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Recibido: RESUMEN

i Actualmente los nanomateriales juegan un papel importante en el desarrollo de
23/abril/2016 nuevas tecnologias basadas en sensores y biosensores, debido a su gran sensibilidad,
Aceptado: facil manejo y bajo costo, ya que se manejan volimenes nanométricos. Es por ésto

que en este trabajo se desarrollé un procedimiento simple y rdpido para la sintesis
10/agosto/2016 de r}gnoparticulas de oro basado en la metodologig propuesta- por de la'Esgosura-
Muiiz y colaboradores, las cuales fueron caracterizadas mediante las técnicas de
espectrofotometria de UV-visible y dispersion de luz dindmica. Posteriormente se
optimizaron las condiciones de incubacidn necesarias como temperatura, tiempo y
velocidad de incubacién para la funcionalizacion superficial de las nanoparticulas de
Nanoparticulas de oro, oro con un anticuerpo especifico para Salmonella typhi.

anticuerpo, biosensor
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ABSTRACT

Nanomaterials currently play an important role in the development of new
Keywords technologies based on sensors and biosensors, due to its high sensitivity, easy
handling and low cost since nanometric volumes are handled. In this paper a simple
and rapid procedure for the synthesis of gold nanoparticles based on the
antibody, biosensor methodology proposed by de la Escosura-Muiiz et al. was developed, these
nanoparticles were characterized by techniques UV-visible spectrophotometry and
dynamic light scattering. After this, the incubation conditions for surface
functionalization of gold nanoparticles with a specific antibody for Salmonella typhi
were optimized, as well as parameters such as temperature, incubation time and
speed.

Gold nanoparticles,
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Introduccion

Un sensor quimico es un dispositivo capaz de responder
a un analito en concreto, el cual se compone
principalmente de 2 partes: un receptor donde se da el
reconocimiento de la sustancia por analizar y un
transductor, donde se convierte la seflal quimica
obtenida en una sefial medible. Si el elemento de
reconocimiento es un compuesto quimico organico &
inorganico, se trata de un sensor quimico, pero si éste es
de naturaleza biol6gica como anticuerpos, bacterias,
virus, enzimas, acidos nucleicos, entre otros, se trata de
un biosensor (Gonzalez y Costa, 2010).

Los biosensores tienen diversos campos de aplicacién en
dreas como: medicina, industria  alimenticia,
farmacéutica, cosmética asi como en el area de seguridad
(Sadana, 2003), entre otras. Actualmente se busca la
mejora en las tecnologias ya desarrolladas en cuanto a su
limite de deteccion y sensibilidad, asi como que sean
dispositivos de bajo costo, ser de facil transportacion y
sencillos de fabricar, con tiempos de respuesta cortos,
precisos y altamente selectivos (Rodriguez, 2009).

En los dltimos afos se ha visto una mejora significativa
en la sensibilidad de los biosensores debido a la
incorporacion de nanomateriales, los cuales tienen
tamarfios entre 1-100 nm. Dependiendo de su aplicacion
presentan diferentes formas y tamafios, lo que les otorga
propiedades dpticas, fisicas y quimicas especificas en la
nanoescala (Zanella, 2012). Los nanomateriales pueden
ser de diferentes tipos como: nanotubos, nanocables,
nanopeliculas, nanofibras, nanoparticulas metalicas y los
puntos cuanticos (quantum dots), entre otros (Baudrit y
Arrieta, 2013), ya que aumentan en gran medida la
relaciéon tamafio/volumen y pueden ser usados como
marcadores en los sistemas de deteccidn.

Por otra parte, las nanoparticulas metalicas (MNPs),
pueden ser sintetizadas por métodos fisicos y quimicos;
siendo estos ultimos los mas utilizados debido a que
permite tener un mayor control del tamafo, forma y
distribucién de los nanomateriales (Poole y Owens,
2003).

Particularmente, las nanoparticulas de oro (AuNPs, siglas
por su nombre en inglés), han sido de gran interés por su
aplicacién en diversos tipos de biosensores, ya que
presentan un gran atractivo desde el punto de vista
bioldgico, esto es debido a que son muy biocompatibles,
pueden ser funcionalizadas con distintos ligandos,
presentan baja toxicidad, exhiben propiedades dpticas,

fototérmicas, fisicas y quimicas presentes solo en la
nanoescala (Al-Qadi y Remufian-l6pez, 2009).

