 0.1nm o menos. La 

imagen es formada de los electrones que se transmiten a través del material analizado. 

Los patrones de difracción de electrones permiten determinar las constantes de redes 

de las partículas lo que ayuda a la identificación de la especie. La preparación de la 

muestra para su observación en TEM consiste en realizar una dispersión de 

nanopartículas en un solvente y dejarlas secar sobre una rejilla de cobre con 

recubrimiento de carbono. Una ventaja de este método se debe a la observación 

relativamente directa de la forma morfológica real y capacidad de análisis detallado de 

fotografías digitalizadas utilizando un software de análisis de la imagen. Una 

desventaja es que no es útil in situ. 

1.6.1.3.3 Microscopia de fuerza atómica (AFM). 
 

El microscopio de fuerzas atómicas (AFM), Atomic Force Microscope, pertenece a la 

familia de los microscopios de escaneo con punta, en inglés Scanning Probe 

Microscopes (SPMs), se basa en la interacción entre una punta muy fina y la superficie 

de la muestra que superan la resolución de los microscopios ópticos y evitan los 

efectos destructivos de otros métodos de alta resolución basados en haces de 
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electrones. En los SPMs la muestra es escaneada por un sensor con la ayuda de 

piezoeléctricos. Son una familia de instrumentos utilizados para estudiar propiedades 

de las superficies de los materiales desde el nivel atómico hasta las micras. 

1.6.1.3.4 Espectroscopia infrarroja (FTIR). 
 

La región del espectro infrarrojo abarca la radiación con números de onda 

comprendidos entre 12800 y 10 cm-1, que corresponden a longitudes de onda de 0.78 

a 1000 µm. Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de la 

instrumentación, es conveniente dividir el espectro infrarrojo en tres regiones 

denominadas infrarrojo cercano, medio y lejano (Skoog y Leary, 1994). La Tabla 7 

muestra los límites aproximados de cada una de ellas. 

 

Tabla 7. Regiones en las que se divide el espectro infrarrojo. 

Región Intervalo de longitud de onda 

(µm) 

Intervalo de número de onda (cm-

1) 

Cercano 0.78 a 2.5 12800 a 4000 

Medio 2.5 a 50 4000 a 200 

Lejano 50 a 1000 200 a 10 

La más 

utilizada 

2.5 a 15 4000 a 670 

 

La espectroscopia FTIR utiliza la interacción de la radiación infrarroja con la materia 

para obtener información sobre la estructura molecular. Tanto la espectroscopia de 

infrarrojo como espectroscopia raman están basadas en las transiciones vibracionales 

discretas que tienen lugar en el estado electrónico de las moléculas. Las posiciones 

relativas de los átomos en una molécula no son exactamente fijas, sino que fluctúan 

continuamente como consecuencia de una multitud de tipos de vibraciones y 

rotaciones diferentes alrededor de los enlaces en la molécula. Pueden distinguirse dos 

categorías básicas de vibraciones: de tensión (Figura 6) y de flexión (Figura 7). 

 

Figura 6. Vibraciones de tensión: a) simétrica y b) asimétrica 
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Figura 7. Vibraciones de flexión: a) balanceo en el plano, b) tijereteo en el plano, c) aleteo 

fuera del plano y d) torsión fuera del plano 

 

Utiliza la interacción de la radiación infrarroja con la materia para obtener 

información sobre la estructura de la molécula vía vibraciones moleculares. El 

principal uso de FTIR en la caracterización de nanopartículas metálicas es para 

detectar especies químicas unidas a la superficie y para monitorear reacciones 

también en la superficie. Está técnica es sensible a grupos funcionales tales como: O-

H, C-O, N-H y C=0. 

1.6.1.3.5 Espectroscopia Raman. 
 

La dispersión Raman involucra la excitación de una molécula con un fotón de luz el 

cual es posteriormente dispersado con un cambio en su energía, el cual se debe a que 

la longitud de onda de una pequeña fracción de la radiación dispersada por ciertas 

moléculas, difiere de la del haz incidente y además, que los desplazamientos de 

longitud de onda dependen de la estructura química de las moléculas responsables de 

la dispersión. Este fenómeno está relacionado con el mismo tipo de cambios 

vibracionales cuánticos que se producen en la absorción infrarroja (Skoog y Leary, 

1994). 

Aunque los mecanismos básicos dependen de los mismos modos vibracionales, 

corresponden a procesos muy diferentes. La absorción infrarroja requiere que un 

modo de vibración de la molécula experimente un cambio en el dipolo o la distribución 

de carga asociados y, solamente entonces, la radiación de la misma frecuencia puede 

interaccionar con la molécula y promoverla a un estado vibracional excitado. Por lo 

contrario la dispersión implica una distorsión momentánea de los electrones 

distribuidos alrededor de un enlace de la molécula, seguida por la reemisión de la 

radiación cuando el enlace vuelve a su estado electrónico fundamental. 

La intensidad de un pico Raman depende de la polarizabilidad de la molécula, de la 

intensidad de la fuente y de la concentración de grupos activos. Los grupos no polares 

como C=C, C-C y S-S aparecen con mayor intensidad en los espectros Raman (Ma y 

Phillips, 2002). 

Una de las mayores limitaciones de la espectroscopia  Raman convencional es la señal 

de fondo que proviene de la fluorescencia de la muestra o de las impurezas que 

contiene. La espectroscopia Raman de transformada de Fourier elimina la 
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fluorescencia de fondo y hace posible el uso de la fuente láser de Nd:YAG que emite 

radiación sólo en el infrarrojo cercano a 1064 nm. Esta radiación no es 

suficientemente energética como para producir la excitación electrónica de las 

moléculas y de este modo se impide la fluorescencia. 

Una ventaja importante de la espectroscopia Raman, con respecto a la de infrarrojo, es 

el hecho de que el agua no interfiere y por lo tanto es posible obtener espectros Raman 

de disoluciones acuosas (Skoog y Leary, 1994). Otro punto importante es que las 

muestras no necesitan ser ópticamente claras, y por lo tanto es posible obtener 

espectros raman de muestras opacas (Ma y Phillips, 2002).  

La dispersión Raman es una técnica espectroscópica usada en química y física 

altamente especifica y permite el análisis de muestras integradas por varios 

componentes. Presenta la ventaja de un análisis de manera directa y un requerimiento 

mínimo de la muestra, pero presenta la desventaja de una baja intensidad de la señal 

aun siendo usada con laceres potentes. En presencia de las nanoparticulas de oro la 

señal raman se intensifica hasta niveles suficientes como para detectar una molécula 

individual. La excitación resonante de los plasmones producen una enorme 

intensificación del campo electromagnético en la proximidad de la superficie de la 

nanoparticula, Las intensidades Raman son proporcionales a la intensidad del campo 

electromagnético por esta razón la espectroscopia SERS está actualmente reconocida 

como una técnica de detección extremadamente sensible con altos niveles de 

especificidad molecular. 

1.6.1.4 Estabilidad de las nanopartículas. 
 

Las partículas de tamaño nanométrico tienen una fuerte tendencia a la aglomeración, 

debido a las interacciones de Van der Waals y a la ausencia de fuerzas electrostáticas 

repulsivas entre partículas. Es por lo tanto importante desarrollar modos sintéticos 

por los cuales las partículas puedan ser estabilizadas, esto es, donde las fuerzas 

repulsivas puedan proporcionar un equilibrio de atracción entre las partículas. 

La preparación de nanopartículas de oro generalmente implica la reducción química 

de una sal de oro en medio acuoso u orgánico, en presencia de un agente estabilizante 

o protector adecuado, el cual se une a la superficie de las nanopartículas aumentando 

su estabilidad y neutralizando las fuerzas electrostáticas. Las dispersiones de las 

nanopartículas preparadas en presencia de un estabilizador son estables a 

temperatura ambiente durante largo tiempo, no observándose precipitación del coloide 

al cabo de varios meses (Carralero Sanz, 2009). Para la estabilidad de la 

nanopartículas diferentes agentes protectores son utilizados un ejemplo de ellos son 

los polielectrolitos estos compuestos son moléculas que presentan varias cargas 

eléctricas descompensadas es decir presentan simultáneamente ambos signos de 

carga: positiva y negativa estas cargas se encuentran fijas en distintas posiciones 
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moleculares por lo que no pueden anularse mutuamente. Normalmente se trata de 

grandes moléculas orgánicas de tipo polimérico como las proteínas. Entre otras 

sustancias utilizadas para pasivar la superficie de las nanopartículas se encuentran la 

polivinilpirrolidona PVP, el quitosano, almidon, celulosa y gelatina. 

En este trabajo se utilizara la proteína A, la cual presenta características importantes 

para llevar a cabo “el recubrimiento” de la superficie de la nanoparticula de oro, todo 

esto con el objetivo de garantizar la estabilidad de las nanopartículas además de 

obtener una superficie compatible al elemento de reconocimiento (anticuerpo) que se 

utilizara para la bioconjugación. 

 

1.7 Conjugación de las nanopartículas de oro con diferentes clases de 

Biomoléculas. 

 

La utilización de nanopartículas metálicas como marcadores biológicos viene 

determinada por la posibilidad de conjugación con diferentes clases de biomoléculas. 

Una gran variedad de moléculas biológicas pueden ser conjugadas a la superficie de 

las nanopartículas de oro por ejemplo: anticuerpos, enzimas, lecitinas, lipoproteínas, 

glicoproteínas, polímeros, hormonas, carbohidratos, lípidos, ácidos nucleicos etc.  

El desarrollo de inmunosensores se basa en la inmovilización de biomateriales (p.e. 

anticuerpos) sobre una superficie transductora, para su posterior interacción con el 

analito de interés (p.e. antígenos). La inmovilización de las biomoléculas, implica 

unión covalente, adsorción o atrapamiento del biomaterial en la matriz. 

Se ha llegado a pensar que cuando las biomoléculas se adsorben en la superficie de 

las nanopartículas de oro se genera su desnaturalización o pérdida de su bioactividad.  

Sin embargo, se ha demostrado que macromoléculas, tales como anticuerpos, 

antígenos y enzimas, retienen su actividad cuando son inmovilizadas sobre superficies 

modificadas con nanopartículas, ya que éstas proporcionan un ambiente similar a su 

entorno natural. Además las partículas metálicas actúan como medio de conducción 

electrónico, facilitando la transferencia electrónica, permitiendo alcanzar elevados 

niveles de estabilidad y sensibilidad (Luo, 2004ª). 

Las nanopartículas de oro presentan una elevada área superficial, por lo que pueden 

ser fácilmente conjugadas y bioconjugadas, modificando sus propiedades superficiales 

por todo ello, las nanopartículas metálicas despiertan un gran interés en el campo de 

la biotecnología (Figura 8). 
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Figura 8. Nanopartícula de oro la cual se encuentra unida a su superficie diferentes 

elementos de reconocimiento. 

 

1.7.1 Funcionalización de Proteína A sobre la superficie de las 
nanopartículas de oro. 
 

Incorporar proteínas con nano-materiales es un camino efectivo para mejorar la 

estabilidad y función de la proteína, las nanopartículas de oro son biocompatibles, 

estables y no toxicas. 

Muchos ligandos en moléculas de proteínas como aminas, tioles, carboxilatos y 

disulfuros son capaces de interactuar con las nanopartículas de oro y formar enlaces 

químicos con similar fuerza a los enlaces covalentes (Astruc, 2004), además la 

resonancia del plasmon superficial de las nanopartículas hace que ellas muestren un 

fuerte y estable color rojo después de la unión con proteína. Proteínas son usualmente 

incorporadas con nanomateriales a través de múltiples interacciones, especialmente 

fuerzas electrostáticas y mediante uniones de enlace de hidrogeno. 

Interacciones electrostáticas son las más comunes interacciones entre 

nanopartículas y proteínas (I. Lynch, et al., 2008), Algunas proteínas son moléculas 

anfipróticas, mientras que las superficies de las nanopartículas pueden ser 

modificadas con grupos funcionales cargados positivamente o negativamente. Al 

ajustar el valor del pH del medio ambiente, las proteínas y los nano-materiales 

podrían ser cargados opuestamente. La fuerza de la electricidad estática resultante 

hace que las proteínas se unan estables y fuertemente a los nano-materiales. El 

enlace de hidrógeno es una atractiva interacción electromagnética de un átomo de 

hidrógeno y un átomo electronegativo, tal como el nitrógeno o el oxígeno que proviene 

de otro grupo químico. Los puentes de hidrógeno proporcionan la mayor parte de las 

interacciones de dirección en que se basa el plegamiento de proteínas, la estructura de 

proteínas y el reconocimiento molecular (Hubbard & Kamran, 2010). En contacto con 
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los nanomateriales ricos en grupos funcionales, las proteínas podrían ser fácilmente 

incorporadas en los nano-materiales a través de enlace de hidrógeno. 

