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La mitad de lo que hemos vivido 

Hace más ruido 

Que el ruido de un cañón 
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‘Cambia tus hojas, pero nunca tus raíces’ 
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VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular SEM 

XPS Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X 

λem Longitud de onda de emisión 

λext Longitud de onda de excitación 
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Abstract 
 

The aim of this PhD Thesis is the application of the optical properties of gold nanomaterials in 

the development of photonic biosensors for the determination of clinically relevant biomarkers. 

During this work, various gold nanomaterials have been synthetized, characterized and 

implemented in different biosensing schemes using both enzymes and antibodies as biological 

recognition elements. In fact, it was possible to develop novel nanobiosensing schemes with 

better analytical characteristics than the traditional ones, such as improved sensitivity and point-

of-care adaptability. In all cases, the great selectivity reached was based on the selection of 

appropriate biological receptors for each target analyte and the optimization of their oriented 

binding to the corresponding nanomaterial. This allowed ensuring the most effective 

transduction between the biological recognition and the photonic mechanisms involved in each 

case. 

In particular, in this Thesis, new enzymatic nanobiosensors were developed using gold 

nanoclusters as Vis-NIR luminescent labels, avoiding the drawbacks of conventional 

fluorophores, such as chemical degradation and the existence of spectral interferences in 

biological samples. For this, two lines of research were explored; a) the covalent binding of gold 

nanoclusters close to the active site of a redox enzyme to promote an energy transfer 

phenomena that allow the fluorescent determination of the target analytes, and b) to take 

advantage of the quenching of gold nanoclusters fluorescence by oxygen to monitor 

oxidoreductase enzymatic reactions.  

The design of gold nanomaterials by means of directed and specific synthesis with biological 

recognition ligands (enzymes) was also proposed to explore two different NP-synthetic driven 

sensory concepts: a) the in-situ synthesis of gold nanomaterials by means of the reducing 

residues of the enzyme and b) the formation of gold nanoparticles taking advantage of the redox 

properties of the enzyme triggered by its interaction with the substrate. In all cases, the optical 

signal of the generated nanomaterial is related to the concentration of the target analyte. 

Finally, this Thesis has also explored the development of photothermal plasmonic immuno-

nanobiosensors, based on the use of gold nanoprism bound to antibodies which can act as 

physicochemical transducers of the biological recognition of the analyte generating a 

quantifiable thermal signal. The use of gold nanoprism as thermal labels was implemented in 

biosensing schemes commonly used and therefore well accepted in the clinic (ELISA: Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay, and LFIA: lateral flow immunoassay). This allowed the 

development of a novel thermal-based concept of these traditional biosensing schemes 

(Thermo-LISA and Thermo-LFIA) with not only better analytical characteristics but also with real 

possibilities of transference to the market in the short-medium term. 

The optimization and the evaluation of the analytical response of the developed 

nanobiosensors, has allowed the quantitative determination of relevant analytes for cancer 

detection (gastrointestinal and prostate cancer biomarkers), control food quality (biogenic 

amines) and for other biomedical applications such as the determination of neurotransmitters 

(acetylcholine), and amino acids (L-phenylalanine) related to specific diseases. 
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Los biosensores se definen como dispositivos analíticos basados en reacciones bioquímicas 

específicas, capaces de detectar en tiempo real y con una alta sensibilidad y selectividad agentes 

químicos y biológicos. Sus elementos principales son: un receptor biológico o reactivo de 

biorreconocimiento (enzimas aisladas, aptámeros de ADN, inmunosistemas, tejidos, orgánulos o 

células completas) preparado para reconocer específicamente un analito por interacciones 

biomoleculares y un transductor físico-químico, capaz de interpretar el reconocimiento biológico 

y ‘traducirlo’ en una señal cuantificable, proporcional a la concentración de analito, que después 

puede ser comunicada a un detector, donde se amplifica y analiza la señal.  

El diseño de nuevos biosensores es parte esencial en el campo del diagnóstico y la detección 

ultrasensible en el ámbito clínico, se trata de métodos en constante crecimiento que han de 

adaptarse a los retos sanitarios actuales. En las últimas décadas este campo ha sido testigo de 

un rápido desarrollo enfocado en la mejora y diseño de nuevos biosensores, junto con la 

búsqueda de alternativas a los métodos analíticos más tradicionales como el ensayo 

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), la espectrometría de masas y la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). Estos métodos clásicos son altamente sensibles y permiten la 

cuantificación del analito a detectar de forma específica, sin embargo, necesitan de personal 

cualificado para su uso y son métodos costosos en tiempo y dinero. Por ello, la atención se ha 

centrado en el uso de biosensores para análisis específicos mediante la unión selectiva a 

compuestos diana, algunos ejemplos de este tipo de dispositivos rápidos y de fácil uso son los 

inmunoensayos de flujo lateral (LFIA), sensores electroquímicos o chip sensores basados en 

espectroscopía Raman de superficie mejorada (SERS) (Figura 1). Sin embargo, las plataformas 

de detección actualmente desarrolladas a menudo aún no son lo suficientemente rápidas o 

robustas y en muchos casos solo permiten la detección cualitativa o semicuantitativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Características generales, ventajas y desventajas de los métodos de diagnóstico clínico 

clásicos, nuevos métodos y biosensores. 
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En este contexto, el uso de las propiedades ópticas de los nanomateriales ha abierto nuevas y 

prometedoras líneas de investigación para el desarrollo de nuevos sistemas transductores 

ópticos. Sus dimensiones que varían en la escala nanométrica, muestran características 

estructurales, químicas, ópticas y mecánicas únicas debido al efecto de confinamiento cuántico, 

su gran relación superficie/masa y su capacidad para interactuar con biomoléculas como 

proteínas, ácidos nucleicos, lípidos e incluso metabolitos biológicos. Cuando un nanomaterial 

actúa como transductor físico-químico, se aplica el término nanobiosensor, que se refiere a 

aquellos sensores cuyas propiedades vienen controladas por la escala nanotecnológica con la 

que están fabricados. 

La implementación de las propiedades ópticas de determinadas nanopartículas (NP) en 

dispositivos sensores ha supuesto una gran innovación en el campo del diagnóstico molecular, 

proporcionando herramientas necesarias para la mejora en la sensibilidad y selectividad de los 

métodos ya existentes.  El empleo de nanobiosensores en el sector clínico aporta las ventajas 

de rapidez en el análisis, de fácil manejo por parte de personal no especializado, reducidos 

volúmenes de muestra, alto grado de automatización y su carácter portátil y desechable, 

consiguiendo nuevas plataformas más integradas y miniaturizadas donde tienen lugar complejas 

reacciones químicas y bioquímicas. La capacidad de multi-detección y monitorización in vivo son 

otras de las características que les hace interesantes en diversas aplicaciones biomédicas y 

biotecnológicas 

Los nanomateriales se incorporan generalmente en la zona de reconocimiento biológico, por lo 

que pueden actuar como soporte sólido del biorreceptor o como indicador. De esta manera, los 

nanobiosensores ópticos utilizan nanopartículas metálicas unidas a biomoléculas para promover 

el biorreconocimiento en su superficie. La interacción de estas con el analito produce el cambio 

en las propiedades ópticas de los nanomateriales dando lugar a una señal óptica cuantificable 

capaz de amplificar la señal biológica. 

Las NP metálicas, en particular los nanomateriales de oro (AuNMs), excitados con la longitud de 

onda adecuada (generalmente UV-vis o vis-NIR), producen fuertes bandas de absorción y alta 

dispersión de la radiación. Estas bandas se deben al acoplamiento de los electrones de 

conducción, ubicados en la superficie del nanomaterial, y producen el fenómeno conocido como 

resonancia de plasmón superficial localizado (LSPR). Los AuNM también se pueden utilizar como 

aceptores de fluorescencia, altamente eficientes en procesos de transferencia de energía de 

resonancia de Föster (FRET) o desactivación de fluorescencia, debido a sus mayores 

rendimientos cuánticos y su mayor eficiencia de desactivación en un amplio rango espectral. Los 

factores clave en este tipo de procesos ópticos son la distancia entre la nanopartícula y la 

biomolécula de reconocimiento y su interacción con el analito. 

La incorporación de AuNM en el receptor biológico, proporciona la capacidad de miniaturización 

y fabricación de biosensores ‘Point of care’ (POC) y tiene su principal impacto en los sistemas de 

diagnóstico debido a su capacidad para proporcionar nuevos esquemas indicadores. 

Representan una mejora en la sensibilidad, estabilidad y biocompatibilidad con respecto a los 

métodos colorimétricos y fluorimétricos convencionales. En consecuencia, los AuNM pueden 

conducir al desarrollo de biosensores ópticos para el seguimiento in vivo de parámetros de 

interés biomédico y biotecnológico. 
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El diseño de estos dispositivos requiere considerar aspectos importantes como: 

1) La elección de nanomateriales con propiedades ópticas adecuadas para ser utilizados como 

indicadores y para resolver los problemas presentes en cada aplicación (interferencias 

biológicas, falta de sensibilidad, no selectividad…) 

2) Selección de un receptor bioquímico apropiado como base para el reconocimiento biológico. 

3) Estrategias de unión nanomaterial-receptor: el nanomaterial debe estar unido al receptor de 

forma estable y garantizando la sinergia entre sus propiedades ópticas y su reactividad. 

4) Base física de la transducción: conocimiento de la señal analítica óptica y su relación con la 

interacción biológica y la concentración del analito a determinar. 

Bajo estas premisas, el objetivo de esta Tesis Doctoral es la utilización de las propiedades ópticas 

de AuNM en el desarrollo de biosensores fotónicos para la determinación de sustancias de 

interés biomédico. Se centra, por un lado, en el desarrollo de nuevos esquemas de detección y 

estrategias de inmovilización, para el desarrollo de nanobiosensores reversibles o desechables, 

que puedan aplicarse a la determinación “in situ” de analitos de interés clínico en muestras 

biológicas complejas como la sangre. Por otro lado, con respecto al nanodiagnóstico, se centra 

en la utilización de las propiedades ópticas de AuNMs para mejorar los límites de detección de 

marcadores que permitan la identificación de enfermedades, en sus estadios iniciales a nivel 

celular o molecular. Se pretende mostrar como la fabricación de nuevos nanodispositivos 

sencillos y accesibles para la población, puede permitir la identificación temprana de patologías 

a través de la detección ultrasensible, lo que permitiría una rápida capacidad de respuesta y la 

inmediata aplicación del tratamiento adecuado, ofreciendo así mayores posibilidades de 

curación a los pacientes. 

Para ello durante este trabajo, se han sintetizado y caracterizado varios AuNMs y se han 

implementado en reacciones enzimáticas específicas o inmunoensayos. La selectividad de estos 

sistemas se centra en la selección de los receptores biológicos apropiados y el estudio de 

estrategias de unión dirigidas a AuMN, considerando el proceso óptico de transducción del 

reconocimiento biológico y los mecanismos fotónicos involucrados. La optimización y la 

evaluación de la respuesta analítica de los diferentes nanobiosensores ha permitido la 

determinación cuantitativa del analito. 

En cada uno de los capítulos se abarcan diferentes retos que responden a necesidades 

específicas en el ámbito clínico. Sin embargo, esta tesis pretende también presentar las nuevas 

metodologías de detección desarrolladas y aplicadas a casos modelo específicos, como nuevos 

métodos rápidos diagnósticos adaptables a la detección de cualquier otro analito. Así, esta tesis 

doctoral busca abrir nuevos horizontes en el diseño de biosensores, a través del estudio y 

conocimiento en profundidad de la interacción biológica determinada y la implementación al 

biorreconocimiento de AuNMs que actúan como transductor óptico. Las diversas estrategías 

presentadas buscan lograr un efecto sinérgico entre la capacidad fotónica de los nanomateriales 

y la especificidad del receptor biológico, en aras de lograr dispositivos analíticos novedosos, 

especificos y altamente sensibles. 
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La presente Tesis Doctoral está dividida en tres capítulos, en los que se abordan diversos 

sistemas de transducción e interacción biológica, cuyo resumen se muestra en la Figura 2. El 

capítulo 1 y 2 trata del desarrollo de biosensores enzimáticos con transducción óptica basada 

en la fluorescencia (Capitulo 1 y 2) y en la resonancia de plasmón superficial localizado (Capitulo 

2) de dos tipos de AuNM, nanocluster de oro (AuNCs) y nanopartículas de oro (AuNPs). El 

capítulo 3 se centra en el desarrollo de biosensores inmunológicos con transducción 

termométrica, utilizando las propiedades ópticas de otro tipo de AuNMs, los nanoprismas de 

oro (AuNPrs). La optimización y la evaluación de la respuesta analítica de los distintos 

nanobiosensores desarrollados, se aplica a la determinación cuantitativa de analitos de 

importancia para la detección del cáncer (marcadores de cáncer gastrointestinal y de próstata), 

control de calidad de alimentos (aminas biogénicas) y para otras aplicaciones biomédicas como 

la determinación de neurotransmisores (acetilcolina) y aminoácidos (L-fenilalanina), 

relacionados con enfermedades específicas.  

 

Figura 2: Aplicación de las propiedades ópticas de AuNMs en el desarrollo de los biosensores 

fotónicos descritos en esta Tesis Doctoral. 

Cada uno de los capítulos presenta un apartado de planteamiento general y sus 

correspondientes secciones cuentan con un apartado de objetivos específicos y conclusiones. 

Además, al final de cada capítulo se presenta una sección de análisis crítico del mismo y 

perspectivas futuras de las metodologías desarrolladas. 

 

Capítulo 1: Nano(bio)sensores basados en la fluorescencia de nanoclusters de oro 

 
En este capítulo se estudian las posibilidades de los AuNCs con fluorescencia Vis-NIR en el 

desarrollo de nanobiosensores para la determinación analítica de pequeñas moléculas de 

interés biomédico. La base de estos sistemas se centra en la variación de las propiedades 

fluorescentes de los AuNCs debido a su interacción con las moléculas implicadas en la reacción 
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bioquímica. El uso de AuNCs en estos sistemas busca aprovechar las ventajas de estos 

nanomateriales frente al uso de fluoróforos convencionales que pueden presentar problemas 

como la degradación química, la existencia de interferencias espectrales en muestras biológicas 

(minimizadas al usar detección en la región Vis-NIR) y en muchos casos baja biocompatibilidad.  

En él se profundiza sobre las interesantes propiedades de estos nanomateriales y su 
clasificación, junto con la síntesis y caracterización de diferentes tipos de AuNCs, utilizados a lo 
largo de las dos secciones en las que está dividido el capítulo. Estas secciones abordan 
fundamentalmente dos líneas de investigación: 
 
1. La unión dirigida de AuNCs, previamente sintetizados, cerca del sitio activo de la enzima 

(receptor biológico) para propiciar fenómenos de transferencia de energía que permitan la 
determinación fluorescente de analitos de interés biomédico. “Sección 1A: Nanobiosensor 
enzimático basado en la fluorescencia de nanocluster de oro para la determinación de 
acetilcolina” 

 
2. Utilizar la desactivación que provoca el oxígeno sobre la fluorescencia de los AuNCs para el 

seguimiento de reacciones enzimáticas. Utilizando estos AuNMs como sondas 
fluorescentes. “Sección 1B: Nanoclusters de oro como sondas fluorescentes para la 
detección de oxígeno en reacciones enzimáticas”. 

 
 

Capítulo 2: Métodos enzimáticos para la síntesis de nanopartículas de oro y su aplicación 

al desarrollo de nanobiosensores 

En este capítulo se evalúa el diseño de AuNMs mediante su síntesis dirigida y específica con los 

ligandos de reconocimiento biológico. Así, el seguimiento de las propiedades ópticas de los 

AuNPs sintetizados durante la interacción con el compuesto de reconocimiento biológico, 

permite el desarrollo de nuevas técnicas mixtas sintético-sensoras muy interesantes, en las que 

la señal óptica de las nanopartículas generadas es proporcional a la concentración del 

compuesto objetivo.  

El capítulo está dividido en 2 secciones en las que se proponen dos métodos sintético-sensoras 

de AuNMs:  

1. La síntesis in situ de nanomateriales de oro a partir de los residuos reductores de una enzima; 

“Sección 2B: Modelo de síntesis in-situ de nanopartículas y nanocluster de oro a partir de 

los residuos reductores de la enzima L-aminoácido oxidasa.” 

 

2. La formación de nanopartículas de oro, a partir de las propiedades redox de la enzima y su 

interacción con el sustrato, como indicador de reacciones enzimáticas; “Sección 2C: 

Formación de nanopartículas de oro como indicador de métodos enzimáticos: 

determinación colorimétrica de L-fenilalanina.” 

 

Capítulo 3: Nanoprismas de oro como transductores para el desarrollo de 

inmunosensores fototérmicos plasmónicos 

 
El objetivo de este capítulo se centra en evaluar las propiedades fototérmicas de los AuNPRs en 

el desarollo de nueva tecnología de termodetección. Su utilización en el diseño de 

nanobiosensores se aplica a la detección de cáncer, mediante la cuantificación de los diversos 
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marcadores cancerígenos seleccionados. El principal reto de este capítulo se centra en la 

detección imnunológica específica y precoz de estas proteínas, mediante el desarrollo de nuevos 

métodos analíticos donde los AuNPrs ligados a un receptor biológico pueden actuar como 

transductores físico-químicos, interpretando el reconocimiento biológico con el analito como 

una señal térmica cuantificable. 

Este capítulo abarca dos alternativas conceptuales diferentes aplicadas a tres formatos de 

inmunoensayo (Sección A, B y C): 

1. Una nueva metodología similar al clásico ensayo colorimétrico ELISA pero con un sistema 

de detección diferente, utilizando los AuNPrs como etiquetas térmicas y aplicado a dos 

tipos de muestras; “Sección 3A: Nano-inmunoensayo térmico (TermoLISA) para la 

detección de marcadores cancerígenos gastrointestinales”; y la combinación de la 

metodología TermoLISA con la detección fluorescente (inmunoensayos de fluorescencia 

resuelta en el tiempo, TRFIA), “Sección 3B: Nano-inmunoensayo térmico de fluorescencia 

resuelta en el tiempo (TermoTRFIA) para la detección de exosomas”.  

 

2. Un innovador y sensible biosensor de transducción térmica basado en un inmunoensayo de 

flujo lateral (LFIA) para la detección rápida y la cuantificación de concentraciones de 

proteínas ultrabajas. “Sección 3C: Inmunosensor térmico de flujo lateral (TermoLFIA) para 

la detección de marcadores cancerígenos gastrointestinales.” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1 
 

Nanobiosensores enzimáticos basados en 

la fluorescencia de nanoclusters de oro 
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1.1. Introducción 
 

Los nanoclusters de oro (AuNCs) son nanoestructuras metálicas formadas por agrupaciones de 

unos cientos de átomos y que presentan un gran atractivo en la investigación debido a sus 

especiales propiedades físico-químicas, como su estructura molecular bien definida, 

transiciones electrónicas discretas, carga cuantificada, una relación superficie-volumen muy 

elevada, magnetismo, quiralidad óptica y luminiscencia.1 Estas propiedades de fluorescencia  y 

su buena biocompatibilidad les han hecho ser ampliamente utilizados en variedad de 

aplicaciones médicas como bioimagen, biosensores, agentes antimicrobianos y terapia del 

cáncer.2 

Los nanocluster metálicos normalmente tiene una estructura core-shell (Figura 1.1), que se 

compone de un núcleo de metal cuyo tamaño variable es crucial para las propiedades catalíticas 

de los clusters y un ligando orgánico (biomoléculas, polímeros y dendrímeros) o ligandos con 

diferentes tamaños, grupos funcionales y cargas superficiales, que interactúan directamente 

con el sistema biológico y por tanto controlan la biocompatibilidad de los nanocluster.3 Estos 

ligandos, además, controlan su estabilidad coloidal, actuando como agente de ‘capping’ y 

evitando su agregación.  

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Esquema de la estructura core-shell de nanoclusters, con centro metálico (Au/Ag) y 

ligandos proteicos o peptídicos. 4 

Además, sus propiedades fluorescentes; longitudes de onda de emisión, desplazamientos de 

Stokes y rendimientos cuánticos, son modulables y dependen tanto de su tamaño como de los 

agentes estabilizantes o ligandos utilizados durante su bio-síntesis química. 5 (Figura 1.2).  

Figura 1.2: Longitud de onda de emisión de nanoclusters metálicos fluorescentes protegidos por 

diversas moléculas que muestra la capacidad modulable de sus propiedades ópticas.5 
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En la última década, se han sintetizado gran variedad AuNMs con propiedades luminiscentes, 
de tamaños variables que van de 0,3 a 20 nm, y aunque no existe un mecanismo único que 
explique su fluorescencia, en la bibliografía se proponen tres tipos de nanomateriales de según 
el mecanismo involucrado (Figura 1.3)6: 

1) AuNCs luminiscentes de pocos átomos: su fluorescencia es debida a transiciones energéticas 

entre los orbitales del Au. Estas bandas de fluorescencia dependen del tamaño del cluster, 

existiendo una relación teórica entre este y el desplazamiento Stokes, siguiendo el clásico 

‘modelo jellium’7. Este tipo de AuNCs suele generar bandas de fluorescencia de longitud de onda 

más corta (en torno a 400-450 nm). Un ejemplo son los AuNCs de pocos átomos encapsulados 

por dendrímeros8 como los AuNCs@PAMAN con recubrimiento de poli(amidoamina). 

2) AuNCs luminiscentes de pocos nanómetros: su fluorescencia es debida a transiciones S-Au 

y/o interacciones de superficie del Au (I). Estos AuNCs tienen tamaños nanométricos pequeños, 

carga superficial y su fluorescencia se caracteriza por poseer una longitud de onda de emisión 

no dependiente del tamaño, pero sí de la naturaleza del elemento X del enlace X-Au, donde X es 

azufre, nitrógeno, fosforo… o el correspondiente ligando que estabiliza el AuNC. Estas bandas 

fluorescentes aparecen más frecuentemente en la zona Vis-NIR (500-800 nm).9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3: Clasificación de AuNMs luminiscentes y efecto del tamaño de partícula, los ligandos 

de superficie y los estados de valencia en las propiedades de luminiscencia.  

3) AuNPs luminiscentes plasmónicas: se trata de nanopartículas más grandes (>20 nm) 

policristalinas, que no solo exhiben fuertes plasmones superficiales sino también luminiscencia 

y en las cuales el tamaño de grano (relacionado con el tamaño cristalino)10 juega un papel 

fundamental. La hipótesis plantea que la banda continua de electrones y estados de energía 

discretos coexisten dentro de una sola partícula, así, bajo la excitación de la luz, tanto el plasmón 

superficial de absorción como las transiciones de un solo electrón se excitan dando como 

resultado el fuerte acoplamiento entre plasmones de superficie de granos grandes y 

excitaciones de un solo electrón de granos pequeños dentro de una sola partícula.11 Este 
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fenómeno conlleva al aumento de la intensidad de la luminiscencia y estabilidad, sin embargo, 

provoca la disminución de los tiempos de vida fluorescentes, como también sucede con algunos 

fluoróforos o Quantum dots (QD) cuya fluorescencia puede aumentar en contacto con 

superficies de oro plasmónico.12–14 

Por tanto, a la hora de plantearse las posibilidades analíticas de estos materiales, la elección de 
uno u otro dependerá de la aplicación final. En este capítulo se van a estudiar las posibilidades 
analíticas de uno de los tipos de nanocluster de oro mencionados, los clasificados como AuNCs 
luminiscentes de pocos nanómetros, que presentan fluorescencia en el Vis-NIR, lo que se 
traduce en ventajas como: buena estabilidad con largos tiempo de vida, grandes 
desplazamientos de Stokes, y biocompatibilidad. La desaparición de la banda plasmónica 
superficial de este tipo de AuNCs se debe a efectos cuánticos, provocados por el bajo tamaño 
de los nanoclusters, comparable con la longitud de onda de Fermi del electrón, por lo que sus 
propiedades resultan más similares a las encontradas en las moléculas que en las nanopartículas 
metálicas. La estructura en bandas se rompe en niveles discretos de energía, debido a la 
limitación de tamaño, y los 18 electrones de conducción se “enlazan” perdiendo así su carácter 
metálico. 15 A pesar de esto, la interacción con la luz sigue existiendo, y derivado de este 
comportamiento electrónico se encuentran transiciones electrónicas entre los niveles de 
energía, resultando en la absorción y emisión de la luz. Esta propiedad óptica les dota de gran 
potencial como sondas en biosensores fluorescentes, como alternativa al uso de QD y 
fluoróforos, solucionando muchos de los problemas que presentan estas sustancias como son 
la toxicidad y el ‘photobleaching’, respectivamente 

Las aplicaciones analíticas de los AuNCs se han recopilado en los últimos años en multitud de 
revisiones16–21, en las que se utilizan mayoritariamente este tipo de AuNCs de pocos nanómetros 
y cuya aplicación destaca en cuatro campos principales:  

- Determinación de un analito inorgánico, especialmente de Hg (II), Cu (II) y H2O2 (basado en 

la desactivación de la fluorescencia que producen estos compuestos). 

- Determinaciones de proteínas, generalmente basadas en la disminución de la fluorescencia 

de los AuNCs por agregación. 

- Sondas de bioimagen para imagen celular. 

- Determinación analítica de pequeñas moléculas orgánicas. 

Esta última aplicación, en la que se centra el presente capítulo, es menos frecuente y se 

encuentra en crecimiento. Algunos de los ejemplos más representativos están basados en tres 

estrategias:  

1) La interacción directa del analíto y AuNCs que produce desactivación de la fluorescencia 

(glucosa22,23, clenbuterol24, ascórbico ácido25) o la mejora de la misma (cisteína26) por diferentes 

mecanismos. 

2) El analito, como la dopamina27 o la histidina28, interactúa con un desactivador de la 

fluorescencia de los AuNCs (Cu (II) y Ni (II) respectivamente), dando lugar a la recuperación de 

la misma. 

