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RESUMEN

El auge por la utilización de nanopartículas (NPs) de metales nobles en diversos 
campos, ha derivado en la síntesis inorgánica de NPs metálicas, sin embargo las 
metodologías utilizadas para su obtención son generalmente costosas e involucran el 
uso de químicos peligrosos, es por ello que recientemente ha aumentado el desarrollo 
de alternativas sustentables y amigables con el ambiente.

Sintetizar AuNPs biológicamente es un procedimiento simple, poco costoso y menos 
perjudicial para el ambiente. El uso de extractos de plantas para la síntesis de 
nanomateriales aún no se ha explorado completamente, sin embargo representa una 
buena alternativa ya que además de las ventajas antes mencionadas se obtienen NPs 
estables de diferente tamaño y forma.

En este trabajo se realizó la síntesis y caracterización de AuNPs, así como su 
funcionalización con sondas específicas de DNA de dos microorganismos de interés 
ambiental Achlya sp. y Escherichia coli (E. coli). Achlya sp. es un hongo que infecta 
peces en piscifactorías, acuarios y embalses naturales; E coli, es una bacteria patógena 
para los humanos y constituye una fuente de contaminación en alimentos y agua.
La sonda o secuencia blanco diseñada para Achlya sp. es: 
5’GCACCGGAAGTACAGACCAA3’
y para E.coli: 5’TTGCTTTGGCAAGTCCTCCT 3’

Las AuNPs obtenidas por síntesis química y por síntesis biológica a partir de 
extractos de laurel, nopal, cebolla, pera y café, fueron funcionalizadas con DNA de 
Achlya sp. y E. coli y pueden ser utilizadas en el diseño y construcción de 
biosensores ambientales para detectar a los microorganismos antes mencionados, 
excepto las NPs de café a pH 9, ya que estas no mostraron mediante caracterización 
por UV-Vis, una buena funcionalización. 

Por otro lado se propone que para la síntesis biológica, el ácido málico puede estar 
actuando como agente reductor y el grupo amino como agente estabilizador.  

Los genosensores permiten monitorear, prevenir y corregir aspectos que causan 
desequilibrios ecológicos en ambientes acuáticos. Estos nuevos dispositivos analíticos 
proporcionan información de forma rápida, simple y de bajo costo, comparada con las 
técnicas de análisis convencionales.
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ABSTRACT

The pick in the use of noble metal nanoparticles (NPs) in various fields has resulted in 

inorganic synthesis of metal NPs, however the methodologies used for their preparation 

are generally expensive and involve the use of hazardous chemicals, is why has recently 

increased the development of sustainable and environmentally friendly alternatives.

Synthesize biologically AuNPs is easy, inexpensive and is less damaging to the 

environment. The use of plant extracts for the synthesis of nanomaterials has not yet been 

fully explored, however represents a good alternative as well as the aforementioned 

advantages are obtained stable NPs of different size and shape.

In this work the synthesis and characterization of AuNPs wasnperformed, and their 

functionalization with specific DNA probes of two microorganisms of environmental interest 

Achlya sp. and Escherichia coli (E. coli). Achlya sp. is a fungus that infects fish farms, 

aquariums and natural reservoirs; E coli is a bacteria pathogenic to humans and is a 

source of contamination in food and water.

The DNA probe or target sequence designed to Achlya sp. is: 

5’ GCACCGGAAGTACAGACCAA 3’

and E. coli: 5’TTGCTTTGGCAAGTCCTCCT 3’

The AuNPs obtained by chemical synthesis and biological synthesis extracts from 

laurel, nopal, onion, pear and coffee were functionalized with DNA Achlya sp. and E. 

coli and can be used in the design and construction of biosensors for detecting 

environmental microorganisms before mentioned, except NPs coffee at pH 9, as these 

do not show a good functionalization.

Furthermore it is proposed that for the biological synthesis, malic acid may be acting as a 

reducing agent and the amino group as a stabilizing agent.

Finally the genosensors allow monitoring, preventing and correcting issues that cause 

ecological imbalances in aquatic environments. These new analytical devices provide 

information quickly, simple and inexpensive compared with conventional analysis 

techniques.
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Capítulo I
Introducción
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1 Introducción

Las nanopartículas (NPs) de metales nobles han despertado un gran interés en 

diversos campos del conocimiento científico, especialmente en los estudios de las 

áreas biomédica y ambiental (Castro-Ortíz, 2007; Wei et al., 2010; Díaz et al., 

2011). La integración de la nanotecnología en combinación con la Biología 

Molecular y la Electroquímica, han creado una gran expectativa debida al desarrollo 

de nuevas estrategias de detección de ácidos nucleicos basadas en nanomateriales 

y que constituyen herramientas importantes en genómica, diagnóstico médico, 

farmacogenética, patología, criminología, seguridad alimentaria, monitoreo 

ambiental, entre otros (Wang,  2003; Erdem,  2007). 

Los biosensores son dispositivos analíticos que proveen información cuantitativa o 

semicuantitativa utilizando un elemento biológico de reconocimiento que está en 

contacto directo con un transductor. El elemento biológico puede ser una enzima, 

un anticuerpo, ácidos nucleicos, células e inclusive tejidos. Dependiendo del 

elemento de reconocimiento se definen como sensores enzimáticos, 

inmunosensores, genosensores, entre otros (Upadhyayula, 2012).

En este trabajo se realizó la síntesis y caracterización de nanopartículas de oro 

(AuNPs), así como su funcionalización con sondas específicas de DNA (ácido 

desoxirribonucleico) de dos microorganismos de interés ambiental Achlya sp. y E.

coli. Achlya sp., es un hongo que infecta peces en piscifactorías, acuarios y 

embalses naturales; E. coli, es una bacteria patógena para los humanos y puede 

ser fuente de contaminación en alimentos y agua.

Las AuNPs funcionalizadas con DNA pueden ser utilizadas en el diseño y 

construcción de biosensores ambientales para detectar a los microorganismos 

antes mencionados, permitiendo monitorear, prevenir y corregir aspectos que 
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causen desequilibrios ecológicos en ambientes acuáticos tales como los 

canales de Xochimilco, hábitat del pez endémico Girardinichtys viviparus, que 

se encuentra en peligro de extinción (Navarrete-Salgado et al., 2004), debido a 

la sobreexplotación, contaminación con descargas de aguas residuales y la 

consecuente infección de Achlya sp.

Estos nuevos dispositivos analíticos (genosensores) proporcionan información 

de forma rápida, simple y de bajo costo, comparada con las técnicas 

convencionales de análisis de DNA.
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Capítulo ll

Estado del Arte
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2. Estado del Arte

2.1 La nanotecnología

La nanotecnología se refiere tanto a la investigación como a la tecnología 

desarrollada a escala atómica, molecular y macromolecular (Erdem, 2007). Las

NPs de metales nobles, y específicamente, l as AuNPs, exhiben excelentes 

propiedades físicas, químicas y biológicas, que son intrínsecas a su tamaño

(Saifuddin et al., 2009).

La investigación del comportamiento de la materia en la escala nanométrica abre 

una prometedora perspectiva de nuevos conocimientos. Las propiedades físicas 

de estas partículas son muy distintas de las que se observan en un sólido de 

tamaño normal o macroscópico con la misma composición química. Hoy día 

comienzan a utilizarse de modo habitual técnicas experimentales que permiten

fabricar, caracterizar y manipular este tipo de partículas. Un aspecto de 

relevancia es la coincidencia de escala de tamaño, el nanómetro (1 X 10-9 m) con 

las unidades básicas de la vida. Los cromosomas, un virus o una molécula tienen 

tamaño nanométrico (Figura 1); esta convergencia de escala ha conducido el 

aterrizaje de la nanotecnología en la Biofísica (Hernando, 2007).

Figura 1. Algunas unidades básicas de la vida de tamaño nanométrico.
Modificada de (google imagens).
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Las NPs metálicas les confieren a los vitrales sus intensas y coloridas 

tonalidades, en las que AuNPs están presentes en los vidrios de color rojo y 

NPs de plata (AgNPs), en losamarillos (Cheang-Wong, 2005).

Las propiedades de las NPs, en particular las propiedades ópticas dependen 

fundamentalmente del tamaño, la forma y la distribución espacial de éstas en la 

muestra (Wolfang et al., 2007), (Figura 2).

Figura 2. Tamaño, forma y distribución de las NPs.
Modificada de Cheang-Wong, (2005).

Las NPs de metales nobles han sido estudiadas durante los últimos 15 años;

para su correcta utilización los protocolos especifican la importancia de su 

tamaño y su forma, que puede ser de esfera, de barra, de cubo, de triángulo, etc. 

(Turkevich et al., 1951; Sun y Xia, 2002; Kimling et al., 2006; Castañeda et al.,

2007; De la Escosura et al., 2011).
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2.2 Síntesis de nanopartículas

Para sintetizar las NPs se habían utilizado principalmente métodos físicos, 

químicos y procesos mecánicos, sin embargo recientemente se están 

incluyendo métodos biológicos (Shankar et al., 2004; Cheang-Wong, 2005., 

Rico-Moctezuma et al., 2010; Narayanany Sakthivel, 2011). Con estos métodos 

se obtienen NPs de tamaño desde 1-100 nm y se utilizan en muchos campos 

incluyendo electrónica, fotónica, biomedicina y ciencias ambientales, entre 

otras (Tokonami et al., 2012).

2.3 Síntesis química de nanopartículas de oro

El método estándar más utilizado para la síntesis química de AuNPs es el 

descrito por Turkevich et al., en 1951. AuNPs con tamaño de 2-100 nm de 

diámetro pueden ser obtenidas por reducción controlada de cloruro de oro 

usando distintas condiciones. Faraday fue el primero en preparar en 1857 oro 

coloidal por reducción del cloruro de oro con fósforo, atribuyendo el color rojo 

resultante a la obtención de partículas de tamaño muy pequeño. Mie en 1908

corroboró que el color del oro coloidal es dependiente del tamaño (Bohren y 

Huffman, 1983); desde entonces y especialmente durante los últimos años, se 

han dirigido importantes esfuerzos a la preparación por reducción de sales de 

oro utilizando generalmente citrato de sodio como agente reductor y en 

presencia de agentes estabilizantes que previenen la aglomeración de AuNPs 

prácticamente monodispersas y de tamaño controlado (Figura 3). 
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Figura 3. a) Espectros UV-Vis de AuNPs de diferente tamaño. b) AuNPs sintetizadas.
C1 más pequeñas-C7 más grandes.

Modificada de Bohren y Huffman, (1983).

Se comprobó que la relación de citrato/oro, la temperatura y la velocidad de 

adición del agente reductor pueden influir en el tamaño de las AuNPs 

obtenidas; también el pH de la solución tiene un papel fundamental en la 

velocidad de la reacción así como sobre el tamaño y distribución de las NPs 

(Doyen et al., 2013) (Figura 4). El efecto de la temperatura se observa en la 

tabla 1, y el efecto de la concentración del citrato de sodio en la tabla 2.
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Figura 4. Espectro de absorción UV-Vis obtenido para la síntesis de AuNPs utilizando citrato de 
sodio como agente reductor a diferente pH.