Por todo lo anterior se decidió trabajar con la proteína A esta es  altamente estable con 

un peso molecular de 42 KDa y una estructura altamente asimétrica. Es una proteína 

de superficie que se encuentra en la pared celular de Staphylococcus aureus y es capaz 

de reconocer moléculas de la matriz extracelular. Precipita inmunoglobulinas de varias 

especies, vía interacción directa con sitios en la región Fc. Presenta propiedades 

hidrodinámicas. La conformación de la proteína es muy estable sobre un largo 

intervalo de pH. Altas concentraciones de iones hidrogenos (pH 0.99) o iones hidroxilo 

(pH 11.8) no afectan la cadena polipeptidica. Proteína A contiene 50% `-helice 

estructura y 10-20 % β estructura (Figura 9). Es ampliamente usada en bioquímica 

por su capacidad de reconocimiento de anticuerpos, es capaz de interaccionar con la 

cadena pesada y unirse a la porción Fc de inmunoglobulinas, especialmente IgGs, de 

un gran número de especies (M. Graille, et al, 2000). 

La estructura de la proteína A contiene 509 aminoácidos se compone de cinco 

dominios homologos de unión IgG. Cuenta con un punto isoeléctrico de 5.1. Proteína 

A contiene 9 cadenas laterales de tirosilo, 14 residuos de fenilalanina y no contiene 

residuos de triptófano ni cisteína (Ingvar ,1975). (Tabla 8). 

 

Tabla 8.Contenido de aminoácidos de la proteína A (Uhlen et al., 1984). 

Amino acido Proteína A 

Lisina 69 

Histidina 7 

Arginina 6 

Acido Aspartico 105 

Treonina 10 

Serina 25 

Acido Glutamico 78 

Prolina 31 

Glicina 33 

Alanina 42 

Valina 15 

Metionina 6 

Isoleucina 18 
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Leucina 41 

Tirosina 9 

Fenilalanina 14 

Total 509 

 

El análisis de secuencia de aminoácidos revela dos regiones funcionalmente distintas 

en la molécula ambas regiones cuentan con remarcables estructuras repetitivas. La 

parte NH2-terminal contiene cinco homólogas regiones de unión a IgG unidades 

compuestas de aproximadamente 58 aminoácidos cada una. La parte COOH-terminal 

que se cree que se une a la pared celular de Staphylococcus aureus se compone de 

varias repeticiones de un octapéptido (Glu-Asp-Gly-Asn-Lys-Pro-Gly- Lys) que se repite 

12 veces (Lindmark et al., 1977). 

 

La proteína A actúa como absorbedor de afinidad para evitar la conexión directa de los 

anticuerpos a la superficie de las nanopartículas de oro además proporciona una 

conjugación orientada del anticuerpo para así garantizar la actividad completa del 

anticuerpo hacia el antígeno de interés. 

 

 

Figura 9. Estructura tridimensional de la proteína A. 

 

La adsorción de las proteínas en la superficie de las nanopartículas es un proceso no 

covalente basado en tres separados pero dependientes fenómenos (Figura 10): a) 

interacción iónica entre la carga negativa de la superficie de la nanoparticula y la 

carga positiva en los sitios de la proteína, b) atracción hidrofobica entre la proteína y 

la superficie del metal;c ) unión dativa entre el metal y los electrones de conducción de 

los átomos de nitrógeno y azufre de la proteína (Thobhani et al., 2010). 
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Figura 10. Unión de la proteína a la superficie de la nanopartícula puede ocurrir a través 

de varios tipos de interacciones. 

 

La actuación de las nanopartículas en inmunoensayos depende de las propiedades 

químicas de las nanopartículas de oro así como de la bioactividad de la proteína. 

Algunas proteínas pueden adsorberse fuertemente en la superficie de las 

nanopartículas para formar conjugados estables reteniendo sus propiedades 

biológicas.  

 

1.7.2 Conjugación de las nanopartículas con anticuerpos. 
 

Los anticuerpos (también conocidos como inmunoglobulinas, abreviado Ig) son 

glicoproteínas del tipo gamma globulina. Pueden encontrarse de forma soluble en la 

sangre u otros fluidos corporales de los vertebrados, disponiendo de una forma 

idéntica que actúa como receptor de los linfocitos B y son empleados por el sistema 

inmunitario para identificar y neutralizar elementos extraños tales como bacterias, 

virus o parásitos, constituyen uno de los más importantes mecanismos específicos de 

defensa. Todos ellos tienen una estructura similar en forma de Y (Figura 11), tienen 

dos dominios idénticos de reconocimiento para el antígeno (Fab fragmento), y dos 

dominios idénticos con funciones efectoras (Fc fragmento).La región de unión al 

antígeno es altamente especifica y varía entre los anticuerpos. Miles de millones de 

diferentes anticuerpos pueden ser generados cada uno con distinta especificidad. 

Los anticuerpos tienen dos cadenas ligeras idénticas de 24-25 kD y dos cadenas 

pesadas también idénticas de 55-70 kD unidas por puentes disulfuro (Lesk and 

Chothia, 1982). El tipo de inmunoglobulina generada depende del tipo de cadena 

pesada y, por lo tanto, en animales vertebrados cinco clases o isotipos de 

inmunoglobulinas (IgG, IgE, IgD, IgA y IgM) se pueden distinguir, cada uno con una 

distinta funcionalidad. Además de los puentes disulfuro entre las cadenas, hay 

puentes disulfuro intracatenarios que proporcionan estabilidad a la molécula (Burton 

Enlace Dativo Interacciones 
Iónicas

-S-

Interacciones 
Hidrofobicas
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et al., 1986). La cadena ligera (L) está formada por dos dominios de alrededor de 100 

residuos, conocidos como el dominio variable (VL), en su extremo amino terminal, y el 

dominio constante (CL). La cadena pesada (H) contiene un dominio variable (VH) y tres 

o cuatro dominios constantes (CH1, CH2, CH3, CH4), dependiendo del isotipo (Alberts 

et al., 1989) .Las regiones variables son las zonas de la molécula implicadas en la 

unión al antígeno. 

 

 

Figura 11. Estructura general de un anticuerpo 

 

Como ya se ha mencionado las nanopartículas de oro presentan una elevada área 

superficial, por lo que pueden ser fácilmente conjugadas, modificando sus propiedades 

superficiales. La conjugación de los anticuerpos a la superficie de las nanopartículas 

de oro puede generar un producto que combina las propiedades de ambos, por 

ejemplo se puede combinar el pequeño tamaño de las nanopartículas y las 

capacidades de los anticuerpos tales como el reconocimiento específico y selectivo. El 

producto hibrido mostrara versatilidad y especificidad (Figura 12).  

 

 

Figura 12.Ventajas de la conjugación de los anticuerpos a la superficie de las 

nanopartículas. 
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Una vez que se lleva a cabo la síntesis, estabilización y caracterización de las 

nanopartículas de oro con y sin proteína, el siguiente paso es unir a la superficie de la 

nanoparticula al elemento de reconocimiento biológico, a esta unión se le conoce como 

conjugación. En este trabajo de tesis los elementos de reconocimiento serán 

anticuerpos, para este análisis se utilizaran anticuerpos policlonales, la utilización de 

la proteína A tiene como objetivo evitar la conexión directa de los anticuerpos a la 

superficie de las nanoparticula.  

Para la conjugación de anticuerpos a la superficie de las nanopartículas ambas 

técnicas de inmovilización de manera covalente y no covalente pueden llevarse a cabo. 

La primera técnica que se usa es una adsorción espontanea del anticuerpo sobre la 

superficie de la nanoparticula en este proceso pueden existir tres tipos de interacción 

que pueden tomar lugar: interacciones hidrofóbicas, interacciones iónicas y uniones 

dativas. Las interacciones hidrofóbicas son debidas a la atracción entre las partes 

hidrofóbicas del anticuerpo y la superficie del metal, resultando en la formación de un 

enlace no covalente. Grupos cargados positivamente son abundantes en anticuerpos 

por ejemplo aminoácidos cargados positivamente y el N-terminal. Interacciones iónicas 

son formadas entre estos grupos  y la carga negativa de la superficie de las 

nanopartículas. Unión dativa es la formación de un enlace covalente entre la 

nanoparticula de oro y los grupos sulfidrilo libres del anticuerpo. Estos tres tipos de 

interacciones potenciales son ilustrados en la Figura 13. 

 

 

Figura 13. Tres tipos de interacción potenciales nanoparticula-anticuerpo. A) Partes 

Hidrofobicas del anticuerpo interaccionan con la superficie del metal. B) Grupos 

cargados positivamente del anticuerpo son atraídos por la carga negativa de la 

superficie. C) Una unión covalente es formada debida a la unión dativa (Hermanson, 

2008). 

 
 

 



 

1.7.3 Bioconjugacion de las nanopartículas conjugadas con el analito.
 

Una siguiente etapa después del proceso de conjugación es la interacción de la 

nanoparticula conjugada con el analito esto

muestra en la figura 14. Se presenta un ejempl

cual se encuentra unida a su superficie la proteína A esta a su vez se encuentra unida 

al anticuerpo para así poder detectar antígenos en células o secciones de tejido a 

través del uso de una proteína que recubre la nanoparti

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Proteína A unida a la superficie de la nanoparticula de oro para la detección 

de antígenos en células o 

1.8 Detección del analito (Efecto SERS 
Scattering). 
 

Cualquier superficie metálica (plana, esférica, cilíndrica o de cualquier otra forma) 

genera plasmones superficiales cuando esta es excitada con luz

En partículas metálicas, la longitud de onda a la que existen estos plasmones 

localizados depende del tipo de metal, del tamaño de la partícula y de la forma de ésta. 

Para esas longitudes de onda, el campo electromagnético se localiza alreded

superficie del metal. Cuando luz con longitud de onda igual a la de los plasmones 

localizados incide sobre la partícula metálica, se produce un efecto resonante, que 

lleva asociado un aumento enorme de la intensidad del campo electromagnético en l

proximidades de la partícula (por comparación con la intensidad de la luz incidente). 

Mediante estas resonancias plasmónicas es como se pretende detectar moléculas 

individualmente. Para ello se recurre a la espectroscopia Raman, así llamada en honor 

del científico indú que en 1928 descubrió el fenómeno físico en que se basa. Cuando 

un haz de luz incide sobre una molécula, parte de esa luz se dispersa, y parte es 

remitida por la molécula. El espectro de emisión de la molécula (es decir, cómo 

depende la intensidad de la luz emitida con la longitud de onda) difiere de una 

molécula a otra; podemos, pues, identificarlas. 
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localizados incide sobre la partícula metálica, se produce un efecto resonante, que 

lleva asociado un aumento enorme de la intensidad del campo electromagnético en l
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individualmente. Para ello se recurre a la espectroscopia Raman, así llamada en honor 

científico indú que en 1928 descubrió el fenómeno físico en que se basa. Cuando 

un haz de luz incide sobre una molécula, parte de esa luz se dispersa, y parte es 

remitida por la molécula. El espectro de emisión de la molécula (es decir, cómo 

tensidad de la luz emitida con la longitud de onda) difiere de una 

molécula a otra; podemos, pues, identificarlas.  
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en el rango UV-visible. 

En partículas metálicas, la longitud de onda a la que existen estos plasmones 

localizados depende del tipo de metal, del tamaño de la partícula y de la forma de ésta. 

Para esas longitudes de onda, el campo electromagnético se localiza alrededor de la 

superficie del metal. Cuando luz con longitud de onda igual a la de los plasmones 

localizados incide sobre la partícula metálica, se produce un efecto resonante, que 

lleva asociado un aumento enorme de la intensidad del campo electromagnético en las 

proximidades de la partícula (por comparación con la intensidad de la luz incidente). 

Mediante estas resonancias plasmónicas es como se pretende detectar moléculas 

individualmente. Para ello se recurre a la espectroscopia Raman, así llamada en honor 

científico indú que en 1928 descubrió el fenómeno físico en que se basa. Cuando 

un haz de luz incide sobre una molécula, parte de esa luz se dispersa, y parte es 

remitida por la molécula. El espectro de emisión de la molécula (es decir, cómo 

tensidad de la luz emitida con la longitud de onda) difiere de una 
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La espectroscopia Raman es ampliamente empleada para el análisis de los materiales, 

ya que la información vibracional es muy específica de los enlaces químicos que 

caracterizan las moléculas, proporcionando verdaderas “huellas dactilares” que 

permiten la identificación de la especie analizada y de cómo el entorno afecta a su 

estructura. Además, al contrario que la espectroscopia IR, la señal Raman emitida por 

el agua es débil, lo que facilita el estudio de disoluciones acuosas. Puesto que 

hablamos de un tamaño muy pequeño, la señal Raman de una molécula es poco 

detectable, aun cuando se excite con láseres muy potentes. En condiciones normales, 

para detectar un tipo de molécula mediante un espectro Raman se requiere la 

presencia de más de un trillón de moléculas. Sin embargo hace alrededor de 30 años 

se descubrió que, cuando las moléculas están adsorbidas sobre la superficie de 

partículas nanométricas metálicas (por lo general de oro o plata), la señal Raman 

aumentaba en un factor que a veces llegaba a ser de entre 10 y 15 órdenes de 

magnitud. La razón de tal aumento se encuentra en la excitación por parte de la luz 

incidente de los plasmones superficiales. Dicha excitación provoca que el campo 

eléctrico que siente la molécula sea mucho mayor que el asociado a la luz incidente. 

Este aumento extraordinario de la señal ha permitido abordar el estudio del espectro 

Raman de una molécula adsorbida sobre un conjunto de nanopartículas metálicas 

(Pendry et al., 2004). 