3) El analito produce la disminución de la fluorescencia de AuNCs debido a la agregación de los 

mimos.29 

En general, estas metodologías suelen tener buena sensibilidad, pero la selectividad no es 

óptima para algunos tipos de muestra. Para diseñar métodos más selectivos, la fluorescencia de 

AuNCs puede ser combinada con reacciones enzimáticas que aporten una mayor especificidad, 

pudiéndose postular los siguientes esquemas:  
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a) El sustrato de la reacción enzimática y su producto muestran diferente efecto sobre la 

fluorescencia de AuNCs, lo que se aplica a la determinación del sustrato30 o de la actividad de la 

enzima.31,32 

b) El sustrato inhibe la actividad de una enzima (que produce la disminución de la fluorescencia 

de los AuNs durante la reacción enzimática).33 

 c) El H2O2 formado como subproducto en la reacción enzimática apaga la fluorescencia de los 

AuNCs. Este método se ha propuesto, fundamentalemnte, para la determinación de glucosa 

mediada por glucosa oxidasa.34,35 

En cuanto a la síntesis de este tipo de AuNCs luminiscentes con pocos nanómetros, los métodos 

actuales de síntesis, se dividen en dos grupos: descendente o “top-down” y ascendente o 

“bottom-up”20:  

- Los protocolos “top-down” se basan en obtener nanoclusters a partir de nanopartículas o 

directamente del oro metálico. El método más conocido se denomina ‘etching’ en el que los 

AuNCs se preparan a partir de nanopartículas de oro con un tamaño de núcleo de 2-4 nm, 

usando exceso de ligando. 

- En los métodos “bottom-up” los clústeres se construyen a partir de átomos o iones, y los 

más habituales se basan en la reducción química Au+/Au3+ en presencia de un reductor y un 

ligando que actúe como estabilizador. Normalmente se utilizan compuestos tiolados en 

busca de la formación del enlace Au-S, muy fuerte y estable. Por otra parte, algunos de los 

reductores más habituales son el tetrahidroborato de sodio (NaBH4) y cloruro de tetraquis 

(hidroximetil) fosfonio (THPC). Otro método botton-up es la fotorreducción, en este no 

intervienen agentes inorgánicos y utiliza como reductores diversos polímeros con grupos 

terminales tioeter-tridentados. 

Además, sus longitudes de onda de excitación y emisión se pueden modular como se ha dicho, 

variando su tamaño, los ligandos superficiales o incluso el medio circundante (Figura 1.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Espectros de absorción (línea punteada), excitación (línea negra), y emisión (línea en 

color) de diversos AuNCs luminiscentes: con emisión azul, verde y amarilla usan como agente 

estabilizador dodecanotiol y están recubiertos con un polímero anfifílico. Los AuNCs que emiten 

rojo tienen una cubierta de albúmina (BSA)36. 
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1.2. Planteamiento 
 

Teniendo en cuenta las propiedades fluorescentes de los nanocluster de oro que se han 
comentado en la sección anterior y la experiencia en el campo de los biosensores enzimáticos 
fluorescentes del grupo de investigación, la primera hipótesis de trabajo que se planteó en esta 
Tesis Doctoral fue el desarrollo de nuevos nanobiosensores para la determinación analítica de 
pequeñas moléculas de interés biomédico, en los que sustituir los fluoróforos convencionales 
por AuNCs con fluorescencia Vis-NIR. La base de estos sistemas se centra en el seguimiento y 
variación de las propiedades fluorescentes de AuNCs debido a su interacción con moléculas 
implicadas en la detección bioquímica.  La utilización de AuNCs en los sistemas estudiados busca 
aprovechar muchas de las ventajas que estos proporcionan frente al uso de fluoróforos 
convencionales que pueden presentar problemas como la degradación química, la existencia de 
interferencias espectrales en muestras biológicas (eliminadas al utilizar la detección en la región 
Vis-NIR) y que en muchos casos carecen de biocompatibilidad. 

Para ello se plantearon dos líneas de investigación: 
1. Acoplar los AuNCs a una reacción enzimática que permita la determinación fluorescente 

de analitos de interés biomédico. (Sección 1A) 
2. Utilizar la desactivación que provoca el oxígeno sobre la fluorescencia de los AuNCs como 

sondas fluorescentes. (Sección 1B) 
 

Así, el presente capítulo consta de 2 secciones en las que se estudian aplicaciones específicas de 

AuNCs en las líneas de investigación planteadas:  

Sección 1A. Nanobiosensor enzimático basado en la fluorescencia de nanocluster de oro para 

la determinación de acetilcolina. 

El objetivo de esta sección es el desarrollo de un método basado en la medida de la señal 

fluorescente del nanomaterial, utilizando éste como marcador luminiscente, en busca de 

mejorar las prestaciones de los métodos actuales en la determinación del neurotransmisor 

acetilcolina. El objetivo principal es promover fenómenos de transferencia de energía entre los 

AuNCs y el centro activo de la enzima colina oxidasa, con el fin de desplazar la detección al Vis-

NIR evitando así, la necesidad de acoplar una reacción indicadora, que conlleva a los problemas 

ya nombrados, intrínsecos de los métodos enzimáticos. 

Sección 1B. Nanoclusters de oro como sondas fluorescentes para la detección de oxígeno en 

reacciones enzimáticas. 

Teniendo en cuenta que en la bibliografía aparecen referencias del efecto desactivador del 

oxígeno sobre la fluorescencia de los AuNCs, el objetivo de esta sección se centra en la 

evaluación de estos nanomateriales como sondas fluorescentes de oxígeno y en el estudio de 

su mecanismo de desactivación.  

Además, en esta sección se evalúan las posibilidades del uso de AuNCs como sondas de oxígeno 

para el seguimiento de reacciones enzimáticas con enzimas tipo oxidasas. Se pretende que el 

consumo de oxígeno mediado por la reacción produzca una disminución en la extinción de la 

fluorescencia de AuNCs, relacionada con la concentración del sustrato. El desarrollo del método 

en un soporte sólido como el papel, pretende dar lugar a una metodología de detección portátil 

y rápida. Por último, en esta sección se plantea el estudio de estas propiedades sensoras a altas 

temperaturas, evaluando así la estabilidad estructural y química de AuNCs a temperaturas 

elevadas frente a los fluoróforos convencionales. 
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1.3. Síntesis y caracterización de AuNCs 
 

1.3.1. Síntesis de nanoclusters de oro 
 

1.3.1.1. Reactivos y disoluciones 

Para la síntesis de nanoclusters de oro con ácido lipoico como ligando se utilizó la sal de 

tetracloraurato (III) de sodio dihidratado, AuCl4Na.2H2O (99,8% Au), (Stream Chemicals), 

hidroxido de sodio, NaOH. (Panreac), (±)-α-Ácido lipoico, pureza ≥98% (Sigma Aldrich) y 

tetrahidruroborato de sodio, NaBH4 (MERCK-Schuchardt).  

Para la síntesis de nanoclusters de oro con seroalbúmina bovina (BSA) como ligando se utilizó 

BSA (EC 232-936-2) (SigmaAldrich). 

Para las electroforesis en gel de agarosa se utilizó Agarosa SeaKem LE (Lonza), disolución 

amortiguadora 10xTBE (Tris, Borato, EDTA) (OmniPur). Para la electroforesis nativa en gel de 

poliacrilamida (Nativa-PAGE); azul de Bromofenol, glicerol ambas de Panreac y la disolución 

amortiguadora 4xNativaPAGE (Thermo Fisher Scientific). Para la realización de la electroforesis 

desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) se utilizó 2-Marcaptoetanol (Fluka 

Analytical), tampon de ruptura: 2x Leamnti Sample Buffer (BioRad), tampon 10xTG- 

dodecilsulfato sódico (TRIS-Glycine-SDS) (OmniPur) y el marcador Precision Plus Protein Dual 

Color Standards (10-250 kD), run on 4-20% Tris-HCl gel (BIO-RAD). Además, para las 

electroforesis Nativa-PAGE y SDS-PAGE, se llevó a cabo la tinción de estos geles utilizando azul 

de Coomassie (ThermoScientific) y para su lavado se utilizó PAGE Destained Buffer (Etanol 96%) 

y ácido acético ambos de Panreac. 

 

1.3.1.2. Síntesis de nanocluster de oro con ácido lipoico como ligando (AuNCs@LA) 

En un frasco de vidrio de 50 mL protegido de la luz y sometido a agitación magnética se añaden 

20 mL de H2O Mili-Q y 50 µL de NaOH 2M (pH final 10,5). Después se añade el agente 

estabilizante, 30 µmoles de ácido lipoico (pH final 12). La disolución final se sumerge en un baño 

de ultrasonidos durante 15 minutos. Posteriormente se añaden 200 µL de la sal de oro 

(NaAuCl4.2H2O) 50 mM, para que la proporción Au:ligando sea 1:3 y se deja la mezcla en 

agitación constante durante 5 minutos. A continuación, se añade el agente reductor, 400 µL de 

una disolución de tetrahidruroborato de sodio 50 mM, gota a gota, observándose una coloración 

amarillenta. (Figura 1.5) La reacción tiene lugar a Tª ambiente, durante 15 horas y con agitación 

constante. El producto de síntesis (stock) se conserva a Tª ambiente y en ausencia de luz. 37 

 

 

 

Figura 1.5: Esquema de la síntesis de AuNCs@LA. 
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Debido a que en la síntesis se trabaja con exceso de ácido lipoico y de tetrahidruroborato de 
sodio, se debe llevar a cabo una etapa de purificación para eliminarlos, así como otros posibles 
subproductos de la reacción. La purificación se lleva a cabo en base al tamaño de las moléculas 
en disolución, utilizando centricones de 4 mL con filtro de membrana de 10K (Centrifugal Filters 
Amicon Ultra – 4 ml. UltraCell - 10K Membrane, Millipore) mediante ultrafiltración en centrifuga, 
según el siguiente protocolo optimizado: 

 
- 1º ciclo de centrifugado a 1676 g durante 5 minutos. 
- 2º ciclo de centrifugado a 1676 g durante 20 minutos. 
- 1º lavado: 2 mL de H2O Mili-Q + 3º ciclo de centrifugado a 1676 g durante 20 minutos. 
- 2º lavado: 1 mL de H2O Mili-Q + 4º ciclo de centrifugado a 1676 g durante 20 minutos. 

Este procedimiento supone además de una etapa de purificación un proceso de concentración, 

obteniéndose desde un volumen inicial de 4 mL, un volumen final de en torno a 500 µL. Los NCs 

purificados (stock purificado) se conservan a Tª ambiente y en ausencia de luz. 

1.3.1.3. Síntesis de nanoclusters de oro con seroalbúmina bovina como ligando 

(AuNCs@BSA) 

Se añaden 5 mL de la sal de oro 10 mM (NaAuCl4.2H2O) en un bote de 25 mL protegido de la luz, 

con agitación magnética y sumergido en un baño de agua a 37°C. A continuación, se añaden 5 

mL de una disolución de BSA de 50 mg/mL previamente preincubada a 37°C. Tras 10 minutos de 

agitación fuerte y constante, se procede a la adición de 0,5 mL de NaOH 1M (pH final 10). La 

mezcla se incuba a 37°C 12 horas. (Figura 1.6) Durante este tiempo, se debe comprobar que el 

pH de la disolución final se mantiene a 10 y si es necesario añadir pequeños volúmenes de NaOH 

1M para ajustarlo. 38 

 

 

 

 

Figura 1.6: Esquema de la síntesis de AuNCs@BSA. 

El producto de la síntesis (stock) se conserva a 4°C y en ausencia de luz. 

 

1.3.2. Caracterización de AuNCs 
 

1.3.2.1. Microscopía electrónica  
 

Para la caracterización morfológica y de tamaños de las nanopartículas sintetizadas se utilizó un 
Microscopio Electrónico de Transmisión de alta resolución utilizando los modos TEM y STEM 
(barrido y transmisión) Tecnai F30 (FEI), con voltajes de trabajo de 200 y 300 kV. (Laboratorio de 
Microscopías Avanzadas, LMA, Zaragoza). Todas las muestras a estudiar tienen como disolvente 
H2O, por tanto, la preparación de la muestra es simple y consiste en depositar 2 μL sobre una 
rejilla de cobre recubierta con carbono (Carbon Film 200 Mesh Copper, Electron Microscopy 

[AuCl4]
-
      

NaOH      

Au 

Au Au 

Au 

BSA      
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Sciences CF200-CU), para ser observada directamente una vez se haya secado (24 horas) a 
temperatura ambiente. 
 
Un microscopio electrónico de transmisión es un instrumento que aprovecha los fenómenos 

físico-atómicos que se producen cuando un haz de electrones suficientemente acelerado 

colisiona con la muestra permitiendo obtener información morfológica, estructural y 

composición de la muestra con resolución atómica.  

En la Figura 1.7 se muestran las imágenes obtenidas trabajado en modo STEM: el haz de 

electrones se enfoca sobre la muestra y la rastrea igual que un microscopio de barrido, captando 

los electrones transmitidos.  

 

Figura 1.7: Imágenes obtenidas por STEM de A) AuNCs@LA B) AuNCs@BSA  

En el caso de AuNCs@LA se trata de partículas esféricas y bastante homogéneas cuya 

distribución de tamaños se muestra en la Figura 1.8, observándose un tamaño medio de 

partícula de 1,604 ± 0,23 nm. En el caso de los AuNCs@BSA, sin embargo, se encuentran 

múltiples problemas en la visualización de la muestra. La alta cantidad de materia orgánica 

impide resoluciones mayores, ya que se produce el quemado de esta al acercarnos a ella, e 

incluso se compromete la estabilidad de la rejilla, provocándose roturas. Las imágenes logradas, 

muestran estructuras esféricas de tamaños en torno a 80 nm, lo que puede indicar que cada 

AuNCs está rodeado de una gran cantidad de BSA o incluso que en el interior de esas estructuras 

se pueden encontrar más de un AuNC, lo cual imposibilita la determinación del diámetro de los 

mismos. 
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Figure 1.8: Histograma de distribución de tamaños de AuNCs@LA. 

 
 

1.3.2.2. ICP-AES 

 

Mediante Espectrometría atómica de emisión con fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo 
(ICP-AES) se llevó a cabo la determinación de la cantidad de oro presente en las disoluciones de 

AuNCs (SGI de la Universidad del País vasco, UPV). En este caso se trata de muestras líquidas, 
con materia orgánica, por tanto, se utilizó un protocolo de digestión, cuyo objetivo es romper 
todos los enlaces que existen entre los átomos de la muestra (disolver el oro y diluir la muestra) 
y eliminar la materia orgánica. 
1. Adición de 200 μL de la muestra en un eppendorf de 2mL  

2. Adición de 100 μL de disolución piraña (3 ácido sulfúrico: 1 H2O2) gota a gota y se incuba 15 
min a Tª ambiente.  

3. Adición de 300 μL de agua regia (3HCl:1HNO3), 2 horas a Tª ambiente.  

4. Incubar 15 minutos a 60°C usando un Termobloc multiplazas P SELECTA. 
5. Traspaso cuantitativo a un matraz aforado y enrase con H2O Mili-Q a 20 mL. 
 
La concentración total de oro en los AuNCs@LA stock determinada fue de 1,57 ± 0,03 gL− 1, que 

corresponde a un rendimiento de síntesis del 85,6%. En bibliografía 39,40 se muestra que la 

estructura cristalina de los AuNCs, determinada a partir del patrón de difracción por HRTEM, es 

cúbica centrada en las caras. Conociendo este dato, se puede calcular el volumen que ocupa una 

celda unitaria con esa estructura, tomando la masa de una celda unidad (1,31.10-21 g/celda) y la 

densidad de oro (19,30 g/cm3), se obtienen 6,79·10-2 nm3/celda. Con este valor y conociendo el 

tamaño de los AuNCs (obtenido por STEM, 1,60 nm) es posible hallar el número de redes 

cristalinas en cada AuNC (31,81 redes/AuNC) y dado que la estructura cúbica centrada en las 

caras posee 4 átomos de oro, es posible determinar el número de átomos de oro existentes en 

cada AuNC (127,24 átomos de oro por AuNC). Este valor es consistente con la imagen de alta 
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resolución STEM de un AuNC que se muestra en la Figura 1.9, donde se pueden visualizar el 

número de átomos de Au individuales que compone un solo AuNC. 

 

Figura 1.9: Imagen HRSTEM de un AuNC@LA obtenida con un instrumento Titan High-base para 

imágenes de alta resolución.  

El valor del número de átomos de oro por AuNC dividido entre el número de Avogadro, nos 

proporciona los moles de Au que hay en cada AuNC (2,11·10-22 mol/AuNC). Conociendo este 

valor y la concentración de oro en el stock (1,57 ± 0,03 gL− 1), se puede calcular la concentración 

de AuNCs en el stock (7,96 mM). Por último, con el valor del número de moles Au por AuNC y la 

concentración de AuNCs en el stock, se extrae la concentración de AuNCs por mL, valor 

necesario a la hora de diseñar la estrategia de biofuncionalización en la sección 1A. 

La concentración total de oro en los AuNCs@BSA stock determinada por ICP-AES, fue 497,2 ± 

0,9 mgL-1. En el caso de estos AuNCs@BSA, como ya se ha dicho, no es posible obtener su 

distribución de tamaños debido al exceso de materia orgánica, observada en STEM y confirmado 

mediante los estudios de electroforesis. Por ello no es posible obtener el número de átomos por 

AuNCs ni por tanto la concentración de AuNCs/mL del stock. 

 

1.3.2.3. Fluorescencia 
 

La caracterización fluorescente de los AuNCs se llevó a cabo utilizando dos espectrofotómetros 
de fluorescencia: Perkin Elmer LS 55 y Photon Technology International (PTI) modelo 
TimeMasterTM TM-2/2003. En todos los casos se utilizó una cubeta de fluorescencia de cuarzo 
de volumen reducido (Suprasil ultra-micro cell de Hellma Analytics, longitud del paso óptico 3x3 
mm, altura del centro 15 mm, volumen de la cámara 45 μL y volumen de llenado 70 μL) 

 

1.3.2.3.1. Fluorescencia de nanoclusters de oro con ácido lipoico (AuNCs@LA) 

 

Se registraron los espectros de emisión, en primer lugar, de los nanoclusters sin purificar y se 

compararon con el stock de nanoclusters purificados (Figura 1.10). 
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Figura 1.10: A) Espectros de emisión del stock de AuNCs@LA sin purificar y purificados, λext 300 

nm. B) Espectro de excitación del stock AuNCs@LA purificados con λem 700 nm. Rendijas de 

ext/em: 10/10 nm y velocidad de barrido 1000 nm/min. 

Como se observa en la imagen, la purificación supone un aumento en la intensidad de 

fluorescencia del máximo de emisión, que se encuentra en torno a 700 nm (Figura 1.10A) y no 

genera otros cambios en el espectro, de lo que se concluye que la etapa de purificación, además 

de eliminar posibles excesos de la síntesis, actúa como un proceso de concentración del stock.  

Partiendo del máximo de emisión observado, se obtiene el espectro de excitación con λem 700 

nm (Figura 1.10B), donde se observa el máximo de excitación a 300 nm y otros dos máximos de 

fluorescencia a 490 nm y 560 nm. A partir de estos resultados, se eligió como par λexc/λem óptimo 

300/700 nm, que además proporciona desplazamientos de stokes mayores. 

Para determinar si la fluorescencia de AuNCs depende linealmente de la concentración, se 

prepararon varias soluciones diluidas a partir del stock y se midió su emisión. En Figura 1.11A se 

observan espectros de cada una de estas disoluciones y donde se puede observar la existencia 

de filtro interno para las disoluciones más concentradas. De estos espectros es posible extraer 

la fluorescencia en el máximo de 700 nm para las diferentes concentraciones de AuNCs 

evaluadas, así la Figura 1.11B muestra la saturación para concentraciones superiores a 0,26 gL-

1 (dil 1/6), por lo que se evitará trabajar por encima de este valor.  
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Figura 1.11: A) Espectros de emisión (λext 300 nm) de AuNCs@LA purificados a distintas 

diluciones. B) Intensidad de fluorescencia a 700 nm frente a la concentración de AuNCs@LP. 

 

1.3.2.3.2. Fluorescencia de nanoclusters de oro con BSA (AuNCs@BSA) 

 

Se registró en primer lugar el espectro de emisión de AuNCs@BSA con λext a 385 nm (Figura 

1.12A), en el que se observa el máximo de fluorescencia característico de la BSA a 450 nm y el 

máximo a 620 nm característico de los AuNCs. Partiendo del máximo de emisión observado, se 

registra el espectro de excitación con λem a 620 nm (Figura 1.12B), en él se observan, tres 

máximos de exitación: un primer máximo a 275 nm característico de BSA y una banda entre 325 

a 400 nm, además de otro máximo a 500 nm debidos a la fluorescencia del AuNCs. Se ensayaron 

las diversas λext y se eligió como par λext/λem óptimos 385 nm / 620 nm, esta λext proporciona un 

espectro de emisión libre de armónicos en la zona de emisión de los AuNCs y una alta intensidad 

de fluorescencia. 

Figura 1.12: A) Espectros de emisión del stock de AuNCs@BSA y BSA libre con λext 385 nm. B) 

Espectro de excitación del stock AuNCs@BSA p con λem 620 nm. Rendijas de ext/em: 10/10 nm 

y velocidad de barrido 1000 nm/min. 
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Para evaluar el efecto de la dilución sobre los AuNCs, se prepararon diversas diluciones 

partiendo del stock y se midió su emisión (Figura 1.13A). Como se observa, la intensidad de 

fluorescencia disminuye al aumentar la dilución sin efectos de autoabsorción. Diluciones 

mayores de 1/4 dan lugar a señales de fluorescencia de AuNCs muy bajas. Además, la Figura 

1.13B confirma la relación lineal entre la fluorescencia en el máximo de 620 nm para las 

diferentes concentraciones de AuNCs. 

 

 

Figura 1.13: A) Espectros de emisión (λext 385 nm) de AuNCs@BSA a distintas diluciones. B) 

Intensidad de fluorescencia a 620 nm frente a la concentración de AuNCs@BSA. 

 

1.3.2.3.3 Estabilidad de la fluorescencia en el tiempo  

 

Se estudió la estabilidad de la fluorescencia de AuNCs respecto al tiempo, para asegurar que 

estos conservan sus propiedades ópticas. Para ello se registraron los espectros de emisión de 

una alícuota de cada uno de los AuNCs, a lo largo de 30 días, almacenados a la Tª indicada y 
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protegidos de la luz. Como muestra la Figura 1.14, en todos los casos se observa estabilidad a lo 

largo del tiempo, manteniéndose la intensidad de fluorescencia del máximo de emisión. 

 

Figura 1.14: Histogramas de intensidad de fluorescencia en el tiempo para cada tipo de AuNCs. 

 

1.3.2.4. Electroforesis  
 

Experimental 
 
La electroforesis en gel de agarosa se llevó a cabo en una cuba de electroforesis horizontal Mini-
Sub Cell GT BIO-RAD (150VDC, 10W) y el procedimiento seguido para preparar el gel de agarosa 
consistió en mezclar las cantidades correspondientes de agarosa y de disolución amortiguadora 
de electroforesis TBE 0,5x, según el porcentaje (masa/volumen) de agarosa deseado: 1% (1g de 
agarosa en 100 mL de TBE 0,5x) o 4% (4g de agarosa en 100 mL de TBE 0,5x). Estas disoluciones 
se calentaron en un microondas, para conseguir una disolución homogénea y la mezcla 
resultante, ya enfriada, pero sin solidificar, se vertió sobre el molde de electroforesis y se colocó 
el peine para crear los pocillos. Tras enfriar unos 30 min hasta la solidificación total, se sumergió 
el molde en la cuba de electroforesis horizontal rellena con disolución amortiguadora TBE 0,5x, 
se retiró el peine y se inyectaron las muestras en los pocillos con ayuda de una micropipeta (V 
inyección=12 μL). La electroforesis se llevó a cabo a 200 V utilizando la fuente Power-Pac HC 
BIO-RAD (250V/3A/300W), durante 30 minutos, pudiendo detenerse en tiempos intermedios 
para observar la progresión de las muestras. La fluorescencia de estos geles de observó con 
ayuda de una lámpara UV ChemiDoc XRS + System whit Image Lab, BIO-RAD.  
 
La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), se utilizó para caracterizar los AuNCs@BSA. 

en dos variantes, electroforesis Nativa y SDS. Para ambas se utilizaron geles comerciales Mini-

Protean TGX Gels 4-15% (BIO-RAD) y una cuba de electroforesis vertical PAGEr MiniGel Chamber 

LONZA (250VDC/30W/150mA/60°C): 

- Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE: 

Las muestras fueron previamente tratadas con solución de ruptura según el siguiente 

procedimiento experimental: 

1. Preparación de la solución de ruptura, formado por Mercaptoetanol (rompe los puentes 

disulfuro) y SDS (rompe la estructura primaria y secundaria de la proteína): 250 μL de disolución 

amortiguadora (2x Leamnti Sample) y 13,16 μL de 2-Mercaptoetanol. 
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2. En un vial eppendorf se añadieron 20 μL de la muestra y 20 μL de la solución de ruptura 

previamente preparado. 

3. Los viales se incubaron, justo antes de ser pinchados en el gel, durante 5 min en un termobloc 

a 100°C, para asegurar la desnaturalización de la estructura proteica. 

El gel se colocó en la cuba de electroforesis vertical conteniendo la solución amortiguadora SDS-

PAGE 1X, y se procedió a la carga del gel con 12 μL de la muestra tratada e incubada. Para 

conocer los pesos moleculares de las distintas fracciones peptídicas, se cargó en el primer pocillo 

un marcador de proteínas (10-250 kD). La electroforesis se llevó a cabo a 200 V, durante 60 

minutos, utilizando la fuente Power-Pac HC BIO-RAD (250V/3A/300W). 

- Electroforesis Nativa-PAGE: 

En esta electroforesis se utiliza azul de bromofenol para ver el frente de las muestras en el gel, 

para ello se siguió el siguiente protocolo: 

1. Se preparó una disolución de azul de bromofenol 9,6 mg/mL endisolución amortiguadora 

fosfato pH 7 10 mM. 

2. En un eppendorf se mezclan 20 μL de la muestra, 1 μL de la disolución de azul de bromofenol 

preparada y 1 μL de glicerol para dar densidad a la mezcla. 

El gel comercial se coloca en la cuba de electroforesis vertical que contiene la solución 

amortiguadora NATIVA-PAGE 1X, y se procede a la carga del gel con 12 μL de la mezcla de 

muestra. La electroforesis se lleva a cabo a 200 V, durante 60 minutos, utilizando la fuente 

Power-Pac HC BIO-RAD (250V/3A/300W). 

- Disolución de revelado (Tinción Coomassie) 

En primer lugar, se prepararon las siguientes disoluciones: 

-Disolución de tinción (Coomassie): 2,5 g Azul Brillante Coomassie disueltos en una mezcla de 
450 mL metanol y 100 mL ácido acético hasta 1 L con agua mili-Q. 
- Disolución para desteñir (PAGE Destained Buffer): 430 mL de etanol junto con 70 mL de ácido 
acético a un volumen final de 500 mL. 
 