Modificada de Doyen et al, (2013).

Tabla 1. Efecto de la temperatura sobre el citrato de sodio.
Modificada de: Turkevich et al., (1951).

Tabla 2. Efectos de la concentración del citrato de sodio en la solución.
Modificada de: Turkevich et al. (1951).

Citrato (mg) Tiempo  en min
Para completar la reacción

Tamaño de NP en nm

50 5 20

25 5 14.5

10 2 16.5

5 1.2 24

3.75 2 Conglomerados sucios

2.5 2 Conglomerados sucios

Temperatura en  °C Tiempo en  min
Para completar la reacción

Tamaño de NP en nm

100 5 20
80 25 16.5
70 45 18
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2.4 Síntesis biológica de nanopartículas de oro

La utilización  de NPs de metales nobles en diversos campos, ha derivado en la 

síntesis inorgánica de NPs metálicas mediante radiación ultravioleta, 

tecnologías en aerosol y ablación láser, entre otras, sin embargo, estas

metodologías son costosas e involucran el uso de químicos peligrosos, es por 

ello que recientemente ha aumentado el desarrollo de metodologías 

alternativas sustentables y amigables con el medio ambiente (Kumar et al.,

2008; Rico-Moctezuma et al., 2010;Narayanan y Sakthivel, 2011; Philip, 2010).

Sintetizar AuNPs biológicamente es un procedimiento simple, poco costoso y

es menos perjudicial para el ambiente, comparado con la síntesis química. El 

uso de extractos de plantas para la síntesis de nanomateriales aún no se ha 

explorado completamente, sin embargo representa una buena alternativa ya 

que además de las ventajas antes mencionadas se obtienen NPs estables de 

diferente tamaño y forma (Philip, 2010). Un factor importante a ser considerado 

es el pH de la solución ya que estudios recientes han demostrado que es un 

parámetro crítico en el tamaño y distribución de las NPs (Doyen et al., 2013).

Las AuNPs pueden ser producidas con distintos tamaños y formas y ser fácilmente 

funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos, tales como: anticuerpos, 

polímeros, sondas de diagnóstico, fármacos, material genético, inclusive para la 

detección de amenazas químicas y biológicas (Upadhyayula, 2012).



15

2.5 Caracterización de AuNPs

La caracterización de las AuNPs es necesaria para determinar tamaño, forma y

propiedades, la cual se realiza mediante diferentes técnicas; a continuación se 

describen algunas.

2.5.1 Espectroscopía UV-Vis
 

En un análisis espectrofotométrico se aprovecha la absorción selectiva que 

tiene una sustancia sobre una longitud de onda específica del total del 

espectro. La absorción de las radiaciones ultravioleta, visibles e infrarrojas 

depende de la estructura de las moléculas, y es característica para cada 

sustancia química. Se puede analizar el espectro de radiación que absorbe la 

molécula, con lo que se tendrá un espectro de absorción, o se puede estudiar 

el espectro de la radiación que emite, para obtener un espectro de 

emisión.Cuando se realiza un análisis espectrofotométrico se emplea la 

longitud de onda de máxima absorción, pues así se tiene una mayor 

sensibilidad en el método (Skoog et al., 2006; Jentoft, 2009).

Un espectrofotómetro es un equipo conformado generalmente de una fuente de 

radiación, un monocromador, un contenedor de la muestra (porta celdas), un 

fotodetector y el dispositivo de lectura (Figura 5).  

Figura 5. Ejemplo de un espectrofotómetro UV/Vis.
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Las fuentes de radiación empleadas para la región visible son filamentos 

incandescentes (tungsteno o tungsteno – halógeno) que suministran la energía 

radiante necesaria para el análisis y mantienen la energía y densidad de flujo 

de la luz durante el tiempo de operación. Para el espectro de luz ultravioleta se 

emplean lámparas de descarga de hidrógeno o deuterio, que operan a bajas 

presiones y voltajes reducidos (40 V aprox.) y que trabajan muy bien en el 

rango de 380 – 160 nm (Skoog et al., 2006).

Las AuNPs pueden caracterizarse por la banda de absorción que se presenta 

en la región del visible, en donde la longitud de onda del máximo de absorción 

está relacionada con el tamaño de la nanopartícula e incluso puede utilizarse 

para determinar también la concentración de una forma simple y rápida (Haiss

et al., 2007; Wolfang et al., 2007). La figura 6, muestra el espectro de

absorción de las AuNPs en la región visible. Es posible observar el espectro 

característico a la longitud de onda máxima, que se ubica alrededor de 522 

nm para partículas de un diámetro de aproximadamente 20 nm (Mendoza, 2011).

Figura 6. Espectro de Absorción UV-Vis de AuNPs de un tamaño aproximado de 20 nm.
Fuente: Mendoza, 2011



17

2.5.2 Microscopía electrónica de barrido

Es una herramienta muy utilizada para la examinación ultra estructural de las 

NPs. Utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una 

imagen, tiene una gran profundidad de campo, produce imágenes de alta 

resolución y la preparación de las muestras es relativamente fácil ya que la 

mayoría de los microscopios electrónicos de barrido sólo requieren que éstas 

sean conductoras. La Microscopía electrónica es más ventajosa que el UV-Vis por 

la longitud de onda del electrón��=0.005 nm, con un voltaje de 50 kV, mientras que 

con UV-Vis la ��=400-700 nm (Stadtländer, 2007).

Para caracterizar las AuNPs con este tipo de microscopía primero deben ser 

adsorbidas en una superficie de silicón funcionalizada de la siguiente 

manera: la superficie de silicón es limpiada con una solución de H2SO4 y

H2O2 en un baño ultrasónico seguido de una adsorción de moléculas de 

hidrocarbono con silano y grupos amino los que se unirán de forma muy 

fuerte a la superficie del oro. Todo lo anterior facilita el análisis de las NPs en 

cuanto a tamaño y forma (Gai et al., 2011).

2.5.3 Microscopía de fuerza atómica

Este tipo de microscopía es otra herramienta importante para el estudio de la 

forma y tamaño de las AuNPs. Entra en la familia de las microscopías de sondas 

de barrido donde una sonda puntiaguda barre la superficie de una muestra 

monitorizando las interacciones que ocurren entre la punta y la muestra, por ello 

también se le considera un perfilador en 3D. Durante el barrido se crea una 

imagen y la medida de ésta se representa con contraste de color. La microscopía 

AFM sondea la superficie de una muestra con una punta muy aguda, de un par de 

micras de largo y menos de 10 nm de diámetro. La punta se localiza al final del 

brazo del cantilever de 100 a 200 micras de largo. La fuerza entre la punta y la 

superficie de la muestra hace que el cantilever se doble o flexione mientras un 
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detector mide esta flexión que ocurre conforme la punta barre la superficie y con 

ello se obtiene un mapa topográfico. La figura 7 muestra algunas imágenes AFM, 

así como los componentes de un microscopio de fuerza atómica. Este tipo de 

microscopía puede ser aplicada a materiales aislantes, semiconductores o 

conductores (Hussain et al., 2005).

Para observar las AuNPs en este tipo de microscopio también se deben 

adsorber en una mica, dejándolas secar durante 24 horas.

Figura 7. A) Imágenes AFM, B) Componentes generales del microscopio de fuerza atómica.
Modificada de (google imagens).
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2.5.4 Microscopía electrónica de transmisión

En esta microscopía, a diferencia de SEM y AFM, el microscopio electrónico de 

barrido no explora superficies, sino que el haz de electrones incidente atraviesa 

la muestra, y la sombra de detalles finos se observa en una pantalla 

fosforescente con propiedades de emisión de luz (Figura 8). Para que se 

produzca la transmisión de electrones a través de la muestra es necesario que 

ésta sea delgada, es decir, transparente a los electrones, por lo que es 

recomendable no utilizar muestras de más de 100 nm de grosor ya que cuanto 

menor sea el espesor de la muestra mejor calidad de imágenes se puede obtener 

(Hernández,  2010).

La preparación de la muestra incluye por ejemplo fijar, deshidratar, cortar, 

embeber, entre otras; dependiendo de la muestra a analizar, esta preparación de 

múltiples pasos debe ser realizada con extremo cuidado a fin de evitar 

interferencias y contar con una adecuada interpretación de las imágenes 

obtenidas (Stadtländer, 2007).
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Figura 8. Microscopio electrónico de transmisión. Modificada de Hernández, (2010).

2.5.5 Espectrometría infrarroja con transformada de Fourier

Esta técnica proporciona un espectro de reflexión de las bandas de los grupos 

funcionales característicos de las sustancias inorgánicas y orgánicas, por lo cual 

es posible realizar una identificación cualitativa de las moléculas presentes en el 

material. Se fundamenta en la absorción de la radiación IR por las moléculas en 

vibración (Figura 9), la molécula comienza a vibrar de una determinada manera 

gracias a la energía que se le suministra mediante luz infrarroja (Morrison y Boyd 

1987; Jentoft, 2012).
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Figura 10. Regiones básicas de un espectro de infrarrojo. Tomada de: Morrison y Boyd (1987)

En la zona del espectro electromagnético IR con longitudes de onda del infrarrojo 

medio (entre 4000 y 1300 cm-1) se suelen observar una serie de bandas de 

absorción provocadas por las vibraciones entre únicamente dos átomos de la 

molécula. Estas vibraciones derivan de grupos que contienen hidrógeno o de 

grupos con dobles o triples enlaces (Morrison y Boyd, 1987; Jentoft, 2012).

En la zona del espectro electromagnético IR con longitudes de onda comprendidas 

entre 1300 y 400 cm-1 (infrarrojo lejano), la asignación de las bandas de absorción

a vibraciones moleculares es más difícil de realizar, debido a que cada una de 

ellas está generada por absorciones individuales sumadas (multiplicidad de las 

bandas). Es la denominada zona de la huella dactilar (flexión de enlaces CH, CO, 

CN, CC, entre otros). En esta zona de longitudes de onda, pequeñas diferencias 

en la estructura y constitución de las moléculas dan lugar a variaciones 

importantes en los máximos de absorción (Figura 10) (Morrison y Boyd, 1987).
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Figura 10. Regiones básicas de un espectro de infrarrojo.
Modificada de http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/TablasIR_15437.pdf

Esta técnica es de gran utilidad en química orgánica ya que proporciona 

información acerca de los grupos funcionales de moléculas de estructura 

desconocida. Muestras con altos niveles de pureza, con pocos enlaces activos 

al IR proporcionan espectros nítidos. Se observan más bandas de absorción 

cuando se tienen estructuras moleculares más complejas, sin embargo cabe 

mencionar que con esta técnica se han podido caracterizar muestras muy 

complejas (Morrison y Boyd, 1987).

2.6 Biosensores

Un biosensor es un dispositivo analítico que combina un elemento biológico de 

reconocimiento (anticuerpos, enzimas, ácidos nucleicos, células, entre otros)

con un transductor (Figura 11). Se consideran los sustitutos de análisis 

convencionales en diagnóstico médico, análisis de alimentos y monitoreo 

ambiental (Torsi, 2013).
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Figura 11. Principio básico de un biosensor electroquímico
Modificada de Dhull et al., (2013).