Por esta razón, la espectroscopia Raman amplificada por la superficie (SERS) está 

actualmente reconocida como una técnica de detección extremadamente sensible con 

altos niveles de especificidad molecular (Moskovits. M., 2005). 

En la Figura 15. Se muestra la estrategia de detección de un microorganismo 

patógeno de interés mediante el uso de espectroscopia SERS con nanopartículas de 

oro. 
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Figura 15.Estrategia de detección de un Microorganismo patógeno de interés mediante 

espectroscopia SERS y nanopartículas de oro. 

1.8.1 Detección del analito mediante Espectroscopia de Fluorescencia. 
 

La fluorescencia es la propiedad de algunas especies químicas de emitir luz al recibir 

una radiación. Se trata de utilizar un haz de luz, por lo general luz ultravioleta, 

aunque en algún caso puede ser de rayos X o rayos catódicos, que excita a los 

electrones de ciertas moléculas y provoca que emitan luz de una menor energía o 

mayor longitud de onda, generalmente luz visible (aunque no necesariamente). 

Ya que las moléculas poseen diferentes estados llamados niveles de energía, en la 

espectroscopia de fluorescencia se excita la muestra desde su estado electrónico basal 

(estado electrónico de baja energía), a uno de los diferentes estados vibracionales del 

estado electrónico excitado mediante la absorción de un fotón de luz. Debido a 

procesos de desactivación, la molécula excitada pierde energía vibracional y pasa a un 

estado vibracional más bajo del estado electrónico excitado. 

La molécula desciende luego a uno de sus niveles de vibración del estado electrónico 

basal, emitiendo un fotón en el proceso. Como las moléculas pueden caer a cualquiera 

de sus niveles de vibración en el estado basal, los fotones emitidos tienen diferentes 

energías y por tanto diferentes frecuencias. 

En la Figura 16 se muestra el Diagrama de Jablonski simplificado en el que se ilustra 

lo explicado anteriormente.  

Espectroscopia SERS

Microorganismo patógeno de interés

Antígeno superficial del Microorganismo

patógeno de interés

NPs modificadas con Proteína A

Anticuerpo específico
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Figura 16. Diagrama de Jablonski simplificado 

 1.8.1.1 Fluoróforos. 

 

Para poder llevar a cabo esta técnica es fundamental la presencia de algún fluoróforo, 

que es un componente o grupo de átomos de una especie química que hace que esta 

sea fluorescente. Absorberá energía de una longitud de onda específica y la volverá a 

emitir a otra longitud de onda mayor (con menor energía). Los marcadores 

fluorescentes se han convertido en herramientas fundamentales en el diseño, 

desarrollo y fabricación de biosensores, especialmente en aquellos que utilizan 

transducción óptica. En la actualidad existen numerosos marcadores, cuya elección 

dependerá fundamentalmente de las características de la molécula que requiere ser 

marcada y especialmente de los grupos funcionales que ésta posea (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Marcadores fluorescentes convencionales 

 

Existen dos tipos de fluoróforos, los intrínsecos, que pertenecen al sistema objeto de 

estudio, y los extrínsecos, que son especies que se añaden a un sistema con el fin de 

facilitar la detección mediante el análisis de su respuesta fluorescente. 
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Los fluoro-inmunoensayos se llevan a cabo marcando el anticuerpo con un 

fluorocromo detectándose la formación del complejo Ag-Ac por la fluorescencia 

emitida. 

1.9 Nanopartículas funcionalizadas con moléculas fluorescentes. 
 

En particular las nanopartículas de oro poseen propiedades químicas y físicas únicas 

que permiten una fácil conjugación con moléculas biológicas, lo cual les da actividad 

terapéutica, de vector y marcador fluorescente. 

Otro método de detección del analito es la utilización de nanopartículas 

funcionalizadas con moléculas fluorescentes (Figura 18) una de las ventajas es que 

estas nanopartículas fluorescentes son biocompatibles y fácilmente funcionalizables 

con moléculas y biomoleculas de interés, utilizables por tanto en ensayos de detección 

mediante técnicas de fluorescencia. Asimismo destacan por poseer propiedades 

características de las nanoparticulas metálicas (Intenso plasmon de superficie en el 

visible, capacidad de ser detectadas mediante espectroscopias amplificadas en 

superficie) como las de los puntos cuánticos o Quantum Dots (Intensa fluorescencia) 

superando las limitaciones de las actuales técnicas de detección mediante 

fluorescencia como son una baja relación señal/ruido, la baja fotoestabilidad de los 

fluoróforos y su elevado photoblinking (aniquilación de la fluorescencia por una luz de 

alta intensidad). Además el fluoróforo no se desactiva por la proximidad del metal, 

como ocurre con los fluoróforos orgánicos tradicionales. 

 

 

Figura 18. Esquema de un inmunoensayo usando nanopartículas 

funcionalizadas con moléculas fluorescentes. 

 

La detección del analito se realizara de manera similar como se observan los puntos 

brillantes en los billetes cuando se les ilumina con UV, la detección de patógenos 

presentes en un producto alimenticio se podría observar a simple vista como “puntos 

brillantes” cuando se depositan nanopartículas de oro conjugadas sobre el producto 

alimenticio sin ninguna preparación previa y haciéndole incidir una lámpara UV. De 

esta manera se realizaría la detección cualitativa. Para la detección cuantitativa se 
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realizara por Microscopia de fluorescencia (Figura 19), se pone al microscopio de 

fluorescencia la muestra (con nanopartículas de oro bioconjugadas) y se cuantifica el 

número de puntos brillantes (sumando el área iluminada) comparada con el área total 

observada en el microscopio, para determinar la concentración. 

 

 

 

 

 

 

 

HIPOTESIS 
 

La sensibilidad a la detección de microorganismos patógenos de un sistema sensor 

que combina nanopartículas de oro y moléculas biológicas (proteínas y anticuerpos) 

aumenta con respecto a la que se obtiene sin usar nanopartículas debido a la 

transferencia de carga eléctrica proveniente de la superficie metálica hacia las 

moléculas biológicas y el analito (antígeno), el cual está presente en la superficie de la 

pared celular, cuando el sistema bioconjugado al microorganismo es iluminado con 

luz laser haciendo posible el aumento de la dispersión Raman (efecto SERS), absorción 

infrarroja (efecto SEIRA) e intensidad de la emisión fluorescente. 

 

 

 

 

 

Figura 19. Imagen de fluorescencia de E. coli O157:H7 incubada con nanopartículas 

conjugadas con anticuerpo. La intensidad de la fluorescencia es fuerte, lo que permite 

que una sola célula bacteriana pueda ser identificada en solución acuosa. 
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JUSTIFICACIÓN 
 

Los tiempos modernos y la tecnología actual han llevado al ser humano a depender 

fuertemente de las condiciones de su entorno medioambiental cuya influencia directa 

en las características de los productos y alimentos de consumo se hace cada vez más 

presente. Es por lo que la seguridad y la calidad de los alimentos son dos aspectos 

fundamentales que preocupan y amenazan a la salud humana. Para esto, las 

tecnologías de los biosensores, las cuales han experimentado un notable avance en los 

últimos años ofrecen una alternativa a estas problemáticas actuales. Estas tecnologías 

que inicialmente se originaron para resolver problemas de la salud han ido 

transfiriéndose de forma horizontal a otros sectores como el medioambiental, y de 

forma más directa al agroalimentario. En la actualidad los biosensores representan 

potentes herramientas de análisis, que son necesarias para resolver numerosas 

problemáticas en la industria agroalimentaria, apoyándose en la biotecnología. En el 

caso de los biosensores plasmónicos, los cuales están basados en el uso de 

nanopartículas metálicas, estos ofrecen alternativas interesantes debido a su alta 

sensibilidad y especificidad, con tiempos de detección cortos y que van ligados a un 

bajo costo de fabricación. Bajo condiciones no adecuadas de producción o 

almacenamiento, el sector de los alimentos se podría ver afectado por la presencia de 

microorganismos patógenos. Debido a esta razón, se ve acrecentada la necesidad de la 

implementación de dispositivos y metodologías prácticas y económicas que conlleven a 

la solución de problemáticas alimentarias de este tipo. 

OBJETIVO GENERAL 
 

Desarrollar un biosensor basado en nanopartículas metálicas con aplicaciones en la 

detección de patógenos en alimentos (Salmonella) 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 

• Obtener nanopartículas de oro sintetizadas mediante el proceso de reducción 

química de HAuCl4  con citrato de sodio. 

• Estandarizar las condiciones de síntesis de nanopartículas metálicas (AuNP`s) 

a fin de controlar el intervalo de tamaño de dichas estructuras. 

• Aplicar métodos de validación Nanopartícula-Proteína A para la obtención de 

un protocolo de determinación de la concentración mínima necesaria de 

proteína para estabilizar la superficie metálica de la nanopartícula.  
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• Obtención del arreglo biosensor constituido por el bioconjugado oro-proteina A 

estabilizado y recubierto por el anticuerpo marcado de Salmonella, para ser 

probado en la identificación de esta bacteria patógena. 

• Aplicar métodos de caracterización espectroscópicos (SERS, FTIR, FL, UVvis,) y 

microscópicos (SEM, TEM y AFM) en diversas etapas de la construcción del 

arreglo biosensor.  

• Obtención de una metodología de elaboración del arreglo biosensor de la 

bacteria Salmonella que incluye procedimientos de síntesis, conjugación y 

bioconjugacion de moléculas biológicas sobre nanopartículas de oro.  

• Probar la detectividad y selectividad del arreglo biosensor desarrollado en 

soluciones contaminadas intencionalmente con la bacteria Salmonella y/o 

mezclas con bacterias diferentes.    
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CAPITULO II 
 
MATERIALES Y METODOS 
 

La metodología experimental a desarrollar abarca diversos objetivos los cuales pueden 

resumirse de la siguiente manera: 

 

Figura 20. Diseño experimental implementado para desarrollar biosensores basados en 

nanopartículas metálicas con aplicaciones en la detección de patógenos en alimentos. 

2.1  Materiales 
 

Las nanopartículas de oro fueron sintetizadas utilizando ácido tetracloroáurico HAuCl4 

(Sigma-Aldrich) como precursor, citrato de sodio (J.T. Baker) como agente reductor, 

Proteína A (Sigma-Aldrich) para la estabilización de las nanopartículas y la 

conjugación orientada del anticuerpo. La proteína se almaceno en un buffer PBS 

(buffer fosfato salino) pH 7.4, 0.01 M, se preparo cloruro de sodio NaCl al 10 % para 

llevar a cabo el método de validación. En todos los experimentos se empleó agua 

desionizada y autoclaveada. Por su parte se adquirieron de la empresa abcam los 

siguientes Anticuerpos marcados y sin marcar: Anti-Salmonella antibody (FITC), 

Rabbit polyclonal to Salmonella y Anti-Salmonella antibody, Rabbit polyclonal to 

Salmonella.  

SÍNTESIS DE 
NANOPARTICULAS 

DE ORO

Método de reducción química. 

CONJUGACIÓN DE LAS 
NANOPARTICULAS DE ORO 

CON PROTEINA A.

Método de Validación 
Hermanson 2009

BIOCONJUGACIÓN DE LAS 
NANOPARTICULAS DE ORO 

CON ANTICUERPOS .

Anticuerpo
�Anti-Salmonella antibody (FITC) Rabbit polyclonal to

Salmonella

DETECCIÓN DEL ANALITO
SERS

Fluorescencia
FTIR
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2.2 Métodos 

 2.2.1    Síntesis de nanopartículas de oro. 
 

Para la síntesis de las nanoparticulas de oro se utilizó el método de reducción 

química. Este consiste en la reducción de iones de una sal metálica en este caso ácido 

tetracloroáurico (HAuCl4), en átomos con valencia cero, mediante el uso de un agente 

reductor el citrato de sodio en presencia de calor. El procedimiento consistió en la 

preparación de 1 ml de ácido tetracloroáurico (HAuCl4) al 4 % en agua desionizada, 

posteriormente se le agrego .5 ml de esta solución a 200 ml de agua desionizada y se 

llevo a ebullición, la solución se mantuvo con agitación constante. Una vez que la 

muestra empezó a ebullir se le agregaron 3 ml de citrato de sodio al 1 %. La solución 

se dejo ebullir por 30 minutos durante este tiempo se observaron cambios de color en 

la solución pasando por incolora, azul oscuro hasta llegar a roja, esto nos indica que 

la solución coloidal de nanopartículas de oro ha concluido, se obtiene un volumen 

final de 100 ml. Después de que la solución se enfrió se le realizo un lavado es decir 

las nanopartículas de oro se centrifugaron a 3500 rpm durante 40 min se retiro el 

sobrenadante y las nanopartículas fueron re suspendidas a 6 ml con agua desionizada 

y almacenadas a una temperatura de 4 0C. Es de gran importancia destacar que las 

partículas sintetizadas por reducción con citrato pueden considerarse esferas 

monodispersas. Para la obtención de las nanopartículas de oro de tamaños entre 15 y 

30 nm, se siguió el protocolo desarrollado por Hermanson, 2008. 