Una vez finalizada la electroforesis PAGE, se retiró el gel y se colocó sobre un recipiente de 

plástico, añadiendo 50 mL de la disolución de tinción Coomassie e incubando durante unas 12 

horas. Para desteñir el gel, se traspasó este a un recipiente de plástico con 50 mL de la disolución 

‘PAGE Destained Buffer’ y se repitió este proceso de lavado dos o tres veces hasta la visualización 

de las bandas azules y el fondo del gel prácticamente transparente. 

 

Resultados 
 

La electroforesis en gel es una técnica ampliamente utilizada para separar moléculas biológicas 

en función, fundamentalmente de su carga, bajo la influencia de un campo eléctrico. Aunque 

también pueden separarse en función de su peso molecular y su forma. Las proteínas presentan 

una carga eléctrica neta si se encuentran en un medio que tenga un pH diferente al de su punto 

isoeléctrico y por eso tienen la propiedad de desplazarse cuando son sometidas a un campo 

eléctrico. La velocidad de migración es proporcional a la relación entre las cargas de la proteína 
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y su masa. Cuanto mayor carga por unidad de masa más rápida será la migración. Como 

usualmente los AuNCs tienen carga neta y tamaños similares a los de las proteínas, esta técnica 

permite evaluar su funcionalización con biomoléculas ya que esto involucra un cambio en la 

movilidad de los mismos por un cambio de tamaño y/o carga neta. 

La Figura 1.15A muestra los resultados de la electroforesis de agarosa al 4% para ambos AuNCs. 

En ella se observa una alta fluorescencia de los AuNCs@BSA y su poca migración hacia el polo 

positivo, lo que indica un tamaño mayor de los AuNCs o la existencia de poca carga neta. En el 

caso de los AuNCs@LA purificados, se observa una gran migración hacia el polo positivo y una 

menor fluorescencia, lo que indica tamaños menores y/o alta carga neta.  

Por otro lado, para estudiar con más profundidad los AuNCs@BSA, se realizaron electroforesis 

NATIVA-PAGE y SDS-PAGE, ambas reveladas con tinción Coomassie. 

La electroforesis NATIVA-PAGE consiste en someter a las proteínas a migración sin 

desnaturalización, por ello la separación se lleva a cabo en función de su carga, de su tamaño y 

también de su forma. Además, dependiendo de las condiciones experimentales, es posible 

detectar interacciones proteína-proteína lábiles. Si la BSA ha actuado como ligando durante la 

síntesis de los AuNCs podría verse una disminución de la intensidad de la banda correspondiente 

a la BSA libre. Esto ocurriría siempre y cuando el exceso de BSA utilizado durante la síntesis 

permita ver por diferencia la BSA utilizada como ligando en la superficie de los AuNCs.  A su vez, 

como los AuNCs tiene tamaños similares a las proteínas, puede ser posible que también entren 

en el gel y puedan separarse diferentes poblaciones de AuNCs@BSA con diferente tamaño y/o 

densidad de carga superficial. 

Así, en la Figura 1.15B, se observa claramente en el carril 1 (AuNCs@BSA) la presencia de una 

banda proteica a la misma altura que migra la BSA libre en el carril 2. Por lo tanto, se puede 

concluir que no toda la BSA utilizada en la síntesis es usada como ligando y existe un exceso de 

BSA remanente. A su vez, en el carril 1 se observa también una banda extendida por encima de 

la banda correspondiente a la BSA libre, indicativa de la presencia de AuNCs heterogéneos en 

cuanto a tamaño y/o densidad de carga.  

La electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE es un excelente método para la determinación del 

peso molecular de las subunidades de proteínas, así como su pureza. Se trata de una 

electroforesis desnaturalizante, en la que las proteínas pierden su estructura tridimensional, por 

tanto, en este caso la migración es proporcional al tamaño de la molécula, pero no a su forma o 

su carga neta nativa. El agente desnaturalizante empleado es el detergente sodiododecilsulfato 

o SDS. La Figura 1.15C muestra en el carril 1 (AuNCs@BSA) una banda proteica a 52 KDa 

correspondiente a la BSA libre, pero también bandas con pesos moleculares superiores (100 y 

120 KDa), correspondientes probablemente a los AuNCs de diferentes tamaños (ya sea por 

agregación de los mismos durante la síntesis o por la unión de diferentes moléculas de BSA como 

ligando) que debido a que el tratamiento de muestra está pensado para desnaturalizar proteínas 

en solución, no es suficiente como para soltar todas las moléculas de BSA unidas a los AuNCs.  

Ambas electroforesis confirman la polidispersidad de la muestra observada por TEM y la 

presencia de BSA en exceso, lo cual puede ser un inconveniente a la hora de funcionalizar estos 

AuNCs de forma covalente a enzimas. 
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Figura 1.15: A) Electroforesis de Agarosa 4%:  AuNCs@BSA (pocillo 1) y AuNCs@LA (pocillo 2). 

B) electroforesis NATIVA-PAGE AuNCs@BSA (pocillo 1) y BSA (pocillo 2). C) Electroforesis SDS-

PAGE AuNCs@BSA (pocillo 1), BSA (pocillo 2) y marcadores de peso molecular (pocillo 3).
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1A.1. Introducción 
 

Las determinaciones analíticas basadas en métodos ópticos enzimáticos con enzimas 

pertenecientes a la familia de las flavoporteinas (que poseen un grupo flavín adenín dinucleótido 

(FAD) como cofactor y catalizan reacciones de oxidación usando O2 como aceptor de electrones), 

se centran, en gran parte, en el uso de las propiedas ópticas del cofactor FAD. El mecanismo de 

estas reacciones enzimáticas implica la reducción del cofactor a FAD.H2 y la posterior 

reoxidación a FAD al finalizar la reacción. 41 Ambas formas del FAD tienen diferentes propiedades 

de absorción y fluorescencia42, pero la fluorescencia de esta familia de enzimas está muy 

afectada (puede ser desactivada) por el entorno químico que rodea a la flavina en el centro 

activo y solo es observable en algunos casos. Cuando es posible, la utilización de la fluorescencia 

del FAD como señal analítica en métodos enzimáticos evita la necesidad de acoplar una reacción 

indicadora, lo que puede hacerse a través de tres alternativas43: 

1) La mejora de la fluorescencia FAD (hasta donde sabemos, no hay procedimientos que hayan 

sido descritos en aplicaciones/determinaciones analíticas). 

 

2) La medida de la transferencia de energía FRET entre la fluorescencia intrínseca de triptófano 

de la enzima y el FAD (esto desplazaría las longitudes de onda de trabajo a la zona de 300 

nm). 

 3) El acoplamiento de un fluoróforo a la enzima que sea capaz de producir FRET con FAD. Este 

fenómeno se define como fluorescencia inducida y hace referencia a las propiedades ópticas 

externas que han sido incorporadas a la enzima y no eran propias de su estructura molecular 

Esta última opción es la más utilizada, sin embargo, presenta una serie de limitaciones como 

son: a) la longitud de onda de emisión de la mayoría de los fluoróforos disponibles está limitada 

a la región de 450–550 nm, en la que podemos encontrar interferencias espectrales cuando se 

aplican en muestras biológicas; b) los fluoróforos convencionales son propensos a la 

degradación química y en muchos casos carecen de biocompatibilidad. 

Una de las enzimas presenta una interesante señal de fluorescencia del FAD es colina oxidasa 

(ChOx), una oxidorreductasa, perteneciente a la familia de las flavoporteinas, que poseen un 

grupo FAD como cofactor y cataliza la oxidación en dos pasos de la colina (Ch) a glicín betaína 

(GB), vía betaína aldehído. (Figura 1A.1) Esta reacción está mediada por el cofactor FAD y utiliza 

O2 como aceptor primario de electrones.44–46 Además, Ch es uno de los componentes 

fundamentales de la membrana  celular y el componente principal de los fosfolípidos 

(fosfatidilcolina y esfingomielina), el precursor de la acetilcolina y una fuente de grupos metilo. 

Por lo tanto, es importante para la integridad de las membranas celulares, la neurotransmisión, 

la señalización intracelular y para el transporte y metabolismo de lípidos. Además, la colina es 

un precursor de betaína, metionina y glicina, todos los cuales son necesarios para regular el 

estrés osmótico47. 

 

 

 

Figura 1A.1: Esquema de la reacción enzimática de la enzima oxidorreductasa ChOx y Ch. 
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Desde el punto de vista analítico, son especialmente interesantes las propiedades de 

fluorescencia del FAD de la enzima ChOx, que en su forma oxidada presenta una fuerte 

fluorescencia, mientras que en la forma reducida lo es muy débilmente. (Figura 1A.2). En 

consecuencia, la reducción del FAD y su posterior reoxidación durante la reacción enzimática 

con el sustrato inducen variaciones en la intensidad de fluorescencia que se pueden relacionar 

con la concentración de sustrato, y emplear como base de un biosensor óptico.48 

 

Figura 1A.2: A) variación del espectro de excitación del FAD-ChOx durante la reacción con Ch 

(λem= 520 nm) B) variación del espectro de emisión del FAD-ChOx durante la reacción con Ch 

(λext= 400 nm) 

Esta reacción puede ser acoplada a la reacción de acetilcolinesterasa (AChE) y acetilcolina (ACh) 

para su determinación indirecta. El neurotransmisor esencial a ACh es un analito de interés 

biomédico que se produce en las neuronas y es necesario para la transmisión del impulso 

nervioso. Es específico en diversas sinapsis, siendo el principal neurotransmisor del sistema 

colinérgico. Las variaciones de ACh están asociadas con diversas enfermedades 

neurodegenerativas como el Parkinson y Alzheimer, tanto su aumento en sangre como su 

disminución, respectivamente. Por lo tanto, el desarrollo de métodos para la determinación 

rápida y sensible de neurotransmisores como ACh, proporciona información invaluable sobre su 

efecto sobre el sistema nervioso49. 

La determinación de ACh se basa en la reacción enzimática con la AChE50, esta enzima cataliza 

la hidrólisis de la ACh con la consiguiente disminución de la transmisión del impulso nervioso. La 

acción de la acetilcolinesterasa es muy rápida: se estima que es capaz de hidrolizar una molécula 

de ACh en ácido acético y Ch en un milisegundo.  

En primer lugar, la acetilcolinesterasa reacciona con la ACh, generándose un intermedio acetil-

enzima y la liberación de la Ch. A continuación, se produce la hidrólisis de la acetil-enzima, 

regenerándose la acetilcolinesterasa y liberándose el acetato. (Figura 1A.3) 

𝐴𝐶ℎ𝐸 +  𝐴𝐶ℎ → 𝐶ℎ + 𝐴𝐶ℎ𝐸𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑙𝑎𝑑𝑎 

𝐴𝐶ℎ𝐸𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑙𝑎𝑑𝑎 +𝐻2𝑂 → 𝐴𝐶ℎ𝐸 + 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 

Figura 1A.3: Esquema de la reacción enzimática de la enzima AChE y el neurotransmisor ACh. 

Como se ha dicho, esta reacción puede acoplarse a la reacción de ChOx para la determinación 

del neurotransmisor ACh, mediante la determinación de la Ch estequiometria producida, que 

reacciona con ChOx, reduciendo su grupo FAD proporcionalmente. 
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Los analitos ACh y Ch se detectan tradicionalmente mediante métodos de cromatografía líquida 

de alta eficacia (HPLC)51, sin embargo, esta técnica implica largos tiempos de análisis, equipos 

costosos y la necesidad de personal técnico calificado. En este contexto, los biosensores 

enzimáticos se presentan como una alternativa a los métodos convencionales que permiten 

análisis in situ en tiempos cortos, reducir costes y proporcionan sensibilidades comparables a 

HPLC. 

Como se ha dicho, el desarrollo de métodos de determinación basados en la fluorescencia 

intrínseca de las enzimas, como es el caso de la determinación de Ch mediante su reacción con 

ChOx, puede presentar problemas derivados de posibles interferencias espectrales en muestras 

biológicas o bajas sensibilidades. Una alternativa al uso de estas propiedades autoindicadoras 

es la unión química de la enzima a un fluoróforo de tal manera que se le dote de nuevas 

propiedades de fluorescencia. Esta idea, trasladada al desarrollo de biosensores enzimáticos, 

consiste en la unión a la enzima de un marcador fluorescente en la zona Vis-NIR, que permite el 

seguimiento de la reacción enzimática a las longitudes de excitación y emisión de dicho 

marcador. De esta manera se pueden evitar posibles interferencias espectrales desplazando la 

detección a longitudes de onda superiores. En este punto, los AuNCs se presentan como una 

interesante alternativa como marcadores luminiscentes en el campo bioanalítico. Además, 

como ya se ha comentado, presentan ventajas frente a los fluoroforos convencionales: mayor 

sensibilidad, fotoestabilidad, no muestran fluorescencia de base y poseen desplazamientos de 

Stokes grandes. 

Es por ello que en esta sección se propone un esquema de trabajo general para la detección de 

reacciones enzimáticas, basado en la unión covalente de AuNCs lo más cerca posible al centro 

activo de la enzima, con el fin de facilitar fenómenos transferencia de energía con FAD y 

permitiendo mover la detección a alrededor de 700 nm (Figura 1A.4). De esta manera, el 

objetivo final trata de permitir la determinación libre de interferencias de Ch/ACh en muestras 

biológicas y a su vez, cambiar el entorno que rodea al FAD lo que puede llevar a una mejora del 

rendimiento cuántico de fluorescencia. Para ello se utilizará la enzima ChOx como flavoenzima 

modelo, primero para la determinación de Ch y tras el acoplamiento a la reacción enzimática 

AChE, para la determinación de ACh. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1A.4: Esquema del nanobiosensor enzimático propuesto para la determinación de ACh. 
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1A.2. Objetivos 
 

El objetivo de esta sección se centra en el desarrollo de un nanobiosensor enzimático para la 

determinación del neurotransmisor ACh, mediante la biofuncionalización de nanoclusters de 

oro con la enzima ChOx. Y de esta forma desarrollar un método basado en la medida de la señal 

fluorescente del nanomaterial, utilizando este como marcador luminiscente, en busca de 

mejorar las prestaciones de los métodos actuales. En concreto se propusieron los siguientes 

objetivos específicos: 

1. Evaluación de las propiedades de los AuNCs sintetizados y selección de los más adecuados 

para su aplicación al desarrollo de nanobiosensores. 

 

2. Biofuncionalización de nanoclusters de oro. 

a. Proposición de estrategias de biofuncionalización orientadas a través del estudio 

estructural de la enzima en relación a las características de los nanocluster de oro 

elegidos. 

b. Elección del método de biofuncionalización y planteamiento del protocolo aplicado. 

c. Estudio y optimización de la metodología de biofuncionalización. 

 

3. Caracterización de los bioconjugados ChOx-AuNCs obtenidos. 

a. Evaluación de la unión enzima-nanocluster de oro: estudio de las propiedades y 

estructura del bioconjugado mediante técnicas estructurales, espectroscópicas y de 

separación. 

b. Estudio de la funcionalidad de la enzima inmovilizada, después de la biofuncionalización 

mediante técnicas espectroscópicas. 

c. Estudio de la reacción enzimática del bioconjugado ChOx-AuNCs con Ch, a partir de la 

fluorescencia de los nanoclusters. 

 

4. Evaluación del nanobiosensor desarrollado para la determinación cuantitativa de Ch. 

 

5. Acoplamiento de la reacción AChE-ACh y evaluación del nanobiosensor desarrollado para la 

determinación cuantitativa de ACh. 
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1A.3. Experimental y métodos 
 

1A.3.1. Reactivos y materiales 
 

A lo largo de la sección se utilizaron las enzimas colina oxidasa, 15 U/mg solido (Alcaligenes sp.) 

(EC 1.1.3.17) (Sigma-Aldrich) y acetilcolinaesterasa tipo V-S, 987 U/mg sólido (Electrophorus 

electricus, electric eel) (Sigma-Aldrich). Sus sustratos cloruro de colina y cloruro de acetilcolina 

también fueron comprados en Sigma-Aldrich.  

Para la bioconjugación de los AuNCs de oro con la enzima ChOx se utilizó sal de sodio N-

Hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHs) (Sigma-Aldrich), 1-etil-3 (3-dimetilaminopropil) 

carbodiimida (EDC) (ThermoFisher) y tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) (Panreac). 

Así como diversas sales para la preparación de las disoluciones amortiguadoras utilizadas, Ácido 

2-morfolinoetanosulfónico monohidrato (MES) y dihidrofosfato de sodio (NaP) ambos de Panreac. 

 

1A.3.2. Estabilidad de AuNCs en diversas disoluciones amortiguadoras 
 

Al seleccionarse el método de la carbodiimida para la unión covalente orientada de la enzima a 

los AuNCs, se prepararon una serie de disoluciones amortiguadoras para cubrir el intervalo de 

pH y fuerza iónica adecuado para favorecer la unión orientada de la enzima a través de sus 

grupos amino terminales: disolución amortiguadora de fosfatos NaP y de MES. Se probó así la 

estabilidad de la fluorescencia de los AuNCs en un total de 18 disoluciones amortiguadoras, que 

se resumen en la siguiente tabla:  

 NaP 
 

pH 6,5 7 7,5 8 

Fuerza 
Iónica 

100 mM 100 mM 100 mM 100 mM 

50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 

25 mM 25 mM 25 mM 25 mM 

 
MES 

 
Tabla 1A.1: Disoluciones amortiguadoras NaP y MES preparadas para cubrir el intervalo de pHs 
6,5-8 y fuerza iónica 25-100 mM. 
 
 

1A.3.3. Bioconjugación de AuNCs@LA con colina oxidasa 

La bioconjugación de AuNCs con la enzima ChOx se realizó mediante el método de la 

carbodiimida. Con el fin de favorecer la unión orientada de la enzima a través de sus amino 

terminales, se diseñaron varias estrategias de biofuncionalización donde se varió el pH y fuerza 

iónica ya que son los parámetros que más pueden influir en la orientación de la enzima una vez 

unida de forma covalente. Con la información recogida en los apartados anteriores se diseñó un 

esquema de biofuncionalización final, con cuatro etapas definidas: 
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1. ACTIVACIÓN de los AuNCs: 

En un eppendorf de 2 mL se pesaron 0,35 mg de EDC y 0,98 mg de sulfo-NHs y se añadieron 250 

µL de disolución amortiguadora MES 100 mM pH 7. A continuación, se añadieron 50 µL de AuNCs 

stock y se mantuvo la mezcla en agitación orbital durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

 

2. PURIFICACIÓN de los AuNCs activados: 

La mezcla se traspasó a un centricón de 10 K de 0,5 mL y se realizó la purificación por 

ultrafiltración en centrifuga a 4°C según el siguiente protocolo: 

i. Primer ciclo de centrifugado 5 min a 10000 g 

ii. Primer lavado: 200 µL de NaP 50 mM pH 8 

iii. Segundo ciclo de centrifugado 5 min a 10000 g 

iv. Segundo lavado: 200 µL de NaP 50 mM pH 8 

v. Tercer ciclo de centrifugado 5 min a 10000 g 

 El volumen final son 50 µL de AuNCs activados y purificados. 

3. BIOFUNCIONALIZACIÓN de AuNCs con la enzima: 

Para ello en primer lugar se preparó una disolución de ChOx 1670 µg/mL, pesando en un 
eppendorf 0,5 mg en 300 µL de NaP 50 mM pH 8. En un eppendorf de 2 mL se añadieron los 50 
µL de AuNCs activados y purificados y se adicionaron 196 µL de MES 100 mM pH 7. A 
continuación, se añadieron 54 µL de ChOx 1670 µg/mL, de esta forma la concentración de ChOx 
en la mezcla de funcionalización fue 300 µg/mL. La mezcla se mantuvo en agitación orbital 
durante 2 horas a temperatura ambiente. 

 

4. BLOQUEO de los carboxilos activados de los AuNCs:  

A los 300 µL de la disolución final de bioconjugado se añadieron 15 µL de TRIS 2M pH 8, para 
obtener una concentración final en la mezcla de 100 mM. 
 

1A.3.4. Caracterización por fluorescencia de la bioconjugación ChOx- AuNCs@LA  
 

La caracterización por fluorescencia del bioconjugado, se realizó con el equipo Perkin Elmer en 

modo Scan, con rendijas de ext/em: 10/10 nm y velocidad de barrido 1000 nm/min.  

Para estudiar los cambios de los AuNCs y la enzima antes y después de la biofuncionalización, se 

midió la fluorescencia de las disoluciones.  Además, para poder comprender mejor los espectros 

finales, se prepararon diversos controles:  

- Control AuNCs (AuNCs-c): se trata de una disolución de los AuNCs sin activar a la misma 

dilución que está en el bioconjugado final. Se añadieron en un eppendorf 50 µL de NC y 250 

µL de la disolución amortiguadora final usada en la etapa de biofuncionalización. 

 

- Control AuNCs + ChOx (Bcontrol): se trata de una disolución del AuNCs sin activar y ChOx a 

la misma dilución que está en el bioconjugado final (AuNCs + ChOx sin biofuncionalizar). Se 

añadieron en un eppendorf 50 µL de AuNCs, 54 µL de ChOx 1670 µg/mL y 196 µL de la 

disolución amortiguadora final usada en la etapa de biofuncionalización. 
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- Control ChOx (ChOx-c): se trata de una disolución de la enzima a la misma dilución que está 

en el bioconjugado final. Se añadieron en un eppendorf 54 µL de ChOx 1670 µg/mL y 246 

µL de la disolución amortiguadora final usada en la etapa de biofuncionalización. 

Para estudiar la fluorescencia de la ChOx (a través de su grupo FAD), se utilizó en todos los casos 

el par λext/λem: 405/525nm. 

 

1A.3.5. Estudio de la relación -moléculas ChOx : AuNCs@LA en la bioconjugación 
 
Con la intención de conocer la proporción de -moléculas ChOx:AuNCs@LA (ChOx:AuNC) óptima  

para la biofuncionalización, se estudiaron diferentes proporciones, manteniendo en todos los 

casos fija la cantidad de moléculas de ChOx y cambiando la cantidad de AuNCs, preparando 

muestras más concentradas o diluidas a partir del stock. La concentración de la enzima fue en 

todos los casos 300 µg/µL, lo que equivale a 3,01·1015 moléculas de ChOx por mL. 

El stock inicial de AuNCs@LA tiene una concentración de oro de 1567,28 mg/L (7,96 mM), lo que 

equivale a 3,77·1016 AuNCs/ mL. Como en cada mezcla de bioconjugado se añadieron 50 µL de 

AuNCs en un volumen final de 300 µL, a partir del stock inicial de AuNCs@LA se consigue que en 

el bioconjugado haya 6,28·1015 NCs/mL, lo cual corresponde a una relación ChOx:AuNCs de 1:2. 

A partir de esta disolución se prepararon sucesivas concentraciones de AuNCs, para conseguir 

las proporciones ChOx:AuNCs a estudiar: 

▪ Para el bioconjugado 1:1, se necesita una concentración de oro de 750,547 mg/L, lo que 

equivale a 3,01·1015 NCs/mL. Para ello se mezclaron en un eppendorf 100 µL de AuNCs stock 

de 1567,28 mg/L en un volumen final de 200 µL de agua Mili-Q. 

Las siguientes concentraciones se prepararon por preconcentración de la muestra mediante 

centricones de 0,5 mL (10K), usando una centrifuga MiniSpin Eppendorf. 

▪ Para el bioconjugado 1:3, se necesita una concentración de oro de 2251,64 mg/L, lo que 

equivale a 9,03·1015 AuNCs/mL. Esta disolución se preparó por concentración, añadiendo en 

el centricón 300 µL de NCs stock y centrifugando hasta conseguir un volumen final de 200 

µL.  

 

▪ Para el bioconjugado 1:5, se necesita una concentración de oro de 3752,73 mg/L, lo que 

equivale a 1,51·1016 AuNCs/mL. Esta disolución se preparó por concentración, añadiendo en 

el centricón 400 µL de AuNCs stock y centrifugando hasta conseguir un volumen final de 165 

µL.  

 

▪ Para el bioconjugado 1:6, se necesita una concentración de oro de 4503,29 mg/L, lo que 

equivale a 1,081·1016 AuNCs/mL. Esta disolución se preparó por concentración, añadiendo 

en el centricón 480 µL de AuNCs stock y centrifugando hasta conseguir un volumen final de 

170 µL.  

 

▪ Para el bioconjugado 1:7, se necesita una concentración de oro de 5253,83 mg/L, lo que 

equivale a 2,11·1016 AuNCs/mL. Esta disolución se preparó por concentración, añadiendo en 

el centricón 400 µL de AuNCs stock y centrifugando hasta conseguir un volumen final de 120 

µL.  
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▪ Para el bioconjugado 1:10, se necesita una concentración de oro de 7505,475 mg/L, lo que 

equivale a 3,01·1016 AuNCs/mL. Esta disolución se preparó por concentración, añadiendo en 

el centricón 400 µL de AuNCs stock y centrifugando hasta conseguir un volumen final de 85 

µL.  

 

1A.3.6. Medidas de espectrometría de absorción atómica de alta resolución de 

fuente continua con horno de grafito (HR CS GFAAS) 
 

Para la determinación de la concentración de Au en las diferentes disoluciones de AuNCs 

conjugados y controles evaluados (0,2 mL), estas se sometieron a ataque ácido (0,3 mL de agua 

regia, dos horas a temperatura ambiente y otros 15 min a 60 °C). Estas muestras se diluyeron a 

20 mL con agua mili-Q y la solución se midió en el equipo Perkin-Elmer Avio 200 ICP-OES a 

267,595 nm. Para las medidas HR CS GFAAS se eligió una longitud de onda de 242,795 nm y se 

aplicó el programa de temperatura mostrado en la Tabla 1A.2. Las medidas fueron realizadas 

por el grupo MARTE de la Universidad de Zaragoza.  

 

Tabla 1A.2: Programa de temperaturas utilizado para las medidas GFAAS. 

 

1A.3.7. Estudio por fluorescencia de la reacción entre el bioconjugado 

AuNCs@ChOx y colina 
 

En primer lugar, se preparó una disolución de Ch 0,019 M, pesando en un eppendorf 4 mg de Ch 

en un volumen final de 1,5 mL de agua Mili-Q. A partir de esta disolución se prepararon diversas 

concentraciones de Ch; 10-3, 5·10-4, 10-4, 5·10-5y 10-5 M, con las que se realizan los estudios de la 

reacción ChOx-Ch, añadiendo en cubeta 10 µL de Ch sobre 50 µL del bioconjugado final. 