Los biosensores se pueden clasificar dependiendo de la naturaleza del material 

biológico y en función del sistema de transducción utilizado.

Por la naturaleza del material biológico se clasifican en: 

� Biosensores catalíticos

Sus receptores pueden ser enzimas, tejidos o células. Estos son los biosensores 

mejor conocidos y los más aplicados.

� Biosensores de afinidad

Los receptores son anticuerpos (inmunosensores), ácidos nucleicos 
(genosensores), entre otros.

Por su sistema de transducción se clasifican en: 

� Electroquímicos
� Ópticos
� Piezoeléctricos
� Termométricos
� Nanomecánicos (Togawa et al., 1997).
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2.6.1 Genosensores

Son dispositivos basados en el ácido desoxirribonucleico como elemento de 

biorreconocimiento.

2.6.1.1 La molécula del ácido desoxirribonucleico

El DNA se encuentra en los cromosomas dentro de los núcleos de todas las

células; esta molécula provee el código genético que determina todas las 

características individuales de un organismo, por ello se le conoce también 

como la molécula de la herencia (Figura 12). Las unidades básicas de 

información del DNA son las Purinas: Adenina (A) y Guanina (G), y las 

Pirimidinas: Citosina (C) y Timina (T) las cuales se unen siempre de manera 

complementaria en la hebra de DNA: A siempre se unirá con T, y C siempre se 

unirá con G; a la combinación de una base con su complementaria se la conoce 

como par de bases (Yamanaka et al., 2009).
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Figura 12. (a): Imagen del DNA que se encuentra en el núcleo de las células de todo 
organismo vivo, (b): Estructuras de las purinas y pirmidinas.

Modificada de (google imagens).

Los análisis convencionales de una secuencia genética específica, se basan en 

metodologías de secuenciación y de hibridación del DNA. En las técnicas 

basadas en la hibridación del DNA, la secuencia de interés o analito es 

identificada por una sonda u oligonucleótido (secuencia pequeña de DNA de 

no más de 50 bases), cuya secuencia es complementaria a dicho analito; esta 

reacción de hibridación ocurre con gran afinidad y especificidad (Wang, 2003; 

Erdem, 2007).

Las sondas de DNA utilizadas en genosensores deben estar marcadas, ya que 

las “marcas” serán las responsables de proporcionar una señal analítica para 

cuantificar el evento de hibridación (Yamanaka et al., 2009). El uso de DNA 

asociado a diferentes transductores es un nuevo campo de investigación. La 

detección de DNA es de particular interés en genética, patología, criminología,

monitoreo ambiental, entre otros (Wang, 2003; Erdem, 2007).

El diseño de las sondas se basa en la complementariedad de los ácidos 

nucleicos de la sonda diseñada y su analito correspondiente; la sonda puede ser 

de DNA o  RNA, unidas a través de puentes de hidrógeno formados entre las 

bases: adenina–timina (DNA) o uracilo (RNA) y citosina-guanina (DNA y RNA). 

Este apareamiento da lugar a una doble cadena en la cual una de ellas tiene la 

a b
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orientación opuesta a la otra con respecto al esqueleto azúcar-fosfato, y que 

es leída de 5' a 3' (Majed et al., 2012).

La secuencia blanco (target) se une a su secuencia complementaria durante la 

hibridación. Existe una relación entre la doble cadena de DNA y su transcrito a

RNA. La transcripción usa la cadena líder como plantilla y genera una secuencia 

idéntica (Majed et al., 2012) (Figura 13).

Figura 13. A. Hibridación. B. Transcripción.
Modificada de Majed et al., (2012).

2.6.2 Genosensores electroquímicos

Los genosensores electroquímicos convierten el evento de hibridación, en una 

señal electroquímica. Los avances en la síntesis y caracterización de materiales 

nanoestructurados han producido grandes cambios en el diseño y capacidades 

de los sensores ya que se han desarrollado dispositivos con propiedades 

eléctricas, ópticas y mecánicas (Erdem, 2007).

Estos dispositivos se emplean para determinar la posible interacción de 

fármacos y DNA, así como en el diagnóstico temprano y preciso de agentes 

infecciosos en diversos ambientes. Para ello se utilizan diferentes técnicas 

electroquímicas: Voltametría de pulso diferencial (DPV), Voltametría linear (LV), 
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Voltametría linear cuadrada (LSV), entre otras combinadas con diferentes 

transductores electroquímicos (Erdem, 2007).

Los protocolos desarrollados mediante el uso de AuNPs como marca, 

funcionalizadas con moléculas biológicas, han demostrado ser una herramienta 

eficiente en la detección electroquímica del DNA basada en la señal 

electroactiva de sus bases (Figura 14), por ejemplo mediante la técnica de DPV 

con la que se han observado límites de detección del orden de 9.68 fmol/mL 

(Erdem et al., 2006).

Figura 14. Bases del DNA y sus sitios electroactivos. En el círculo se encuentran los grupos que 
se reducen y en el cuadro los grupos que se oxidan. Modificada de Erdem, (2007).



28

2.7 Funcionalización de AuNPs

Las NPs se utilizan en un amplio rango de aplicaciones, por lo que su 

funcionalización provee el sitio de unión específico con la biomolécula de 

reconocimiento que puede ser una proteína o DNA, entre otras.  

El sistema estreptavidina-biotina ha sido utilizado durante muchos años en 

diferentes aplicaciones, debido a sus versátiles ventajas con énfasis en ensayos 

inmunológicos y de ácidos nucleicos. Una vez funcionalizadas las AuNPs con 

estreptavidina, y biotinilizadas las sondas de DNA correspondientes, se unirán 

ambas mediante el sistema Estreptavidina-Biotina para conseguir la 

funcionalización de las AuNPs ya que la interacción de la estreptavidina con la 

biotina es de alta afinidad y permite que una vez formado no se desestabilice 

el complejo, ni por cambios en el pH ni por los múltiples lavados cuando el 

complejo es inmovilizado (Diamandis y Christopoulos, 1991).

En los últimos 10 años las AuNPs se han desarrollado para la detección de 

muchos blancos incluyendo: compuestos orgánicos, células, proteínas, ácidos 

nucleicos, entre otros (Figura 15) (Wang y Ma, 2009).

Los recientes avances en cuanto a tecnologías basadas en biosensores y 

nanomateriales han dado como resultado el desarrollo de sensores con 

importantes aplicaciones en diversos campos como química analítica o la 

industria biomédica (Erdem, 2007; Wang y Ma, 2009).
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Figura 15. AuNP funcionalizada. (a) Tiolada, (b) Interacciones electrostáticas,
(c) Antígeno-Anticuerpo y (d) Estreptavidina-Biotina. Modificada de Erdem, (2007).

Las NPs han sido utilizadas en biotecnología durante los últimos 40 años como 

sondas inmunocitoquímicas, conjugados de nanopartículas-biopolímeros con 

gran potencial para el diagnóstico de enfermedades y gran impacto en química 

bioanalítica (Wang, 2003), sin embargo en la última década ha crecido el interés 

por utilizarlas en la detección de ácidos nucleicos debido a su sensibilidad y 

selectividad. Funcionalizar las NPs con DNA ha permitido desarrollar nuevos 

sistemas de biodetección con muchas ventajas en relación con las pruebas 

convencionales (Electroforesis, PCR, RT-PCR, ELISAs, Microarrays) (Thaxton 

et al., 2006).

La combinación de la nanotecnología con la química, biología, física y medicina 

para el desarrollo de métodos ultra sensitivos está en aumento. Particularmente 

el uso de AuNPs funcionalizadas para eventos de biorreconocimiento. Las 

potenciales aplicaciones de las AuNPs en ciencias biológicas incluyen sensores 

químicos y de imagen, por ejemplo por colorimetría se puede saber que una 
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cadena de DNA simple (ssDNA) ha detectado su secuencia complementaria 

(Wang y Ma, 2009).

Wei et al. (2010) realizaron la funcionalización de AuNPs con grupos tiol para 

ser utilizadas en un sistema dinámico de agregación-dispersión fotosensible. En 

cuanto al análisis de genes (Taton et al., 2000) prepararon conjugados de 

AuNPs con oligonucleótidos mediante la reacción de grupos tiol, mientras que 

Diamandis y Christopoulos (1991) lo hicieron mediante el sistema 

Estreptavidina-Biotina. Las AuNPs pueden ser estabilizadas con citrato, fosfinao 

mediante grupos maleimido (Alivasatos et al., 1996; Pumera et al., 2005; Gilaki, 

2010; Zanella, 2012).

Sin embargo el sistema Estreptavidina-Biotina es una técnica ampliamente 

utilizada para facilitar la localización, identificación e inmovilización de moléculas 

biológicas. La estreptavidina es una proteína aislada de la bacteria 

Streptomyces avidinii.

Este sistema posee la capacidad de unir hasta cuatro moléculas de la vitamina 

biotina con la misma afinidad aproximadamente y con una fuerza de unión 

comparable a un enlace tipo covalente. Este enlace, posee una elevada 

estabilidad a cambios de pH y temperatura. Una gran variedad de moléculas 

como proteínas, enzimas, polisacáridos, ácidos nucleicos y oligonucleótidos, 

pueden fácilmente ser modificados con biotina, sin variar su funcionalidad 

biológica (Diamandis y Christopoulos, 1991).
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Capítulo lll
Antecedentes
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3. Antecedentes

Hace más de 1000 años los artesanos que trabajaban el vidrio y el decorado de 

la cerámica eran, sin saberlo, los primeros nanotecnólogos ya que sintetizaban 

NPs metálicas, que son las que confieren las intensas tonalidades a los vitrales 

y pinturas (Chen et al., 2008).

Fue hasta 1857 cuando Faraday publicó un estudio sobre la preparación y las 

propiedades del oro coloidal (Faraday, 1857), desde entonces una gran 

variedad de métodos se han descrito en la literatura para sintetizar AuNPs, por 

ejemplo mediante la reducción de tetrabromoaurato de tetraoctilamonio con 

borohidruro de sodio en presencia dedodecanotiol desarrollada por Brustet al.

(1994) y la reducción secuencial de Au (III) a Au (0) por medio de tioles y 

disulfuro de sodio (Whetten et al.,1999), así como también la utilización de 

citrato de sodio como agente reductor; sin embargo el método más utilizado 

hasta la fecha es el de Turkevich et al. (1951), con el cual se obtienen partículas 

con un diámetro promedio de 20 nm.

Se comprobó que la naturaleza de la fuente de iones oro, del reductor, así 

como del medio de reacción tienen, junto con el procedimiento experimental de 

síntesis, una importante repercusión en el tamaño de partícula y en la 

estabilidad de las mismas (Hostetler et al., 1998).