2.2.2 Conjugación de proteína A a la superficie de las nanopartículas de 
oro.  
 

La conjugación se llevo a cabo siguiendo el protocolo de (Slot and Geuze, 1984) para 

así obtener una aproximación correcta de la cantidad de proteína A que debe de ser 

agregada para mantener la estabilidad de las nanopartículas de oro. Este protocolo 

consistió en realizar varias soluciones de proteína A a diferentes concentraciones en 

un rango de 0.3-9 µg/ml. Se agrego un volumen de 25 µl de cada una de estas 

diferentes concentraciones a 500 µl de nanopartículas de oro después de 3 minutos se 

les agrego 500 µl cloruro de sodio al 10 % esto con el objetivo de aumentar la 

velocidad de precipitación de las nanopartículas. La estabilización de las 

nanopartículas fue monitoreada por un cambio de color de los coloides de rojo a azul 

oscuro y también mediante un cambio en la disminución de la absorbancia de las 

nanopartículas a 520 nm mediante espectroscopia UV–visible. Cuando la 

concentración de proteína A agregada es suficiente para estabilizar las nanopartículas 

de oro la solución no presenta cambios de color y la absorbancia a 520 nm no 

disminuye, sin embargo existe un desplazamiento en el número de onda. Finalmente 

la concentración de proteína A que es capaz de estabilizar a las nanopartículas de oro 
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se le agrega un 10 % más para ser utilizada en la funcionalización final de proteína 

con la superficie de la nanoparticula de oro. La concentración final de proteína A que 

se utilizo fue de 6 µg/ml. A 940 µl de nanopartículas se le adicionaron 60 µl de 

proteína A. teniendo un volumen final de 1 ml de conjugado. 

  

2.2.3 Bioconjugacion del anticuerpo anti-Salmonella sin marcar y 
marcado con Isotiocianato de fluoresceína (FITC) a la superficie del 
sistema nanopartículas de oro-Proteína A.  
 

Diferentes concentraciones (1-8µgr/ml) de anticuerpo anti-Salmonella marcado y sin 

marcar con Isotiocianato de fluoresceína (FITC) fueron realizadas y conjugadas a la 

superficie del sistema nanopartículas de oro-proteína A. 450 µl del conjugado se le 

adicionaron 50 µl del anticuerpo a una concentración de 10 µgr/ml posteriormente 

fueron incubadas a 37 oC por 1 hora. Las muestras posteriormente fueron 

centrifugadas para quitar el exceso de anticuerpo. Todas las muestras fueron 

almacenadas a 4 oC antes de las mediciones UV-Visible, SERS, FTIR y Microscopia de 

Fluorescencia.  

2.2.4 Preparación bacteria Salmonella. 

 

Las cepas de Salmonella fueron obtenidas en el laboratorio de Biotecnología del 

Tecnológico de Monterrey campus Puebla. 

Salmonella se cultivó en placas de agar soya tripticaseina marca Bioxon y se colocaron 

en una incubadora a 37 ° C durante 24 h, después una sola colonia se transfirió a 4 

tubos de cultivo que contenían 20 ml cada uno de caldo de soya tripticaseina, bajo 

agitación, se incubaron a 37 ° C durante 24 h. Después, los tubos se centrifugaron a 

10.000 rpm durante 10 min, para obtener un pellet. Finalmente el caldo de soya 

tripticaseina fue retirado del tubo y las células se lavaron tres veces con agua estéril 

para eliminar el medio residual y se resuspendió en 3 ml de agua para los posteriores 

experimentos (figura 21). El conteo de bacterias se realizo mediante el método de 

recuento de colonias llamada nefelometría, se obtuvo la concentración de bacterias en 

el caldo de nutrientes inicial y estimado para ser 3x109 unidades formadoras de 

colonias (UFC)/ml. 
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Figura 21. Preparación del inoculo para la detección de Salmonella. 

2.2.4.1 Preparación de las diluciones de Salmonella para la 

determinación del límite de detección. 

 

Se prepararon diferentes diluciones para obtener diferentes concentraciones de 

bacterias y así determinar el límite de detección del biosensor. Se partió de una 

concentración inicial de 3x109 UFC/ml, se llevaron a cabo diluciones seriadas con 

agua estéril las concentraciones que se obtuvieron fueron de 3x108 a 3x101 UFC/ml. 

Las diferentes diluciones fueron almacenadas a 4 oC hasta su posterior utilización. 

2.2.5 Caracterización de nanopartículas de oro, conjugados con proteína 
A, anticuerpo anti-Salmonella y el antígeno Salmonella. 
 

La caracterización de nanopartículas de oro, así como de sus conjugados con proteína 

A, anticuerpo anti-Salmonella y el antígeno Salmonella se realiza en este trabajo 

empleando las siguientes técnicas: 

2.2.5.1 Espectrofotometría UV-visible. 

 

Se utilizó un espectrofotómetro UV-Visible, marca Thermo Scientific, modelo Evolution 

606  para el registro de la absorción óptica de las soluciones coloidales de 

nanopartículas y sus conjugados en un rango de longitud de onda de 190-900 nm. 

Con un volumen de 400 µl y un tiempo de adquisición de 90 segundos. 

 

 

 

Placa con medio MacConkey

Caldo Soya Triptona
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2.2.5.2 Microscopia de fuerza atómica (AFM). 

 

Esta es una técnica de microscopia que mide la topografía o relieve de la superficie de 

una muestra. Su uso en nanopartículas de oro proporciona una medida de su tamaño 

tanto en forma individual como agregada. La marca del equipo fue  Veeco y modelo 

Multimode. 

  

2.2.5.3 Microscopia electrónica de transmisión (TEM). 

 

Las observaciones TEM se realizaron en un microscopio marca ZEISS modelo EM 900 

operando a 80Kv. Las muestras se dejaron evaporar sobre una rejilla de transmisión 

para posteriormente ser analizadas, con diferentes aumentos. 

 

2.2.5.4 Espectroscopia RAMAN 

 

Los espectros Raman se obtuvieron empleando un espectrómetro Thermo Scientific. 

La longitud de onda de excitación utilizada fue la línea de 785 nm proporcionada por 

un diodo laser con una potencia de salida de 10 mW y utilizando una macro-cámara 

en ángulo recto para medición en modo retrodispersión de luz. Para cada muestra se 

midieron 100 barridos con una resolución de 4 cm-1. Para la adquisición y 

manipulación de los espectros se utilizó el programa Vision-Pro. 

2.2.5.5 Espectroscopia infrarroja (FTIR). 

 

El equipo utilizado para la obtención de los espectros FTIR de las nanopartículas de 

oro, Conjugado, arreglo y bioconjugado fue un Espectrómetro Infrarrojo con 

Transformada de Fourier, marca Bruker Modelo Vertex-70. La técnica de muestreo fue 

por Reflectancia Total Atenuada (ATR). El espectrómetro está equipado con detector de 

sulfato de triglicina deuterado (DTGS) que funciona con una resolución de 4 cm-1. Una 

gota de 3 µl es suficiente para obtener espectros FTIR con referencia con alta razón 

señal/ruido. Ciento veinte mediciones fueron realizadas para cada espectro en el 

rango espectral 650―4000 cm-1. Cada espectro se obtuvo y se comparo contra el 

espectro de línea de base para la obtención del espectro de absorción. Dos mediciones 

por muestra se realizaron para la reducción de errores. Después de cada medición se 

lavó la superficie de la celda ATR con agua desmineralizada y se seco con un papel 

suave. 
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2.2.6 Mediciones SERS de la Conjugación del anticuerpo anti-Salmonella 

a la superficie del sistema nanopartículas de oro-Proteína A.  

 

Las muestras del sistema nanopartículas de oro-proteína A incubadas con el 

anticuerpo anti-Salmonella a una concentración de 10 µgr/ml  fueron inmovilizadas 

en placas de silicio depositando una cantidad de 3 µl y agregando una cantidad total 

de 5 gotas por cada muestra inmovilizada dejando secar hasta su completa pérdida de 

humedad para su posterior medición en RAMAN.  

 

 

Figura 22. Esquema de medición SERS del arreglo nanopartículas de oro-Proteína A y 

anticuerpo anti-salmonella. 

2.2.7 Mediciones de Microscopia de Fluorescencia del anticuerpo anti-

Salmonella marcado con FITC a la superficie del sistema nanopartículas 

de oro-Proteína A para la detección del patógeno Salmonella.  

 

Para las primeras mediciones de fluorescencia las preparaciones se montaron con 

vectashield-DAPI, es un reactivo que permite conservar la fluorescencia y tiene DAPI 

un fluorocromo que tiñe DNA en color azul, así que en un canal se observó el DAPI, 

que en este caso marcó a las bacterias y en el otro canal se buscó la marca del 

anticuerpo (FITC), la tercera imagen corresponderá a la sobreposición de ambos 

fluorocromos, se utilizo un microscopio de fluorescencia convertido confocal marca 

Zeiss LSMS Pascal. 

En las siguientes mediciones de fluorescencia se trabajo con las siguientes 

concentraciones de bacteria 3x109, 3x108, 3x107 UFC/ml se le adiciono el biosensor 

construido y se depositaron 3 µl en un portaobjetos se dejo secar la muestra y 

posteriormente medidos en el microscopio de fluorescencia. 
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CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSION  
 3.1 Síntesis de nanopartículas de oro. 
 

Para la preparación de las nanopartículas de oro se utilizo el método de reducción 

química usando al citrato de sodio como agente reductor, este método de síntesis nos 

permitió obtener nanopartículas de oro monodispersas de un tamaño promedio de 15-

30 nm en suspensión acuosa. Este método consistió en la reducción de iones de una 

sal metálica, en este caso ácido tetracloroáurico HAuCl4  a átomos con valencia cero 

como se observa en el esquema de la Figura 23. La formación de núcleos y el sucesivo 

crecimiento, son dos procesos independientes, en que se basa la síntesis de las 

partículas nanométricas y son los principales responsables de los cambios en 

parámetros como estructura, forma, tamaño y composición, y consecuentemente en 

las propiedades ópticas, térmicas, electrónicas y catalíticas de las nano-estructuras. 

Las nanopartículas así preparadas poseen carga superficial negativa como 

consecuencia de la débil unión al citrato, empleado como reductor. Debido a la carga, 

las partículas se repelen entre sí, manteniéndose en suspensión. Una suspensión de 

color púrpura es señal de que se ha producido la agregación de partículas. La 

uniformidad en el tamaño es esencial en la fabricación de dispositivos basados en el 

empleo de nanopartículas de oro que proporcionen medidas estables y reproducibles 

(Carralero Sanz, 2009). 

 

 

Figura 23. Diagrama esquemático del proceso de síntesis de nanopartículas metálicas 
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Durante el proceso de síntesis de las nanopartículas de oro, diferentes cambios de 

color pudieron ser observados partiendo de una solución ligeramente amarilla por la 

presencia de la sal metálica, posteriormente cuando se le agrego el agente reductor  la 

solución se torno incolora, antes de que se observara un cambio de color hubo un 

periodo de espera de 1 min, y se debe a la formación del precursor llamado acetona 

ácido dicarboxílico, un producto de la oxidación del citrato, después la solución 

presento un color purpura y posteriormente se torno a un rojo-rubí característico de 

dispersiones coloidales metálicas de oro en un intervalo aproximado de 15-30 nm. El 

color de la suspensión obtenida, rojo rubí, es señal de la calidad de las partículas 

obtenidas en cuanto a forma esférica y tamaño nanométrico. El color de los metales 

nobles en solución es el resultado de la reflexión y transmitancia de la luz incidente. 

Estas propiedades están en función de los cambios de la banda de plasmón superficial 

(J. Pendry et al., 2004). 

En la formación de las nanopartículas, el papel organizacional del acido dicarboxílico 

acetona es el paso clave para el control del tamaño y forma de las partículas. Las 

dispersiones así obtenidas son homogéneas Figura 24. 

 

 

 

Figura 24. Proceso de síntesis de nanopartículas de oro por el método de reducción 
química. 

 

3.1.1 Caracterización de nanopartículas de oro (UV-Visible). 
 

Las nanopartículas de oro presentan una banda de absorción del plasmon superficial 

en el espectro UV-Visible y en el rango de longitud de onda de 510-550 nm. La Figura 

25 muestra un espectro típico de absorción UV-Vis obtenido para un sistema coloidal 

de nanopartículas de oro. Los espectros UV-Vis analizados presentaron una sola 

banda simétrica de resonancia de plasmón superficial a 520 nm atribuido a la 

oscilación colectiva de los electrones de conducción 6s en las nanopartículas de oro y 

esta absorción es característica para nanopartículas de tamaño entre 15 y 30 nm este 

resultado coincide con el trabajo de Ossi Horovitz et al; 2005. La longitud de onda del 

pico de absorción depende de varios factores, como el tamaño de las nanopartículas, 

la distancia entre las partículas, la constante dieléctrica del medio circundante (medio 

de dispersión), cuanto mayor es el tamaño de las nanopartículas, el pico del plasmón 
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se desplaza a longitudes de onda mayores. El pH de las nanopartículas de oro se ubico 

en el rango de 5-6.  

 

 
Figura 25. Espectro típico de absorción UV-Vis de un sistema coloidal de nanopartículas 

de oro. 