El seguimiento de la reacción se llevar a cabo por fluorescencia, con el equipo Perkin Elmer en 

modo Scan y en modo Timebased con rendijas de ext/em: 10/10 nm y velocidad de barrido 1000 

nm/min.  

- Modo Scan: se realizaron espectros de excitación periódicamente en el tiempo para 

observar los cambios de los máximos de emisión del AuNCs y del FAD de la enzima tras la 

reacción con la Ch. Para ello se utilizaron las λext del AuNC, 300 nm o del FAD, 405 nm. 

 

- Modo Timebased: para realizar el estudio cinético, se midió la variación de florescencia con 

el tiempo de forma continua durante la reacción, a unas longitudes de onda de excitación y 

emisión dadas. Los pares λext/λem estudiados fueron, 405/700 nm para el estudio de la 
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variación de la fluorescencia del AuNCs y 405/525 nm para el estudio de la variación de la 

fluorescencia del FAD. 

 

1A.3.8. Estudio por fluorescencia del acoplamiento de la reacción 

acetilcolinaesterasa-acetilcolina, para la determinación indirecta de acetilcolina. 
  

Para este estudio se utilizó el equipo Photon Technology International (PTI), en modo 

Timebased, con rendijas de ext/em: 10/20 nm y tiempo de integración 0,1 s. 

- Estudio de la reacción enzimática AChE-ACh acoplada a ChOx 

Para este ensayo se simuló la concentración de ChOx en el bioconjugado (300 µg/mL), para ello 

en una cubeta (Vfinal =100 µL) se añadieron: 63 µL de NaP 50mM pH 8, junto con 17 µL de ChOx 

1670 µg/mL. Sobre esta disolución se añadieron 10 µL de una disolución de AChE 10 U/mL para 

que en el volumen final de esta sea 1U/mL.  

Se preparó una disolución de acetilcolina 5,5·10-3M, pesando en un eppendorf 1 mg y se llevó a 

un volumen final de 1 mL.  Se midió la variación de intensidad fluorescente a las longitudes de 

onda de máxima fluorescencia de la colina oxidasa (FAD), λext= 405 nm /λem= 525 nm y una vez 

estabilizada se añadieron 10 µL de la disolución 5.10-4M de ACh, resultando una concentración 

final 5·10-5M y se registraron las variaciones con el tiempo. 

 

- Evaluación del nanobiosensor para la determinación indirecta de ACh 

Se realizó de la misma forma que el estudio anterior, pero en este caso se utiliza la ChOx unida 

al AuNCs (bioconjugado AuNCs@ChOx). Para ello, se añaden en cubeta (Vfinal =100 µL), 80 µL del 

bioconjugado final, junto con 10 µL de AchE 10 U/mL. Se comenzó a medir la variación de 

intensidad fluorescente a las longitudes de onda de máxima fluorescencia de la AuNCs@ChOx, 

λext= 405 nm /λem= 700 nm y una vez estabilizada se añadieron 10 µL de la disolución de ACh; 10-

3, 5·10-4, 10-4, 5·10-5y 10-5 M y se registraron las variaciones con el tiempo.  
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1A.4. Resultados 
 

1A.4.1. Estrategias de biofuncionalización 
 

1A.4.1.1. Elección de AuNCs 
 
Tras el estudio y caracterización de los dos tipos de nanoclusters evaluados, se decidió trabajar 

con los AuNCs de ácido lipoico, excluyéndose los nanoclusters de oro de BSA para esta 

aplicación, debido a las diversas dificultades encontradas a lo largo de la caracterización como: 

- La gran cantidad de BSA en exceso de estos AuNCs observada por STEM y electroforesis, que 

puede dificultar la unión dirigida de la enzima ChOx a la superficie de los AuNCs e incluso 

dificultar los fenómenos de transferencia de energía buscados. 

- La imposibilidad de obtención de la distribución de tamaños de estos AuNCs mediante 

STEM, debido a este exceso de materia orgánica, que impide la obtención del número de 

átomos por AuNCs y por tanto de la concentración de AuNCs/mL del stock, fundamental 

para el diseño de la estrategia de biofuncionalización. 

Además, en busca de propiciar los fenómenos de trasferencia de energía entre los AuNCs y la 

enzima, los AuNCs@LA se presentan como los más adecuados debido al solapamiento existente 

entre su espectro de excitación y el espectro de emisión de la ChOx. El FAD de la ChOx emite a 

525 nm, longitud de onda a la que absorben los AuNCs@LA.  

 

1A.4.1.2. Estudio de la estructura cristalina de la enzima colina oxidasa 
 
La base de datos Protein Data Bank (PDB) es un repositorio de estructuras tridimensionales (3D) 
de macromoléculas biológicas como proteínas. En el marco de este trabajo, el conocimiento de 
los grupos funcionales en la superficie de la enzima con la que se va a funcionalizar los AuNCs, 
es clave para el diseño de las estrategias de unión.  
 
Para obtener esta información, previamente se debe conocer el organismo del que procede la 
enzima, en este caso Alcaligenes sp., un género microbiológico de bacterias Gram-negativas. Así, 
debido a que la ChOx proveniente de este organismo no se encuentra en PDB, se decidió trabajar 
con la estructura de esta misma enzima extraída de otra bacteria, Arthrobacter Globiformis que, 
al provenir del mismo género microbiológico, deberían presentar estructuras cristalinas 
similares. De esta forma, a partir del fichero (4mjw.pdb) y con ayuda del programa de 
visualización molecular Pymol ‘Build’ (Molecular Graphics System, Pymol), es posible buscar en 
la estructura 3D de la enzima, los aminoácidos de interés, pudiendo conocer así su localización. 
La búsqueda se centra en los siguientes aminoácidos, que pueden actuar como nucleófilos en 
reacciones de unión covalente o adsorción iónica de la enzima a los AuNCs: 
 
- Lisina (lys, K): nucleófilo (amino primario, pKa 10) 
- Aminos terminales: primer aminoácido de cada cadena polipeptídica (amino primario, pKa 7) 
- Arginina (arg, R): cargas positivas 
- Cisteína (cys, C): nucleófilo (tiol) 
 
También se busca la zona de localización del centro activo. En la bibliografía52 se indica que, 
diferentes conformaciones del ‘loop’ 250-255 (zona de aminoácidos de la proteína) definen 
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diferentes accesibilidades a la entrada del sitio activo, lo que sugiere un papel fundamental de 
este loop en la regulación del acceso del sustrato al sitio activo y por tanto lo sitúa cerca del 
mismo. De esta forma se localiza también en la secuencia peptídica este ‘loop’ y se representa 
en la estructura tridimensional de la enzima. 
 
Los resultados del estudio se muestran en la Figura 1A.5, en ella se destacan los grupos 
funcionales que han sido revisados. Como se observa, cercana a la zona del sitio activo se 
encuentran dos aminos terminales, debido a que, en su estructura cuaternaria, la enzima es un 
dímero. Esta zona es la más interesante para la biofuncionalización, ya que con la unión de 
AuNCs entorno al sitio activo, se incrementa la posibilidad de transferencia de energía entre el 
AuNC y el grupo FAD de la enzima (presente en el interior de su sitio activo). De esta forma se 
promueve que tras la unión del sustrato (Ch) al centro activo de la ChOx, a la par que se produzca 
un cambio en la fluorescencia del grupo FAD de la misma, se genere una trasferencia de energía 
al AuNC y sea posible observar también cambios en su fluorescencia. 
 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 1A.5: estructura tridimensional y grupos funcionales en la superficie de la enzima ChOx 

(arthrobacter globiformis); A) Cara posterior de la enzima; B) Cara frontal de la enzima donde se 

encuentra el sitio activo y los aminos terminales. 

Por ello, la estrategia a seguir se basará en la química de la carbodiimida, mediante la activación 

de los grupos carboxilo de los AuNCs de oro y la unión de estos, mediante enlace covalente, a 

los aminos terminales primarios de la enzima. Según el esquema mostrado en la Figura 1A.6. 

 

Figura 1A.6: Reacción esquemática de la bioconjugación usando el método de la carbodiimida. 

Es importante que la estrategia de funcionalización respete la orientación de los grupos 

funcionales de la enzima y mantenga su actividad biológica tras la inmovilización de la misma a 

la superficie del AuNC. 

 

A B Lisinas 

Argininas 

Loop (sitio activo) 
Aminos terminales 
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1A.4.1.3. Planteamiento de la estrategia de biofuncionalización  
 

Con la finalidad de que a la hora de realizar la biofuncionalización, los grupos amino terminales 

de la enzima reaccionen de forma covalente con los grupos carboxilo de los AuNCs, se buscaron 

las condiciones de pH adecuadas, en las cuales sólo los grupos amino terminales sean reactivos 

(estén desprotonados) y tengan, por tanto, mayor probabilidad de actuar como nucleófilos en 

la química de unión seleccionada.  

Para este planteamiento, es fundamental tener en cuenta el pKa de los aminoácidos de los 

aminos terminales ( 7,5) y el de otros grupos aminos ionizables en la superficie proteica que 

puedan actuar también como nucleófilos en la reacción (-amino de las cadenas laterales de 

lisina, pKa  10) (Figura 1A.7). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1A.7: Punto isoeléctrico y pKa de los aminoácidos de la enzima ChOx (arthrobacter 

globiformis). 

Por lo tanto, deben escogerse pHs de reacción que aseguren la reactividad de los grupos aminos 

terminales (desprotonados), evitando que los -amino de las cadenas laterales de lisinas sean 
reactivos (protonados). Se sabe que puede haber lisinas con pKa alterados más bajos de los 
normal, por lo que por seguridad se trabaja a pH < 9, ya que, si las mismas se encuentran 
desprotonadas, podrían unirse covalentemente a los AuNCs. Como muestra la Figura 1A.5, las 
lisinas son muy abundantes en toda la superficie de la enzima, por lo que la activación de estas 
alejaría a los AuNCs del centro activo. 
 
Además de tener en cuenta el pKa de las lisinas y los aminos terminales, también se debe tener 
en cuenta el punto isoeléctrico (pI) de la enzima. Los AuNCs presentan una alta densidad de 
cargas negativas (grupos carboxilo desprotonados) en su superficie, por lo tanto, pueden actuar 
como intercambiadores catiónicos, es decir, unirse de forma reversible por atracción 
electrostática a proteínas con carga neta positiva. Como los procesos de adsorción iónica al 
AuNC son más rápidos que las reacciones de unión covalente, para tener el control de la 
orientación a través de la unión covalente por los aminos terminales de la enzima, hay que evitar 
la unión iónica de la misma a la superficie de los AuNCs. Por lo tanto, es recomendable trabajar 
a un pH donde la enzima tenga carga neta negativa y así la única forma de unirse a la superficie 
del AuNC sea por una unión covalente entre los aminos primarios de la misma y los carboxilos 
activados del AuNC. 
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Dado que el pI de la enzima es de 4,1, pHs por encima de 5 aseguran una carga neta negativa de 
la misma. Por tanto, el pH de unión de la enzima a los AuNCs activados con carbodiimida debe 
estar entre 5-8.  Debido al pka de los aminos terminales, entorno a pH 6 el 99% de los mismos 
se encuentra en la forma NH3

+, por tanto, se buscará trabajar a pHs superiores a 6,5. A pH 7 el 
50% de los aminos se encuentran como NH3

+ y el otro 50% como NH2 (especie reactiva hacia 
carboxilos activados con la química de la carbodiimida). Entorno a pH 8, el 99% de los aminos se 
encuentra como NH2, pero se encuentra cerca de un pH conflictivo, donde las Lisinas pueden ser 
reactivas, pH 9. Por tanto, se decidió trabajar a pH entre 6,5 y 8. 
 
 

1A.4.1.4. Elección de la disolución amortiguadora para la biofuncionalización 
 
Para cubrir las condiciones de pH comentadas, se estudió la estabilidad coloidal de los 
AuNCs@LA en las disoluciones amortiguadoras indicadas en la parte experimental y se evaluó 
por fluorescencia, el efecto de las mismas sobre la estabilidad de los AuNCs@LA. Los resultados 
de estos estudios se recogen en las Tabla 1A.3 que muestra la intensidad del máximo de emisión 
del AuNC@LA, recogida en cada tiempo evaluado para cada disolución amortiguadora.  
 

 
 
Tabla 1A.3: intensidades de fluorescencia en el máximo de emisión de AuNCs@LA (700 nm) con 
λext 300 nm, en cada uno de los tiempos de medida, para cada tampón. 
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De estos resultados se extraen las siguientes conclusiones: 
- En disolución amortiguadora fosfato, mantienen la estabilidad coloidal relativa durante 24 

horas en diversas disoluciones amortiguadoras, a destacar, NaP 50 y 25 mM, pH 8 (97% y 
75% de la señal fluorescente inicial, respectivamente) y NaP 25 mM, pH 7,5 (91% de la señal 
fluorescente inicial). 

- En disolución amortiguadora MES, mantienen la estabilidad coloidal relativa durante 24 
horas únicamente en MES 100 mM pH 7 (86% de la señal fluorescente inicial). 
 

 

1A.4.1.5. Esquema de bioconjugación de AuNCs@LA con colina oxidasa 
 

Una vez establecidas las estrategias para la unión dirigida, se planteó el protocolo de 
biofuncionalización utilizando la química de la carbodiimida que se dividió en cuatro etapas: 
 
1. Activación de AuNCs con EDC y sulfo-NHs: para esta etapa el pH óptimo se encuentra entre 

6,5 y 7, nunca superiores debido a la inestabilidad del intermedio 1 (Figura 1A.6), lo que 
podría provocar la hidrólisis del mismo. Esta etapa se diseñó ajustando las relaciones 
molares; Enzima:EDC (1:1500) y EDC:Sulfo-NHs (1:2)53. La activación se llevó a cabo durante 
30 min a Tª ambiente. Se utilizó sulfo-NHs para así mantener la carga neta negativa de los 
AuNCs a pesar de su activación con carbodiimida. 

2. Purificación de AuNCs activados: se llevó a cabo por ultrafiltración para eliminar el exceso 

de EDC y NHs-sulfo. Proceso rápido a 4°C, a esta temperatura se pretende evitar la 

posibilidad de hidrólisis del intermedio 1. 

 

3. Biofuncionalización de AuNCs con la enzima: se utilizaron pHs comprendidos entre 7 y 8, 

que permiten la reactividad de los aminos terminales (desprotonados) y eviten la 

desprotonación de los -aminos de las lisinas. Durante 2 horas a Tª ambiente. 

 

4. Bloqueo de los carboxilos activados: la intención de esta etapa es evitar que los carboxilos 

de los AuNCs que no se han unido a la enzima, sigan siendo reactivos y puedan existir 

reacciones secundarias como, el entrecruzamiento entre AuNCs biofuncionalizados o la 

unión inespecífica de componentes de la muestra a analizar.  

Con estas pautas se escogieron de entre las disoluciones amortiguadoras seleccionadas, aquellas 

que se ajusten mejor a estas condiciones. El protocolo completo y las disoluciones 

amortiguadoras seleccionadas se precisan en la parte experimental (apartado 1A.3.3). 

 

1A.4.2. Bioconjugación de AuNCs@LA con colina oxidasa 

 

1A.4.2.1. Estudio de la relación -moléculas ChOx :AuNCs- en la bioconjugación 
 
Como primer paso en la optimización de la bioconjugación, se propuso la optimización de la 

relación entre ChOx:AuNCs, con el fin de alcanzar un alto porcentaje de modificación de las 

moléculas de enzima a través de sus amino primarios, sin que haya un exceso muy grande de 

AuNCs sin unir. Cada dímero enzimático tiene dos aminos terminales (ambos cercanos al sitio 
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activo), por lo que la relación óptima debería ser 1:2. Sin embargo, los grupos carboxilo activados 

con carbodiimida son poco estables en el tiempo y en ocasiones es necesario utilizar relaciones 

superiores para asegurar el marcaje de todas las moléculas de enzima con AuNCs. Por otro lado, 

no es adecuado utilizar excesos muy grandes de AuNCs ya que se puede forzar la unión de los 

mismos a los -aminos de lisinas con un pKa alterado, más bajo de lo usual.   

Para ello se evaluaron diferentes relaciones -moléculas ChOx:AuNCs-, manteniendo en todos los 

casos la concentración de ChOx (300µg/µL equivalentes a 3,01·1015 moléculas/mL) y variando 

las concentraciones de AuNCs como se describe en la parte experimental (apartado 1A.3.5).  

Debido a que, tanto la enzima como los AuNCs tienen tamaños similares, es difícil separar por 

técnicas sencillas (filtración, utrafiltración, centrifugación) los AuNCs biofuncionalizados de las 

moléculas de enzima o AuNCs sin biofuncionalizar. Por lo tanto, con este tipo de material es más 

difícil caracterizar la biofuncionalización que con nanopartículas de mayor tamaño. Este hecho 

hace necesario utilizar varios métodos de caracterización que nos permitan asegurar la unión 

covalente de los AuNCs a la ChOx y aplicarlos tanto al bioconjugado como a los siguientes 

controles definidos en la parte experimental: 

i) Control ChOx (ChOx-c): la enzima sola diluida a la concentración utilizada durante la 

funcionalización. 

 

ii) Control AuNCs (AuNCs-c): los AuNCs diluidos a la concentración utilizada durante la 

funcionalización. 

 
iii) Control AuNCs + ChOx (Bcontrol): mezcla de AuNCs y enzima sin biofuncionalizar, a la 

concentración utilizada durante la funcionalización. Este es un control que permite 

determinar la existencia de unión no covalente de la enzima al AuNC (adsorción iónica, 

adsorción hidrofóbica...). 

 

1A.4.2.2. Caracterización por electroforesis de los bioconjugados AuNCs@LA@ChOx 
 

Se utilizó la electroforesis de agarosa (parte experimental, apartado 1.3.2.4.) para evaluar las 

variaciones en la movilidad, carga y tamaño de los controles y el bioconjugado resultante en 

cada una de las proporciones de bioconjugación. Es de esperar que, si la enzima se une al AuNC, 

se observe un cambio en su movilidad y por lo tanto si toda la enzima es modificada de forma 

covalente, no se aprecie la banda proteica correspondiente a la enzima sin modificar. La 

fluorescencia de las muestras en estos geles, tanto del FAD de la enzima ChOx como de los 

AuNCs, puede visualizarse con la ayuda de una lámpara UV. 
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Figura 1A.8: Electroforesis de agarosa 4% en la que se observa la fluorescencia de las muestras 

mediante una lámpara UV. Las muestras evaluadas son:  ChOx-control (primer carril) y para cada 

relación ChOx:AuNCs (1:n), un bloque de tres carriles, dentro de cada cual de Izda a Dcha: 

AuNCs-control, bioconjugado control (AuNCs + ChOx sin biofuncionalizar) y bioconjugado. 

 
De la Figura 1A.8, se pueden extraer diversas conclusiones: 

- En todos los casos, en el carril del bioconjugado, desaparece la banda de ChOx libre (ChOx-

C), lo cual confirma la unión de la enzima covalente al NC e indica que no queda ChOx libre.  

 

- Esta banda de ChOx sí aparece en el caso del Bcontrol (AuNCs + ChOx sin biofuncionalizar), 

sin sufrir variación significativa de intensidad. Además, se observa otra banda con menor 

movilidad, pero de muy baja intensidad que demuestra una cierta adsorción física (iónica 

y/o hidrofóbica) pero que puede considerarse no significativa (<10%). Esta banda adjudicada 

a la adsorción física, también aparece en el caso de los bioconjugados y potencia su 

intensidad a partir de la proporción 1:3. 

 

- En todos los casos, en el bioconjugado, aparecen bandas en la zona superior, prácticamente 
a la altura del pocillo, que corresponden a la unión covalente de la enzima con el AuNCs. 
Estas bandas se deben a compuestos de mayor tamaño, por lo cual tienen una movilidad 
menor, además al no ser bandas definidas, puede indicar polidispersidad y existencia de 
compuestos de diversos tamaños. Estas bandas en el bionconjugado, debidas a enlace 
covalente, aumentan su intensidad a medida que aumenta la proporción ChOx:NC, desde 
1:1 hasta 1:3, sin embargo, a partir de 1:5 no se puede encontrar correlación entre las 
bandas y la proporción. 

 

1A.4.2.3. Caracterización por fluorescencia de los bioconjugados AuNCs@LA@ChOx 
 

Se obtuvieron los espectros de emisión de cada uno de los bioconjugados y controles utilizando 

la longitud de onda de exitación de AuNCs (λext 300 nm) y la longitud de onda de excitación del 

FAD (λext 405 nm), que se muestran para el ratio 1:2 en la Figura 1A.9. Se observa que el 

bioconjugado presenta fluorescencia debida tanto a los AuNCs como a la enzima ChOx; esta 

última consiste en la fluorescencia de aminoácidos, especialmente triptófano (a unos 340 nm 

bajo una excitación de 225-275 nm) y la fluorescencia del FAD (a 525 nm, excitación a 405 nm).  
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Figura 1A.9: Espectros de emisión para la relación ChOx:AuNCs 1:2 A) con λext 300 nm, de los 

controles AuNC-c, Bcontrol y del bioconjugado B) con λext 405 nm, de los controles ChOx-c, 

Bcontrol y del bioconjugado 

Estos máximos también están presentes en los controles, sin embargo, existen diferencias 

interesantes entre ellos que también dependen de las relaciones ChOx:AuNCs, mostradas en la 

Figura 1A.10. 

- El máximo de los AuNCs a 700 nm se intensifica en el bioconjugado en comparación al 

Bcontrol e incluso a AuNCs-c (Figura 1A.9A); sin embargo, la diferencia en la intensidad de 

fluorescencia entre el bioconjugado y su control (Bcontrol) es casi la misma para 

proporciones superiores a 1: 2 (Figura 1A.10). Esto indica que la bioconjugación aumenta 

la fluorescencia de los AuNCs y también que la estequiometría ChOx:AuNCs óptima es 1:2. 

 

- El máximo debido al triptófano (alrededor de 350 nm) disminuye con la concentración de 

AuNCs, debido al efecto de filtro interno producido por el nanomaterial (Figura 1A.10). 

Además se observa el desplazamiento de este pico a una longitud de onda superior en el 

bioconjugado en comparación con el Bcontrol (Figura 1A.9.A);  esto indica que los grupos 

de triptófano están expuestos a un ambiente más hidrofílico54 en el bioconjugado, que es 
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consistente con un cambio estructural de la enzima (más abierta) debido a la 

bioconjugación. 

 

- Por último, el cambio estructural sufrido por el ChOx en el bioconjugado se observa 

también en los espectros de fluorescencia que se llevan a cabo a λext = 405 nm, que 

corresponde a la máxima excitación del grupo FAD, mostrándose la potenciación de la 

fluorescencia del mismo en el bioconjugado respecto de ambos controles (Figura 1A.9B). 

Además, esta figura muestra que la intensidad de fluorescencia FAD a 525 nm en el control 

del bioconjugado y en el control de ChOx es muy similar, pero considerablemente menos 

intenso que en el bioconjugado; esta mejora puede deberse al hecho de que el grupo FAD, 

en esta configuración, es menos propenso a verse afectado por los desactivadores 

naturales de proteínas42. 

 

Figura 1A.10: Intensidad de fluorescencia con λext=300 nm de los AuNCs (λem =700 nm) y de los 

grupos triptófano (λem =370 nm) para cada ratio evaluado ChOx:AuNCs (1:n) de las muestras A) 

control del bioconjugado (Bcontrol) B) bioconjugado. 
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1A.4.2.4. Caracterización los bioconjugados mediante HR CS GFAAS. 
 
Finalmente, se propuso la posibilidad de estudiar la formación del bioconjugado utilizando la 
técnica de espectrometría de absorción atómica de alta resolución de fuente continua con horno 
de grafito (HR CS GFAAS), que se basa en la formación de una nube de átomos a partir de una 
muestra líquida o sólida, mediante la aplicación de un programa de temperaturas adecuado. De 
esta forma, la determinación se realiza a través de la absorbancia que generan los átomos, que 
se relaciona con la concentración de la muestra mediante la ley de Lambert-Beer. En el ámbito 
de los nanomateriales, esta técnica se está comenzando a utilizar, fundamentalmente, como 
método de determinación de la concentración de Au total en nanopartículas. Estudios recientes 
llevados a cabo por el grupo MARTE (Métodos Rápidos de Análisis con Técnicas 
Espectroscópicas) de la Universidad de Zaragoza, que han demostrado que los perfiles de 
absorción obtenidos por HR CS GFAAS durante el paso de atomización de Au (III) y AuNP exhiben 
algunas diferencias, por lo que se ha mostrado la capacidad de esta técnica para la diferenciación 
y caracterización de nanopartículas de oro y diferenciación de tamaños en muestras acuosas.55 
 
Dado que el entorno químico de Au es diferente en AuNCs-c, Bcontrol y en el bioconjugado, 
también se esperan perfiles de absorción diferentes obtenidos por GFAAS. En primer lugar, la 
Figura 1A.11 muestra en todos los casos un pico en torno a 8,5 s atribuido a la materia orgánica 
que es más volátil y por tanto se atomiza antes.  
 
Mas específicamente, la Figura 1A.11A muestra que para AuNCs-c, el pico de atomización para 
Au aparece alrededor de 11.5 s, sin embargo, pero para Bcontrol este máximo se desplaza y pasa 
a tiempos de atomización más largos, de tal manera que cuanto mayor es el exceso de AuNCs, 
mayor es el tiempo de atomización y más intenso es el pico de absorción. Cuando el 
bioconjugado es sometido al mismo proceso (Figura 1A.11B), aparece un nuevo pico alrededor 
de 10 s, que es claramente diferente al de Bcontrol. Este nuevo pico (Biocon) siempre aparece 
al mismo tiempo de atomización y con casi la misma altura (una vez restado el aporte debido al 
Bcontrol), lo que concuerda con los resultados observados usando fluorescencia. Como puede 
verse en la Figura 1A.11B para relación ChOx:AuNCs 1: 2 no hay pico debido a AuNCs libres, lo 
que confirma esta relación como óptima. 
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Figura 1A.11: Registros de absorbancia versus tiempo obtenidos usando HR CS GFAAS de los 

diferentes ratios ChOx:AuNCs y el control AuNC-c para A) Bcontrol B) Bioconjugado. 