Acerca de la síntesis biológica de NPs utilizando extractos de plantas, 

Narayanan y Sakthivel, 2011 mencionan que es más sostenible y renovable que 

la síntesis química, además de que el uso de plantas y sus productos es más 

ventajoso que el uso de microorganismos ya que éstos necesitan metodologías 

costosas para el mantenimiento del cultivo microbiano y del proceso de síntesis
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Recientemente se han obtenido NPs de diferentes tamaños y formas a partir de 

crisantemo, nopal, sábila, hibisco, entre otras (Shankar et al., 2004; Philip, 

2010; Rico-Moctezuma et al., 2010; Narayanan y Sakthivel, 2011).

La funcionalización de las AuNPs mediante el sistema estreptavidina-biotina ha 

sido usada durante muchos años en múltiples aplicaciones. Diamandis y 

Christopoulos (1991), lo utilizaron en ensayos de reacción inmunológica y de 

hibridación de ácidos nucleicos.

La funcionalización de AuNPs provee biosensores selectivos para la detección de 

una gran variedad de analitos, incluyendo compuestos orgánicos, proteínas, DNA, 

RNA, células, entre otros, basados en sus propiedades, ópticas, eléctricas, o 

señales electroquímicas (Nguyen et al., 2011).

Mirkin et al. (1998) desarrollaron un nuevo ensayo para DNA utilizando las 

propiedades ópticas de partículas de oro modificadas con oligonucleótidos.

Park et al. (2001) modificaron AuNPs con proteínas y oligonucleótidos; utilizaron 

la N-glicanasa (PNGasa), proteína que se ha encontrado desde levaduras hasta 

mamíferos, esta enzima tiene un papel crucial en el metabolismo 

(desglicosilación). Sus resultados sugieren que la enzima es necesaria para la 

degradación (catabolismo), rompe las cadenas de oligosacáridos de 

glicopéptidos y glicoproteínas. Por lo que analizar su secuencia es de gran 

importancia en proteómica. 

Wang et al. (2001) reportan la detección electroquímica del gen BRCA1 

asociado a cáncer de mama y ovario. Este fue el primer reporte de detección 

electroquímica de DNA con AuNPs funcionalizadas con estreptavidina.

El aumento de la preocupación sobre seguridad alimentaria y medioambiental ha 

impulsado el desarrollo de métodos rápidos, concretos, robustos y altamente 

sensibles para la detección de microorganismos con el fin de garantizar la salud 

pública.
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Mendoza, (2011) construyó un biosensor basado en nanoestructuras, mediante 

el uso de DNA como molécula de biorreconocimiento (genosensor), utilizando

AuNPs como marca, para la detección electroquímica de E. coli, mediante el 

evento de hibridación, sin embargo las secuencias genéticas utilizadas fueron 

tomadas de la literatura. 

Alvarado, (2012) construyó un biosensor electroquímico de afinidad usando un 

anticuerpo como molécula de reconocimiento (inmunosensor), basado en AuNPs 

como marca y utilizando partículas super paramagnéticas como plataforma para la 

inmovilización del anticuerpo (anti- E. coli), todo ello sobre un electrodo de 

compósito grafito-epoxi con un imán integrado (M-GECE) que actuó como 

electrodo de trabajo, para la detección de E. coli en agua.

Un grupo de la Escuela de Ingeniería de la Comunicación e Información 

Electrónica de Corea del Sur, realizó un estudio con un inmunosensor de 

nanobarras de oro (GNRs) en donde se inmovilizaron los anticuerpos anti E. coli

sobre las nanobarras de oro, aumentando así la sensibilidad de los electrones en

la superficie del oro para detectar a la bacteria (Nyeon-Sik, 2010).

En la Universidad de Lincoln, USA Majed et al. (2012) construyeron un biosensor 

(inmunosensor) de impedancia con microelectrodo interdigitado (IME), de oro para 

la detección de E. coli.

Los biosensores electroquímicos basados en DNA son dispositivos interesantes ya 

que convierten la hibridación de esta molécula en una señal analítica. El evento de 

hibridación del DNA en NPs funcionalizadas puede ser medido por la señal de 

oxidación de sus bases, mediante un sensor electroquímico para detectar 

secuencias específicas de DNA, de manera selectiva, barata y en menos tiempo 

que las técnicas convencionales (Erdem. 2007).

Campuzano et al. (2014) reportan la detección electroquímica de cáncer asociado 

a micro RNA (miRNAs), mientras que Rolim et al. (2015) construyeron un 

genosensor para el diagnóstico temprano de la hipertensión. Finalmente, Barroso 
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et al. (2015) diseñaron un genosensor para la detección de maíz transgénico 

MON810.

De Marcos M. (2013) construyó un genosensor ambiental nanoestructurado para 

detectar Aspergillus sp. en muestras contaminadas  con aceite usado de 

motores diésel, mientras que Abrica (2013), desarrolló un genosensor para 

detectar S. typhi en muestras de agua. En ambos trabajos se diseñaron y 

utilizaron sondas específicas de DNA.

Baeumner et al., 2004 reportan un genosensor universal utilizando 

oligonucleótidos para la rápida (30 min tiempo de ensayo total) y altamente 

sensible (1 nM) detección de secuencias de ácido nucleico específicas para E.

coli, Bacillus anthracis y Cryptosporidium parvum. El genosensor consiste en una 

membrana universal y una vesícula liposomal, dos oligonucleótidos: un reportero y 

la sonda de captura, que pueden hibridar específicamente con la secuencia

blanco. Las vesículas liposomales tienen una secuencia de oligonucleótidos 

genérica sobre su superficie. Las sondas indicadoras constan de dos partes: el 

extremo 3' es complementario al oligonucleótido liposomal genérico, y el extremo 

5' es complementario a la secuencia blanco.

En cuanto al diseño de sondas específicas de DNA (oligonucleótidos) para  Achlya 

sp. no se encontró ningún trabajo en la literatura que lo reporte.
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Hipótesis
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4. Hipótesis

Si las AuNPs biosintetizadas pueden ser funcionalizadas con sondas específicas 

de DNA de Achlya sp. y E. coli, entonces, se podrán utilizar de igual manera que 

las AuNPs sintetizadas químicamente, para detectar la presencia de estos 

microorganismos en ambientes acuáticos, mediante el uso de genosensores.
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5.1 Objetivo general

Sintetizar química y biológicamente AuNPs, caracterizarlas mediante diferentes 

técnicas, para utilizarlas en el marcaje de sondas específicas de DNA de Achlya

sp. y E. coli.

5.2 Objetivos específicos
 

� Caracterizar las AuNPs sintetizadas mediante UV-Vis, Microscopía 

Electrónica de Transmisión (TEM) y Microscopía de Fuerza Atómica (AFM)

� Amplificar el DNA de Achlya sp. y E. coli

� Diseñar sondas específicas de DNA de Achlya sp. y E. coli

� Realizar la funcionalización de las AuNPs con las sondas específicas 

diseñadas. 
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Justificación
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El bienestar y la prosperidad de la humanidad dependen en gran parte  de su 

dominio sobre los microorganismos, mediante el manejo ambiental, la 

biotecnología y el control de las enfermedades que producen, ya que tienen un 

gran efecto sobre el desarrollo y mantenimiento de todos los ambientes, por lo que 

es muy importante desarrollar métodos de detección, identificación, y cultivo de 

microorganismos para su estudio en el laboratorio, tales como los tradicionales 

(bioquímicos y morfológicos), así como los más actuales: biosensores y a nivel de 

DNA (genosensores), ya que la hibridación del DNA es altamente sensible y 

selectiva. 

Los biosensores son fáciles de usar, disminuyen los tiempos de detección y son 

adaptables a diferentes análisis por lo que son una excelente herramienta para el 

uso en laboratorios o en sitios de prueba para investigar rápidamente y cuantificar 

cualquier la secuencia de ácido nucleico de interés.

Por otra parte las AuNPs se pueden preparar de manera relativamente sencilla, 

obteniéndose sistemas coloidales monodispersos estables con un tamaño de 

entre 1 a 100 nm, además presentan propiedades muy peculiares que pueden ser 

modificadas mediante su funcionalización con múltiples ligandos para ser 

utilizadas en una gran variedad de aplicaciones terapéuticas y medioambientales, 

además de que hasta el momento, se consideran de baja toxicidad. Por otra parte, 

la biosíntesis de AuNPs permitirá obtener estos materiales de forma amigable con 

el ambiente, atenuando su toxicidad.

Por lo expuesto anteriormente, en este trabajo se diseñaron sondas específicas de 

DNA de Achlya sp. y E.coli; también se llevó a cabo síntesis y biosíntesis de

AuNPs, así como su caracterización y finalmente la funcionalización de estas NPs 

con las sondas diseñadas.
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7.1 Materiales y equipos

Las imágenes AFM fueron obtenidas mediante un SPM (Scanning Probe

Microscope) marca Digital Instruments. Las imágenes TEM fueron tomadas 

usando un microscopio de alta resolución HRTEM Jeol 2100 F. Los espectros FT-

IR se obtuvieron mediante un equipo Varian 3600, Excalibur Series. Para las 

incubaciones se utilizó un agitador térmico (TS-100 ThermoShaker). Las 

mediciones de temperatura se realizaron con un termómetro digital infrarrojo 

marca Traceable, las mediciones espectroscópicas UV-Vis se efectuaron usando 

un Espectrofotómetro Shimadzu Modelo UV-1800, con un rango de longitud de 

onda de 190-700 nm. Todas las centrifugaciones se realizaron en una Centrífuga 

Thermo Scientific Micro CL 21R. El pH de las soluciones y buffers usados se 

ajustó usando un Medidor de pH (Mettler Toledo MPC 227). Para la PCR se utilizó 

un termociclador MultiGeneOptimax de Labnet, Inc. Las imágenes de geles de 

agarosa se visualizaron con un equipo AlphaImager 2000. 

7.2 Reactivos y Soluciones

El tetracloroaurato (III) de hidrógeno trihidratado (HAuCl4���2O, 99.99%) (520918), 

el citrato de sodio dihidratado (Na3C6H5�����2O), la agarosa, los cebadores 

(primers), dNTPs 10mM (nucleótidos), el PCR Buffer 10X, cloruro de magnesio 25

mM (Cl2Mg) el marcador molecular Kapa y la cepa de E. coli O157:H7, fueron 

adquiridos de Sigma-Aldrich, el ácido clorhídrico (HCl) e hidróxido de sodio 

(NaOH) se adquirieron de Merck, la resina Formvar 15/95, rejillas de cobre de 75 

mesh (GilderGrids Cu) y la Mica Muscovita V-1 Quality, se adquirieron de  Electron

Microscopy Sciences. El kit de extracción de DNA (DNAeasy) se adquirió de 

Quiagen y un segundo Kit MicrobialMobio se adquirió de Progenes. Todos los 

reactivos utilizados fueron grado analítico y todas las soluciones se prepararon 

empleando agua doblemente desionizada (Milli-Q, 18MW cm) de un sistema de 

purificación Millipore.
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7.3 Síntesis Química de AuNPs

Para llevar a cabo la síntesis de las AuNPs se utilizó el método descrito en 

Turkevich et al. (1951), con algunas modificaciones. Se usó material de vidrio, 

lavado con agua regia y agua doblemente desionizada para remover cualquier 

traza de oro que pudiera interferir durante el proceso de síntesis. En un matraz 

Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 500 μL de tetracloroaurato de hidrógeno al 

1% (25 mM) en 50 mL de agua doblemente desionizada (Milli-Q), el cual se tapó 

con un vidrio de reloj y se colocó sobre una parrilla de calentamiento con 

agitación, hasta alcanzar la ebullición. Posteriormente se agregó el citrato de sodio 

al 1%, el cual actuó como agente reductor y estabilizador. Una vez añadido el

citrato de sodio se mantuvieron la agitación y el calentamiento por no más de 15 

minutos durante los cuales se fueron observando los cambios de coloración hasta 

alcanzar el color rojo vino característico de las AuNPs de tamaño aproximado a los 

20 nm. Finalmente se dejaron enfriar a temperatura ambiente manteniendo la 

agitación y se guardaron en un frasco estéril a 4 °C para su posterior 

caracterización (Figura 16).