 
 

En este espectro UV-Visible se observa un solo pico el cual nos indica la presencia de 

nanopartículas esféricas. Se utilizo un método simple y rápido para determinar el 

tamaño y concentración de las nanopartículas de oro, propuesto por Haiss et al; 2007. 

Este modelo se basa en la teoría de dispersión multipolar con corrección del índice de 

refracción de las nanopartículas de oro. Obteniéndose un tamaño promedio de 15 nm 

mediante el modelo teórico y una concentración de nanopartículas de 1.30x1012 

(part/ml). 

3.1.2 Caracterización de nanopartículas de oro (Microscopia Electrónica 
de Transmisión (TEM), Microscopia de fuerza atómica (AFM), Analizador 
de Tamaño de Partículas  Zetasizer. 
 

La microscopia electrónica de transmisión (TEM) es la herramienta más utilizada para 

la visualización directa de las partículas nanométricas ya que revela varios aspectos 

de su naturaleza. Es ideal para la medición del tamaño, su distribución, forma, 
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cristalinidad y estructura de las partículas metálicas (

Para determinar el tamaño y forma de las partículas de oro, se realizaron medidas 

TEM. Una imagen típica de estas partículas se muestra 

formas en su mayoría esféricas modispersas con tamaño aproximado de 15 nm. En 

microscopia electrónica las nanopartículas aparecen como entidades solidas, oscuras 

de material denso. 

 

 

 

cristalinidad y estructura de las partículas metálicas (Boutonne M. et. al ,1982)

Para determinar el tamaño y forma de las partículas de oro, se realizaron medidas 

TEM. Una imagen típica de estas partículas se muestra en la Figura 26

esféricas modispersas con tamaño aproximado de 15 nm. En 

microscopia electrónica las nanopartículas aparecen como entidades solidas, oscuras 
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Boutonne M. et. al ,1982). 

Para determinar el tamaño y forma de las partículas de oro, se realizaron medidas 

Figura 26 presentando 

esféricas modispersas con tamaño aproximado de 15 nm. En 

microscopia electrónica las nanopartículas aparecen como entidades solidas, oscuras 
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Figura 26. Micrografía TEM de nanopartículas de oro sintetizadas por el método de 

reducción química. Se muestran imágenes TEM a diferentes escalas. 
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Figura 27. Arriba: Imagen topográfica AFM de nanopartículas de oro inmovilizadas 

sobre sustratos de silicio. Abajo: Perfil tomado a lo largo de la línea indicada en la 

imagen. En este caso se trata de nanopartículas de tamaño aproximado 30 nm. 

 

 

La imagen AFM (Microscopia de fuerza atómica) muestra que las nanopartículas de 

oro contienen efectivamente partículas esféricas de oro de tamaño aproximado a 30 

nm para este caso (Figura 27). El tamaño de las nanopartículas se estimó por la altura 

de la imagen AFM topográfica. En esta imagen las nanopartículas de oro se observan 

en forma agregada debido a que fueron inmovilizadas y secadas sobre un sustrato de 

silicio. 

En la Figura 28 se muestra la grafica de distribución de tamaño de partícula, obtenida 

por dispersión laser para este sistema de nanopartículas de oro, obtenido mediante un 

analizador de tamaño de partícula. Es importante destacar que en esencia se observan 

solo 2 tamaños, es decir se ven las nanopartículas de alrededor de 30 nm con un 

porcentaje del 49.2 %, Así como de los agregados de 235 nm con un porcentaje del 48 

%. Con esto corrobora que las nanopartículas de oro son monodispersas, ya que se 

muestra solo un tipo de tamaño para las nanopartículas individuales.  
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Figura 28. Grafica de distribución de tamaño para un sistema de nanopartículas de oro. 

 

3.2 Estabilidad de las nanopartículas de oro.  
 

La prevención de la agregación durante la conjugación, bioconjugación y 

almacenamiento de los coloides es muy conveniente, ya que la presencia de agregados 

y/o conjugados pobres se traducirá en una reducción de inmunoactividad y malos 

resultados de las pruebas en que las nanopartículas de oro se van a utilizar.  

Sin un proceso de funcionalización las nanopartículas de oro no son estables en 

comparación cuando se lleva a cabo su funcionalización. La funcionalización de 

nanopartículas de oro con proteínas nos permite la estabilización del sistema (Casas & 

Li, 2012). 

Las nanopartículas son mantenidas en suspensión por fuerzas electrostáticas 

repulsivas entre las partículas con carga negativa debido al citrato reductor adsorbido 

(Derjaguin Landau, 1941). La agregación puede ser inducida por la adición de 

electrolitos, por ejemplo NaCl, este apantalla las cargas negativas de las 

nanopartículas causando un desequilibrio entre las fuerzas repulsivas y atractivas 

permitiendo que las nanopartículas neutralicen su carga y formen agregados.  

Este fenómeno se puede visualizar a través del cambio de color de las nanopartículas 

de oro, pasando de rojo a azul (Figura 29). En caso de agregación, el espectro visible 

presenta un nuevo pico a longitudes de onda mayores (~560 nm) con una disminución 

en la intensidad de la absorbancia del plasmón y aparición de hombros (Figura 

3O).Las nanopartículas de oro se pueden estabilizar empleando un modificador 

superficial, Si macromoléculas como las proteínas están presentes en la suspensión 

coloidal la concentración de electrolitos se eleva para poder superar los efectos de 
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repulsión negativa, la adsorción se produce con las moléculas de proteína en lugar de 

las nanopartículas de oro ya que su adsorción en la superficie de oro inhibe otras 

partículas de oro vinculantes (Thobhani et al., 2010). Así, en lugar de agregación y el 

colapso de la suspensión se produce la estabilización. 

  

 

 

Figura 29. Esquema donde se muestra la agregación y la estabilización de las 

nanopartículas con NaCl y en ausencia y presencia de proteína. 

 

 

 

Figura 30. Espectro UV-Vis de un sistema coloidal de nanopartículas de oro (rojo), 

sistema coloidal de nanopartículas de oro agregadas mediante el uso de NaCl (azul). 
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3.3 Caracterización de la proteína A mediante Espectroscopia FTIR y UV-
Visible.     
 

En la Figura 31 se observa un espectro FTIR típico de proteína A en la región entre 

4000 y 1400 cm 1. En donde están presentes claramente la banda Amida I y Amida II. 

La banda Amida I es la más intensa de las bandas de absorción en proteínas, entre 

1600 y 1700 cm-1 está asociada principalmente con la vibración de tensión del C=O 

(70-85%) y está directamente relacionada con la conformación del esqueleto 

polipeptídico y el patrón de enlaces de H. La banda Amida II entre 1480 y 1575 está 

relacionada con la vibración de flexión del enlace N-H (40-60% de la energía potencial), 

con la vibración de tensión de los enlaces C-N (18-40%) y del C-C (10%). La banda 

Amida A, sobre 3500 cm-1 y la banda amida B, sobre 3100 cm-1, se originan por 

resonancia Fermi entre el primer armónico o sobre todo de la banda Amida II y la 

vibración de tensión del enlace N-H. Este modo de vibración no es dependiente de la 

conformación pero es muy sensible a la fuerza del enlace de H; así la banda A cae 

entre 3225 y 3280 cm-1 para longitudes de enlace de H entre 2.69 y 2.85 Å. Amida III y 

IV son bandas muy complejas que tienen su origen en una mezcla de desplazamientos 

de coordenadas. Las bandas amida V, VI y VIII están asociadas a movimientos fuera 

del plano peptídico. Estas bandas son de menos utilidad. Se debe de considerar el 

problema de la interferencia del agua ya que el agua absorbe fuertemente en la región 

donde caen importantes grupos, incluyendo las bandas Amida I y Amida II, lo que 

hace prácticamente imposibles estudiar los espectros de proteínas en su presencia, 

por esta situación las mediciones se llevaron a cabo teniendo en cuanta esta 

situación. 

 

 

 

 

 

Figura 31. Espectro FTIR de proteína A y sus principales bandas de absorción FTIR 

(cada espectro es el promedio de tres replicas). 

 

DESIGNACION  FRECUENCIA  

APROXIMADA 

(cm1)  

DESCRIPCION  

Amida A 

Amida B 

Amida I 

Amida II  

Amida III 

Amida IV  

Amida V  

Amida VI  

Amida VII  

3300 

3100 

1600-1690 

1480-1575 

1229-1301 

625-757 

640-800 

537-606 

200  

NH Stretching  

NH Stretching  

C=O  Stretching  

CN Stretching NH bending  

CN Stretching NH bending  

OCN bending  

Out-of plane NH bending  

Out of-plane C=O bending  

Skeletal torsion  

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

0,00

0,07

0,14

0,21

Amida II

Amida I PROTEINA A

 

 

A
bs

or
ci

ón

Numero de onda (cm-1)



71 
 

También se caracterizo la proteína A mediante espectroscopia UV-Visible, esta 

proteína contiene 9 cadenas laterales de tirosilo las cuales presentan absorción en el 

UV-cercano entre 275 y 285 nm (Ingvar, 1975). En la Figura 32 se muestra el espectro 

de absorción de la proteína A centrada en 276 nm lo que nos indica la presencia de la 

tirosina en la proteína. El espectro de UV-lejano (200-100 nm) de proteínas es 

extremadamente sensible a la estructura de la proteína, mientras que el espectro del 

UV-cercano (320 y 200 nm) refleja las contribuciones de las cadenas laterales 

aromáticas y puentes disulfuro.  

 

 

Figura 32. Espectro UV-Visible de nanopartículas de oro (rojo) y proteína A (verde). 

 

3.4 Conjugación de proteína A a la superficie de las nanopartículas de oro 
y caracterización por UV-Visible 

Espectrofotometría UV-visible, además de determinar la concentración y 

homogeneidad de tamaño, en el caso de los conjugados proteína-nanopartículas de 

oro, permite observar un desplazamiento en la longitud de onda, el cual podría 

atribuirse a un amortiguamiento del plasmón superficial (nube electrónica) de la 

partícula, indicando que la nanopartícula se encuentra recubierta por la proteína A, 

además que la forma de la banda de absorción de las nanopartículas no es modificada 

una vez que es unida la proteína a la superficie de estas. Se espera observar un 
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corrimiento hacia longitudes de onda mayores debido a la adherencia de la proteína A 

en la superficie de las nanopartículas. En la Figura 33 se observa claramente este 

desplazamiento de la banda de absorción de las nanopartículas pasando de 520 a 526 

nm, lo cual indica que la proteína A se ha adherido a la superficie de las 

nanopartículas de oro. Se observa además que no hay cambio en la forma de la banda 

de absorción de las nanopartículas. Este desplazamiento, después del recubrimiento 

de las nanopartículas con proteína A se atribuye a los cambios en la naturaleza del 

dieléctrico (proteína) que rodea a las nanopartículas debido a la presencia de la 

proteína A, ya que la posición de la frecuencia de oscilación plasmonica en el espectro 

electromagnético está determinada por el índice de refracción que rodea la superficie 

de la nanoparticula, así como de la forma y el tamaño de estas (Thi Ha et al., 2010). 

 

 

Figura 33.Espectro UV-Visible de nanopartículas de oro (rojo), y del recubrimiento de la 

superficie de la nanoparticula de oro con proteína A (azul). 

 

  

Nuestro principal objetivo en esta fase es controlar el sitio de unión de la proteína A a 

la superficie de las nanopartículas, así como cuidar de los parámetros que puedan 

afectar la estructura y actividad de la proteína (Figura 34). 
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Figura 34. Parámetros que afectan la estructura y actividad de la proteína. 

 

 

3.4.1 Validación proteína A a la superficie de las nanopartículas de oro. 

Los agregados pueden, en particular, impedir la realización de inmunoensayos, o 

llevar a resultados imprecisos. Cuando la agregación es demasiado abundante, se 

llega a la precipitación. Por lo tanto, antes de la inmovilización de los anticuerpos a las 

nanopartículas, valoraciones preliminares se realizaron para determinar la 

aproximación de cantidad mínima de proteína A requerida para estabilizar los coloides 

de oro y por lo tanto minimizar la agregación de las nanopartículas y así obtener un 

proceso de conjugación óptima. 

La valoración de las nanopartículas de oro se llevó a cabo a través de diferentes 

concentraciones conocidas de proteína A con buffer PBS empleando el protocolo 

descrito en la sección de materiales y métodos.  

De esta forma se funcionalizó la superficie de las nanopartículas de oro en forma de 

solución coloidal con diferentes concentraciones conocidas de proteína A en un rango 

de 0.3-9 µg/ml. El proceso de conjugación de la proteína A sobre la superficie de las 

nanopartículas de oro para varias concentraciones se evaluó mediante espectroscopia 

UV-Vis, a pH 4 las nanopartículas de oro no son estables debido a la neutralización de 

las cargas seguido de la agregación de estas (Jiao et al., 2005) y sus espectros son 

grandes y de baja intensidad en comparación con la funcionalización a pH 7.4 (Figura 

35 (b)). 