 

1A.4.3. Variación de la fluorescencia de AuNCs@LA@ChOx durante la reacción 

enzimática: mecanismo de detección 
 
De acuerdo con la Figura 1A.9B, el seguimiento de la reacción entre el bioconjugado (elegido 

como óptimo en la relación ChOx:AuNCs 1:2) y Ch se puede llevar a cabo midiendo la 

fluorescencia del FAD (λem = 525 nm) o la fluorescencia de AuNCs (λem = 700 nm).  

Figura 1A.12: Variación de la intensidad de fluorescencia del bioconjugado (λext = 405 nm) a las 

longitudes de onda de emisión de AuNCs (700 nm) y de ChOx (525 nm) durante la reacción 

enzimática del bioconjugado con Ch. La linea punteada indica el perfil de fluorescencia simulado 

solo debido al O2. 
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Cada uno de estos máximos de emisión presenta un excitación máxima a una longitud de onda 

diferente, 405 nm y 300 nm respectivamente. Sin embargo, el interés se centra en seguimiento 

de la fluorescencia de ambos fluoróforos simultáneamente, para propiciar fenómenos de 

transferencia de energía. Dado que los AuNCs presentan un espectro de excitación amplio y 

absorben a la longitud de onda de excitación FAD, 405 nm, se seleccionó esta como longitud de 

onda de excitación para ambos fluoróforos. 

La Figura 1A.12 muestra los dos perfiles cinéticos obtenidos: 

• Los cambios observados en la fluorescencia FAD (emisión a 525 nm) concuerdan con las 

expectativas teóricas para la enzima ChOx sola en su reaccion con Ch. Cuando se agrega Ch 

(t = 100 s), se observa una disminución debido a la dilución y a  partir de este punto (Fi), la 

fluorescencia del FAD disminuye hasta un mínimo (Fmin) debido a la reducción de FAD a 

FAD.H2. Después de un tiempo, la intensidad de fluorescencia aumenta nuevamente al valor 

inicial después de la dilución (Fi). Este proceso es indicativo de la regeneración completa de 

la enzima por reoxidación de FAD. 

• Para explicar el perfil de la reacción de fluorescencia de AuNCs, dos fenómenos deben 

considerarse simultáneamente; la desactivación de la fluorescencia mediada por O2 y el FRET 

con el FAD: 

 

- El consumo de O2 durante la reacción enzimática produce el aumento la intensidad de la 

fluorescencia, esto es observado cuando se realiza el seguimiento de la reacción entre 

Bcontrol y Ch a la longitud de onda de 700 nm que se muestra en la Figura 1A.13. Esta parte 

de la señal se caracteriza por un rápido aumento debido al consumo de O2 por la reacción 

enzimática, y una disminución posterior debido a la difusión de O2 (línea de puntos en la 

Figura 1A.12, que representa la señal simulada debida solo al O2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1A.13: Variación de la fluorescencia durante la reacción entre Bcontrol y Ch a 5,42· 10-

6 M con λext = 405 nm y λem = 700 nm. 

 

- Respecto al FRET, como se muestra en la Figura 1A.14, el espectro de emisión FAD y el 

espectro de excitación de los AuNCs se superponen, lo que resulta en un fenómeno FRET de 

la enzima a los AuNCs. Cuando se reduce el FAD, su emisión disminuye y, en consecuencia, 

el FRET a las AuNCs también disminuye. Esta parte de la señal será cualitativamente similar 

a la del FAD, además de la superposición del efecto del O2; en consecuencia, la señal de 

AuNCs a 700 nm es la caída debida al O2 menos la intensidad debida a FRET. 
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Figura 1A.14: Representación de los espectros de excitación y emisión para el FAD (λext = 405 

nm y λem = 525 nm) y AuNCs (λext = 405 nm y λem = 700 nm). La línea discontinua indica la 

superposición del espectro de emisión del FAD y el espectro de excitación de AuNC, que produce 

la transferencia de energía FRET de la enzima a las AuNC. 

La Figura 1A.15, muestra un esquema a modo resumen del nanobiosensor desarrollado y su 

mecanismo de detección. De esta forma es posible analizar los tres tipos de señales analíticas 

que se muestran en la Figura 1A.12:  

1) El área (AFAD) de la señal de fluorescencia FAD (λext = 405 nm y λem = 525 nm) 

2) El área de las señales fluorescentes de los AuNCs (λext = 405 nm y λem = 700 nm) 
correspondiente al FRET (AFRET), que se caracteriza por un perfil similar al de FAD; esta parte de 
la señal es difícil de diferenciar, por lo que el area de la señal del AuNCs debido al FRET se 
delimita según el tiempo de variación de la señal FAD. 
 
3) El área total del perfil AuNCs (AAuNC) que incluye FRET (AFRET) y el efecto del O2, correspondiente 
a la larga caída de la señal de fluorescencia. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1A.15: Esquema del nanobiosensor enzimático desarrollado para la determinación de 

ACh y su mecanismo de detección. 
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1A.4.4. Evaluación del nanobiosensor para la determinación cuantitativa de colina 
 

La evaluación de la respuesta del nanobiosensor desarrollado fue llevada a cabo mediante el 

estudio de la variación de la señal de fluorescencia del bioconjugado con diferentes 

concentraciones de Ch. Para ello, se extrageron las areas correspondientes a cada una de las 

señales analiticas indicadas en la Figura 1A.12, para cada concentracion de Ch evaluada. La 

Figura 1A.16, muestra la representación del cada una de las areas extraidas frente a la 

concentración de Ch correspondiente, donde se observan en todos los casos que las areas 

muestran dos rangos de respuesta lineal, para bajas y para altas concentraciones de Ch.  

 

Figura 1A.16: Representación del área frente a la concentración de Ch para la variación de 

fluorescencia durante la reacción del bioconjugado; para la señal de AuNCs con λext = 405 nm y 

λem = 700 nm se obtienen las áreas, Área FRET, Área O2 y Área AuNCs (FRET + O2); y para la señal 

FAD con λext = 405 nm y λem = 525 nm se obtiene el Área FAD. 

Haciendo los diferentes ajustes lineales para los dos rangos mostrados por Área FRET, Área O2 y 

Área FAD y un ajuste polinómico de segundo grado para el Área AuNCs (FRET + O2), es posible 

obtener los parámetros analíticos del método, desviación estandar relativa (DER %) y límites de 

detección (LD) y cuantificación (LD) para cada rango, valores que se muestran en la Tabla 1A.4. 

 
Tabla 1A.4: Propiedades analíticas del método para la determinación enzimática de Ch mediante 

la fluorescencia del bioconjugado. 
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El LD es la mínima concentración de analito que se puede detectar en una muestra con un nivel 

aceptable de confianza y se calcula como 3 veces la desviación estándar del blanco. El LC es la 

concentración mínima de analito que puede determinar con un nivel aceptable de exactitud y 

precisión. LC se calcula como 10 veces la desciación estandar del blanco. 

La Tabla 1A.4 muestra un interesante aspecto, el límite de cuantificación obtenido para el Área 

FAD fue menor que el obtenido con el método enzimático usando ChOx sola sin unir a AuNCs48, 

lo cual se debe a la mejora observada en la fluorescencia FAD resultante del cambio estructural 

de la enzima. Resultados similares a este se obtuvieron usando el Área FRET, ya que este 

parámetro mide la misma interanción que el FAD pero con una sensibilidad diferente. 

Además, el Área FRET es solo alrededor del 10% del área total de la señal AuNCs obtenida a 700 

nm, por lo que el area total Área AuNC, se considera una buena aproximación del Área O2.  

Para entender y justificar mejor este comportamiento de la señal AuNCs, se desarrolló un 

modelo capaz de relacionar el área total de esta señal, con la concentración de Ch: 

1.- Antes de la reacción, la cubeta con el bioconjugado contiene un volumen (Va). La intensidad 

de fluorescencia en este momento es F0,a. Es importante recordar que esta disolución contiene 

O2 disuelto, siendo [O2]0 la concentración en este punto. Según la ecuación de Stern-Volmer: 

F0
F0,a

= 1 + Ksv [O2]0          (𝐄𝐜. 𝐀𝟏) 

Siendo F0 la intensidad de fluorescencia de AuNCs cuando [O2]=0, valor no conocido “a priori”. 

2.- Después de la adición del analito la concentración de oxígeno se reduce a: 

[O2]t=0= [O2]0 – 2[Ch]0     (Ec. A2) 

En este momento comienza la difusión de O2 del entorno que rodea a la cubeta. Dado que este 

proceso se rige por una cinética de primer orden, la concentración de oxígeno en la solución 

cambiará a lo largo del tiempo de acuerdo con: 

[O2]t = [O2]0 − 2[Ch]0e
−kdt    (𝐄𝐜. 𝐀𝟑) 

siendo kd la constante de difusión. La ecuación de Stern-Volmer también cambia a lo largo del 

tiempo según: 

 
F0
Ft
= 1 + Ksv ([O2]0 − 2[Ch]0e

−kdt )      (𝐄𝐜. 𝐀𝟒) 

 
3.- Mediante la combinación de (Ec. A1) y (Ec. A4) y tras reordenar seobtiene: 

 

Ft =
F0,a

1 −
2Ksv[Ch]0e

−kdt

1 + Ksv [O2]0

           (𝐄𝐜. 𝐀𝟓) 

 
Esta ecuación se puede normalizar tomando la intensidad inicial (F0,a) como factor de 

normalización. La intensidad de fluorescencia normalizada (FN,t) viene dada por: 
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FN,t =
1

1 −
2Ksv[Ch]0e

−kdt

1 + Ksv [O2]0

           (𝐄𝐜. 𝐀𝟔) 

4.- La integración de la (Ec. A6) da: 

𝐼𝑛𝑡(𝐹𝑁,𝑡) = 𝑡 +
1

𝑘𝑑
 𝑙𝑛 (1 −

2𝐾𝑠𝑣[𝐶ℎ]0𝑒
−𝑘𝑑𝑡

1 + 𝐾𝑠𝑣  [𝑂2]0
) + 𝐾         (𝐄𝐜.  𝐀𝟕) 

 
La constante de integración (K) se obtiene considerando que  t=0  ➔ Int(FN,t)=0 y entonces: 

K = −
1

kd
 ln (1 −

2Ksv[Ch]0
1 + Ksv [O2]0

)          (𝐄𝐜. 𝐀𝟖) 

La combinación de (Ec. A7) y (Ec. A8) da el área en función del tiempo (At) 

At = t +
1

kd
 ln

(

 
1 −

2Ksv[Ch]0e
−kdt

1 + Ksv [O2]0

1 −
2Ksv[Ch]0
1 + Ksv [O2]0 )

           (𝐄𝐜. 𝐀𝟗) 

 
5.- El area obtenida para la solución en blanco ([Ch] = 0) viene dado por: 

A(0) = t          (𝐄𝐜. 𝟏𝟎) 

Entonces, el área debida a la reacción viene dada por: 

At − A(0) =
1

kd
 ln

(

 
1 −

2Ksv[Ch]0e
−kdt

1 + Ksv [O2]0

1 −
2Ksv[Ch]0
1 + Ksv [O2]0 )

           (𝐄𝐜. 𝐀𝟏𝟏) 

6.- El valor del área se puede calcular para cualquier tiempo de reacción. Si se quiere calcular el 

área total (AAuNC), es decir, el área cuando t →∞ la ecuación A11 da lugar a : 

AAuNC =
−1

kd
 ln (1 −

2Ksv[Ch]0
1 + Ksv [O2]0

)          (𝐄𝐜. 𝐀𝟏𝟐) 

 

7.- Finalmente, para valores del argumento del logaritmo de 0 a 2, se puede aplicar la siguiente 

aproximación: ln (x) ≈ x-1 y la ecuación A12 se simplifica al área final: 

AAuNC ≈ 
2Ksv[Ch]0

kd(1 + Ksv [O2]0)
           (𝐄𝐜. 𝐀𝟏𝟑) 

 
La relación lineal obtenida experimentalmente entre AAuNCs y la concentración de Ch (Figura 

1A.16 y Tabla 1A.4) valida la ecuación A13. Además, para reducir el tiempo de medición, es 

posible considerar el área en un intervalo de tiempo dado en lugar del área total. En este caso, 

el modelo también se puede aplicar, pero la sensibilidad y la respuesta de rango lineal se 

acortará en consecuencia. 
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1A.4.5. Evaluación del nanobiosensor para la determinación cuantitativa de 

acetilcolina. 
 

Una vez desarrollada la base del nanobiosensor enzimático, se llevó a cabo el acoplamiento a 

este de la AChE-ACh, para la determinación indirecta de ACh. (Figura 1A.17) 

 

 

 

Figura 1A.17: Reacción de enzimática de AChE y ACh (R1), acoplada a la reacción de 
AuNCs@ChOx (R2) que reacciona con la Ch desprendida en R1. 
 

Para ello se acopló al sistema ya desarrollado (R2), la reacción enzimática con AChE, que 

interviene en la transmisión del impulso nervioso y en la cual, el neurotransmisor ACh se 

hidroliza produciendo Ch de forma estequiométrica (R1). Será esta Ch la que reaccione con la 

enzima ChOx unida a AuNCs, determinando así, de forma indirecta, la concentración de ACh. 

En primer lugar, se estudió la reacción a través de la señal fluorescente del FAD en presencia de 

ChOx libre y ChOx unida a AuNCs (Figura 1A.18). En la figura se muestra el cambio en la 

fluorescencia del FAD durante la reacción enzimática en cada uno de los ensayos, bajo las 

mismas condiciones y concentraciones. Tras la inyección de ACh, se observó que la reducción 

del FAD sucedió a la vez y en la misma medida en ambos casos. Esta observación confirma que 

la presencia de AuNCs no afecta a la reacción enzimática, produciéndose la misma cantidad de 

Ch (en presencia y ausencia de AuNCs) y por tanto el mismo grado de reducción del FAD. El 

estudio mostró también, que en el caso del bioconjugado, la re-oxidación del FAD transcurre de 

forma más lenta, lo que indica un efecto en la difusión del O2 por la presencia de AuNCs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1A.18: Variación de fluorescencia durante la reacción de AChE (1U/mL) y ACh (5·10-5 M) 
con λext= 405 nm y λem= 525 nm para ChOx libre y AuNCs@ChOx. 

(𝐑𝟏)               AChE +  ACh → 𝐂𝐡 + AChEacetilada  

(𝐑𝟐)     𝐂𝐡 + 𝐀𝐮𝐍𝐂𝐬@𝐂𝐡𝐎𝐱𝐅𝐀𝐃
𝐨𝐱
→ 𝐀𝐮𝐍𝐂𝐬@𝐂𝐡𝐎𝐱𝐅𝐀𝐃

𝐫𝐞𝐝
· 𝐇𝟐 + GB(−2O2

) 
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Antes de evaluar la capacidad del bioconjugado en la determinación de ACh, se estudiaron las 
condiciones de la reacción enzimática para asegurar los mejores resultados. En cuando el pH 
óptimo recomendado para la reacción AChE-ACh (pH 7-8)56, es muy similar al usado en la 
reacción de ChOx-Ch, por lo que se mantuvieron las mismas condiciones en cuanto a la 
disolución amortiguadora. Por otro lado, se estudió el efecto de la concentración de enzima 
AChE (Figura 1A.19), mostrándose una mejor cinética de reacción para 2 U/mL. La AChE es una 
de las enzimas con más alta actividad conocidas e incluso a bajas concentraciones es capaz de 
lograr una rápida formación de Ch.57 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1A.19: Variación de la fluorescencia del FAD del bioconjugado AuNCs@ChOx durante la 

reacción de AChE (1, 2 o 4 U/mL) y ACh (7,5 · 10-6 M) con λext = 405 nm y λem = 525 nm.  

En estas condiciones, se evaluó la respuesta del nanobiosensor desarrollado acoplando la 
reacción de AChE, y se llevo a cabo el estudio de la variación de la señal de fluorescencia del 
bioconjugado con diferentes concentraciones de ACh. La Figura 1A.20 muestra un ejemplo de 
la variación de señales generadas durante la excitación (λext = 405 nm) midiendo la fluorescencia 
del FAD (λem = 525 nm) o la fluorescencia de AuNCs (λem = 700 nm). 

Figura 1A.20: Variación de la intensidad de fluorescencia del bioconjugado (λext = 405 nm) a las 

longitudes de onda de emisión de AuNCs (700 nm) y de ChOx (525 nm) durante la reacción 

enzimática del bioconjugado acoplado a la reacción enzimática AChE para la determinación de 

ACh. La linea punteada indica el perfil de fluorescencia simulado solo debido al O2. 
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Los perfiles de fluorescencia obtenidos fueron muy similares a los mostrados para la 

determinación de Ch (Figura 1A.12) debido a que, tras la optimización de la concentración de 

AchE, el tiempo de la reacción de hidrólisis de ACh a Ch fue reducido al mínimo. El modelo 

matemático dado por la ecuación A13, tambien puede ser aplicado a la determinación de ACh, 

reemplazando [Ch]0 por [ACh]0 y consecuentemente, es posible realizar el mismo tratamiento 

analítico de las señales obtenidas. 

Se extrageron las areas correspondientes a cada una de las señales analiticas indicadas en la 

Figura 1A.20, para cada concentracion de ACh evaluada. Así, la Figura 1A.21, muestra la 

representación del cada una de las areas extraidas frente a la concentración de ACh 

correspondiente, donde se observan resultados muy similares a los obtenidos en el caso de la 

calibración para Ch, mostrando tambien dos rangos de respuesta lineal, para bajas y para altas 

concentraciones de ACh, en este caso, tambien para la señal total del area FRET+O2, AAuNcs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1A.21: Representación del área frente a la concentración de acetilcolina para la variación 

de fluorescencia durante la reacción del bioconjugado; para la señal de AuNCs con λext = 405 nm 

y λem = 700 nm se obtienen las áreas, Área FRET, Área O2 y Área AuNCs (FRET + O2); y para la 

señal FAD con λext = 405 nm y λem = 525 nm se obtiene el Área FAD. 

Haciendo los diferentes ajustes lineales para los dos rangos mostrados por Área FRET, Área O2 y 

Área FAD y un ajuste polinómico de segundo grado para el Área AuNCs (FRET + O2), es posible 

extraer los parámetros analíticos del método, DER% y límites de detección y cuantificación para 

cada rango, valores que se muestran en la Tabla 1A.5. 

 

Tabla 1A.5: Propiedades analíticas del método para la determinación enzimática de ACh 

mediante la fluorescencia del bioconjugado. 
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La sensibilidad del método desarollado es suficiente para la determinación de Ch o ACh en varios 

tipos de muestras como alimentos, preparados vitamínicos o incluso muestras biológicas. 58,59 

Además se estudió la estabilidad del bioconjugado AuNCs@ChOx mostrandose que conserva su 

actividad durante al menos dos meses. En cuanto a la reutilización, no se usó una misma 

disolución para más de cinco ensayos consecutivos, por la dilución que supone añadir muestra 

en cada ensayo.  
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1A.5. Conclusiones específicas de la sección 1A 
 

En esta sección se ha desarrollado un nanobiosensor enzimático basado en la fluorescencia de 

nanoclusters de oro para la determinación del neurotransmisor ACh, mediante la 

biofuncionalización de los AuNCs con la enzima ChOx. Las conclusiones que se pueden extraer 

del trabajo realizado son las siguientes: 

1. A partir de los resultados obtenidos en la caracterización de los diversos AuNCs y tras la 

evaluación de las necesidades del método a desarrollar, se han seleccionado los AuNCs@LA, 

teniendo en cuenta como factor principal el solapamiento del espectro de excitación con el de 

la ChOx. 

2. Se ha diseñado y optimizado el esquema de bioconjugación de los AuNCs con ChOx, para ello: 
- Se ha estudiado la estructura cristalina de la enzima ChOx y se ha planteado la estrategia 

de biofuncionalización mediante la unión de los aminos terminales de la enzima a los 
carboxilos de los AuNCs mediante el método de la carbodiimida. 

- Se ha estudiado la estabilidad de la fluorescencia de los AuNCs en diversas disoluciones 
amortiguadoras con diversos pHs y fuerzas iónicas, eligiéndose las óptimas para cada 
etapa. 

3. Se ha obtenido y caracterizado el bioconjugado AuNCs@LA@ChOx. Para ello se ha llevado a 

cabo la bioconjugación estudiando diversas relaciones -moléculas ChOx:AuNCs- y se han 

caracterizado cada una de estas bioconjugaciones por diversas técnicas: espectrometría de 

fluorescencia, electroforesis de agarosa, HR CS GFAAS; concluyéndose como relación óptima 1 

molécula de ChOx por cada 2 AuNCs (proporción 1:2). 

4. Se ha llevado a cabo el estudio de la reacción del bioconjugado AuNCs@ChOx con Ch, 

eligiéndose como óptimo los pares de λext/λem: 405/525 nm para el seguimiento de los cambios 

en la fluorescencia del FAD de la enzima y 405/700 nm para el seguimiento de AuNCs. 

- Se ha estudiado el comportamiento de estas señales evaluándose el mecanismo de 

detección y observándose dos efectos diferentes sobre la fluorescencia de AuNCs a 700 nm:  

la trasnferencia de energía FRET entre estos y el FAD y la desactivación de la fluorescencia 

debida al consumo de O2 de la reacción enzimática. 

- Se han obtenido las areas de las señales a utilizar como parámetro analítico en la 

calibración: el área (AFAD) de la señal de fluorescencia FAD (λext = 405 nm y λem = 525 nm) y 

el área de las señales AuNCs (λext = 405 nm y λem = 700 nm) correspondiente solo el efecto 

FRET (AFRET) o el area total del perfil AuNCs (AAuNC) que incluye FRET (AFRET) y el efecto del 

O2. 

- Se ha diseñado un modelo matemático capaz de ajustarse al comportamiento de la 

fluorescencia de AuNCs. 

5. Se ha evaluado el nanobiosensor para la determinación cuantitativa de Ch y ACh a través del 
acoplamiento de la reacción enzimática de AChE.  
- Se ha estudiado y optimizado las condiciones de la reacción enzimática de 

acetilcolinesterasa con acetilcolina acoplada a ChOx, evaluando los cambios en la 
fluorescencia del FAD de esta enzima libre y unida a AuNCs  

- Se han obtenido los parámetros analíticos del método para ambas determinaciones. 
Mostrándose las amplias posibilidades de la metodología desarrollada respecto a los 
métodos actuales en la determinación de Ch y ACh.
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1B.1. Introducción 
 

El oxígeno es el elemento más abundante en la corteza terrestre y está involucrado en 

prácticamente todas las formas de organismos vivos, por lo que no sorprende que la química 

del oxígeno desempeñe un papel importante en la biología y la medicina. 60 Así, la detección y 

la monitorización continua de oxígeno ha atraído una atención particular en ciencia, como 

puede verse en el alto número de referencias bibliográficas; una búsqueda de "oxygen sensor" 

en Google Scholar produce 2.600.000 resultados (búsqueda realizada el 14 de sept de 2020). 

La determinación óptica de O2 es una de las aplicaciones de luminiscencia molecular más 

interesantes y es aplicada en áreas de investigación como medicina, procesamiento de 

alimentos, seguridad industrial, biología y micro.60–63 Comparado con otros principios de 

detección, como el electrodo Clark amperométrico o la sonda Lambda64,65, presenta varias 

ventajas como la posibilidad de detección remota y no invasiva, la posibilidad de seguimiento 

del analito vía imagen, la posibilidad de miniaturización y el no consumo de analito61. 

La molécula de oxígeno en su estado de menor energía se denomina oxígeno triplete y es la 

forma más abundante y estable de oxígeno en la naturaleza. En este estado, el oxígeno posee 

dos electrones desapareados, que hacen que la molécula sea paramagnética. Cuando se entrega 

energía al oxígeno triplete, estos dos electrones quedan apareados y con spines antiparalelos, 

dando lugar al oxígeno molecular singlete.66 Esta nueva configuración, se descubrió en el año 

1924 y es el estado excitado de mayor energía del oxígeno molecular, es una especie electrofílica 

sumamente reactiva, alrededor de 1000 veces más reactiva que el oxígeno en estado 

fundamental.67 Esto se debe, a que numerosas sustancias con las que reacciona el O2 se 

encuentran en estado singlete, así la reacción singlete-singlete es más  probable que una 

reacción triplete-singlete.  El oxígeno singlete puede ser producido de muchas maneras, ya sea 

química, fotoquímica o biológicamente.68 La Figura 1B.1, muestra diferentes vías para su 

generación.  

 

Figura 1B.1: Formación de oxígeno singlete O2(1Δg) por vías químicas, fotoquímicas y biológicas. 

Adaptación Pereira et al.69 

El oxígeno es ampliamente conocido por ser el desactivador universal de la luminiscencia de 

multitud de moléculas orgánicas, pero en algunos caos puede revertir su función y actuar como 

potenciador de la fluorescencia en las matrices poliméricas.70,71 Bolton, Kenner y Khan 

investigaron el fenómeno de la fluorescencia mejorada por oxígeno y atribuyeron este proceso 
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a un mecanismo de retroalimentación de oxígeno singlete y un mecanismo trivial que implica el 

agotamiento del estado fundamental del fluoróforo orgánico (O2*-T). Sin embargo, los sensores 

de detección de oxígeno no suelen basarse en este mecanismo y generalmente los métodos 

aplican el fenómeno de desactivación colisional de la fluorescencia del analito en el estado 

excitado, por lo que se utilizan reactivos que posean tiempos de vida fluorescente largos. 

El tiempo de vida media de una especie excitada es el tiempo promedio que permanece la 

molécula en su estado de excitación antes de emitir un fotón y volver a su estado fundamental, 

también se define como tasa de decaimiento. Dos de las formas más importantes en las cuales 

una molécula excitada se relaja al estado fundamental son; la relajación (desactivación) no 

radiante y la relajación fluorescente. (Figura 1B.2) 

La relajación vibracional, señalada por las flechas rojas cortas entre los niveles de energía 

vibracionales, tiene lugar durante las colisiones entre moléculas excitadas y las moléculas del 

disolvente. También puede ocurrir el relajamiento no radiante entre el nivel vibracional inferior 

de un estado electrónico excitado y el nivel vibracional superior de otro estado electrónico. Este 

tipo de relajación llamado algunas veces conversión interna, se ilustra por las flechas verdes. La 

relajación fluorescente se observa como flechas naranjas e implica la emisión de un fotón de 

longitud de onda mayor de la que ha originado la excitación. La fluorescencia se trata de una 

transición electrónica permitida, en cambio la fosforescencia implica una transición electrónica 

desde un estado triplete prohibido. Por ello la emisión de energía mediante fluorescencia tiene 

un tiempo de vida del orden de 10 ns, en cambio la fosforescencia tiene una vida media mucho 

mayor, alcanzando los milisegundos o segundos. 