La biofuncionalizacién de nanoparticulas consiste en la
incorporaciéon de biomoléculas (péptidos, proteinas,
anticuerpos, DNA, entre otros), mediante interacciones
fisicas y/o quimicas (Jazayeri et al., 2016) en la superficie
de MNPs principalmente. En especial la funcionalizacion
con anticuerpos monoclonales han sido ampliamente
utilizadas en biosensores O&pticos, electroquimicos y
masicos entre otros, (Arruebo et al, 2009), ya que
brindan alta selectividad y biocompatibilidad con la
especie deseada (bacterias, virus, células, etc.) (Arruebo
et al., 2009), ademas que pueden ser aplicados para el
diagnostico de enfermedades (Mout et al, 2012), asi
como para terapias y monitoreo de células (Weingart et
al, 2013).

Con base en lo anterior, el presente trabajo tiene como
finalidad sintetizar AuNPs y desarrollar un
procedimiento optimizado para la funcionalizacién de
AuNPs con anticuerpos, para su uso en biosensores como
marcadores de deteccion electroquimica.

Metodologia
Sintesis de nanoparticulas de oro

Las AuNPs, se sintetizaron siguiendo la metodologia
propuesta por de la Escosura Muiiiz y colaboradores (de
la Escosura-Muiiiz et al., 2011), la cual consiste en
calentar 49.5 mL de agua Milli-Q a 100 °C, una vez
alcanzada esta temperatura; adicionar 0.5 mL de HAuCls
al 1%. Posteriormente agregar 1.25 mL de citrato de
sodio al 1%, manteniendo la temperatura y agitacion por
diez minutos. Transcurrido este tiempo se observa un
cambio de color en la solucién, partiendo de amarillo
muy tenue hasta un tono morado-rojo; color
caracteristico de las nanoparticulas con un didmetro
aproximado de 20 nm (Espinoza-Castafieda et al., 2013).

Funcionalizacion de nanoparticulas de oro

Primeramente, ajustar el pH de las AuNPs a 9.0 utilizando
NaOH 1 M. Colocar en un tubo Eppendorf 1.4 mL de las
AuNPs con pH 9.0 para su conjugacién con 100 pL del
anticuerpo especifico para Salmonella typhi, (Ab 69238),
a una concentraciéon de 0.055 mg/mL incubando en un
agitador térmico (TOS-100, Thermo-Shaker) a 650 rpm
durante 20 min a 25 °C. Una vez terminado el tiempo de
incubacion, el conjugado fue centrifugado a 14,000 rpm
por 20 min a 4 °C, posteriormente el sobrenadante fue
removido para eliminar el anticuerpo que no se haya
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conjugado. Finalmente, resuspender el conjugado en 1
mL de agua Milli-Q.

Caracterizacion de nanoparticulas de oro mediante
la técnica de espectrofotometria de UV-Vis

Mediante la técnica de espectrofotometria de ultravioleta
visible, se determind el valor maximo de absorbancia de
las nanoparticulas antes y después de su
funcionalizacidn, para lo cual se colocaron 800 pL de las
AuNPs con una concentracién de 7.5231x107’mM en
una celda de cuarzo de 1 cm?, realizando un barrido de
300-800 nm de longitud de onda, utilizando agua Milli-Q
como blanco. Todas las medidas se realizaron por
triplicado en un espectrofotémetro de Ultravioleta-
visible (UV-Vis) Shimadzu UV-1800.

Caracterizacion de nanoparticulas de oro mediante
la técnica de dispersion de luz dinamica y potencial
zeta

Mediante la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS,
siglas por su nombre en inglés), se determin6 el didmetro
hidrodinamico de las AuNPs sintetizadas, antes y
después de su funcionalizacién; para ello se colocaron
800 pL de la solucién en una celda de 1 cm?, y todas las
medidas se realizaron por sextuplicado. Mediante la
técnica de potencial zeta se determind la carga superficial
de las AuNPs antes y después de su funcionalizacién, asi
como su conductividad. Estas caracterizaciones fueron
realizadas utilizando el equipo Zetasizer Nano range.

Resultados y discusion
Sintesis de nanoparticulas de oro

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, las AuNPs
fueron enfriadas a temperatura ambiente, colocadas en
un recipiente y protegidas de la luz para su almacenaje a
4 °C. La figura 1 muestra el color al finalizar la reaccién.

Figura 1. Color caracteristico de las AuNPs de un diametro
aproximado de 20 nm.

Caracterizacion de nanoparticulas de oro mediante
la técnica de espectrofotometria de UV-Vis

Se determind el valor maximo de absorbancia de las
AuNPs sintetizadas previamente, realizando un barrido
de 300-800 nm de longitud de onda, con incrementos de
1 nm (Figura 2).
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Figura 2. Espectro de absorcién para las AuNPs sin modificar.