La cantidad mínima de proteína necesaria para estabilizar las nanopartículas de oro 

se determina de la fase estable de la curva de absorbancia-concentración, (Figura 35 

(c)). En este caso, la cantidad adecuada de proteína A que recubre completamente la 

superficie de la nanoparticula para evitar su precipitación fue de 6 µg/ml. 
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Como se puede observar en la Figura 35 inciso (a) se muestran las diferentes 

concentraciones de proteína A agregada a las nanopartículas de oro, la concentración 

de 0.3 µg/ml causo la precipitación de las nanopartículas y esto vino acompañado por 

un cambio de color de rojo a azul , además que su plasmon (con máximo en 520 nm) 

disminuyo de intensidad drásticamente y se desplazó hacia longitudes de onda 

mayores(550 nm), todo esto se produjo debido a que no se logro cubrir completamente 

la superficie de las nanopartículas lo que causo su precipitación en presencia de NaCl. 

Cuando las moléculas de proteína A son suficientes para cubrir toda la superficie del 

oro forman un conjugado estable de proteína-oro y este no cambia de color (rojo) si no 

que pertenece estable sin que ocurra la precipitación además sus espectros de 

absorción se vuelven constantes. A partir de la concentración de 6 µg/ml las 

nanopartículas ya no presentaron un cambio de color y su plasmon aumento de 

intensidad así como se vio un ligero corrimiento en su longitud de onda a 530 nm y 

para las demás concentraciones la absorción se volvió constante, lo que nos indica 

que esta es la mínima cantidad para cubrir completamente la superficie de las 

nanopartículas y de esta manera evitar su precipitación y por lo tanto obtenemos un 

conjugado AuNPs -Proteína A, el cual es estable durante algunos meses estos 

resultados fueron ya publicados. 
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Figura 35. ( a y b) Espectros de absorción UV-Visible a diferentes concentraciones de 

proteína A funcionalizadas a la superficie de nanopartículas de oro (AuNPs) y (c) 

absorción de (AuNPs) contra concentración de proteína A a una absorción de 520 nm 

 

 

Las nanopartículas de oro recubiertas con proteína se obtuvieron debido a la 

presencia de la carga negativa de los coloides de oro provenientes de [HAuCl4] en la 

superficie de la partícula, presentando una afinidad por las proteínas que tienen carga 

positiva, a un pH fisiológico (Norde, 1986; Hermanson, 1995). 

Se sugiere en este trabajo que la unión de la proteína A sobre la superficie de la 

nanoparticula se debe principalmente a interacciones electrostáticas ya que esta 

proteína cuenta con 69 grupos de lisina, 7 de histidina y 6 de arginina que pueden 

tener interacción con la carga negativa de la superficie de las nanopartículas. Estos 

aminoácidos actúan químicamente como una base ya que su cadena lateral contiene 

un grupo amino protonable que se encuentra cargado positivamente a valores de pH 
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fisiológico; por ejemplo la 

positivamente dentro de este rango de 

positiva a la proteína. 

También se evaluó la presencia de proteína A en la superficie de las nanopartículas 

mediante microscopia electrónic

como durante el proceso de funcionalización

de oro. En este caso presentando un exceso de proteína A, lo cual es indeseable para 

la elaboración de un biosensor. En 

la cantidad correcta de proteína A. Se observa un halo que recubre de manera 

homogénea la superficie de las nanopartículas con proteína, de mane

observado con nanopartículas sin conjugar

trabajo de de  Thobhani et al, 2010 en este caso ellos usaron la proteína Albumina de 

suero Bovina a una concentración de 10 µg/ml cantidad suficiente para recubrir la 

superficie de la nanoparticula de 40 nm.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Imágenes TEM de nanopartículas de oro con 

por ejemplo la histidina su grupo funcional es un imidazol cargado 

positivamente dentro de este rango de pH. Este tipo de aminoácidos le provén carga 

También se evaluó la presencia de proteína A en la superficie de las nanopartículas 

a electrónica de transmisión (TEM). En la Figura 36

proceso de funcionalización la proteína A cubre a las nanopartículas 

de oro. En este caso presentando un exceso de proteína A, lo cual es indeseable para 

oración de un biosensor. En la Figura 37 se puede observar la imagen TEM con 

la cantidad correcta de proteína A. Se observa un halo que recubre de manera 

homogénea la superficie de las nanopartículas con proteína, de mane

nanopartículas sin conjugar este resultado es similar al obtenido al 

et al, 2010 en este caso ellos usaron la proteína Albumina de 

suero Bovina a una concentración de 10 µg/ml cantidad suficiente para recubrir la 

superficie de la nanoparticula de 40 nm. 

. Imágenes TEM de nanopartículas de oro con exceso de proteína A.
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funcional es un imidazol cargado 

Este tipo de aminoácidos le provén carga 

También se evaluó la presencia de proteína A en la superficie de las nanopartículas 

En la Figura 36 se observa 

la proteína A cubre a las nanopartículas 

de oro. En este caso presentando un exceso de proteína A, lo cual es indeseable para 

se puede observar la imagen TEM con 

la cantidad correcta de proteína A. Se observa un halo que recubre de manera 

homogénea la superficie de las nanopartículas con proteína, de manera distinta a lo 

similar al obtenido al 

et al, 2010 en este caso ellos usaron la proteína Albumina de 

suero Bovina a una concentración de 10 µg/ml cantidad suficiente para recubrir la 

exceso de proteína A. 



77 
 

 

 

Figura 37. Imágenes TEM de nanopartículas de oro sin (izquierda) y con proteína A a 

una concentración de 6 µg/ml (derecha).  

 

Como un experimento adicional, una solución coloidal de nanopartículas de oro se 

mezclo con agua común no esterilizada, en la que la imagen TEM de la Figura 38 

muestra la presencia de algún tipo de bacteria presente en el agua no esterilizada, así 

como la afinidad por atracción electrostática que tienen las nanopartículas de oro 

(cargadas negativamente por los grupos citratos durante la síntesis) hacia la superficie 

de este microorganismo. Este es un experimento sencillo en el que se muestra que 

este tipo de unión entre nanopartículas y bacterias es posible. Sin embargo se desea 

que este tipo de unión sea específica para un patógeno de interés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Imagen TEM de nanopartículas de oro unidas a la superficie de una bacteria 
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3.4.2 Caracterización del conjugado (AuNP’s-Proteína A) mediante 

Espectroscopia FTIR. 

 

También se caracterizo a las nanopartículas de oro con y sin unirse a la proteína A 

mediante espectroscopia FTIR. En la Figura 39 se puede observar el espectro FTIR de 

las nanopartículas de oro en la región de 400-2000 cm-1 donde aparecen los picos 

principales a 1589 cm-1 debido a CH2-O y 1403 cm-1 deformación C=O se atribuyen al 

tramo asimétrico y simétrico del grupo carboxilo en citrato de sodio ligado a las 

nanopartículas de oro durante la síntesis. La estructura de citrato de sodio tribásico 

se puede ver en la Figura 40. 

 

 

Figura 39. Estructura química del citrato de sodio. 

 

También se observa en la Figura 40 los espectros FTIR del estándar de proteína A y 

del conjugado (nanopartículas de oro con proteína A), en el espectro del estándar de 

proteína A se observan las bandas asignadas a la amida I y amida II característicos de 

una proteína, se observa una fuerte señal a 1650 cm-1 que puede ser asignada a la 

tensión C=O de los enlaces amida de proteína a diferencia del espectro FTIR del 

conjugado se observa la aparición de un hombro visible a esta misma longitud de 

onda también se observan cambios en la fuerza y la posición de la banda de 

absorción, después de la unión de la proteína A con las nanopartículas de oro la 

banda amida II a 1539 cm-1 en el espectro FTIR de proteína A desaparece. Si bien se 

menciono que la banda amida I es la más estudiada para los cambios 

conformacionales en la estructura secundaria de las proteínas en el espectro del 

conjugado se observa que esta banda aparece a la misma longitud de onda que la 

amida I en el estándar de la proteína A pero a una menor intensidad de absorción. 

Esto sugiere que mediante la interacción con las nanopartículas los cambios en la 

estructura secundaria de proteína A se han producido. En los tres espectros se 

observa una amplia banda entre 3100 y 3400 cm-1 es atribuido a O-H y N-H banda 

streching, los espectros de proteína A y del conjugado se observa un corrimiento hacia 

bajas longitudes de onda de O-H y N-H. 

En el espectro FTIR del conjugado y el de las nanopartículas de oro las bandas a (1) 

1035 cm-1, (2) 900 cm-1, (3) 840 cm-1, and (4) 620 cm-1 son originados del alcohol 
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terciario del citrato de sodio estas bandas pueden ser asignadas a (1) the C-C-O 

asimétrico stretch, (2) CH2-C-CH2 stretch, (3) C-C-O simétrico stretch and (4) O-H 

fuera del plano bending, respectivamente (Smith Brian,1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40 .Espectro FTIR de AuNP´s de oro (rojo), Estándar de proteína A (purpura) y 

AuNP’s-Proteína A (azul) (cada espectro es el promedio de tres replicas).  

 

3.4.3 Estabilidad de los conjugados AuNP’s-Proteína A. 
 

Con la Figura 41, se pretende mostrar la estabilidad de los sistemas coloidales de 

nanopartículas de oro obtenidas en esta investigación. Se muestra el perfil de 

estabilidad del conjugado de nanoparticula-proteína A con el tiempo. Esta Grafica de 

concentración contra absorbancia a 520 nm durante 3 meses nos indica que las 

nanopartículas recubiertas con proteína A tienen una buena estabilidad y pueden ser 

usadas para la siguiente fase de la construcción del biosensor. 
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 Figura 41. Absorción de (AuNP´s) contra concentración de proteína A (µg/ml) durante 
tres meses.  

3.5 Adherencia del anticuerpo anti-Salmonella sobre el Conjugado 
AuNP´s -Proteína A y caracterización por UV-Visible. 
 

La inmovilización de anticuerpos específicos y sus modificaciones estructurales son 

importantes mecanismos de bio-interfaz que son ampliamente investigados en el 

desarrollo de la afinidad de biosensores basados en inmunoensayos. La eficiencia en 

la detección de biomoleculas depende del éxito en la funcionalización de la superficie y 

de la inmovilización de la naturaleza de las biomoleculas. Las interacciones no 

específicas y mecanismos de desnaturalización son predominantes y podrían 

solaparse en la detección específica y suprimir la unión selectiva de biomoleculas que 

algunas veces indican resultados falsos positivos. La conjugación también puede estar 

condicionada por el diferente grado de afinidad del elemento de reconocimiento 

biológico por la superficie metálica. 

 

Para garantizar la unión directa del anticuerpo al antígeno de interés, se busco la 

conjugación orientada del anticuerpo es decir mediante el uso de la proteína A 

garantizamos la unión de la región Fc del anticuerpo a la proteína; y así la región 

Hipervariable de unión al antígeno quede expuesta al medio sin la pérdida de su 

actividad Figura 42. 
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Figura 42. Esquema de unión del conjugado nanoparticula-proteína A a la región Fc del 

anticuerpo. 

 

Proteína A cuenta con 5 dominios de unión IgG regiones A,B,C,D,E de acuerdo a Moks 

et al.,1986 sugieren que la región B así como la región E presentan actividad de unión 

con la región Fc del anticuerpo. Estudios estructurales de la proteína A han sugerido 

que 11 aminoácidos de las regiones de unión a IgG son esenciales para la unión a la 

parte Fc de las inmunoglobulinas (Deisenhofer, 1981). La mayoría de estos 

aminoácidos se cree que se encuentran localizados en dos regiones ` hélices. 

 El aminoácido tirosina juega un rol importante en la reacción con la región Fc de las 

inmuoglobulinas (Ingvar, 1975). 

 

Figura 43.Espectros UV-Visible de nanopartículas con y sin proteína A y conjugadas con 

anticuerpo anti-salmonella.  
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En la Figura 44 se observan los espectros UV-Visible de las nanopartículas de oro del 

sistema AuNP´s -PA y AuNP´s -PA-IgG a diferentes concentraciones, la caracterización 

de UV-Visible revela que la unión del anticuerpo al sistema nanopartículas de oro-

Proteína A no trajo un cambio significativo, sin embargo se observa un ligero 

corrimiento hacia longitudes de onda mayores, un ensanchamiento de la banda de 

absorción además de una disminución en la intensidad de absorción del arreglo 

AuNP´s -PA-IgG probablemente debido a una concentración mayor de PBS empleada 

al conjugar concentraciones de IgG. Otro experimento que se llevo a cabo fue la 

conjugación de las nanopartículas con anticuerpos marcados con Fluoresceína de 

igual manera se observa un ligero corrimiento sobre el sistema AuNP´s -Proteína A 

(Figura 45). Estos resultados coinciden con algunos autores (Kazuhiko  et al; 2006) y 

también de acuerdo a la teoría de Mie la cual señala que el máximo de extinción de la 

luz y extinción de la sección transversal de las nanopartículas de metales nobles 

depende del índice de refracción del medio circundante, el crecimiento del índice de 

refracción permite un aumento en absorbancia y desplazamiento hacia el rojo de 

máximos del espectro (Nath & Chilkoti,2002). 

 

 

 

Figura 44.Espectro UV-Visible de AuNP's (rojo), AuNP's-Prot A  (azul), diferentes 

concentraciones de Ab-Anti-salmonella en AuNP's-Prot A  (negro). 
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Figura 45. Espectro UV-Visible de AuNP's (rojo), AuNP's-Proteína A  (azul), diferentes 

concentraciones de Ab-Anti-salmonella marcado con fluoresceina en AuNP's-Prot A 

(negro).   