Figura 16. Síntesis química de AuNPs. A). Solución de sal de oro con calentamiento y agitación. 
B). 5 minutos después de añadir el citrato de sodio. C). AuNPs sintetizadas.
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7.4 Biosíntesis de AuNPs

Se utilizó un método que mezcla el descrito en Turkevich et al. (1951) y el de Rico-

Moctezuma et al., 2010: Se usó material de vidrio, lavado con agua regia y agua 

doblemente desionizada. En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 500 

μL de tetracloroaurato de hidrógeno al 1% (25 mM) en 50 mL de agua doblemente 

desionizada (Milli-Q), el cual se tapó con un vidrio de reloj y se colocó sobre una 

parrilla de calentamiento con agitación, hasta alcanzar la ebullición. 

Posteriormente se agregó extracto de cada planta (Figura 17), para obtenerlo se 

hirvió la planta durante 10 minutos al cabo de los cuales el líquido se filtró tres 

veces con papel Watman No. 5 al vacío.  El extracto así obtenido actuó como 

agente reductor y estabilizador. Una vez añadido el extracto se mantuvieron en

agitación y calentamiento por no más de 15 minutos durante los cuales fueron 

observados los cambios de coloración (Figura 18).

Figura 17. Extractos utilizados en la biosíntesis de AuNPs.
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Figura 18. Biosíntesis: A). Solución de sal de oro con calentamiento y agitación. B). 5 minutos 
después de añadir extracto. C). AuNPs obtenidas.

Posteriormente se realizó otra biosíntesis para que a partir de un mismo extracto,

con diferente pH se obtuvieran AuNPs, con el fin de estudiar el efecto del pH en la 

obtención de AuNPs. El pH de la solución que se utiliza como agente reductor 

tiene un papel fundamental en la velocidad de la reacción así como sobre el 

tamaño y distribución de las NPs ya que determina muchas características de la 

estructura y actividad de las moléculas y biomoléculas, por lo que siempre que 

se utilicen valores de pH neutros o cercanos a la neutralidad, se logran obtener

AuNPs concentradas y uniformes (Doyen et al., 2013).

Se realizó la síntesis química y biosíntesis de AuNPs con los extractos de cada 

planta con el pH al que se obtuvieron, posteriormente el mismo extracto se 

llevó primero a un pH neutro (7) y después a un pH básico (9), realizándose 

nuevamente la síntesis en cada caso. Todos los ensayos se realizaron a una 

misma temperatura, con un mismo tiempo de reacción y el mismo día, para 

evitar variables de confusión.
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7.5 Caracterización de AuNPs

Las AuNPs obtenidas se caracterizaron por UV-Vis en un equipo modelo 

Shimadzu, en el Laboratorio de Microbiología Ambiental de la UAM-Azcapotzalco,  

por Microscopía de Fuerza Atómica con un microscopio SPM (Scanning Probe

Microscope) marca Digital Instruments, en el laboratorio de Física de la UAM-

Azcapotzalco y por Microscopía Electrónica de Transmisión en la UAM-Iztapalapa, 

mediante un microscopio de alta resolución HRTEM Jeol 2100 F.

7.6 Diseño de Sondas Específicas de DNA

Para la obtención de las sondas específicas de DNA de Achlya sp. se procedió de

la siguiente manera:

Muestreo. Se tomaron muestras de agua de los canales de Xochimilco en la 

Ciudad de México,  las cuales se procesaron de inmediato con el fin de evitar 

cambios en los parámetros de pH, temperatura, oxígeno, entre otros, que 

pudieran causar alteraciones en los patógenos presentes, producción de bacterias 

y formación de hongos externos a la muestra (Arcos et al., 2005).

Por otra parte, se obtuvieron muestras de peces de la especie G. viviparus

infectados por el hongo Achlya sp. mediante un raspado superficial de la epidermis 

con asa de siembra, tomando el material a partir de la parte media lateral del 

cuerpo. El material así obtenido se colocó en 100 mL de agua estéril.

A partir de las muestras de agua y raspados de peces se prepararon diluciones 

con solución salina amortiguadora de fosfatos estéril (PBS 1X), a fin de aislar e 

identificar el hongo Achlya sp. de acuerdo a la norma oficial mexicana (NOM-111-

SSA1-1994). Para tal efecto, alícuotas de 25 mL se sembraron por extensión 
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sobre la superficie de medio de papa dextrosa agar (PDA) en caja Petri y fueron 

incubadas a 28 ºC. Transcurridas 120 horas se realizaron preparaciones en fresco 

(KOH al 10% y azul algodón) para ser observadas al microscopio óptico (Arcos et 

al., 2005).

Una vez aislados los microorganismos se procedió a su identificación mediante 

técnicas microbiológicas convencionales y de Biología Molecular (Chen, 2008).

Se realizaron microcultivos a partir de los hongos aislados, y fueron incubados a

28 oC durante 48-72 h, y después de este periodo se observó el crecimiento 

mediante el microscopio óptico, utilizando objetivos seco débil, y seco fuerte. 

(Castañeda, 2004).

Para la identificación molecular, se utilizó la técnica de PCR, la cual se basa en la 

amplificación de fragmentos de DNA a partir de secuencias de oligonucleótidos 

denominadas “cebador” o “primer”, que son capaces de reconocer una secuencia 

blanco para la cual es complementaria (Schmittgen y Livak, 2008; Santos et al,

2010) (Figura 19). 
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Figura 19. Reacción en Cadena de la Polimerasa.
Modificada de (google imagens).

Como primers se utilizaron espaciadores internos transcritos (ITS) del DNA 

ribosomal (DNAr) (White et al. 1990) tabla 3.
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Tabla 3. Secuencia de los Espaciadores internos transcritos (ITS) del DNAr.

Región Genómica Secuencia

ITS5 5’ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3’

ITS4 5’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

Los principales pasos de la PCR fueron los siguientes: se extrajo el DNA del 

material a analizar, se separó la molécula del DNA en dos hebras a una 

temperatura de 95 °C durante 5 min (desnaturalización), se indujo el alineamiento 

o reconocimiento del cebador (primer) con la secuencia blanco, a una temperatura 

de 57 °C y la extensión a 72 °C. Este proceso se realizó en un termociclador, que 

se encargó de realizar los cambios de temperatura necesarios para que se 

desarrollaran las etapas o ciclos anteriormente mencionados. El proceso se llevó a 

cabo en 30 ciclos (Solís-Ramos y Andrade-Torres, 2005). En la tabla 4 se muestra 

la reacción para la PCR.

Tabla 4. Reactivos y cantidades para PCR de cada muestra.

Reacción para PCR 

DNA 1 μL

Buffer* 5 μL

Primer 1 ( ITS 4) 1 μL

Primer 2 ( ITS 5) 1 μL

Enzima Taq Polimerasa 0.5 μL

Agua 16.5 μL

Total 25 μL

*El buffer ya contenía Mg
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Las PCRs se llevaron a cabo en un termociclador MultiGeneOptiMax, Labnet 

International Inc.

El producto de PCR se envió al servicio de secuenciación del Laboratorio de 

Bioquímica Molecular de la FES Iztacala-UNAM.

Una vez obtenidas las secuencias de cada producto de PCR se diseñaron las 

sondas con 15 a 25 nucleótidos, utilizando bioinformática (Ye et al., 2012) 

para asegurar que la secuencia del analito (target) correspondiera a una 

porción del genoma de Achlya sp. o de E. coli en su caso; finalmente se 

solicitó la síntesis de las sondas diseñadas, así como su modificación con 

biotina, a la casa comercial Alpha DNA en Otawa, Canadá.

7.6.1 Funcionalización de AuNPs con Estreptavidina

La estreptavidina fue resuspendida en agua Milli-Q estéril para obtener una 

concentración de 0.1 mg/mL. 

Las AuNPs sintetizadas junto con la solución de estreptavidina se colocaron en

tubos Eppendorf de 1.5 mL en una relación de 1:1 (v/v). Posteriormente, se 

incubaron en un termo agitador (Thermo-Shaker MS-100), durante 30 min a 650 

rpm y a 25 °C.

Inmediatamente después de terminada la incubación, se centrifugaron durante 20 

min a 14000 rpm y a una temperatura de 4 °C. Se desechó el sobrenadante y se 

agregó 1 mL de solución buffer de fosfatos PBS, para mantener el pH estable 

(Mendoza, 2011).
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7.6.2 Sondas de DNA biotiniladas

Las sondas diseñadas en este trabajo se conforman de 20 nucleótidos y están 

modificadas con biotina en el extremo terminal 3’ o 5’, en la tabla 5 se muestra la

secuencia diseñada.

Tabla 5. Sondas diseñadas y sintetizadas.

Nombre Secuencia 5’-3’ Modificación
Ach-Sonda de captura GATCAATACGCCGGTCTCCG 3' Biotina

Ach-Blanco CGGAGACCGGCGTATTGATC 5' Biotina

Ach-Blanco 1 Error CGGAGACCGGCGTCTTGATC 5' Biotina

Ach-Blanco 3 Errores CGGAGACAAACGTCTTGATC 5' Biotina

Ach-No Complementaria AATTCTGCGTGCATACAGCG 5' Biotina

Ec-Sonda de Captura GCACCGGAAGTACAGACCAA 3' Biotina

Ec-Blanco CGTGGCCTTCATGTCTGGTT 5' Biotina

Blanco 1 Error CGTAGCCTTCATGTCTGGTT 5' Biotina

Ec-Blanco 3 Errores CGTATACTTCATGTCTGGTT 5' Biotina

Ec-No Complementaria ATGCTAAGGGTCCCAGAACC 5' Biotina
Ach  Achlya sp.
Ec. Escherichia coli
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Resultados y 
discusión
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8.1 Síntesis Química de AuNPs

Las AuNPs fueron sintetizadas por el método de Turkevich et al. (1951), con 

algunas modificaciones, este método es sencillo y relativamente rápido. En la 

figura 20 se observan las AuNPs sintetizadas.

Figura 20. En el tubo de la izquierda se observa la sal de oro, a la derecha las AuNPs
sintetizadas por el Método propuesto por Turkevich et al., (1951).

Por el color de la solución (vino tinto) se sabe que se han obtenido AuNPs. Este 

color rojo es típico de un espectro UV-Vis de aproximadamente una �	
	���	
��

Una vez sintetizadas se conservaron a 4 °C para su posterior caracterización.