Enlafigura 2 se puede observar una absorbancia maxima
de 0.657 a una longitud de onda de 518.33 nm lo cual es
indicativo de que las AuNPs tienen un diametro
aproximado a 20 nm (de la Escosura-Muiiiz et al., 2011).

Caracterizacion de nanoparticulas de oro mediante
la técnica de dispersion de luz dindmica

Utilizando la técnica de DLS se determiné que el didmetro
hidrodinamico de las AuNPs, el cual es de 26.53 + 1.418
nm.

Caracterizaciéon de nanoparticulas de oro mediante
la técnica de potencial zeta

Utilizando la técnica de potencial zeta se determiné la
carga superficial de las AuNPs, la cual resulté ser
negativa con un valor de -35 + 2.04 mV, igualmente se
determiné su conductividad, siendo de 0.248 + 0.0012
mS/cm. Todas las mediciones fueron realizadas por
sextuplicado.

nanoparticulas de oro
técnica de

Caracterizacion de
funcionalizadas mediante la
espectrofotometria de UV-Vis

La comprobacién de la inmovilizacién del anticuerpo en
la superficie de las AuNPs, se llevé a cabo mediante la
caracterizaciéon por UV-Vis. Para ésto, se determind la
absorbancia de las AuNPs funcionalizadas realizando un
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barrido de 300-800 nm de longitud de onda, con
incrementos de 1 nm (Figura 3).
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Figura 3. Espectro de absorcién obtenido para: (a) AuNPs sin
modificar, (b) AuNPs funcionalizadas.

En la figura 3 se observa que las AuNPs funcionalizadas
presentan una absorbancia de 0.716 a una longitud de
onda de 528 nm (Figura 3b), este desplazamiento de 10
nm es indicativo de que el anticuerpo ha sido
inmovilizado en la superficie de las AuNPs.

Caracterizacion de nanoparticulas de oro
funcionalizadas mediante el potencial zeta

Posteriormente también se comprobd la
funcionalizacién de las AuNPs mediante 1la
determinacion de la carga superficial, siendo de -28.7 +
0.479 mV y con una conductividad de 0.0105 + 0.00018
mS/cm (Figura 4).
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Figura 4. Potencial zeta obtenido para: (a) AuNPs sin modificar,
(b) AuNPs funcionalizadas.

En la figura 4 se observa una disminucién en la carga
superficial de las AuNPs funcionalizadas; ésto es debido
ala presencia del anticuerpo en su superficie (Figura 4 b)

en comparacién con las AuNPs no modificadas (Figura 4
a).

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en las
caracterizaciones realizadas a las AuNPs antes y después
de su funcionalizacion.

Tabla 1. Resultados obtenidos en las caracterizaciones para las
AuNPs antes y después de su funcionalizacion.

AuNPs AuNPs-Ab A
Longitud de 518.33 528 9.67
onda +0.57 nm +0nm +0.57 nm
Carga -35 -28.7 -6.3
superficial +2.040 mV +0.479 mV +1.561 mV
Conductividad 0.248 0.010 0.237
+0.012 mS/cm +0.0001 +0.011
mS/cm mS/cm

Como se puede comparar en la tabla 1, hay un
desplazamiento en la longitud de onda de las AuNPs
funcionalizadas en comparacion con las no
funcionalizadas, ya que la sefial se desplaz6 9.67 + 0.57
nm, su carga superficial disminuy6 en -6.3 + 1.561 mV y
de igual manera su conductividad 0.2375 * 0.0118
mS/cm.

Estos resultados confirman la adsorcion del Ab en la
superficie de las nanoparticulas, todos los experimentos
fueron realizados por triplicado lo que confirma la
reproducibilidad de esta técnica, lo que da pie a que estas
AuNPs funcionalizadas puedan ser utilizadas en sistemas
de biosensores.

Conclusiones

En este trabajo se desarrollaron procedimientos
sencillos y rapidos para la sintesis de AuNPs asi como
para su funcionalizacién con anticuerpos. La metodologia
aqui propuesta puede ser aplicada para el uso de
nanomateriales biofuncionalizados y utilizados en
sistemas de deteccién utilizando biosensores, ya que en
este caso en particular, las AuNPs funcionan como
marcadores electroquimicos. El reciente aumento en el
uso de biosensores basados en nanomateriales se ha
debido a su gran selectividad, sensibilidad, facil manejo y
su bajo costo.

La metodologia que aqui se plantea puede ser utilizada
para la modificacién superficial de nanoparticulas
metdlicas por adsorcidén inespecifica, lo que permite que
puedan ser aplicados en diversos sistemas de detecciéon
de cualquier tipo de bacterias, ya que solamente hay que
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emplear el anticuerpo necesario para la bacteria de
interés.
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