 

3.5.1 Caracterización del anticuerpo anti-Salmonella mediante 

Espectroscopia FTIR. 

 

El anticuerpo anti-Salmonella fue caracterizado mediante FTIR, el espectro de 

absorción del anticuerpo obtenido es característico de una proteína, la banda amida I 

está presente alrededor de 1650 cm-1, la amida II alrededor de 1539 cm-1 así como la 

banda N-H alrededor de 3300 cm-1 convolucionado con la banda O-H en 3430 cm-1 , 

hay bandas características en la región de los azúcares 900-1200 cm-1 y esto es 

debido a que el anticuerpo presenta aunque en menos concentración carbohidratos en 

su estructura, el enlace S-S de la estructura del anticuerpo está presente con una 

banda en 532 cm-1 adicionalmente hay enlaces muy débiles de C-H alrededor de 3000 

cm-1 (Figura 46). 

 

200 400 600 800
0

1

2

3

AUNPS
CONJUGADO
CONJUGADO IGg-FITC 100 (µg/ml)
CONJUGADO IGg-FTIC 50 (µg/ml)
CONJUGADO IGg-FITC  10 (µg/ml)
CONJUGADO IGg-FITC  5 (µg/ml)
CONJUGADO IGg-FITC  1 (µg/ml)

 

A
bs

or
ci

on
 (

u.
a.

)

Longitud de onda (nm)

oro



84 
 

 

 

Figura 46. Espectro FTIR de anticuerpo anti-Salmonella. ( cada espectro es el promedio 

de tres replicas). 

 

3.5.2 Caracterización mediante FTIR del sistema AuNP's-Proteína A con 

el anticuerpo anti-Salmonella. 

 

Se caracterizo mediante FTIR la unión del sistema AuNP's-Proteína A con el 

anticuerpo anti-Salmonella a diferentes concentraciones, se muestra en la Figura 47 

los diferentes espectros de absorción FTIR del sistema AuNP's-Proteína A con las 

diferentes concentraciones del anticuerpo (1-8 µg/ml). El espectro de color rojo 

corresponde a las nanopartículas de oro donde se observan las bandas características 

ligadas al citrato reductor, el espectro en color azul corresponde al sistema AuNP's-

Proteína A, se observan la banda correspondiente a la amida I, los siguientes espectros 

corresponden al sistema AuNP's-Proteína A con el anticuerpo anti-Salmonella a 

diferentes concentraciones, nosotros encontramos la misma estructura pero con 

algunas diferencias, es posible observar que en los arreglos (AuNP's-Proteína A-ab) se 

hacen presentes en la región de los azúcares 900-1200 cm-1 bandas que corresponden 
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a estos, aparecen nuevas bandas en 2941, 977, 854 cm-1 y el pico característico de el 

enlace S-S de la cadena a 532 cm-1 está presente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47 .Espectros FTIR de AUNP's (rojo), AUNP´s- proteina A (azul) y AuNP's-Ab anti-

Salmonella diferentes concentraciones 1-8 µgr/ml (cada espectro es el promedio de tres 

replicas). 

 

Para la conjugación del anticuerpo al sistema AUNP´s- proteína A se decidió trabajar a 

una concentración  de anticuerpo anti-Salmonella de 10 µg/ml. 

 

En la Figura 48 se presentan los espectros FTIR de las nanopartículas de oro,  

conjugado y arreglo, así como los estándares de la proteína A y del anticuerpo anti-

salmonella, todos acortados en la región de 500 a 2000 cm-1. Cada espectro presenta 

semejanzas y diferencias entre cada uno de ellos. En primer lugar tenemos el espectro 

de las nanopartículas de oro analizado anteriormente se observan las bandas 

asignadas al citrato en 1403 y 1589 cm-1 , posteriormente se observa el espectro del 

conjugado donde vemos que se hacen presentes las bandas correspondientes a los 

grupos citratos observados en el espectro de las nanopartículas, pero presenta 

algunas diferencias, después de la unión con la proteína A, se observa una banda en 

1649 cm-1 que corresponde a la banda de la amida I que no está presente en el 

espectro de las nanopartículas, también se observa una disminución de la banda en 

1112 cm-1 y la aparición de una nueva banda a 1044 cm-1. En el espectro del estándar 

de la proteína A se observan las bandas asignadas a la amida I y II en 1649 y 1539 

cm-1 respectivamente en donde solo la banda amida I es visible en el espectro del 

conjugado, desapareciendo la banda correspondiente a la amida II, en el espectro del 

estándar de la proteína A podemos observar que no se presentan bandas en la región 
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de los azúcares y esto es obvio porque nuestra proteína no presenta hidratos de 

carbono en su estructura. Posteriormente se muestra el espectro del arreglo el cual es 

formado por las nanopartículas unidas a su superficie con proteína A y anticuerpo 

anti-Salmonella se puede observan la presencia de la banda de 1589 cm-1 que 

corresponde a la presencia del citrato que proviene de las nanopartículas de oro, 

también se observa la banda en 1649 cm-1 asignada a la amida I, esta banda también 

se hace presente en el espectro del conjugado, nuevamente desaparece la banda 

amida II y la banda correspondiente al citrato en 1403 cm-1 está presente pero 

presenta un ensanchamiento, este espectro a diferencia del conjugado presenta 

bandas en la región de los azúcares coincidiendo en algunas bandas con el estándar 

del anticuerpo en esta misma región algunas bandas sufren algunos ligeros 

corrimientos como consecuencia de la unión del anticuerpo al conjugado. El espectro 

del estándar del anticuerpo presenta las bandas características de una proteína como 

la amida I y II y presenta bandas intensas en la región de los azúcares y esto es 

característico de su estructura ya que los anticuerpos son glicoproteínas, también se 

observa la banda característica en 532 cm-1  debida al enlace S-S de la estructura de 

los anticuerpos. 

 

Figura 48. Espectros FTIR de AUNP's, conjugado AUNP´s- proteína A, estándar Proteína 

A , arreglo AUNP´s- proteína A-ab, estándar anticuerpo anti-Salmonella, arreglo AUNP´s- 

proteína A-ab-salmonella,(cada espectro es el promedio de tres replicas). 
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3.6 Preparación de la cepa Salmonella. 

A partir de un cultivo puro de microorganismo Salmonella, en un tubo inclinado 

conteniendo caldo soya tripticaseina, se sembraron las cepas de prueba por estría 

cruzada en placas de agar soya tripticaseina y se incubaron a 37°C durante 24 h. 

como se puede observar en la Figura 49, posteriormente se eligieron colonias del 

mismo tipo morfológico y con un asa bacteriológica se transfirió la biomasa a un tubo 

que contenía caldo soya tripticaseina y nuevamente se incubó a 37°C durante 24 h. Al 

observarse el crecimiento en medio líquido de las cepas de prueba, se procedió a 

realizar el ajuste de su concentración con el fin de estandarizar el inóculo de cada 

ensayo. Para ello, el cultivo se diluyó y se ajustó al tubo número 0.5 del Nefelómetro 

de McFarland, que equivale a tener una concentración de 3X109 UFC/ml. El 

Nefelómetro de McFarland es un estándar de turbidez que permite estimar la 

concentración de bacterias en una suspensión. 

 

 

 

 

Figura 49.- Cepas de Salmonella en Agar Soya Tripticaseina. 

 

3.6.1 Caracterización FTIR de la bacteria Salmonella 

Posteriormente se caracterizo mediante FTIR a la bacteria Salmonella, en la Figura 50 

se observa la presencia de varias bandas características, y la mayoría de ellos 

representan vibraciones de grupos funcionales en los componentes principales de 

biomoléculas como proteínas, ácidos grasos, ácidos nucleicos e hidratos de carbono. 

En la tabla 9 se muestra las principales bandas asignadas a los diferentes grupos 

funcionales presentes en las diferentes estructuras de las bacterias. 

Los espectros FTIR medidos para las células intactas de bacterias son generalmente 

complejos y los picos son amplios debido a la superposición de las contribuciones de 
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todas las biomoléculas presentes en una célula bacteriana. En la ausencia de agua, 

Naumann et al., recomiendan que los cinco grandes regiones de absorbancia en los 

espectros FTIR que deben ser analizados para la identificación de bacterias son : 

región espectral 3000-2800 cm-1 es la región de ácidos grasos (región I); 1700-1500 

cm-1 contiene las bandas amida I y II de proteínas y péptidos (II Región); 1500-1200 

cm-1 es una región mixta de ácido graso de vibraciones de flexión, proteínas y 

compuestos de fosfato (región III); 1200-900 cm-1 contiene bandas de absorción de los 

hidratos de carbono en paredes celulares microbianas (IV Región), y 900 a 700 cm-1 es 

la "región de huellas digitales" que contiene absorbancias débiles pero muy singulares 

que son características de bacterias específicas (región V). Regiones I y II son los más 

útiles para la identificación de bacterias de rutina; Sin embargo, las otras regiones se 

pueden utilizar para entender mejor las variaciones menores en la estructura y 

composición de la bacterias. La región de huella digital es significativa para la 

discriminación de los microorganismos a nivel de cepa. 

 

 

Figura 50. Espectro típico  FTIR  de una bacteria Gram-negativa Salmonella (cada 

espectro es el promedio de tres replicas).  
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Tabla 9 Asignación de los grupos funcionales asociados con una mayor vibración de 

las bandas en el FTIR de la bacteria. 

 

3.7 Dispersion Raman y SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering). 

La espectroscopia Raman es adecuada para la detección y el análisis de los cambios 

implicados en las modificaciones de las proteínas en la conformación de unión o 

mecanismos de interacción (Ahern & Garrell, 1991). La banda amida III en el espectro 

Raman se ha utilizado para determinar con precisión la conformación secundaria de 

la proteína (S. Cai & B. R. Singh, 2004). En el presente trabajo, la espectroscopia 

Raman se utilizó para estudiar la estructura nativa y la interacción entre las 

estructuras de la proteína A y el anticuerpo anti-Salmonella unidos a la superficie de 

la nanoparticula. 

En los anticuerpos IgG predomina la estructura β-hoja (47%), 7% de `-hélices. Una 

vez que se contaba con los conjugados y arreglos así como con los estándares de 

proteína A y anticuerpo anti-Salmonella se hizo una caracterización preliminar de 

cada uno de ellos mediante dispersión Raman para observar el efecto SERS que 

producían las nanopartículas de oro al unirse al elemento de reconocimiento. La 

Figura 51 muestra los espectros Raman de las nanopartículas de oro, estándar de la 
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proteína A, estándar del anticuerpo Salmonella y  los espectros SERS del conjugado y 

arreglo.   

Como se muestra en la Figura 51 se observa el espectro Raman de las nanopartículas 

se observan bandas en 1375, 1448, 1558 cm-1 son asignadas a las extensiones 

simétricas de los carboxilatos, mientras que el pico a 1595 cm-1 es asignado a las 

extensiones asimétricas de los carboxilatos. También se muestra el espectro Raman de 

la proteína A, se muestra claramente sus características conformaciones secundarias 

nativas, la banda amida I alrededor 1659 cm-1 y una banda en 1336 cm-1 en la región 

amida III se observaron en el espectro de proteína A y están relacionadas con sus 

características de la estructura secundaria α-hélice (S. Cai & B. R. Singh, 2004). En el 

espectro de proteína A también se observo una banda en 933 cm-1 asociada con el 

modo de vibración del grupo terminal CH3 de la `-hélice estructura. El espectro SERS 

del conjugado Au-Proteína A se observa un espectro similar al de las nanoparticulas 

de oro se hacen presente las bandas en 1375 y 1558 cm-1 que proviene de las 

nanoparticulas y están asociados con las extensiones simétricas de los carboxilatos, 

se observa también presencia de nuevas bandas que no están presentes ni en el 

espectro de las nanoparticulas ni en el del estándar de proteína A. Se muestra el 

espectro Raman del estándar del anticuerpo anti-salmonella se observan las bandas 

características correspondientes a la amida I y se observa una banda en la región de 

los azúcares que no está presente en el espectro del estándar de proteína A. 

Finalmente se muestra el espectro SERS del arreglo presenta algunas similitudes con 

el espectro del estándar del anticuerpo anti-salmonella, se observa una banda similar 

en la región de los azúcares, se observa una banda intensa centrada en 680 cm-1 la 

banda de 1558 cm-1 se ensancha y disminuye un poco de intensidad, la banda de 

1375 cm-1 desaparece totalmente y aparecen nuevas bandas en 1293 y 1410 cm-1. 

Todos estos cambios de bandas en los espectros raman nos indican la construcción 

del biosensor. 

En la tabla 10 se muestran algunas frecuencias de vibración Raman en anticuerpos se 

indican en negrita para la caracterización de la intensidad Nivel: vw: muy débil, w: 

débil, m: media, s: fuerte, vs: muy fuerte (Kengne-Momo et al., 2012). 
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Tabla 10: Resumen de los diferentes modos de vibración Raman de la proteína A, 

anticuerpo IgG y de la interacción que se da entre ellos. 