El oxígeno favorece la conversión de las moléculas excitadas del fluoróforo desde el estado 

singlete al estado triplete. Este efecto se traduce a una atenuación o desactivación de la 

intensidad de la emisión fluorescente. 

 

Figura 1B.2: Diagrama parcial de energía para un sistema fotoluminiscente, donde S0 es el estado 

fundamental, S2 el estado singlete excitado, S1 el estado singlete y T0 el estado triplete de la 

molécula orgánica o fluoróforo. 

A lo largo de la historia se han propuesto multitud de moléculas orgánicas fluorescentes como 

sondas de oxígeno60,61, tales como hidrocarburos aromáticos policíclicos, fullerenos y 

especialmente diferentes tipos de complejos metal-ligandos, siendo los más usados aquellos 

basados en Rutenio (Ru)-dilfenilfenantrolina y Platino (Pt) o Paladio (Pd) tetrakisfluorofenil 

porfirinas (PtTFPP o PdTFPP), que presentan las mejores propiedades analíticas y aplicabilidad, 

y suelen ser los reactivos elegidos en los sistemas comerciales de seguimiento O2. 
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Algunos tipos de nanomateriales, especialmente los nanoclusters de metales que poseen largos 

tiempos de vida de luminiscencia, también son candidatos potenciales para detección de O2. Sin 

embargo, se encuentran muy pocas referencias en la literatura (por ejemplo Ghost et al.72 utiliza 

NC de cloruro de Mo) que abordan esta posibilidad. Solo algunos trabajos73–75 explican la 

desactivación de la florescencia de AuNCs encapsulados en proteínas por la presencia de ROS 

(H2O2, O2 -, tert-butyl hydroperoxide (TBPH), OCl- y *OH) que oxidan el enlace Au-S con la 

proteína para formar un producto disulfuro. 

Por ejemplo, Wang et al.76 diseñó un biosensor de fluorescencia para proteasas basado en el 

efecto degradativo de estas proteínas sobre AuNC@BSA; después de la degradación, el O2 

penetra la molécula y la fluorescencia de AuNCs disminuye mediante un mecanismo que no se 

explica claramente. Das et al.77, estudió el efecto del O2 en dos AuNC@BSA (2 nm y 2,5 nm de 

diámetro) con fluorescencia 410 nm y 645 nm respectivamente; los autores observaron  una 

mejora en la fluorescencia de los AuNCs a 410 nm, explicada por el mecanismo (O2*-T) y la 

desactivación de la fluorescencia de los AuNCs a 645 nm, explicada por los autores por la 

presencia de ROS, que liberarían los AuNCs del andamio proteico. Así proponen un mecanismo 

en el que estos AuNCs chocarían entre sí para experimentar una coalescencia dando lugar a la 

formación de nanopartículas más grandes y justifican la aparición de esas nuevas nanopartículas 

con el ensanchamiento en la banda de absorción de BSA y la aparición de un hombro a 510 nm 

característico de las AuNPs. 

Sin embargo, ninguna de estas pocas referencias bibliográficas, menciona la desactivación 

colisional para explicar el efecto del O2 en la fluorescencia de los nanoclusters de oro. Así, el 

objetivo de esta sección se centra en la evaluación de diversos tipos de AuNCs como sondas 

fluorescentes de oxígeno y en el estudio de su mecanismo de desactivación. Además, en esta 

sección se pretende evaluar las posibilidades de AuNCs como sondas de oxígeno para el 

seguimiento de reacciones enzimáticas oxidativas. 

Las enzimas deshidrogenasas o oxidasas son enzimas que catalizan la deshidrogenación u 

oxidación de sus sustratos, a través de la transferencia de electrones o átomos de hidrógeno de 

un dador (reductor) a un aceptor (oxidante). Otras veces la reacción consiste en la incorporación 

de átomos de oxígeno en el substrato. Estas enzimas, se engloban dentro del término 

oxidorreductasas y generalmente se trata de reacciones reversibles que están implicadas en 

multitud de procesos bioquímicos en diferentes tipos de células y organismos. Requieren para 

su funcionamiento de la presencia de un cofactor que cumpla la función de donar o aceptar los 

electrones y los átomos de hidrógeno que las oxidorreductasas añaden o quitan a sus sustratos. 

Además de la colina oxidasa, ya utilizada en la sección 1A, encontramos cientos de 

oxidorreductasas en la naturaleza y en la industria; enzimas peroxidasas, catalasas, lacasas, 

glucosa oxidasas (GOx), alcohol deshidrogenasas, hidroxilasas y reductasas, aunque también 

engloban importantes complejos como la enzima gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa o el 

complejo piruvato deshidrogenasa, etc., esenciales desde el punto de vista del catabolismo de 

la glucosa. 

En bibliografía existen múltiples ejemplos del seguimiento de este tipo de reacciones a partir de 

control del consumo de O2 proporcional a la cantidad de sustrato que reacciona con la enzima; 

un ejemplo son los sensores ópticos basados en GOx para la monitorización continua in situ de 

glucosa que miden los cambios de vida útil de la fluorescencia de los complejos de rutenio 

organometálicos desactivados por  el O2 presente78, el consumo de este en la reacción conlleva 

un aumento en la fluorescencia de estos compuestos. Usando el mismo principio de sensor es 
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posible medir las concentraciones de compuestos orgánicos que se oxidan enzimáticamente en 

presencia de oxígeno, por ejemplo, alcoholes 79,80o aminas biógenas (ABs).81 Sin embargo, se ha 

encontrado que en ocasiones complejos de rutenio pueden afectar en la cinética de las 

reacciones enzimáticas de peroxidasa o glucosa oxidasa82, tanto si se utilizan en disolución sin 

unir a las enzimas como unidos químicamente, sistituyendo al O2 en la etapa de regeneración de 

la enzima, reoxidando su coenzima, lo que se ha observado tanto por UV-vis83, como 

electroquimicamente84. 

Una vez evaluadas las propiedades de AuNCs como sondas de O2, en esta sección se pretende 

evaluar la utilización de estos nanomateriales en el seguimiento de reacciones enzimáticas que 

median consumo de oxígeno y compararlos con los típicos compuestos de rutenio utilizados en 

estas aplicaciones.  

Para ello se seleccionó la enzima diamina oxidasa (DAO),85 una oxidorreductasa con Cu2+ como 

cofactor que degrada aminas biógenas como histamina, cadaverina o putrescina (Figura 1B.3A). 

Estas sustancias tienen gran interés analítico ya que altos niveles de estas en el organismo o en 

alimentos están asociados con problemas de toxicidad y alergias.86 Los métodos estándar para 

el control de aminas biógenas, como la cromatografía HPLC, supone tratamiento de muestra y 

largos tiempos de análisis, así como personal cualificado para su uso.87 En este punto el 

desarrollo de biosensores enzimáticos, se presenta como una gran alternativa a los problemas 

de los métodos clásicos, aportando además selectividad y reversibilidad. Para obtener una 

determinación rápida e in situ de ABs en alimentos, la atención se centra en el desarrollo de 

metodología analítica que se puede implementar en tiras reactivas como sensores desechables. 

Los biosensores enzimáticos de este tipo ya existentes, utilizan la reacción enzimática de 

oxidación ya explicada, relacionando la concentración de amina biógena con la concentración 

de peróxido de hidrógeno liberado, el cual se determina comúnmente por métodos 

colorimétricos o acoplando una reacción enzimática secundaria como la de la enzima peroxidasa 

(HRP) (Figura 1B.3).86  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1B.3: A) Esquema de la reacción enzimática de DAO y ABs mediada por el consumo de 

oxígeno B) Esquema del método colorimétrico para la determinación de ABs que acopla a la 

reacción con DAO la reacción secundaria HRP- H2O2 junto con el colorante ABTS (ácido 2,2'-

azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico). Se muestra también una fotografía del sistema 

implementado en tiras reactivas. 
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Por otro lado, la detección de O2 a altas temperaturas es importante en diversas aplicaciones. 

Algunas enzimas muestran su máxima actividad a altas temperaturas88,89, además, la medición 

de O2 a altas temperaturas también es importante en  la industria automotriz, generación de 

energía, procesamiento de alimentos o reactores químicos y bioquímicos. Sin embargo, los 

sensores de O2 basados en fluoróforos orgánicos presentan limitaciones en este tipo de 

aplicaciones, como la baja estabilidad de estas moléculas a altas temperaturas que produce 

cambios estructurales y por tanto la modificación de sus propiedades ópticas.90 De hecho, la 

fluorescencia de gran multitud de fluoróforos orgánicos e inorgánicos presenta una fuerte 

dependencia de la temperatura que se ha utilizado para el desarrollo de numerosas sondas 

luminiscentes termosensibles91,92 basadas en emisión simple (una sola banda de emisión) o dual, 

para la construcción de termómetros moleculares fluorescentes. Los complejos de rutenio que 

como se ha dicho, son los más eficientes para la determinación de O2 basada en la desactivación 

colisional, también presentan este comportamiento termosensible.93 Desafortunadamente, la 

dependencia de las emisiones con respecto a la temperatura suele ser no lineal y este hecho 

hace que el análisis del efecto del O2 sea difícil, aumentando la posibilidad de introducir grandes 

errores sistemáticos en sistemas mal calibrados. Por su naturaleza metálica, los AuNCs toleran 

temperaturas elevadas, lo que les presenta como posibles candidatos para en su uso como 

sensores de O2 a altas temperaturas frente a los fluoróforos convencionales. 
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1B.2. Objetivos 
 
A la vista de los resultados obtenidos en la sección A de este capítulo, donde se observó que el 

consumo de O2 durante la reacción enzimática producía el aumento la intensidad de la 

fluorescencia de AuNCs. Se planteó el estudio en mayor profundidad del mecanismo de 

desactivación  que produce O2  en la fluorescencia de estos nanomateriales. Así, el objetivo 

principal de esta sección se centra en el estudio del mecanismo de desactivación de la 

fluorescencia en dos tipos diferentes de AuNCs (usando como ligando ácido lipoico o BSA) 

debida al O2. Además, esta sección abarca la evaluación de los AuNCs como sondas fluorescentes 

para la detección de O2 en reacciones enzimáticas y como sondas de O2 a alta temperatura 

Para ello se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

1) Caracterización de la respuesta al oxígeno de los AuNCs y estudio del mecanismo de 
desactivación mediante: 

- La obtención de los tiempos de vida de fluorescencia y rendimientos cuánticos (Φ) de 
ambos tipos de AuNCs. 

- Estudio del efecto del O2 en la fluorescencia de estos AuNCs en disolución a temperatura 
ambiente y ajuste de su comportamiento al modelo de Stern-Volmer, para la obtención de 
las constantes de extinción (Ksv) y eficiencias de extinción molar en cada caso. 

- Comparativa de estos valores con los obtenidos en las mismas condiciones para sondas de 
oxígeno clásicas basadas en complejos de rutenio. 

- Inmovilización de AuNCs en soportes sólidos y evaluación de su respuesta al O2 en fase 
gaseosa utilizando un sensor comercial (basado en rutenio) y comparativa con este mismo. 

 
2) Acoplamiento de AuNCs a determinaciones enzimáticas: utilización del efecto desactivador 
del oxígeno en la fluorescencia de los AuNCs. 

Para ello, se tomó como modelo la reacción de la enzima DAO con su sustrato cadaverina (cad), 

con el fin de obtener una determinación rápida e in situ de ABs en alimentos. La base de la 

detección trata que el consumo de O2 en esta reacción enzimática produzca un aumento de la 

fluorescencia de AuNCs relacionado con la concentración de ABs. Para ello se llevaron a cabo los 

siguientes objetivos: 

1. Seguimiento de la reacción enzimática DAO-cad en disolución a partir de la fluorescencia 

de AuNCs y su comparativa con compuestos de rutenio. 

2. Evaluación de la fluorescencia de AuNCs absorbidos en diversos papeles comerciales y 

efecto de la adicción de reactivos. 

3. Seguimiento de la reacción enzimática DAO-cad en papel a partir de la fluorescencia de 

AuNCs o rutenio. 

4. Fabricación de soportes de celulosa ‘caseros’ con AuNCs+DAO entrampados y evaluación 

de su fluorescencia en la determinación enzimática de cadaverina. 

3) El uso de AuNCs como sondas de oxígeno a altas temperaturas, se evaluó mediante: 

- El estudio del efecto de la temperatura en la fluorescencia de AuNCs inmovilizados en el 
rango de 30 a 210 °C. 

- La valuación de la respuesta al O2 a altas temperaturas de AuNCs inmovilizados, ajuste al 
modelo de Stern-Volmer y obtención de los parámetros analíticos del método de detección. 
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1B.3. Experimental y métodos 
 

1B.3.1. Reactivos y materiales 
 
Las botellas Alphagaz 1 (99,999%) de oxígeno y nitrógeno comprimidos, se adquirieron en Air 
Liquide. Las láminas de cromatografía de capa fina (TLC) de sílica para la inmovilización de AuNCs 
usadas fueron: Polygram Sil G, en la cual la sílica esta soportada sobre polietileno y cuya 
transparencia permite que esta sea utilizada en un sensor óptico, y DC- Fertigfolien Alugram Sil 
G, con sílice soportada sobre aluminio y apta para estudios a temperatura superior de 25 °C, 
ambas TLC son de la casa comercial Macherey-Nagel. 
 
Para el acoplamiento de AuNCs al seguimiento de reacciones enzimáticas se preparó solución 

amortiguadora de fosfato (0,1 M, pH 7) a partir de los sólidos de NaH2PO4, que junto a la amina 

biógena cadaverina (cad) fueron compradas en Sigma-Aldrich. La enzima diamino oxidasa, DAO 

(EC 1.4.3.22) proveniente del organismo Lathirus cicera se compró en Molirom (P021, 280 

U/mL).  La solución de rutenio (Ru(bpy)3) se preparó disolviendo 1 mg de tris (2,2'-bipiridil) 

diclororutenio (II) hexahidrato (Sigma 544981) en 0,50 ml de dimetilsulfóxido (Panreac). Los 

AuNCs fueron sintetizados según los protocolos descritos en este capítulo (apartado 1.3.1.3.). 

Diferentes papeles de la casa Ahlstrom; de microfibra el tipo 121 y 141 (ambos sin aglutinante) 

y 142 (con aglutinante); mezcla de algodón y crayon el tipo 1281; y de algodón puro el tipo 238; 

fueron evaluados para la absorcion del sistema DAO-AuNCs.  

 

1B.3.2. Instrumentación y métodos 
 

1B.3.2.1. Calibración de la sonda FOXY en disolución y gas. 
 

Para la evaluación del efecto de O2 en disolución y en fase gas se utilizó un sensor de 
fluorescencia de O2 Foxy-R de Ocean Optics que consta de un espectrómetro de matriz CCD 
QE65000 acoplado a una sonda de oxígeno FOXY-R (su punta posee un complejo de rutenio 
inmovilizado en un sustrato sol-gel) mediante una fibra óptica QBIF600-UV/Vis y utiliza como 
fuente de radiación una luz LED azul de pulsó Ocean Optics LS-450 nm. Este sensor fue calibrado 
en fase gaseosa insertando la sonda en un recipiente de PVC casero con entrada y salida de 
gases donde se hicieron pasar diversos % (V/V) de O2 con el fin de obtener las curvas de 
calibración. La calibración en disolución de este sensor se llevó a cabo borboteando diversos % 
de O2 en una cubeta con agua miliQ. La concentración en molaridad de oxígeno disuelta en agua 
en cada caso se halló con la ayuda del ECO-Test visocolor 5–88 O2 (Macherey-Nagel), que se basa 
en el método clásico de Winkler.  
 

1B.3.2.2. Efecto de O2 en la fluorescencia de AuNCs en disolución. 
 
Las medidas de fluorescencia en estado estacionario de AuNCs se llevaron a cabo con un 

espectrómetro de fluorescencia Time Master de Photon Technology International (PTI) (TM-

272003) usando ranuras de excitación y fluorescencia de 15 nm, 1000 nm/min como velocidad 

de exploración y las longitudes de onda λext/λem, 400/700 nm para AuNC@AL y 375/650 nm para 

AuNC@BSA. Los flujos de gas de diferentes concentraciones de oxígeno fueron bombeado a 

través de la cubeta que contiene AuNCs y la variación de fluorescencia se midió continuamente 

a lo largo del tiempo durante el paso del flujo a las longitudes de onda de excitación y emisión 
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máximas. Se tomó el valor de intensidad de fluorescencia promedio para cada concentración de 

O2 controlando paralelamente la concentración de O2 en la cubeta utilizando la sonda de 

fluorescencia basada en rutenio Foxy-R. 

 

1B.3.2.3. Medición de los tiempos de vida de AuNCs en disolución. 
 
Las mediciones de los tiempos de vida se realizaron con un láser de colorante pulsado, para ello 

se utilizó el equipo PTI acoplado a un láser N2 (GL-3300) que bombea un láser de colorante, como 

fuente de radiación y posee un estroboscópico sistema como detector. El sistema de detección 

está basado en un fotomultiplicador y mide la intensidad de fluorescencia a diferentes desfases 

tras el pulso de excitación, obteniéndose una curva de decaimiento (intensidad de fluorescencia 

en función del tiempo). El láser N2 bombeó el colorante PLD457, que emite en el rango de 440 a 

478 nm con un máximo a 457 nm. Se midió el tiempo de vida para los AuNCs, haciendo uso de 

los siguientes parámetros instrumentales: 

- λ excitación: longitud de onda correspondiente a la emisión del colorante. 

- λ emisión: longitud de onda de emisión de la muestra; 700 nm para AuNCs@LA y 650 nm 

para los AuNCs@BSA 

- Valor inicial y final del desfase: Se selecciona el valor inicial unos ns antes de que aparezca 

el pulso de excitación (100 ns) y el valor final se elige en función del tiempo de vida de la 

muestra. 

- Tiempo de integración: tamaño de la ventana, en microsegundos, durante la cual se integra 

la señal para cada pulso laser. En este caso 1000 µs. 

- Promedios: número de barridos (intervalos de desfase completos) que se promedian para 

dar el decaimiento final. En este caso se realizan 20 promedios. 

- Disparos: número de disparos del láser que se toman y promedian en cada desfase para 

cada uno de los barridos que se realizan. Se selecciona un valor de 5. 

- Frecuencia de disparo del láser: aumentar la frecuencia implica reducir el tiempo de 

adquisición, pero también disminuir la energía por pulso y aumentar el consumo de N2. Se 

fija en 10 Hz. 

De los registros obtenidos se calcularon los tiempos de vida tanto manualmente como a través 

del software por ajuste a una función. 

 

1B.3.2.4. Inmovilización de AuNCs@LA en soportes de sílica. 
 
Los AuNCs se inmovilizaron sobre láminas de TLC de sílica sumergiendo estas en una solución 
preconcentrada de AuNCs@LA (840 mg/mL de Au) y se dejaron secar a temperatura ambiente. 
Para obtener una deposición homogénea, se aplicaron tres inmersiones, cada una con un ciclo 
de secado. 
 

1B.3.2.5. Calibración del sensor óptico LuminOx™ en gas y modificación del mismo. 
 
El sensor óptico comercial LuminOx™ de SST consta de un LED de excitación de 420 nm, un 
fotodiodo y un compuesto de rutenio como elemento sensor y es capaz de medir la 
concentración de O2 de 0 a 25% (V/V). Para evaluar este sensor se colocó el mismo en una 
cámara casera que se trata de un recipiente de PVC con entrada y salida de gases y se insertaron 
diversas % (V/V) de O2 con el fin de obtener las curvas de calibración en fase gaseosa.  
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El fluoróforo de rutenio colocado en el interior de este sensor comercial fue reemplazado por la 
lámina de sílica con AuNCs@LA como se muestra en la Figura 1B.4. 
 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 1B.4: Sensor óptico comercial Luminox™ modificado con AuNCs en soporte de sílice. 
 

1B.3.2.6. Efecto de O2 en la fluorescencia de AuNCs@LA inmovilizados en sílica a 

temperatura ambiente. 
 
Los espectros de emisión a temperatura ambiente del AuNCs inmovilizadas sobre soporte de 

sílice, se realizaron con el espectrómetro QE65000 acoplado al QF600– Fibra óptica 8-VIS/NIR. 

Para estudiar el efecto del O2 sobre los AuNCs inmovilizados se utilizó el sensor óptico LuminOx 

modificado con la lámina de sílica soportada sobre polietileno con los AuNCs@LA inmovilizados 

(cortada a un tamaño apropiado). Todo el sistema se insertó en una cámara casera de PVC, así 

paralelamente el O2 en la cámara fue monitoreado por el sensor original LuminOx, el sensor 

LuminOx modificado con el soporte de sílica y AuNCs y la sonda de oxígeno FOXY-R para saber 

las concentraciones de O2 dentro de la cámara en cada momento. (Figura 1B.5) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1B.5: Dispositivo utilizado para medir el efecto del O2 sobre la fluorescencia de AuNCs-

sílica en fase gaseosa a temperatura ambiente. 
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1B.3.2.7. Seguimiento de la reacción enzimática DAO-cad a partir de la fluorescencia de 

Ru(bpy)3 o AuNCs en disolución 
 
Las medidas del consumo de O2 durante la reacción enzimática de DAO y cadaverina en 

disolución, se realizaron mediante fluorescencia. Para ello, se colocaron en la cubeta disolución 

amortiguadora fosfato (0,1 M, pH = 7), DAO (1U / mL) y Ru (1,40·10−5 M) o AuNCs@BSA (24,85 

mg/mL) (volumen total 2 mL) y se obtuvo el valor de fluorescencia inicial; para Ru(bpy)3 se utilizó 

longitud de onda deexcitación de 470 nm y de emisión 618 nm; para AuNCs@BSA 470 nm y 650 

nm respectivamente. Después de 100 s, se inyectaron 100 μL de las soluciones de cadaverina a 

la concentración evaluadas (0, 2,5·10-5, 5,0·10-5, 1,0·10-5 y 2,2·10-4 M) y se midió la variación de 

fluorescencia durante la reacción, tomando el valor máximo de emisión del Ru o AuNCs. 

 

1B.3.2.8. Evaluación de la fluorescencia de AuNCs en papeles comerciales 
 
Para la fabricación de las tiras rápidas de detección, se inmovilizaron los AuNCs por absorción 

en divesos papeles comerciales. Para ello se cortaron fragmentos de los diferentes papeles 

evaluados y se depositó en cada uno de ellos 100 L de AuNCs@BSA stock. Se prepararon 

también blancos de estos papeles depositando 100 L de DAO 5 U/mL o cadaverina 2,2·10-4 M. 

Los papeles se dejaron secar durante 2 horas y se evaluó su fluorescencia midiendo con la ayuda 

del espectrómetro portátil QE65000 (450 nm de exitación), acoplado a la fibra óptica QF600– 

Fibra óptica 8-VIS/NIR. La Figura 1B.6 muestra este sistema y el simple procedimiento de 

medida. 

 
Figura 1B.6: A) espectrómetro portátil QE65000 acoplado a la fibra óptica QF600- 8-VIS/NIR de 

Ocean Optics B) Modo de medición de la fluorescencia de los papeles con la sonda vis/NIR. 

Se estudió también el orden de adición de los reactivos en el papel, evaluándose diversas 

opciones: 

- Adición de 30 L de la mezcla AuNCs+DAO* de forma conjunta (tras 2 horas de secado) + 

10 μL cadaverina. 

- Adición de 10 L de cadaverina (tras 10 min de secado) + 30 μL de la mezcla AuNCs+DAO*. 

*Mezcla AuNCs+DAO: 100 μL AuNCs stock + 100 μL DAO 5 U/mL 

Las medidas de la fluorescencia de estos papeles se realizan 1 minuto después de la adición. 



Sección 1B: Nanoclusters de oro como sondas fluorescentes  
para la detección de oxígeno en reacciones enzimáticas 

79 
 

1B.3.2.9. Seguimiento de la reacción enzimática DAO-cad a partir de la fluorescencia de 

Ru(bpy)3 o AuNCs en papel comercial 142. 
 
En primer lugar, se añadieron a los papeles 30 μL de la concentración de cadaverina evaluada 

(0, 2,5·10-5, 5,0·10-5, 1,0·10-5 y 2,2·10-4 M) y tras 10 min se añadieron 30 μL de la mezcla 

AuNCs+DAO (100 μL AuNCs@BSA stock + 100 μL DAO 5 U/mL) o de la mezcla Ru+DAO (5·10−5 M 

Ru(bpy)3 + 100 μL DAO 5 U/mL). 

La evaluación de su fluorescencia se llevó a cabo 1 minuto después de la adición de la muestra 

con el espectrómetro portátil QE65000 (450 nm de exitación), acoplado a la fibra óptica QF600– 

Fibra óptica 8-VIS/NIR.  

 

1B.3.2.10. Entrampamiento de AuNCs y DAO en soportes de celulosa. 
 
Para evaluar otros métodos de entrampamiento de los AuNCs y la enzima, se elaboraron 

soportes de celulosa mezclando 250 μL de pasta de celulosa 10% con 100 μL de AuNCs@BSA y 

5 μL de DAO 10U/mL. Después, 10 μL de la mezcla se depositaron en placas de plástico para la 

formación de los soportes de celulosa-AuNCs/DAO y se dejaron secar durante 1h a 37°C. 

El efecto en la fluorescencia de los AuNCs tras la adición de 5 μL de cadaverina sobre estos 

soportes se midió con el espectrofotómetro de fluorescencia en placa Cary Eclipse, con λext 380 

nm. 

Para la obtención de la pasta de celulosa, se pesó 1 g de celulosa y se disolvió en 10 mL de ácido 

sulfúrico al 32%, agitando durante 1 hora. Después se añadieron a la mezcla 100 mL de agua 

miliQ y se eliminó el sobrenadante por centrifugación 3 veces. La pasta de celulosa resultante 

se filtró a vacio con fiola y lavó 5 veces con agua miliQ. Finalmente, la pasta se disolvió en agua 

miliQ 10% p/v. 

 

1B.3.2.11. Efecto de O2 en la fluorescencia de AuNCs@LA inmovilizados en sílica a altas 

temperaturas. 
 