8.2 Síntesis Biológica de AuNPs

La síntesis biológica de AuNPs se realizó mediante una combinación de técnicas,

la de Turkevich et al., 1951 y la de Rico-Moctezuma et al., 2010. Se utilizó extracto 

de Opuntia sp. (nopal), Allum sp. (cebolla), Pyrus sp. (pera), Coffea sp. (café) y 

Laurus sp. (laurel), como agente reductor; en la tabla 6, se observan los extractos 

obtenidos y la longitud de onda de las AuNPs sintetizadas. 
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Tabla 6. pH de los extractos de las diferentes plantas utilizados como agente reductor en la 
síntesis biológica de AuNPs, también se observa la temperatura y el tiempo de reacción para la 

biosíntesis.

Plantas pH de los extractos Temperatura
(°C)

Tiempo de reacción
(min)

Nopal 4.8 7 9 83 °C 15 min

Cebolla 5.3 7 9 83 °C 15 min

Pera 4.7 7 9 83 °C 15 min

Café 5.0 7 9 83 °C 15 min

Laurel 6.5 7 9 83 °C 15 min.

8.3 Síntesis de AuNPs con ácido málico

Debido a que los análisis de los extractos de las plantas utilizadas en la biosíntesis 

de AuNPs, con FT-IR indicaron que el ácido málico podría estar involucrado en la 

reducción de iones oro, se realizó una síntesis utilizando ácido málico en lugar de 

citrato de sodio y se corroboró la obtención de AuNPs de color morado con una 

longitud de onda máxima de aproximadamente 560 nm, lo que indica que son de 

tamaño mayor a 30 nm o que se encuentran agregadas (Figura 21).

Figura 21. AuNPs sintetizadas con ácido málico como agente reductor.
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8.4 Caracterización por espectroscopía UV-Vis de las AuNPs 
obtenidas por síntesis química

Con esta caracterización (Figura 22) se observó una longitud de onda máxima de 

absorción de las AuNPs sintetizadas químicamente de 519.5 nm, lo cual indica 

que se cuenta con AuNPs de aproximadamente 20 nm, ya que en la literatura se 

reporta un espectro de longitud de onda máxima de 520 nm para las mismas 

(Carralero, 2009).

Figura 22. Espectro UV-Vis de las AuNPs sintetizadas en el que se observa una longitud de onda 
máxima de 519.5 nm.
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8.4.1 Caracterización por TEM de las AuNPs obtenidas por síntesis química

La figura 23 corresponde a las imágenes TEM de las AuNPs sintetizadas, las 

cuales muestran que se obtuvieron nanopartículas dispersas, esféricas y de 

aproximadamente 20 nm.

Figura 23. Imágenes TEM de las AuNPs obtenidas experimentalmente de forma esférica, la barra
de escala de izquierda a derecha es de 20, 10  y 5 nm.

8.4.2 Caracterización por AFM de las AuNPs obtenidas

Las imágenes AFM obtenidas corroboran el tamaño de las AuNPs sintetizadas, las 

cuales son de un diámetro de aproximadamente 20 nm y de forma esférica (Figura 

24).

Figura 24. Imágenes topográficas de AFM correspondientes a las AuNPs sintetizadas en este 
trabajo con citrato de sodio. La escala de tamaño es de 0 a 30 nm.
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8.5 Caracterización por espectroscopía UV-Vis de las AuNPs 
obtenidas por Biosíntesis

En la tabla 7 se muestran los extractos y la longitud de onda máxima de las 

AuNPs obtenidas con éstos. La longitud de onda varía desde 527 nm para las NPs

obtenidas con extractos de Allum sp. (Cebolla) y Coffea sp. (Café) hasta 537 para 

las obtenidas con extracto de Laurus sp. (Laurel). Esta diferencia en las longitudes 

de onda indica que se tienen AuNPs de diferentes tamaños y formas.

En la figura 25 se observan los espectros UV-Vis de las AuNPs biosintetizadas

con cada uno de los extractos.

Tabla 7. Extractos de las diferentes plantas utilizados como agente reductor en la síntesis biológica 
de AuNPs y su longitud de onda máxima.

Extracto ����nm)��

Opuntia sp. (Nopal) 531

Allum sp. (Cebolla) 527

Pyrus sp. (Pera) 528

Coffea sp. (Café) 527

Laurus sp. (Laurel) 537
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Figura 25. Espectros de absorción UV-Vis de las AuNPs biosintetizadas.

8.6 Síntesis de AuNPs utilizando diferente pH del agente reductor

Se realizó la síntesis química y biosíntesis de AuNPs a diferente pH (3 ácido, 7

neutro y 9 básico) para estudiar su efecto en el tamaño y dispersión de las NPs,

las cuales fueron caracterizadas por las técnicas que se describen en los 

siguientes apartados:

8.6.1 Caracterización UV-Vis de la síntesis química utilizando diferente pH.

La caracterización UV-Vis de las AuNPs obtenidas mediante síntesis química a

diferentes pHs mostró diferencias en éstas; la longitud de onda a un pH de 3 

utilizando citrato de sodio como agente reductor fue de 564 nm, a un pH de 7 de 

520 nm y aun pH de 9 de 525 nm (Tabla 8), lo que indica que se tienen AuNPs de 

diferente tamaño, en especial a un pH de 3, siendo el pH neutro el mejor para 

obtener NPs de forma homogénea y dispersas. Los espectros de absorción 

obtenidos, así como su longitud de onda correspondiente, se pueden observar en 

la figura 26.
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Tabla 8. Comparación de la longitud de onda, tamaño y forma de las AuNPs 
sintetizadas según el pH.

Síntesis pH ����nm�� (nm)

Citrato 3 564 5, 20

Citrato 7 520 20

Citrato 9 525 20

 

 

Figura 26. Espectro de absorción UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando citrato de sodio como 
agente reductor, a diferente pH.



61

8.6.2 Caracterización por TEM de la síntesis química a diferente pH

La caracterización por TEM confirma que se obtuvieron NPs de diferente tamaño; 

a un pH de 3 se observan de un tamaño de alrededor de 5 a 20 nm, a pH 7 su 

tamaño es homogéneo y de aproximadamente 20 nm y a pH 9 son de tamaño 

homogéneo y de aproximadamente 15 nm (Figura 27 A-C).

Figura 27. Imágenes TEM de las AuNPs sintetizadas con citrato de sodio: A) pH 3, 
B) pH 7 y C) pH 9.

8.6.3 Caracterización por AFM de la síntesis química a diferente pH

Así mismo mediante la caracterización por AFM, corrobora que se obtuvieron NPs 
de diferente tamaño, como se describió en el apartado anterior (Figura 28 A-C).

Figura 28. Imágenes AFM de las AuNPs sintetizadas con citrato de sodio: A) pH 3, 
B) pH 7 y C) pH 9.

A B
C
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555

549

8.6.4 Biosíntesis a diferente pH

Los resultados obtenidos al sintetizar AuNPs con extractos de diferentes plantas 

se presentan en las figuras 29 a 43, se observa que la biosíntesis a pH neutro es 

en general donde se obtienen Nps de tamaño menor a 30 nm, excepto para las 

AuNPs de café donde  utilizando el pH neutro se obtuvieron AuNPs de 100 nm.

8.6.4.1 Biosíntesis con extracto de Opuntia sp. (Nopal)

En la figura 29 se presenta la caracterización UV-Vis de las AuNPs sintetizadas 

con extracto de nopal a diferente pH, donde se observa que las longitudes de 

onda varían, siendo de 549 nm a pH 4.8, 555 nm a pH 7 y 560 nm a pH 9. La

campana en cada uno de los espectros es amplia, lo que indica que se obtuvieron 

diferentes formas y tamaños.

Figura 29. Espectro UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de nopal como agente 
reductor a diferente pH.

La caracterización por TEM (Figura 30 A-C) corrobora las diferentes formas y 

tamaños, observándose que a pH 4.8 (A) presentan un tamaño de 
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aproximadamente 10 nm, y a pH 7 (B) y 9 (C) se obtuvieron NPs de

aproximadamente 20 nm. Las AuNPs obtenidas fueron de diversas formas.

Figura 30. Imágenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de nopal: A) pH 4.8, 
B) pH 7 y C) pH 9.

Con AFM (Figura 31 A-C) se confirman los tamaños observados en TEM. En la 

figura 30-A, aunque las NPs son de aproximadamente 10 nm, la escala que se 

muestra es de 50 nm, lo cual es debido a que estas NPs se encuentran 

aglomeradas.

Figura 31. Imágenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de nopal A) pH 4.8, 
B) pH 7 y C) pH 9.

8.6.4.2 Biosíntesis con extracto de Allum sp. (Cebolla)

En la figura 32, se observa el espectro UV-Vis de las AuNPs sintetizadas con 

extracto de cebolla.
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La caracterización por UV-Vis muestra que en general la diferencia radica en la 

absorbancia lo que indica que difieren en cuanto a concentración y tamaño. La 

longitud de onda máxima a un pH 5 es de 540 nm, a pH 7 de 545 nm y a pH 9 de 

543 nm.

Figura 32. Espectro UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de cebolla como agente 
reductor, a diferente pH.

En las imágenes TEM (Figura 33 A-C) se observan NPs de tamaños entre 10 y 20 

nm aproximadamente a pH 5 y pH 7, sin embargo el tamaño de las NPs disminuye 

cuando se sintetizan a un pH 9.

Figura 33. Imágenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de cebolla A) pH 4.8, B) pH 7 y 
C) pH 9.
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En las imágenes AFM (34 A-C) se observan NPs de tamaños entre 10 y 20 nm 

aproximadamente a pH 5 y pH 7, sin embargo el tamaño de las NPs disminuye 

cuando se sintetizan a un pH 9. En la figura 34-C, no se observan tan claramente 

las AuNPs como en las figuras 34-A y 34-B, quizá debido a la presencia de 

impurezas en la muestra.

Figura 34. Imágenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de cebolla A) pH 4.8, B) pH 7 y 
C) pH 9.

8.6.4.3 Biosíntesis con extracto de Coffea sp. (Café)

En la figura 35 se muestra el espectro UV-Vis de las NPs sintetizadas con extracto 

de café; se observan diferencias en cuanto a la absorbancia de las NPs 

sintetizadas a un pH 5 y pH 9 con respecto a las sintetizadas a un pH 7. La 

longitud de onda fue de 539 para las NPs sintetizadas a un pH de 5, de 532 para 

las sintetizadas a un pH de 7 y de 530 para las sintetizadas a un pH de 9.
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Figura 35. Espectro de absorción UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de café como agente 
reductor, a diferente pH.

En la caracterización por TEM (Figura 36 A-C); a pH 5 se observan NPs con 

tamaños variados (5-30 nm) a pH 7 se obtuvieron NPs muy grandes de 

aproximadamente 100 nm y a pH 9 se observan NPs de tamaño de 10-20 nm.

Figura 36. Imágenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de café. A) pH 4.8, B) pH 7 y C) pH 9.