 

 

 

Figura 51. Espectro Raman de AUNP´s, estandar proteína A, ab anti-Salmonella y 

espectros SERS de el conjugado (AUNP´s- proteína A), arreglo (AUNP´s- proteina A-ab). 

 

Se realizo la prueba serológica de aglutinación la cual consiste en que un antígeno 

particulado (ejemplo: bacterias, eritrocitos), al ser puesto en contacto con su 

anticuerpo específico en proporciones óptimas, se une por medio de enlaces cruzados. 

Este complejo de unión agruma, produciendo una reacción de aglutinación. En la 
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figura 52 inciso a) se observa la muestra de Salmonella utilizada en este experimento a 

una concentración de 3X109 UFC/ml. Figura 52 inciso b) diferentes concentraciones 

de anticuerpo anti-Salmonella con el conjugado AUNP´s-proteína A fueron evaluadas 

con el antígeno de interés. Durante el experimento no se observa una aglutinación 

importante posiblemente pues se necesita que tanto el antígeno como el anticuerpo 

estén en concentraciones óptimas. Cuando cualquiera de los reaccionantes están en 

exceso no se pueden formar grandes agregados antígeno-anticuerpo posiblemente esta 

haya sido la causa de no poder observar la aglutinación claramente, aunque cabe 

señalar que las concentraciones más bajas de anticuerpo fueron las que mostraron un 

poco mas de aglutinación. 

 

 

 

Figura 52. a) Salmonella a una concentración de 3x109 UFC/ml. b) Prueba serológica de 

precipitación diferentes concentraciones de anticuerpo anti-Salmonella fueron usadas. 

 

3.8 Detección de Salmonella mediante Microscopía de fluorescencia.  

 

Se llevo a cabo también la prueba de fluorescencia para la detección de salmonella 

mediante el arreglo AUNP´s-proteínaA-anticuerpo-anti-salmonella FITC. La primera 

prueba consistió en llevar a cabo la unión del anticuerpo con el antígeno  Salmonella 

(3X109 UFC/ml).Estas muestras fueron fijadas en un portaobjeto e incubadas a 37 o C 

por una hora posteriormente fueron lavadas con PBS y se les adiciono 15 µl de 

vectashield mounting médium se les puso un cubreobjetos y se almaceno para 

fluorescencia (Figura 53). 

 

 

a) b)
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Figura 53. Fotos del procedimiento de la  preparación de muestras del sistema AUNP´s-

proteína  A con anticuerpo anti-Salmonella marcado con fluoresceína y bacteria 

Salmonella. 
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Figura 54. Imágenes de microscopia de fluorescencia  usando  anticuerpo anti-

Salmonella marcado con fluoresceína, en verde antígeno Salmonella. 

 

Este fue un experimento preliminar para buscar la concentración adecuada de 

anticuerpo anti-Salmonella. Asi como una manera de verificar que nuestro anticuerpo 

policlonal anti-salmonella FTIC era capaz de reconocer al antígeno. Como se muestra 

en la Figura 54 se observan diferentes imágenes de microscopia de fluorescencia se 

observa que el anticuerpo fue capaz de reconocer a la bacteria salmonella  ya que esta 

ultima presenta fluorescencia en este caso de color verde debido a la unión que se 

llevo a cabo entre antígeno y anticuerpo marcado con fluoresceína. También es posible 

observar la forma de la bacteria en este caso salmonella tiene una forma de bacilo que 

se hace presente en las imágenes mostradas de manera visible y con estructura 

definida característico de la bacteria. Este es nuestro control donde podemos decir que 

nuestro anticuerpo es eficiente contra el antígeno Salmonella ya que se presenta la 

emisión de la fluorescencia.  

Otro experimento consistió en evaluar mediante fluorescencia diferentes 

concentraciones de bacteria Salmonella, desde 3X109 UFC/ml hasta 3x102 UFC/ml 

las imágenes se muestran en la Figura 55. 



95 
 

Las preparaciones se montaron con vectashield-DAPI, es un reactivo que permite 

conservar la fluorescencia y tiene DAPI un fluorocromo que tiñe DNA en color azul, así 

que en un canal se observó el DAPI, que en este caso marcó a las bacterias y en el otro 

canal se buscó la marca del anticuerpo (FITC), la tercera figura corresponde a la 

superposición de ambos fluorocromos, la cual muestra una coincidencia de ambos 

marcadores. De este experimento se puede observar el reconocimiento de la bacteria 

por el arreglo biosensor desarrollado en este trabajo.   
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                       f)               DAPI

 

Figura 55. Imágenes de microscopia de fluorescencia

Salmonella 3X107 UFC/ml, c) Salmonella 3X10

e) Salmonella 3X103 UFC/ml,

funcionalizadas con anticuerpo anti

e) DAPI FITC 

 

MERGE 

 

f)               DAPI FITC 

MERGE 

microscopia de fluorescencia a) Salmonella 3X10

UFC/ml, c) Salmonella 3X105 UFC/ml, d) Salmonella 3X10

UFC/ml, f) Salmonella 3X102 UFC/ml  con nanoparticulas de oro 

funcionalizadas con anticuerpo anti-Salmonella marcado con FITC.
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a) Salmonella 3X109 UFC/ml, b) 

d) Salmonella 3X104 UFC/ml, 

con nanoparticulas de oro 

monella marcado con FITC. 
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Otras mediciones que se llevaron a cabo consistieron en evaluar una concentración de 

bacteria salmonella utilizando el arreglo biosensor para comprobar el reconocimiento a 

una concentración de 3x107 UFC/ml. Como se muestra en la Figura 56 podemos 

observar diferentes imágenes de fluorescencia en campo claro y campo obscuro  donde 

la detección entre el biosensor y la bacteria se hizo evidente. Se observa a la bacteria 

teñida en color verde estas bacterias teñidas coinciden en ambos campos y en la 

superposición de estos, también se observa la forma de bacilo característica de la 

bacteria. Se muestran varias imágenes para tener una mayor evidencia de la 

detección. 
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Figura 56. Imágenes de microscopia de fluorescencia a una concentración de bacteria 

Salmonella 3X107 UFC/ml, con nanoparticulas de oro funcionalizadas con anticuerpo 

anti-Salmonella marcado con FITC. 

 

Otro experimento que se realizo consistió en tener una mezcla de bacterias en este 

caso salmonella y Staphylococcus aureus, el cual se probo con el mismo biosensor y 

medido por microscopia de fluorescencia en campo claro y obscuro usando un 

microscopio confocal. Como se observa en la Figura 57 diferentes imágenes muestran 

que el anticuerpo anti-Salmonella no reacciona de forma cruzada con Staphylococcus 

aureus, y que el arreglo bioconjugado con ambas bacterias  solo es capaz de unirse de 

forma específica a Salmonella  lo que indica que el biosensor  se puede utilizar para 

detectar  Salmonella dentro de un consorcio microbiano. Como puede observarse dos 

colores claramente definidos en color verde a los que corresponden a la detección de la 

bacteria salmonella y en color rojo que corresponde a la bacteria Staphylococcus 
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aureus de igual manera se ve la forma de bacilo para salmonella y de coco para 

Staphylococcus aureus con estos resultados se muestra la especificidad del biosensor. 
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Figura 57. Imágenes de microscopia de fluorescencia de una mezcla entre bacteria 

Salmonella  y Staphylococcus aureus, con nanoparticulas de oro funcionalizadas con 

anticuerpo anti-Salmonella marcado con FITC y anticuerpo anti- Staphylococcus aureus 

marcado con rodamina. 

 

Y finalmente se realizo otro experimento mediante microscopía fluorescente  

evaluando una concentración de 3x108 UFC/ml que consistió en el uso de  

nanopartículas de oro recubiertas con proteína A y un anticuerpo policlonal anti-

Salmonella marcado con  Isotiocianato de fluoresceína (FITC). En la Figura 58 se 

observa diferentes imágenes, los resultados muestran que el FITC del anticuerpo 

genero la señal microscópica fluorescente, se utilizo microscopía de fluorescencia 

confocal para examinar la unión del arreglo bioconjugado a las bacterias. En las 

figuras se observa a las bacterias en fluorescencia brillante en este caso de color verde 

que corresponde a la emisión de FITC, se observa claramente una forma de bacilo 
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característico de la bacteria salmonella lo cual coincide con los resultados de 

fluorescencia mostrados anteriormente; esto indicó que grandes cantidades de 

nanopartículas marcadas con proteína A y anticuerpo anti-salmonella FTIC se habían 

unido a Salmonella. Los anticuerpos, marcados con fluoresceína se unen a los 

antígenos de la pared del microorganismo. Un posterior lavado elimina los anticuerpos 

no fijados  y al examinar la extensión con un microscopio de fluorescencia se puede 

observar la fluorescencia en la pared de estas bacterias como se observa en las 

imágenes. 

El uso de las nanopartículas fluorescentes revela la intensidad de señal amplificada y 

una mayor fotoestabilidad. Estos resultados indican que las nanopartículas 

bioconjugadas se unen a Salmonella a través del patrón de unión al antígeno mediada 

por anticuerpos pudiendo así identificar a la bacteria. Comparando con técnicas 

convencionales fluorescentes, el uso de nanopartículas fluorescentes en microscopía 

de inmunofluorescencia ofrece ventajas de más alta luminiscencia y superior 

fotoestabilidad,asi como otorgarle mayor estabilidad al anticuerpo. Otra ventaja que 

presenta es que mediante la sustitución del anticuerpo puede  adaptarse para otras 

bacterias, esta técnica tiene el potencial de desarrollar un método universal para la 

detección de una amplia variedad de bacterias en biomédica y áreas biotecnológicas y 

en este caso en particular este biosensor fue desarrollado para la rápida detección de 

Salmonella en alimentos. 
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Figura 58. Imágenes de microscopia de fluorescencia de bacteria Salmonella a una 

concentración de 3x108 UFC/ml, con nanoparticulas de oro funcionalizadas con 

anticuerpo anti-Salmonella marcado con FITC. 
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS MÁS IMPORTANTES OBTENIDOS 

• Se obtuvieron nanopartículas de oro con un tamaño promedio de entre 15-30 

nm mediante el método de reducción química de HAuCl4 utilizando como 

agente reductor al citrato de sodio. 

• El tamaño de las nanopartículas de oro (determinado experimentalmente) fue 

consistente con la longitud de onda de absorción UV-visible cuya banda se 

asocia al plasmon superficial de la nanopartícula. 

• Se verificó la forma y tamaño de las nanopartículas de oro mediante 

Microscopia Electrónica de Transmisión y Microscopia de fuerza Atómica. 

• Se aplicaron métodos de validación Nanopartícula-Proteína para la  

determinación de la concentración mínima necesaria de proteína A para 

estabilizar la superficie metálica de la nanopartícula.  

• El proceso de validación fue corroborado mediante espectroscopia UV-visible, 

observándose un corrimiento de la banda del pasmón hacia bajas energías 

asociándose esto a la conjugación de la proteína. Además de esto, se observo 

mediante microscopia electrónica de transmisión (TEM) el conjugado AuNP-

proteina A con la concentración adecuada de proteína A determinada por UV-

visible.  

• Se determinó el valor de concentración mínima necesaria de proteína A (6 

µg/ml) suficiente para recubrir las nanopartículas de oro, las cuales resultaron 

ser estables durante varias semanas.  Esto permite su almacenamiento, 

manipulación y utilización para conjugarlas a sistemas biológicos como 

anticuerpos y otras biomoléculas. 

• Se determino una concentración de 10 µg/ml de anticuerpo anti-Salmonella 

como un valor adecuado para la detección del antígeno de Salmonella.  

• Se construyo un arreglo biosensor a manera de solución coloidal constituido 

por nanoparticulas de oro con recubrimientos de proteina A y anticuerpos 

policlonales anti-salmonella para la detección especifica de este patógeno. 

• Se probo la detectividad y selectividad especifica de la bacteria patógena 

Salmonella, utilizando el arreglo biosensor desarrollado en este trabajo 

mediante emisión fluorescente proveniente del cromoforo FITC presente en esta 

estructura.  

• Con todo lo anterior, se obtuvo una metodología de preparación del arreglo 

biosensor basado en nanopartículas de oro, que muestra la capacidad de 

detección especifica de la bactería Salmonella. Este podría ser considerado 

como una alternativa practica para el diagnostico de este patógeno en 

alimentos y agua contaminada. 
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CONCLUSIONES 

Se diseñó y generó una metodología experimental para la elaboración de 

nanoestructuras cuasi-esféricas basadas en nanopartículas de oro biofuncionalizadas 

en su superficie por proteína A y un anticuerpo policlonal, con capacidad de 

bioreconocimiento selectivo de la bacteria patógena Salmonella y sus serotipos. Este 

nano-inmuno-sensor tiene una presentación en forma de solución coloidal, 

permitiendo que la superficie de estas estructuras se adhiera al antígeno presente en 

la pared celular de la bacteria. Este nano-inmuno-sensor posee la característica de 

estar marcado con el cromóforo FITC, que al ser excitado con radiación laser genera 

emisión fluorescente y revela la presencia de esta bacteria patógena. Esta metodología 

podría representar una alternativa práctica a los métodos de diagnóstico actuales en 

alimentos y agua contaminada por este tipo de microorganismos.            
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Otro resultado que se obtuvo fue la publicación de un artículo. 
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