Para las mediciones de fluorescencia de AuNCs a alta temperatura, se utilizó un sistema de 

calefacción (Pervaporador), descrito anteriormente.93 El sistema consta de una cámara de 

medición con dos ventanas de cuarzo y es capaz de calentarse mediante una resistencia 

cilíndrica. La temperatura es controlada por un controlador digital (precisión, ± 1 °C) y es posible 

calentar a una temperatura máxima de 250 ° C. El conjunto el pervaporador se colocó sobre un 

soporte de PTFE. La lámina de AuNCs@LA inmovilizados sobre el soporte de sílica se colocó 

dentro de la cámara del pervaporador cerca de una de las ventanas de vidrio. La variación de la 

intensidad de la fluorescencia con la temperatura se controló con el espectrómetro QE65000 

acoplado a la óptica fibra QF600–8-VIS/NIR como se muestra en la Figura 1B.7. 
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Figura 1B.7: Esta composición fotográfica muestra el dispositivo utilizado para medir la 

fluorescencia de AuNCs a altas temperaturas. A) El sistema costa de un pervaporador (los AuNCs 

se encuentran en el interior), el controlador digital (para elegir la temperatura del 

pervaporador), la fibra óptica (que excita y mide de forma remota la fluorescencia a través de 

una ventana óptica) y el espectrómetro CCD utilizado y junto con la fuente de excitación; los 

últimos tres componentes están conectados con fibras ópticas. B) El pervaporador, que muestra 

la ubicación de la fibra óptica, los tubos de entrada y salida de la muestra de aire, el calentador 

eléctrico (resistencia) y el termopar para controlar la temperatura del pervaporador. C) Detalle 

del pervaporador, que muestra la ventana óptica de cuarzo y la ubicación de la lámina de sílica 

con AuNCs inmovilizados. 
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1B.4. Resultados 
 

1B.4.1. Calibración de sensores de oxígeno FOXY-R y Luminox. 
 

Se llevó a cabo la calibración de la sonda FOXY-Rutenio, como se indica en la parte experimental 

(apartado 1B.3.2.1) y se obtuvieron las constantes Ksv de Stern-Volmer (modelo que rige la 

desactivación colisional del O2) en fase líquida, donde el [O2] se da en M (Figura 1B.8A) y en fase 

gaseosa, donde el [O2] se expresa en % (V/V) (Figura 1B.8B). La calibración del sensor Luminox, 

que también contiene rutenio como fluoróforo, se llevó a cabo en fase gas y su Ksv (Figura 1B.9). 

Figura 1B.8: Espectros de emisión registrados con la sonda FOXY-R y curvas de calibración 

obtenidas para el sensor comercial (λexc = 450 nm y λem = 600 nm) A) en disolución B) en fase gas 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1B.9: Curva de calibración obtenida para el sensor comercial Luminox® O2 en fase gas (λext 

420 nm), que proporciona la fluorescencia transformada a voltaje. 
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1B.4.2. Obtención de los parámetros fluorimétricos de AuNCs 
 

1B.4.2.1. Evaluación de la estabilidad y fotoblanqueo de AuNCs. 
 

La utilización de la fluorescencia de AuNCs como base de la detección y la intención del 

desarrollo de un sensor reversible que permita su uso continuado, implica la necesidad de que 

estas propiedades fluorescentes permanezcan estables en el tiempo y fundamentalmente 

durante la exposición a la luz de excitación.  Chevrier et al. demostraron la estabilidad de algunos 

tipos de AuNCs frente a la destrucción fotoquímica (fotoblanqueo)94, a pesar de ello se decidió 

estudiar la estabilidad específica de los AuNCs evaluados en este trabajo frente al fotoblanqueo. 

Así, la Figura 1B.10 muestra los resultados obtenidos después de someter a una excitación 

continua de 3 horas a las disoluciones stock de ambos tipos de nanoclusters. Estos estudios 

mostraron una alta estabilidad en el caso de AuNCs@LA y una leve inestabilidad de los 

AuNCs@BSA en particular durante la primera hora y media (en la siguiente 1,5 h esta 

fluorescencia se mantuvo constante). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1B.10: Estudios de estabilidad de fluorescencia y fotoblanqueo para ambos tipos de 
AuNCs en solución. Para AuNC@BSA, λext = 450 nm y λem = 650 nm; para AuNC@LA, λext = 450 
nm y λem = 700 nm. 
 

1B.4.2.2. Medida de los tiempos de vida (τ) de fluorescencia de AuNCs 
 
Como ya se ha dicho, el tiempo de vida es el tiempo promedio que una molécula pasa en el 
estado excitado antes de volver al estado fundamental. Este valor es muy interesante para 
conocer la vida útil de estos nanomateriales como sondas de fluorescencia de O2, ya que largos 
tiempos de vida se asocian con fenómenos de desactivación colisional. La Figura 1B.11 muestra 
los registros del decaimiento de fluorescencia para ambos tipos de AuNCs, así a partir de estos 
datos y del perfil de lámpara, se calculan los tiempos de vida, de forma manual y mediante el 
sofware del equipo, por ajuste a una función. La vida útil de la fluorescencia (τ) fue de 123 ± 9 
ns para AuNCs@LA y de 153 ± 15 ns para AuNCs@BSA lo que permite el uso de estos 
nanomateriales como sondas de fluorescencia de O2. 
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Figura 1B.11: Decaimiento de la fluorescencia para A) AuNCs@LA B) AuNCs@BSA en solución 
acuosa a 2,2 ·10−4 M O2 
 

1B.4.2.3. Medida del rendimiento cuántico () de AuNCs. 
 

Los rendimientos cuánticos de fluorescencia se obtuvieron utilizando el método relativo 

propuesto por Miller et al.95 que se basa en la obtención del  de un fluoróforo utilizando como 

referencia el  conocido de otro fluoróforo  y aplicando la siguiente ecuación simplificada: 

𝜙𝑋 = 𝜙𝑠
𝜀𝜆𝑒𝑥
𝑆

𝜀𝜆𝑒𝑥
𝑋

𝐹𝑐
𝑥

𝐹𝑐
𝑆  

donde el subíndice "x" se refiere al analito y "s" se refiere al estándar utilizado, en este caso fue 

cloruro de tris(bypiridina)rutenio (II) (Ru (bpy) 3Cl2). Las absortividades molares () 

corresponden a las pendientes de las líneas de calibración de absorbancia versus concentración, 

y Fc corresponden a las pendientes de las rectas de calibración de intensidad de fluorescencia 

versus concentración y se utilizó 410 nm como longitud de onda de excitación. El  de Ru(bpy)3 

se obtuvo de la bibliografía95, así la Tabla 1B.1 resume los valores de  y Fc obtenidos con los 

correspondientes rendimientos cuánticos calculados: 

 
Tabla 1B.1: Absortividades molares, pte. de las rectas de calibración de fluorescencia vs 

concentración (Fc) y rendimientos cuánticos () de ambos tipos de AuNCs y Ru(bpy)3 utilizado 
como referencia. 
 

Estos valores  están de acuerdo con los encontrados en bibliografía para AuNCs@LA 

(=0,018)96 y AuNCs@BSA (=0,080)97. Estos rendimientos son comparables a los de los 
fluoróforos orgánicos y están en el rango necesario para su aplicación como sensores ópticos. 
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1B.4.3. Desactivación de la fluorescencia de AuNCs en disolución. 
 

Se estudió el efecto de la concentración de O2 en AuNCs@LA en disolución como se explicó en 

la parte experimental (apartado 1B.3.2.3) 

Se observó que la desactivación de la fluorescencia de AuNCs debida al efecto del O2 se ajusta 

al modelo convencional de Stern-Volmer. (Ec. B1) y no la ecuación modificada para dos 

poblaciones de fluoróforos (accesibles y no accesible).  

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝐾𝑠𝑣[𝑂2]    (Ec. B1)      

Este resultado es consistente con la hipótesis de que los AuNCs se comportan como una entidad 
con una estructura de niveles de energía específica. La constante de Stern-Volmer (Ksv) es 
independiente de la concentración de AuNCs utilizada. La Figura 1B.12 muestra los que valores 
de Ksv obtenidos utilizando diferentes concentraciones de AuNCs@LA son similares en todos los 
casos 

 
Figura 1B.12: Gráficos de Stern-Volmer utilizando soluciones con diferentes concentraciones de 
AuNCs@LA junto con los valores de Ksv obtenidos tras el ajuste lineal de las rectas obtenidas 
usando regresión de mínimos cuadrados.  
 
Así el valor medio obtenido de Ksv fue de 1400 M− 1 (DER= 8,8%). Este Ksv es menor que el 

obtenido para el complejo de Ru (II) complejo de la sonda Foxy-R, lo cual es es consistente con 

el mayor tiempo de vida útil de fluorescencia para compuestos de rutenio. 

Se obtuvieron, además, los tiempos de vida de AuNCs@LA para tres concentraciones de O2 

(Tabla 1B.2).  

 

 

 

 

Tabla 1B.2: Valores de vida útil de AuNCs@LA obtenidos para tres concentraciones de O2, 

mediante la evaluación del decaimiento de la fluorescencia. 
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Al reorganizar la ecuación de Stern-Volmer (Ec. B1), se obtiene la siguiente ecuación (Ec. B2): 

1

𝜏
=

1

𝜏0
+
𝐾𝑠𝑣

𝜏0
 [𝑂2] (Ec. B2)   

la representación de 1/ frente a la concentración de O2 correspondiente da la siguiente 

ecuación: 

1

𝜏
= 0.0061 + 8.21 [𝑂2]     𝑅

2 = 0.98  (Ec. B3)      

Desde la que es posible calcular la Ksv = 1346 M− 1 (DER = 10%) que estadísticamente (prueba t, 

95% de confianza) concuerda con el valor medido a partir de los valores de intensidad (1400 M− 

1) mostrados en la Figura 1B.10. Estos resultados confirman que la desactivación de la 

fluorescencia de AuNCs sigue el mecanismo de colisión de Stern-Volmer. 

Estos resultados fueron extraídos con estudios similares para AuNCs@BSA. Se observó una 

mayor sensibilidad a la extinción de O2 con estos nanoclusters en comparación con AuNC@LA 

con un Ksv de 4479 M− 1 (DER = 10,0%, n = 3) (Figura 1B.13A) solo la mitad al valor obtenido con 

el Rutenio utilizando el el sensor Foxy. El valor Ksv también se calculó a partir de mediciones de 

vida útil obteniendo 3576 M− 1 (DER = 9,8%, n = 3) (Figura 1B.13B) los valores de compararon 

estadísticamente (prueba t); se obtuvo un texperimental de 2,75, que es casi el límite al 95% de 

confianza (t =2,78) y superior al 90%; las diferencias entre estos valores de Ksv se atribuyen a la 

dificultad de reproducir las condiciones de funcionamiento del láser. 

 
Figura 1B.13: A) Gráfico de Stern-Volmer para AuNCs@BSA en la concentración stock, la 

pendiente de esta recta da el valor de la Ksv. B) Valores de vida útil de AuNCs@LA obtenidos 

para tres concentraciones de O2, mediante la evaluación del decaimiento de la fluorescencia. 

 

1B.4.3.1. Medida de la eficiencia de desactivación (γ) de O2 en la fluorescencia de AuNCs 
 

La eficiencia de desactivación de O2 (γ) en la fluorescencia de ambos tipos de AuNCs se calculó 

utilizando las ecuaciones descritas en los libros de B. Valeur (páginas 78-79)98 y de JR Lakowicz 

(página 281)98. 
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a) Eficiencia de desactivación (γ) de AuNC@LA  

De acuerdo con el tratamiento clásico de la desactivación por colisión, Ksv viene dado por: 

𝐾𝑆𝑉 = 𝑘0𝛾𝜏0 = 1500 𝑀
−1    (Ec. B4)     

Que sustituido en (Ec. B1) resulta en: 

𝜏0

𝜏
= 1 + 𝑘0𝛾𝜏0[𝑂2]   (Ec. B5)     

Donde 𝛾 es la eficiencia de desactivación (0< 𝛾 <1), τ0 es el tiempo de vida en ausencia de 

oxígeno ([O2]=0) y k0 es la constante de velocidad bimolecular controlada por difusión dada por 

la ecuación de Smoluchowski: 

𝑘0 = 7.57 ∗ 10
21(𝑅𝑓 + 𝑅𝑂2)(𝐷𝑓 + 𝐷𝑂2)   (Ec. B6)     

R (cm) y D (cm2 s-1) son el radio y el coeficiente de difusión del fluoróforo y de O2. Usando un 

temperature de 293 K, Df puede calcularse de acuerdo con la ecuación de Stokes-Einstein (S-E): 

𝐷𝑓  =
𝑇𝐾𝐵

6𝜋𝜂𝑅
= 2.69 ∗ 10−6 𝑐𝑚2𝑠−1 (Ec. B7)     

donde kB es la constante de Boltzmann (1.38*10-23 m2Kgs-2K-1), T (293K), 𝜂 es la viscosidad 

cinemática del disolvente (agua, 0.00103 kg m-1s-2 at 293K) and R el radio de AuNC@LP (8.0·10-

10 m). El valor DO2 usado, 1.80 ∗ 10
−5 cm2s−1 fue el dado por P. Han y D.M. Bartels98 y el valor 

de RO2 1.73*10-10 m. A partir de estos valores y la ecuación 6 y 7 se obtiene el valor: 

𝑘0 = 1.51 ∗ 10
10 𝑠−1 

y usando el τ de AuNCs@LA para la concentración de saturación de oxígeno en agua (2.2*10-4M) 

obtenida (𝜏 = 123 ∗ 10−9  𝑠) en la ecuación 5 se obtiene el valor de la eficiencia 𝜸 =0.52. Este 

valor es más bajo que el de la mayoría de los fluoróforos moleculares (≈1), lo cual también es 

consistente con la idea de que los niveles de energía responsables de la fluorescencia están 

parcialmente protegidos por la estructura de AuNC. 

b) Eficiencia de desactivación (γ) de AuNC@BSA 

Siguiendo el mismo procedimiento y utilizando los parámetros dados para  AuNCs@BSA: 

KSV = 4479 M
−1 , Df  = 2.39 ∗ 10

−6 cm2s−1, DO2  = 1.80 ∗ 10
−5 cm2s−1, τ = 153 ∗ 10−9 s  , 

Rf  = 0.90 nm y RO2  = 0.173 nm, se calcularon los valores de k0 and 𝛾: 

       
𝑘0 = 1,65 ∗ 10

10 𝑠−1 
𝜸 = 𝟎, 𝟗𝟎 
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Considerando que la accesibilidad de O2 a los niveles de energía de ambos tipos de nanocluster 

es la misma, esta mayor eficiencia registrada para AuNCs@BSA se puede explicar teniendo en 

cuenta que, en este caso, como se observó en el apartado 1.3 de este capítulo ‘Síntesis y 

caracterización de AuNCs’, los AuNCs@BSA están muchos más cerca unos de otros y rodeados 

por un gran cantidad de BSA, dando lugar a un radio aparente más alto y acortando la ruta media 

del oxígeno que facilita la desactivación colisional. 

 

1B.4.4. AuNCs como sondas de O2 en fase gas 
 
Una vez comprobada la viabilidad del uso de AuNCs en disolución como sondas de O2 eficaces, 

se estudió también, el uso de AuNCs como sondas de O2 en fase gas. Para ello AuNCs se 

inmovilizaron, en este caso, sobre un soporte TLC de sílice soportada sobre polietileno y cuya 

transparencia permite que la luz de excitación llegue al nanomaterial inmovilizado en la sílica 

(apartado 1B.3.2.4). Con ayuda de una fibra óptica, se registraron los espectros de excitación y 

emisión de los AuNCs inmovilizados y que se muestran en la Figura 1B.14A, algo peor definidos 

que los obtenidos en disolución, tanto por la naturaleza del soporte como por el sistema de 

medición. La Figura 1B.12B muestra el aspecto de estas láminas durante la excitación con luz 

UV-vis. 

 
Figura 1B.14: A) Espectros de emisión de ambos AuNCs inmovilizados sobre soporte de sílica, 

obtenidos utilizando el espectrómetro QE65000 acoplado a QF600– Fibra óptica 8-VIS/NIR (λexc 

= 450 nm). B) Fluorescencia de una de las láminas TLC con AuNCs@LA inmovilizados excitada 

en el interior de una lámpara UV-vis. 

En este punto se acopló al sensor Luminox ™ O2 cada una de las láminas de AuNCs fabricadas, 

como se muestra en la Figura 1B.4. Para la calibración de este nuevo sensor Luminox 

modificado, se evaluó su respuesta a diferentes concentraciones de O2 dentro de cámara casera 

de PVC y midiendo en paralelo la concentración de O2 en su interior con el sensor Luminox 

original y con la sonda Foxy-R como se explica en la parte experimental (apartado 1B.3.2.6.). El 

sensor comercial emite señales de voltaje (en lugar de Intensidad fluorescente), sin embargo, el 

Ksv no depende de las unidades de magnitud utilizadas para medir el efecto del O2 en la 

fluorescencia del fluoróforo, por lo que la ecuación de de Stern-Volmer (Ec. B1) también puede 

ser aplicada reemplazando la intensidad de fluorescencia (F) por voltaje (V): 
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𝑉0

𝑉
= 1 + 𝐾𝑠𝑣[𝑂2]    (Ec. B8) 

Así la Figura 1B.15 muestra el gráfico de calibración obtenido con el sensor Luminox modificado 

con ambos tipos de AuNCs. Se obtuvieron en tres réplicas en días diferentes con las mismas 

láminas de AuNCs-sílica, demostrando la estabilidad del sistema. Como puede observarse, los 

resultados se ajustan a la ecuación de Stern-Volmer. El Ksv obtenido fue 0,0059 (DER = 4,9% n = 

3) para AuNCs@LA y 0,0031 (DER = 3,3% n=3) para AuNCs@BSA.   

 

Figura 1B.15: Efecto del O2 sobre el sensor Luminox modificado con AuNCs@LA y AuNCs@BSA 

inmovilizados sobre soporte de sílice. (λext= 450 nm)  

La Tabla 1B.3 muestra todas las Ksv obtenidas en fase gas con los diferentes sensores evaluados, 

de esta forma se puede observar que cuantitativamente los Ksv obtenidos para el sensor 

Luminox modificado con AuNCs son cuantitativamente peores que para sensor comercial 

original, sin embargo, al no poder conocer la concentración de rutenio inmovilizada por el 

fabricante es difícil comparar estos resultados. Respecto a la sonda Foxy-R, la Ksv obtenida por 

el sensor Luminox modificado con AuNCs@LA es menos de 2 veces menor que la Ksv obtenida 

para el Foxy-R, lo que se debe a la estructura física del sensor. 

En cuanto a los AuNCs se observa una mayor sensibilidad para AuNCs@LA, al contrario de lo que 

se observó en disolución; AuNCs@LA (Ksv 1346 M-1) y AuNCs@BSA (Ksv 4479 M-1), sin embargo, 

esto es debido a que las longitudes de onda de excitación y de lectura de ambos métodos son 

diferentes. En disolución los Ksv se midieron a las longitudes de onda máximas para cada AuNCs; 

λext/λem fueron 400/700 nm para AuNC@AL y 375/650 nm para AuNCs@BSA. En cambio, el 

sensor Luminox consta de un LED de excitación de 420 nm, longitud de onda adecuada para la 

exictación de AuNCs@LA pero algo alejada del máximo de AuNCs@BSA, lo que justifica las Ksv 

obtenidas. 
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Tabla 1B.3: Ksv en porcentaje volumen/volumen obtenidas para cada uno de los sensores en 

fase gas evaluados. 

En cuanto a las láminas de sílica, como se ha indicado, fueron preparadas tras tres ciclos de 

inmersión-secado de las mismas en las disoluciones stock de AuNCs. Adicionalmente se 

realizaron ensayos evaluando un mayor número de ciclos, pero no se observaron mejoras; de 

hecho, para diez ciclos, la Ksv mostró un rango de respuesta lineal más corto, probablemente 

debido al efecto de autoabsorción a altas intensidades de fluorescencia. Estos estudios 

confirman el optima fabricación a la concentración establecida de AuNCs, así como la estabilidad 

y reproducibilidad del sistema sensor para todo el rango de % O2 en aire evaluado a temperatura 

ambiente. 

Como muestra la Figura 1B.16, la reversibilidad del proceso de desactivación de la fluorescencia 

de AuNCs-silica fue también evaluada y confirmada realizando varios ciclos consecutivos de N2-

O2.  

 

Figura 1B.16: Representación de la fluorescencia frente al tiempo de la lámina AuNC@LA-sílica 

en el sensor comercial que muestra la reversibilidad de esta para la detección de O2 después de 

varios ciclos de flujo de N2 - O2. El voltaje (V) es inversamente proporcional a la intensidad de la 

fluorescencia. 

1B.4.5. Acoplamiento de AuNCs como sensores de oxígeno en reacciones 

enzimáticas: aplicación a la determinación de ABs. 
 

En vista de los resultados obtenidos, se seleccionaron para esta aplicación los AuNCs@BSA que, 

mostraron tiempos de vida y un rendimiento cuántico superior al de AuNCs@LA, lo que conlleva 

a una mayor Ksv promedio. De esta manera se espera obtener mayor sensibilidad en su uso 

como sondas de O2 en determinaciones enzimáticas. 
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1B.4.5.1. Seguimiento de la reacción enzimática DAO-cad a partir de la fluorescencia de 

Ru(bpy)3 o AuNCs en disolución. 
 
En primer lugar, se llevó a cabo la evaluación en disolución de AuNCs@BSA para el seguimiento 

de la reacción enzimática DAO-cad a partir de su respuesta al consumo de oxígeno y su 

comparativa con los resultados obtenidos utilizando Ru(bpy)3, un complejo de Ru típicamente 

usado en esta aplicación. Para cada fluoróforo se recogieron los espectros finales obtenidos tras 

la reacción enzimática con cada una de las concentraciones de cadaverina evaluadas. En la 

Figura 1B.17, se observa como en ambos casos el aumento de la concentración de cadaverina y 

por tanto un mayor consumo de O2 en la reacción enzimática, conlleva al aumento de la señal 

fluorescente. 

 
Figura 1B.17: Espectros de emisión con λext =470 nm de; A) Ru(bpy)3 1,40·10−5 M y B) 

AuNCs@BSA  24,85 mg/mL; tras la reacción enzimática de DAO (1 U/mL) y cadaverina (0, 2,5·10-

5, 5,0·10-5, 1,0·10-5 y 2,2·10-4 M) en disolución amortiguadora fosfato 0.1 M pH 7. 

De estos espectros es posible extraer las intensidades de fluorescencia promedio en su máximo 

de emisión; 618 nm para Ru(bpy)3 y 650 nm para AuNCs@BSA. En este caso, como la 

concentración de cadaverina es inversamente proporcional a la concentración de O2 la Ec. de 

Stren-Volmer (Ec. B1) puede adaptarse como (Ec. B9).  

F

𝐹0
= 1 + 𝐾𝑠𝑣[Cad]    (Ec. B9)      
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Así, la representación F/F0 frente a la correspondiente concentración de cadaverina (siendo F0 la 

fluorescencia de AuNCs@BSA en ausencia de oxígeno) proporciona los ajustes que se muestran 

en la Figura 1B.18. 

 
Figura 1B.18: Gráficos de Stern-Volmer adaptados a la detección de cadaverina para A) Ru(bpy)3 

y B) AuNCs@BSA. 

De esta manera se observa como en el caso de del rutenio (Figura 1B.18A), su fluorescencia 

muestra una saturación de la señal para concentraciones de cadaverina superiores a 1,0·10-5 M, 

sin embargo, podemos ajustar las concentraciones menores a una recta para obtener la Ksv  

aproximada del rutenio en la reacción enzimática, que resulta 8367.9 M-1, frente a la Ksv = 

2144.6 M-1 obtenida para AuNCs@BSA en la Figura 1B.18B, que aunque muestra un valor 

inferior, permite la detección lineal de cadaverina en todo el rango de concentraciones. 

 

1B.4.5.2. Evaluación de fluorescencia de AuNCs@BSA en papeles comerciales 
 

Para obtener una determinación rápida e in situ de ABs en alimentos, se pretende implementar 

esta metodología en tiras reactivas como sensores desechables. Para ello se depositaron AuNCs 

y DAO en soportes de celulosa y se evaluó la fluorescencia de AuNCs en diversos papeles junto 

con los blancos de DAO y cadaverina, que no mostraron fluorescencia en ninguno de los casos. 

(Figura 1B.19) Los espectros obtenidos con la la sonda vis/NIR y el espectrofotómetro portatil 

muestran mejores respuestas para los papeles de microfibra de celulosa, 142, 121 y 141, donde 

los AuNCs presentan la máxima intensidad de fluorescencia sin desplazamiento de su máximo. 

Sin embargo, para los papeles 238 y 1281, basados en algodón, la fluorescencia de AuNCs se ve 

modificada y el pico de emisión se muestra ensanchado. A partir de estos resultados se selecionó 

el papel 142 para futuros estudios, ya que proporciona la mayor intensidad de fluorescencia 

probablemnete debido al mayor entrampamiento de AuNCs en la celulosa por la presencia de 

aglutinantes. 
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Figura 1B.19: Espectros de emisión de AuNCs y de sus blancos inmovilizados por absorción en 

los diferentes papeles comerciales evaluados. 

En este punto se evaluó el efecto del orden de adición de AuNCs y los reactivos DAO y cadaverina 

en el papel seleccionado. Para ello se evaluaron dos posibilidades; A) la adición inicial de 

DAO+AuNCs y la posterior adición del analito, esta es la opción más indicada ya que permite 

secar la mezcla DAO+AuNCs previamente (lo que proporciona un sistema más robusto) y el 

operador solo debe añadir la muestra (Figura 1B.20A); B) la adición inicial de cadaverina y 

posterior de la mezcla DAO+AuNCs, en este caso el operador debe añadir todos los reactivos al 

papel. (Figura 1B.20B) 

 

Figura 1B.20: Espectros de emisión de AuNCs y sus blancos en el papel 142 según el orden de 

adición A) (AuNCs+DAO) + cad B) Cad + (AuNCs+DAO), la concentración de cadaverina es en 

todos los casos 1,00·10-4. 

Como se observa en la Figura 1B.20A, la adición de la Cad sobre la mezcla AuNCs+DAO, 

(previamente absorbidos y secados en el papel) produce la dilución de la mezcla inicial con la 

consecuente disminución de la fluorescencia de AuNCs (∆F1). Sin embargo, esta disminución es 
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mayor cuando la muestra es agua (∆F2), lo que muestra el efecto del aumento de la fluorescencia 

de AuNCs proporcional al consumo de O2 (∆F3).  En la Figura 1B.20B, la adición de la mezcla 

AuNCs+DAO sobre cadaverina, produce la aparición de la fluorescencia (∆F4). Reealizando la 

adición de esta misma mezcla AuNCs+DAO sobre agua, se observa que solo un % de la señal de 

fluorescencia obtenida es la debida al aumento de la F de AuNCs por el consumo de O2 en la 

reacción enzimática (∆F5). 