En la caracterización por AFM (37 A-C) se corrobora lo observado en el apartado 

anterior. Es importante señalar que la síntesis de estas NPs a pH 7 se comporta 

de manera diferente a todas las demás realizadas en este trabajo, en las que en 

general a pH neutro se obtienen NPs de tamaño no mayor a 30 nm.

539
532

530

53555555555555555555 9
532

53555 0



67

Figura 37. Imágenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de café A) pH 4.8, B) pH 7 y C) pH 9.

8.6.4.4 Biosíntesis con extracto de Laurus sp. (Laurel)

En cuanto a las NPs sintetizadas con extracto de laurel en la caracterización por 

UV-Vis se observan pequeñas diferencias en la absorbancia (Figura 38) ya que la 

longitud de onda máxima resultó ser de 535 nm a un pH de 6.5 y pH 7 y de 537 

nm a pH 9.

Figura 38. Espectro de absorción UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de laurel 
como agente reductor, a diferente pH.

Con la caracterización por TEM (Figura 39 A-C) se observan NPs de diferentes 

formas (pentágonos, triángulos, esferas) a pH 6.5 y a pH 7, esta similitud se debe 

tal vez a que el pH 6.5 es muy cercano a la neutralidad. A pH 9 se observan NPs

de diferente tamaño y menos dispersas con respecto a las de pH 6.5 y 7.

535
535
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Figura 39. Imágenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de laurel A) pH 6.5, 
B) pH 7 y C) pH 9.

Con la caracterización por AFM (Figura 40 A-C) se corrobora lo expuesto en el 

párrafo anterior.

Figura 40. Imágenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de laurelA) pH 6.5, 
B) pH 7 y C) pH 9.

8.6.4.5 Biosíntesis con extracto de Pyrus sp. (Pera)

Para las NPs obtenidas a partir de extracto de pera con la caracterización por UV-

Vis se observan ligeras diferencias en la absorbancia; las longitudes de onda son 

de 537 para un pH 5, 533 para un pH 7 y de 536 para un pH 9 (Figura 41). 
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Figura 41. Espectro de absorción UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando extracto de Pera como 
agente reductor, a diferente pH.

Con la caracterización por TEM (Figura 42 A-C) se observan NPs dispersas y de 

tamaño uniforme tanto a pH 5 como a pH 7, mientras que a pH 9 se distinguen 

NPs más grandes y de diferentes formas, apreciándose triángulos, esferas, 

cuadriláteros y hexágonos, entre otras.

Figura 42. Imágenes TEM de las AuNPs sintetizadas con extracto de pera A) pH 4.5, 
B) pH 7 y C) pH 9.

La caracterización mediante AFM (Figura 43 A-C) se corrobora lo mencionado en

el párrafo anterior en cuanto a tamaño.

537
536
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Figura 43. Imágenes AFM de las AuNPs sintetizadas con extracto de pera A) pH 4.5, 
B) pH 7 y C) pH 9.

8.7 Comparación de las AuNPs biosintetizadas

En la tabla 9 se presenta una comparación de la longitud de onda máxima, tamaño 

en nm y forma de las AuNPs obtenidas, de acuerdo con el pH del agente reductor.

Tabla 9. Comparación de la longitud de onda, tamaño y forma de las AuNPs.

Biosíntesis pH ��máx Tamaño
(nm)

Forma

Nopal 4.8 549 10 y 20 Esféricas, triangulares, ovaladas

Nopal 7 555 10 y 20 Esféricas, triangulares, ovaladas

Nopal 9 560 20 Esféricas, triangulares, ovaladas

Cebolla 5.3 540 10 y 20 Hexagonales, esféricas, ovaladas

Cebolla 7 545 10 y 20 Hexagonales, esféricas, ovaladas

Cebolla 9 543 5 y 10 Hexagonales, esféricas, ovaladas

Café 5.0 539 5,10,20,30 Esféricas, heptagonales, hexagonales

Café 7 532 100 Esféricas, heptagonales, hexagonales

Café 9 530 10 y 20 Esféricas, heptagonales, hexagonales

Laurel 6.5 535 20 Triangulares, cuadrangulares, esféricas, 

Laurel 7 535 20 Triangulares, cuadrangulares, esféricas, 

Laurel 9 537 20 y 30 Triangulares, cuadrangulares, esféricas, 

Pera 4.7 537 20 Triangulares, hexagonales, esféricas

Pera 7 533 20 y 30 Triangulares, hexagonales, esféricas

Pera 9 536 20 y 30 Triangulares, hexagonales, esféricas

Los resultados reportados en este trabajo indican que al sintetizar AuNPs con el 

proceso químico, el tamaño y forma de las NPs es controlable; sin embargo, al 
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utilizar los extractos de nopal, cebolla, café, laurel y pera, éstos contienen 

compuestos que actúan como reductores y estabilizadores con los que se 

obtienen NPs de diferente forma y tamaño, siendo el pH neutro el que se 

considera mejor para obtener AuNPs de hasta 30 nm.

Para tener un proceso más eficiente que controle el tamaño y la forma de las NPs 

tal vez sea necesario añadir un surfactante (CTAB, SDS, PVP, bromuro de 

cetiltrimetilamonio, dodecilsulfato sódico, polivinil pirrolidona, repectivamente), que

ayude a controlar el crecimiento de la NP, para que sea isotrópico y no 

anisótropico, como el que se tiene, ya que las propiedades ópticas de las AuNPs 

dependen del tamaño, forma, grado de agregación y de los grupos funcionales en 

su superficie, lo que determina sus propiedades y aplicaciones (Kumar et al., 

2012; Zanella R, 2012).

8.7.1 Análisis Estadístico de los Datos
Se realizó un análisis estadístico de los datos obtenidos de la síntesis y biosíntesis 

de AuNPs (ANOVA y prueba de significancia de Fisher), utilizando el programa 

STATISTICA 12, los resultados del ANOVA se presentan en la figura 44 y de la 

prueba de Fisher en la tabla 10.

Figura 44. Análisis de varianza, A) del tamaño de AuNPs (P=0.6613) y
B) del tamaño, según el pH (P=0.6418).

A B
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El ANOVA, no mostró diferencias significativas ni en cuanto a tamaño de AuNPs 

obtenidas, independientemente de que sean sintetizadas químicamente o 

biosintetizadas, ni en cuanto al pH de los extractos utilizados para la biosíntesis.

Por lo anterior, las AuNPs biosintetizadas se podrían utilizar de igual manera que 

las AuNPs sintetizadas químicamente.

Tabla 10. Prueba de Fisher

LSD. Mínima diferencia significativa
g.l. Grados de libertad
MS. Mínimos cuadrados

La prueba de Fisher es una distribución de probabilidad continua, representa la 

distribución nula del análisis de varianza y nos permitió comprobar que si existen 

diferencias entre las AuNPs de laurel con respecto a las de cebolla (P=0.023), las 

de pera con respecto a las de cebolla (P= 0.068) y café (P=0.045), sin embargo no 

existieron diferencias significativas en comparación con las de citrato.

8.8. Espectrometría Infrarroja con transformada de Fourier

Se realizaron mediciones de FTIR a los extractos de las plantas utilizadas en la 

biosíntesis, con el fin de identificar las biomoléculas implicadas en la reducción de

los iones oro, observándose bandas de IR a una longitud de onda de 3369 cm-1 en

el extracto de laurel, de 3368 cm-1 en el extracto de pera, 3365 cm-1 en los 

extractos de nopal y café y de 3350 cm-1 en el extracto de cebolla, las cuales 

corresponden al agua presente en la muestra. Se tiene también una banda intensa 

de 1642 cm-1 en los extractos de laurel, cebolla, nopal y pera, y de 1630 cm-1 en el 

Prueba LSD;
Variable: tamaño de NPs (nm)

Probabilidades para la prueba, Error:  MS = 43.968, g.l. = 21.000
Nopal 0.375298 0.966030 0.143225 0.059957
Cebolla 0.375298 0.375831 0.023656 0.006844
Café 0.966030 0.375831 0.119832 0.045978
Laurel 0.143225 0.023656 0.119832 0.729692
Pera 0.059957 0.006844 0.045978 0.729692
Citrato 0.621979 0.209727 0.585573 0.402262 0.237161
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extracto de café, que corresponden al grupo del ácido carboxílico (C=O) que tiene 

una señal intensa de 1540 a 1740 cm-1; esto indica que posiblemente los extractos 

contienen ácido málico, ya que es uno de los ácidos más abundantes en la 

naturaleza que se encuentra en frutas y verduras. El ácido málico es fácilmente 

metabolizable y es primordial para el ciclo de Krebs. En la industria alimenticia se 

utiliza como acidulante junto con el ácido cítrico (Brown et al., 2000).

Las bandas medianas cerca de 2000 cm-1, corresponden al grupo amino, también 

las presentes en 3300 cm-1 a 3500 cm-1 corresponden a aminas primarias y

secundarias (Morrison y Boyd, 1987). Sin embargo, estas pudieran estar

enmascaradas con la banda correspondiente al agua, por lo que no se descarta su 

presencia en las muestras (Figuras 45-49).

Figura 45. Espectro IR obtenido del extracto de nopal.

C=O
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Figura 46. Espectro IR del extracto de cebolla.

Figura 47. Espectro IR del extracto de café.

Fi 46 E t IR d l t t d b ll
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Figura 48. Espectro IR del extracto de laurel.

Figura 49. Espectro IR del extracto de pera.
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Los espectros IR correspondientes a los extractos de café, laurel y pera presentan 

más grupos funcionales que los espectros IR de los extractos de nopal y cebolla. 

En el extracto de café (Figura 46) abundan de los 1300 a 900 cm-1, justo se 

observan en la denominada zona de la huella dactilar  y corresponden a flexión de 

enlaces CH, CO, CN, CC, entre otros (Morrison y Boyd, 1987).

8.9 Caracterización UV-Vis de la síntesis de AuNPs con ácido 
málico

Por los resultados obtenidos con el análisis FT-IR, se realizó una síntesis de

AuNPs con ácido málico como agente reductor, se obtuvieron AuNPs de color 

morado y se caracterizaron por UV-Vis, observándose una longitud de onda 

máxima de 560 nm (Figura 50). Estos resultados indican que efectivamente el 

ácido málico puede estar actuando como agente reductor y el grupo amino como 

agente estabilizador.

Figura 50. Espectro de absorción UV-Vis de las AuNPs obtenidas utilizando 
ácido málico como agente reductor.

560
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8.10 Diseño de Sondas
8.10.1 Obtención de Achlya sp.

El microorganismo Achlya sp. se colectó de los canales de Xochimilco, en la 

Ciudad de México. En la figura 51 se observa la comparación macroscópica, la 

cual consistió en contrastarlo morfológicamente con imágenes de Achlya sp.

obtenidas de internet.

Figura 51. A). Achlya sp. aislado de los canales de Xochimilco en la Ciudad de México, se 
encuentra sobre alimento de peces. B) Achlya sp. sobre una libélula.

Obtenida de (google imagens).

La caracterización Microscópica consistió en realizar resiembras del 

microorganismo en agar extracto de malta hasta asegurar la pureza del cultivo, a 

partir del cual se procedió a preparar un microcultivo, que fue observado con un 

microscopio óptico, figura 52.

 
 

B
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Figura 52. A y B son micrografías a 40 X, tomadas al microcultivo de Achlya sp.
C)  micrografía de Achlya sp.

Tomada de la liga que se indica.

Para el diseño de las sondas específicas se utilizaron técnicas de Biología 

Molecular que incluyen, Extracción de DNA, amplificación del DNA mediante PCR, 

secuenciación y análisis bioinformático de las secuencias obtenidas.

8.10.2 Extracción de DNA

Se realizó la extracción de DNA al hongo-Achlya sp. y a 2 muestras de cultivo 

joven de E. coli, con el Kit QUIAGEN DNAeasy, con el Kit MoBioUltraCleanTMsoil 

DNA así como utilizando el protocolo de extracción corta para plantas, descrito en 

Dellaporta et al. (1983). Con el kit QUIAGEN se obtuvieron alrededor de 25 ng/�L

para E. coli y 15 ng/�L para Achlya sp., mientras que con el protocolo de 

extracción corta para plantas, se obtuvieron 50 ng/�L, este protocolo sólo se utilizó 

para extraer DNA de Achlya sp. y Aspergillus sp., este último como referencia para 

las PCRs. Finalmente con el Kit MoBioUltraCleanTMsoil DNA se logró obtener 

hasta 75 ng/�L. El DNA obtenido durante todas las extracciones, se visualizó en 

geles de agarosa al 0.8% al teñirlos con bromuro de etidio. Estos resultados se 

pueden observar en las figuras 53 y 54.

http://protist.i.hosei.ac.jp/pdb/Images
/Eumycota/Achlya/index.html

A B C
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Figura 53. Geles de agarosa al 0.8% A) Extracción realizada con el Kit QUIAGEN DNAeasy.
1-3 Achlya sp. 4-6 Aspergillus sp., 7-10 DNA de E. coli.  B) Extracción realizada con el método de 

Dellaporta et al., 1983. 1-3 Achlya sp.  4-6 Aspergillus sp.7 blanco.
M, marcador molecular Kapa.

Figura 54. Gel de agarosa al 0.8%. Extracción de DNA con el Kit MoBio UltraClean TMsoil DNA.

De acuerdo a los resultados obtenidos el Kit MoBioUltraCleanTMsoil DNA, es el 

más eficaz en la extracción de DNA para Aspergillus sp. y Achlya sp., y también 

resulta más eficiente que el método de Dellaporta et al., 1983. 

10 000 pb10 000 pb
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8.10.3 Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR)

Con el DNA obtenido se realizó PCR, utilizando los primers ITS4 e ITS5, se obtuvo

una banda de 600 pares de bases (pb), el resultado se puede observar en la figura 

55 y en la 56.

Figura 55. Gel de agarosa al 1.2%. Muestra los productos de PCR obtenidos. Marcador molecular 
Kapa, M; producto de PCR con DNA de Achlya sp., 1-2; producto de PCR con DNA de

Aspergillus sp., 3; blanco, 4.

Se realizó la PCR con el DNA obtenido de la extracción con el Kit 

MoBioUltraCleanTMsoil DNA con las mismas condiciones que la PCR realizada 

previamente y se obtuvo la misma banda correspondiente de 600 pb. 

Figura 56. Gel de agarosa al 1.2%. M, marcador molecular Kapa. (1-3) PCR  de Achlya sp (4) PCR 
Aspergillus sp.
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8.10.4 Secuenciación de los productos de PCR

La secuencia de E. coli se obtuvo de GeneBank, por lo que ya no fue necesario 

realizar la secuenciación.

Los productos de PCR de Achlya sp. y Aspergillus sp. como referencia, se 

enviaron a secuenciación y se obtuvieron cromatogramas muy claros y sin ruido 

que se observan en las figuras 57 y 58.
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Figura 57. Fragmento del cromatograma obtenido de la secuenciación del producto de PCR con 
DNA de Achlya sp.

Figura 58. Fragmento del cromatograma obtenido de la secuenciación del producto de PCR con
DNA de Aspergillus sp.
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8.10.5 Análisis Bioinformático

Las figuras 59 y 60 muestran los resultados de las alineaciones con el programa 

Blast de NCBI. La secuencia de DNA del hongo Aspergillus sp., alinea al 99% de 

identidad con Aspergillus niger. La secuencia del hongo Achlya sp., alinea al 85%

de identidad con Achlya sp.

La caracterización molecular de los microorganismos Achlya sp. y Aspergillus sp.

permitió identificar a nivel de especie al primero, para el segundo sería necesario 

continuar secuenciando otro fragmento hasta obtener la especie, sin embargo no 

es el objetivo del presente trabajo de investigación, por lo que una vez obtenida la 

secuencia de Achlya sp.se procedió al diseño de las sondas.

Figura 59. Alineación de la secuencia obtenida de Aspergillus sp., número de acceso: 
HQ850370.1.
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Figura 60. Alineación de la secuencia obtenida de Achlya sp., número de acceso: JQ 974991.1

8.10.6 Secuencia de las Sondas

Una vez que se obtuvieron las secuencias y mediante análisis bioinformático se 

confirmó que se tenía el microorganismo de interés (Achlya sp.), se realizó el 

diseño de las sondas utilizando el programa Primer Blast (Ye et al., 2012). En la 

tabla 11 se observa el resultado.

Tabla 11. Secuencia de las sondas diseñadas.

Microorganismo NCBI/ GeneBank Sonda Diseñada

Achlya sp. JQ974991.1 5’ GCACCGGAAGTACAGACCAA 3’

E. coli O157:H7 NZ_AERR00000000.1 5’ TTGCTTTGGCAAGTCCTCCT 3’
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8.11 Funcionalización de las AuNPs

Las AuNPs que se funcionalizaron se eligieron de acuerdo a su dispersión, 

tamaño y forma, considerando que fueran lo más semejantes a las obtenidas con 

el uso de citrato a pH 7. Tabla 12.

Tabla 12. AuNPs funcionalizadas.

Agente reductor  pH Tamaño
(nm)

Morfología

Citrato de sodio  7 20 Esféricas

Laurel       6.5 20 Esféricas, triangulares, ovaladas

Pera            7 25 Triangulares, hexagonales, esféricas

Nopal     5 15 Triangulares, esféricas, ovaladas

Cebolla     5 15 Hexagonales, esféricas, ovaladas

Café          9 15 Hexagonales, ovaladas, esféricas

En las figuras 61-66 se muestran las AuNPs funcionalizadas; se observa que sólo 

las NPs sintetizadas con extracto de café (Figura 65) no muestran una correcta 

funcionalización, tal vez porque desde el momento de la síntesis estas AuNPs 

presentaron grupos funcionales en su superficie.
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8.11.1 AuNPs de citrato de sodio pH 7

Figura 61. UV-Vis de las AuNPs de citrato de sodio a pH 7, sin funcionalizar ��������y
funcionalizadas �������.

8.11.2 AuNPs de laurel a pH 6.5

Figura 62. Espectros de absorción UV-Vis de las AuNPs de laurel a pH 6.5, sin funcionalizar ���
535) y funcionalizadas ����	��.

Figura 61 UV ViV s de las AuNPi s de citrato de sodio a pH 7 sin funcionalizari �� ���� y

520

525

535

532
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Figura 63. Espectros de absorción UV-Vis de las AuNPs de pera a pH 7, sin funcionalizar ����		��y
funcionalizadas ����
��.

8.11.3 AuNPs de nopal a pH 5

Figura 64. Espectros de absorción UV-Vis de las AuNPs de nopal a pH 5, sin funcionalizar ����
���
y funcionalizadas ����

�.
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8.11.4 AuNPs de cebolla a pH 5

Figura 65. Espectros de absorción UV-Vis de las AuNPs de la cebolla a pH 5,
sin funcionalizar ����
���y funcionalizadas ����
��.

8.11.5 AuNPs de café a pH 9

Figura 66. Espectros de absorción UV-Vis de las AuNPs de café a pH 9, sin funcionalizar ����	���y
funcionalizadas ���
	��.
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9. Conclusiones

� La síntesis química y caracterización por UV-Vis, TEM y AFM de las AuNPs 

muestra que se obtuvieron AuNPs de aproximadamente 20 nm, de forma 

esférica y monodispersas, las cuales pudieron ser funcionalizadas con 

DNA.

� Con la biosíntesis de AuNPs a partir de extractos de plantas se obtuvieron 

NPs de diferentes tamaños y formas que se lograron funcionalizar, igual 

que las NPs obtenidas por síntesis química, excepto las NPs obtenidas con 

extracto de café.

� El ANOVA mostró que no existen diferencias significativas entre las AuNPs 

sintetizadas químicamente y las biosintetizadas, por lo que se podrían usar 

indistintamente; sin embargo con la prueba de Fisher si se obtuvieron 

diferencias entre las AuNPs obtenidas.

� Los espectros obtenidos con la caracterización FT-IR de los extractos de 

nopal, cebolla, laurel, café y pera muestran que todos ellos contienen ácido 

málico. El extracto de café es uno de los más complejos, además del de 

pera y laurel.

� En este trabajo se demostró que el ácido málico presente en los extractos 

utilizados en la biosíntesis de las AuNPs, actúa como agente reductor y 

quizá el grupo amino como agente estabilizador.

� El pH del agente reductor tiene un papel esencial sobre el tamaño y 

distribución de las AuNPs, siendo el pH neutro el óptimo para obtener NPs 

dispersas y de hasta 30 nm de tamaño. Excepto para las AuNPs 

sintetizadas con extracto de café en las que se obtuvieron NPs de 100 nm,

a pH 7.
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� Como resultado de las diferentes caracterizaciones realizadas (UV-Vis, 

TEM y AFM, las AuNPs obtenidas con citrato a pH 7, laurel pH 6.5, nopal 

pH 5, cebolla pH 5, pera pH 7 y café pH 9, pudieron ser funcionalizadas ya 

que presentan una buena dispersión, estabilidad contra la agregación, 

forma y tamaño homogéneos. 

� Las AuNPs de citrato a pH 7, laurel pH 6.5, nopal pH 5, cebolla pH 5, pera 

pH 7 y café pH 9, fueron funcionalizadas. Con excepción de las sintetizadas 

con extracto de café a pH 9, tal vez debido a que ya presentaban grupos 

funcionales en su superficie desde el momento de la síntesis. Las otras NPs 

se funcionalizaron correctamente.

� El análisis bioinformático de las secuencias obtenidas confirmó que el 

hongo en estudio es Achlya sp. y el usado como referencia para la 

secuenciación es A. niger, con un 85% y 99% de identidad 

respectivamente.

9.1 Recomendaciones

Se sugiere utilizar las sondas diseñadas en este trabajo en genosensores 

ambientales. Corroborar que se obtienen resultados similares utilizando AuNPs 

sintetizadas químicamente como las sintetizadas biológicamente y llevar a cabo 

otros análisis estadísticos que permitan definir de forma más precisa las 

diferencias entre las AuNPs obtenidas.
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