En la Tabla 1B.4 se recogen los valores de las diferentes ∆F (a 650 nm) que pueden ser tomadas 

como parámetro analítico para la determinación del analito. De donde se observa que tanto ∆F3 

como ∆F4, proporcionan valores similares 

 

Tabla 1B.4: Valores de ∆F a 650 nm extraidos de la Figura 1C.5. 

Como se ha dicho anteriormente, la metodología mostrada en la Figura 1B.20A parecía la más 

indicada, debida a la inmovilización previa de AuNCs+DAO en el papel. Sin embargo, la dilución 

ocasionada tras la adición de la muestra y el consecuente descenso de la F de AuNCs, llevó a la 

selección del otro método (Figura 1B.20B) para realizar la calibración. 

 

1B.4.5.3. Seguimiento de la reacción enzimática DAO-cad a partir de la fluorescencia de 

Ru(bpy)3 o AuNCs@BSA en papel comercial. 
 
Se llevó a cabo la evaluación de los fluoróforos AuNCs@BSA y Ru(bpy)3 para el seguimiento de 

la reacción enzimática DAO-cad en papel comercial, a partir de su respuesta fluorescente al 

consumo de oxígeno. Para cada fluoróforo se recogieron los espectros finales obtenidos tras la 

reacción enzimática con cada una de las concentraciones de cadaverina evaluadas. La 

fluorescencia en su máximo se representó frente a la concentración evaluada dando lugar a las 

gráficas mostradas en la Figura 1B.21, que presentan pendientes muy similares indicando 

sensibilidades próximas. 

Figura 1B.21: Rectas de calibrado para la detección enzimática de cadaverina en papel comercial 

utilizando la fluorescencia de A) Ru(bpy)3 y B) AuNCs@BSA   

∆F1 ∆F3 ∆F4 ∆F5

5532 14149 13612 1924
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De estas gráficas se puede extraer los límites de detección y cuantificación para cada método 

que se muestran en la Tabla 1B.5: 

 

 

 

Tabla 1B.5: Propiedades analíticas del método para la determinación de cadaverina mediante la 

reacción enzimática con DAO a partir de la fluorescencia Ru(bpy)3 y AuNCs@BSA en papel 

comercial. 

Como se muestra en la Tabla 1B.5, para el método en papel ambos fluoróforos proporcionan 

propiedades analíticas similares para la determinación de cadaverina.  

 

1B.4.5.4. Evaluación de fluorescencia de soportes de celulosa con AuNCs y DAO 

entrampados, para la determinación de cadaverina. 
 

A la vista de los problemas de dilución mostrados en el sistema anterior, en el que los AuNCs 

fueron inmovilizados por absorción a los papeles comerciales, se llevó a cabo la inmovilización 

insitu de los AuNCs+DAO entrampados durante la fabricación de soportes de celulosa (Figura 

1B.22). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1B.22: AuNCs y la enzima DAO entrampados en soportes de celulosa caseros sobre placas 

plásticas y su fluorescencia bajo la exposición a luz UV.  

Con este nuevo soporte se pretendió eliminar el efecto de la dilución al añadir la muestra, para 

ello se evaluó la variación en su fluorescencia al añadir diversas concentraciones de cadaverina. 

Las placas con los soportes de celulosa mostradas en la Figura 1B.22 se introdujeron en el lector 

de placas de fluorescencia y se recogieron sus espectros antes y después de la adición de 

cadaverina (Figura 1B.23). Se observa como la adición de agua supone una disminución en la 

fluorescencia del soporte celulosa/AuNCs-DAO, lo que indica una leve dilución sobre este 

dispositivo. La adición de diversas concentraciones de cadaverina supone el aumento de la señal 

de fluorescencia de AuNCs.  
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Figura 1B.23: Espectros de emisión (λext =380 nm) de los soportes de celulosa con AuNCs+DAO 

entrampados y la adición de agua o diversas concentraciones de cadaverina.  

Extrayendo la intensidad de fluorescencia (F) en el máximo de emisión (650 nm) y corrigiéndolo 

con el valor del blanco de agua (F0), podemos obtener la calibración para las diversas 

concentraciones de cadaverina, que se muestra en la Figura 1B.24. Se observa saturación de la 

señal fluorescente para las concentraciones más altas de cadaverina y la gráfica se ajusta a una 

ecuación de segundo grado. 

 

Figura 1B.24: Calibrado para la determinación de cadaverina obtenido con los soportes de 

celulosa con AuNCs+DAO entrampados. 

El método proporciona un límite de detección de 2,17·10-5 M y un límite de cuantificación de 

7,25·10-5 M, similar a los obtenidos con el método anterior. Sin embargo, esta metodología 
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proporciona soportes sensores muchos más robustos y mediante la optimización de su 

fabricación (% celulosa, concentraciones de DAO y AuNCs, proporciones…) es posible mejorar 

las características analíticas del método e incluso aplicarlo a la determinación de otras sustancias 

que implican una reacción enzimática con consumo de O2. 

Estos resultados confirman la posibilidad del uso de AuNCs somo sondas fluorescentes para el 

seguimiento de reacciones enzimáticas que median consumo de oxígeno, como es el caso de las 

enzimas oxidorreductasas. Además, la implementación de esta metodología en tiras reactivas 

como sensores desechables, abre horizontes para la aplicación de este método rápido en la 

determinación in situ de otros analitos de interés bioquímico. 

 

1B.4.6 AuNCs como sondas de O2 a alta temperatura. 
 

Por último, con el fin de evaluar la posibilidad del uso de estos nanomateriales como sondas de 

O2 a altas temperaturas se estudió el efecto de la temperatura en la fluorescencia de ambos 

tipos de AuNCs inmovilizados en láminas de sílica, en este caso soportada sobre aluminio para 

soportar las altas temperaturas. La Figura 1B.25 muestra imágenes del aspecto natural y bajo 

luz UV-vis, de las láminas con AuNCs@L y AuNCs@BSA inmovilizados, así como un blanco, todas 

ellas sometidas a las temperaturas indicadas. De este estudió se pudieron extraer diversas 

conclusiones. Hasta 200 °C la fluorescencia de ambos tipos de AuNCs permaneció, sin embargo, 

en el caso de de AuNCs@BSA se observó una disminución gradual de su fluorescencia con la 

temperatura. Este fenómeno es debido probablemente al exceso de proteína que estabiliza 

estos AuNCs@BSA, lo que dificulta su uso a altas temperaturas, causando el oscurecimiento de 

la lámina debido al quemado parcial de la materia orgánica en exceso, lo cual dificulta la 

medición de la fluorescencia. Por otro lado, en el caso de AuNCs@LA la fluorescencia 

permaneció prácticamente invariable hasta los 200 °C. A partir de esta temperatura ambos tipos 

de AuNCs dejaron de mostrar fluorescencia y es a partir de 400°C cuando se observó el quemado 

completo de la materia orgánica, y el consecuente oscurecimiento de las láminas.  

Finalmente se observó un curioso fenómeno, a 500 °C las láminas tornaron a un color rosado, 

indicando la modificación del nanomaterial de partida. El estudió en profundidad de este 

fenómeno dio lugar a la síntesis y caracterización de un nuevo tipo de AuNPs que se muestra en 

el “Anexo Sección 1B: Síntesis y caracterización de AuNPs estabilizadas por óxidos de oro” y 

su usó se aplicó en el desarrollo de dispositivos electrónicos moleculares, como se explica 

también en este Anexo. 
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Figura 1B.25: AuNCs inmovilizados en sílica tras someterse a las diferentes temperaturas 

indicadas y su aspecto bajo la exposición a luz natural y bajo luz UV-vis. 

Vistos los resultados anteriores, para esta aplicación se decidió trabajar únicamente con 

AuNCs@LA. En primer lugar, se estudió de forma detallada el efecto de la temperatura sobre la 

fluorescencia de AuNCs@LA-silica utilizando el sistema descrito en la sección experimental 

(apartado 1B.3.2.11). Una vez que se colocó la lámina AuNCs-sílice dentro de la celda óptica del 

pervaporador, la temperatura de la resistencia se incrementó de 30 °C a 210 °C en intervalos de 

10 ° C y simultáneamente se registraron los espectros de emisión de la lámina. Después de ello, 

la temperatura se volvió a 30 ° C y se repitió el ciclo de calentamiento una vez más. La Figura 

1B.26 muestra la intensidad de fluorescencia promedio a la longitud de onda máxima de 

excitación y emisión a cada una de estas temperaturas. Como era de esperar, la intensidad de 

fluorescencia disminuyó parcialmente con la temperatura, pero solo durante el primer ciclo. 

Después de enfriar la celda, la intensidad aumentó ligeramente y durante el segundo ciclo se 

observó que la intensidad de fluorescencia ya no dependía de la temperatura.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1B.26: Fluorescencia promedio (n=3) del máximo de emisión de AuNC@LA-sílica a cada 

temperatura evaluada. En un 'primer ciclo' (círculo rojo) de calentamiento de 26 a 210 ° C y en 

un 'segundo ciclo' (cuadrado azul), también de 26 a 210 ° C (λext= 450 nm, λem= 690 nm). 
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Este resultado indica que, durante el primer ciclo, la variación de la intensidad de la fluorescencia 

fue debida no solo al comportamiento esperado sino también a algún tipo de cambio en la 

estructura de AuNC@LA-sílice. Esto se refleja de alguna manera en los espectros de 

fluorescencia Figura 1B.17 que muestra ligeros cambios en intervalo de longitud de onda del 

máximo. Este resultado demuestra que, tras el primer pretratamiento, la plataforma se puede 

utilizar como sensor de O2 a diferentes temperaturas sin afectar la fluorescencia. 

 
Figura 1B.27: Efecto de la temperatura en el espectro de emisión de AuNCs@LA-sílica (λext = 450 

nm) en el primer ciclo de calentamiento de 26 a 200 ° C y un ciclo de enfriamiento disminuyendo 

la temperatura a ambiente. 

Para estudiar la respuesta de AuNC@LA al O2 a diferentes temperaturas, después de someter la 

lámina al pretratamiento térmico (primer ciclo de temperatura), se hicieron pasar a través del 

pervaporador flujos de aire de diversas concentraciones de oxígeno. De esta forma se llevó a 

cabo un estudio sistemático a cuatro temperaturas y tres concentraciones de oxígeno en cada 

temperatura, registrando en cada caso los valores de fluorescencia en la emisión máxima de 

AuNCs@LA-sílice (λem = 690 nm) y se obtuvo una recta de calibración para cada temperatura que 

se ajusta a la ecuación de Stern-Volmer (Figura 1B.28) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1B.28: Gráficos Stern-Volmer obtenidos a diferentes temperaturas al estudiar la variación 

de la fluorescencia (exc=450 nm, em =690 nm) de la lámina AuNC@LA-sílica (pretratada 

térmicamente) en respuesta a diferentes concentraciones de O2. 
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Repitiendo este ensayo 3 veces en cada caso, de las pendientes es posible extraer el Ksv 

correspondiente a cada temperatura, que se muestran en la Figura 1B.29.  

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1B.29: Efecto de la temperatura sobre la constante de Stern-Volmer para AuNC@LA-sílica 

(λext= 450 nm, λem= 690 nm). 

Como se puede ver, los valores de Ksv fueron similares de 45 a 100 °. Sin embargo, es difícil 

predecir el efecto de la temperatura sobre Ksv. Por un lado, cuanto más alta es la temperatura, 

mayor es k0 (el coeficiente de difusión de O2 aumenta con la temperatura) y por otro lado, se 

espera que τ disminuya con la temperatura 99,100 (la constante de desintegración no radiativa 

aumenta101,102).  

Por último, para demostrar la capacidad del sensor para mantener la capacidad de detección y 

reversibilidad después del calentamiento se obtuvo la Ksv a temperatura ambiente (usando tres 

concentraciones de O2) y después el pervaporador se calentó a 100 °C, se enfrió a temperatura 

ambiente y se volvió a medir el Ksv. Este ciclo se repitió 5 veces y los resultados se muestran en 

la Figura 1B.30, donde no se observa ninguna deriva y valores similares de Ksv (DER = 9,9%, n = 

5) para todos los ciclos. De los gráficos de calibración se obtuvo el límite de detección del sensor 

3% (V/V) O2 (3σ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1B.30: Gráficos repetitivos de Stern-Volmer obtenidos a temperaturas ambiente después 

de calentar a 100°C con AuNCs@LA-sílica pretratada (λext= 450 nm, λem= 690 nm) y valores de 

Ksv obtenidos en cada ciclo. 
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1B.5. Conclusiones específicas de la sección 1B 
 

En esta sección se han estudiado el mecanismo de desactivación  que produce O2  en la 

fluorescencia de AuNCs y su implementación a divesas aplicaciones, para ello: 

1. Se han estudiados sus propiedades de fluorescencia, demostrando que su interacción con O2 

sigue el modelo colisional de Stern-Volmer. Para ello se han estudiado los parámetros 

fluorimétricos de dos tipos de AuNCs en disolución acuosa y se ha estudiado el efecto del O2 

en la fluorescencia de estos AuNCs en disolución a temperatura ambiente obteniéndose las 

constantes de extinción (Ksv). 

- AuNCs@BSA mostraron tiempos de vida de 153 ± 15 ns, un rendimiento cuántico (Φ) de 

0.089 y una Ksv promedio de 3576 M−1 (DER = 9.8%, n = 3). 

- AuNCs@LA mostraron tiempos de vida de 123 ± 9 ns, un rendimiento cuántico (Φ) de 

0.018 y una Ksv promedio de 4479 M−1 (DER = 10.0%, n = 3). 

 

De esta manera se ha observado AuNC@BSA son más eficientes que AuNC@LA, sin embargo, 

experimentan cierto fotoblanqueamiento. 

2. Se ha llevado a cabo la inmovilización de ambos tipos de AuNCs en soportes de sílica y se ha 

evaluado su respuesta al O2 en fase gaseosa utilizando un sensor comercial modificado. El 

Ksv obtenido para AuNCs@LA fue 0,0059 (DER = 4,9% n = 3) y 0,0031 (DER = 3,3% n=3) para 

AuNCs@BSA. Se ha comprobado, además, la reversibilidad del proceso de desactivación de 

O2 sobre la fluorescencia de AuNCs-silica, asi como la posibilidad de uso de este sensor 

durante al menos 6 meses dando resultados robustos y reproducibles. 

 

En vista de los resultados obtenidos, se ha estudiado el acoplamiento de AuNCs@BSA como 

sensores de oxígeno en reacciones enzimáticas y su aplicación a la determinación de aminas 

biógenas, para ello: 

 
3. Se ha estudiado la reacción de enzima diamino oxidasa (DAO) con su sustrato cadaverina 

(cad) y su seguimiento a través de la fluorescencia de AuNCs y se ha comparado con el uso 

sales de rutenio utilizadas típicamente para estas determinaciones. Comprobado que a pesar 

de que en disolución el complejo de rutenio Ru(bpy)3 muestra una Ksv mayor que AuNCs, la 

utilización de estos nanomateriales permite la cuantificación de cadaverina en todo el rango 

de concentración, al contrario que el Ru que sufre saturación en la señal de su fluorescencia 

a concentraciones de cadaverina mayores de 1,0·10-5 M. 

 

4. Además, en busca del desarrollo de un método rápido e in situ, se ha evaluado la 

fluorescencia de ambos fluoróforos absorbidos en diversos papeles comerciales. Aquellos 

papeles compuestos por microfibras de celulosa han proporcionado mejores resultados. El 

efecto de la adición de los reactivos DAO y cadaverina sobre la fluorescencia de AuNCs se ha 

evaluado, proponiéndose dos opciones en el orden de adición;  

a. La adición de cadaverina sobre los AuNCs/DAO previamente absorbidos provoca la 

disminución de su fluorescencia por efecto de la dilución.  

b. La adición de los reactivos en el orden inverso (en primer lugar, la muestra y luego la 

mezcla AuNCs/DAO) ha permitido la evaluación del método, obteniendose un LD de 
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2,73·10-5 M y LC de 2,91·10-5 M para la determinación de cadaverina. El mismo método 

utilizando Ru(bpy)3 proporciona resultados similares. 

 

5. En busca de evitar el efecto de la dilución en la adición de reactivos, se han fabricado soportes 

de celulosa ‘caseros’ entrampando insitu durante la fabricación la mezcla AuNCs+DAO. La 

evaluación de su fluorescencia tras la adición de cadaverina ha confirmado la disminución de 

los efectos de la dilución permitiendo un LD 2,17·10-5 M y un LC de 7,25·10-5 M de cadaverina.  

Estos resultados han confirmado la posibilidad del uso de AuNCs como sondas de oxígeno, 

relacionando el aumento de la fluorescencia de la tira reactiva AuNCs-DAO, con el consumo de 

O2 en la reacción enzimática, proporcional a la concentración de cadaverina. Esta metodología 

permite la cuantificación de esta amina biógena en el rango de interés y muestra sus 

posibilidades para la aplicación a otras reacciones enzimáticas con consumo de O2. 

 
Por último, en esta sección se ha estudiado el uso de AuNCs como sondas de O2 a alta 

temperatura, para ello: 
 

6. Se ha estudiado el efecto de la temperatura en la fluorescencia de AuNCs inmovilizados hasta 

500 °C, observándose para ambos tipos la permanencia de la fluorescencia hasta 200°C. Sin 

embargo, AuNCs@BSA han mostrado una menor estabilidad a altas temperaturas debido al 

exceso de BSA derivado de su síntesis. 

 
7. Se ha evaluado la respuesta al O2 a altas temperaturas de AuNCs@LA inmovilizados en el 

rango de 30 a 100 °C. La aplicación de un pretratamiento térmico previo de la lámina AuNCs-

sílica ha permitido la detección de O2 con un límite de detección de 3% (V/V) confirmando 

además el ajuste al modelo de Stern-Volver con una Ksv a Tª ambiente promedio de 0,00228 

(DER = 9,9%, n = 5). Se ha demostrado además que el sensor mantiene la capacidad de 

detección y reversibilidad después del calentamiento continuado. 

 
Este nuevo tipo de sensor basado en fluorescencia AuNCs se presenta como una alternativa 

interesante para la monitorización no invasiva de O2 en ambientes térmicamente agresivos. 

Considerando que el mecanismo de extinción de la fluorescencia es colisional, las interferencias 

en la fase gaseosa provendrán de las mismas sustancias que en el caso de otros sensores de O2 

basados en fluorescencia, es decir, especies paramagnéticas como el óxido de nitroso (NO). 

Trabajando en fase líquida, las interferencias provendrán de compuestos capaces de reaccionar 

con AuNCs, especialmente tioles, por lo que se debe tener precaución con muestras que 

contienen este tipo de componentes. 
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A la vista de lo observado en la sección B (Figura 1B.15), donde los AuNCs inmovilizados en sílica 

mostraron un curioso color rosado tras exponerse a 500 °C, se decidió estudiar en profundidad 

el fenómeno y caracterizar este nuevo tipo de AuNPs en disolución.  

 

A.1B.1. Síntesis térmica en disolución 
 
En primer lugar, se sintetizaron los AuNCs estabilizados con ácido lipoico según el procedimiento 

descrito. Para preparar las nuevas nanopartículas, se colocaron 150 ml de la disolución stock de 

AuNCs (2.265 mgL-1) en un recipiente Pyrex y se calentaron a diferentes temperaturas entre 100 

y 700°C durante 1 hora. Pasado este tiempo, el recipiente se dejó enfriar a temperatura 

ambiente y el residuo sólido se resuspendió en agua Milli-pore Mili-Q (50 mL), la mezcla se 

sonicó durante 15 min y se dejó reposar durante 2 horas para retirar por decantación separó de 

la ceniza insoluble. El aspecto de las diferentes síntesis se muestra en la Figura A.1B.1.  

 

Figura A.1B.1: Aspecto de las AuNPs sintetizadas térmicamente de izda a derecha a 300, 500, 

600 y 700 °C. 

 

A.1B.2. Caracterización de las propiedades ópticas  
 

Se agregaron dos mililitros de cada solución obtenida después del tratamiento térmico a cada 

temperatura, a una celda de cuarzo y se obtuvo el espectro de absorbancia.  (Figura A.1B.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.1B.2: Espectros UV-vis de la formación de AuNCs@LA sometidos diversas 

temperaturas: a) 100 °C b) 200 °C c) 300 °C d) 500 °C e) 600 °C f) 700°C 



Anexo Sección 1B:  
Síntesis y caracterización de AuNPs estabilizadas por óxidos de oro 

106 
 

Se observa que los espectros obtenidos a 100 y 200 °C solo muestran el máximo de absorción 

típico de los aminoácidos alrededor de los 300 nm. Este máximo comienza a desaparecer cuando 

la temperatura sube a 300 °C, esta disminución indica la desaparición parcial de la parte orgánica 

de AuNCs originales y coincide con la aparición de un pico de plasmón a 530 nm y la solución 

adquiere un tono marron/rosado. A partir de 500 °C la materia orgánica desaparece por 

completo, la disolución adquiere un tono rosado más intenso y se comienza a formar otro 

plasmón alrededor de 690 nm, lo que indica otra población de mayor tamaño probablemente 

formada por agregación. A 600 °C este plasmón de 690 nm cambia a 830 nm, lo que indica 

nuevamente un aumento adicional en el tamaño de AuNPs. Finalmente, la señal de absorción 

disminuye fuertemente a 700 °C, debida a la precipitación de las nanopartículas agregadas. 

Por otro lado, se caracterizó la fluorescencia de estos AuNCs tratados térmicamente, para ello, 

se realizaron espectros de fluorescencia 3D con el espectrómetro Cary Eclipse, utilizando las 

siguientes condiciones instrumentales: rendijas de excitación y fluorescencia de 10 nm, λext = 

230-600 nm y λem = 250-850 nm. 

Figura A.1B.3: Espectros de fluorescencia 3D de AuNCs@LA sometidos diversas temperaturas: 

a) 100 °C b) 200 °C c) 300 °C d) 500 °C e) 700°C 
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La Figura A.1B.3 muestra que a 100 y 200°C, los AuNCs exhiben su fluorescencia típica a 

fluorescencia a 700 nm (λext = 300-500 nm), algo menor a 200°C como ya se estudió en la sección 

B. Esta fluorescencia característica desaparece a 300° C y se observa un nuevo máximo de 

emisión grande alrededor de 450 nm con excitación alrededor de 350 nm. La aparición de esta 

nueva fluorescencia coincide con la formación del plasmón a 540 nm, que atribuye a las nuevas 

AuNPs formadas que poseen plasmón a 530 nm. Esta fluorescencia permanece a 500 ° C, con 

cierta pérdida de intensidad, asociada a la agregación de estas AuNPs. A temperaturas 

superiores a 700 °C, esta fluorescencia disminuye fuertemente su intensidad. La imagen de estas 

disoluciones fluorescentes bajo la exposición a luz UV-vis se muestra en la Figura A.1B.4 

 

 

 

 

 

 

Figura A.1B.4: Aspecto bajo la exposición a luz UV-vis de las AuNPs sintetizadas térmicamente 

de izda a derecha a 100, 200, 300 y 500 °C. 

 

A.1B.3. Caracterización de otras propiedades físicas  
 

Se utilizó un microscopio Tecnai F30 en modo STEM, para caracterizar la forma y el tamaño de 

las AuNPs a 500°C (Figura A.1B.5A), cuando toda la materia orgánica se ha quemado. La Figura 

A.1B.5B muestra el histograma de la distribución de tamaños de estas AuNPs, donde se 

observan dos claras poblaciones una de nanopartículas más pequeñas 3,95 ± 1,08 nm y otra de 

nanopartículas más grandes 13,66 ± 3,37 nm, aunque también se observan AuNPs esporádicas 

de tamaños mayores. 

El diámetro hidrodinámico de estas AuNPs se determinó usando un analizador de tamaño de 

partículas (Plus Particle Size-Analyzer, Brookhaven Instruments Corporation) basado en la 

fluctuación dependiente del tiempo de la dispersión dinámica de luz (DLS) de un láser por las 

nanopartículas (Figura A.1B.5C) mostrando un diámetro hidrodinámico principal de 12,5 nm 

coincidente con la población más abundante observada por STEM y otras dos poblaciones 

menos abundantes alrededor de 15,5 y 19,5 nm atribuidas a las nanopartículas minoritarias que 

han crecido con la temperatura y presentan la absorción alrededor de 690 nm. La coincidencia 

entre los tamaños obtenidos por STEM y los proporcionados por DLS (que siempre suelen ser 

mayores a los obtenidos por microscopía) indican que estas AuNPs están estabilizadas por un 

fino recubrimiento que apenas afecta al diámetro hidrodinámico. 

Se determinó también el potencial zeta de una suspensión de 0,01 mg · mL-1 de la muestra de 

AuNPs en KCl 1 mM a 25 °C con un analizador de potencial zeta utilizando Software Zeta Plus. 

La medición del potencial zeta se basa en la dirección y velocidad de las partículas bajo la 

influencia de un campo eléctrico conocido. El valor promedio obtenido fue de -43,82 ± 0,63 mV, 

un potencial muy negativo que evidenció la posibilidad de que estas AuNPs estuvieran 
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recubiertas y estabilizadas por iones de óxido negativo que conducen a un potencial zeta 

negativo. 

 

 

Figura A.1B.5: A) Imágenes STEM de AuNPs formadas a partir de AuNCs@LP a 500 °C. B) 

distribución de tamaño de estas AuNPs. C) Diámetro hidrodinámico de AuNPs obtenidos por 

dispersión dinámica de luz. 

Por último, por ICP-AES la concentración de oro del stock de estas AuNPs obtenidas a 500 °C fue 

determinada, obteniéndose 2,265 mg Au·L-1. 

 

A.1B.4. Caracterización por espectrometría XPS 
 

Se trata de un método de espectrometría fotoelectrónica que implica la medición de los 

espectros de los fotoelectrones inducidos por fotones de rayos X, esta metodología cuantitativa 

y de baja resolución espacial se utiliza habitualmente para estimar la estequiometria, el estado 

químico y la estructura electrónica de los elementos que existen en un material en estado sólido. 

Por ello, este estudio se realizó con las AuNPs inmovilizadas en sílica. En primer lugar, se realizó 

el estudio de absorción de estas con una esfera integradora, los resultados se muestran en la 

Figura A.1B.6, así como las imágenes de las láminas de sílice resultantes obtenidas a cada 

temperatura. Se puede observar que en este caso al obtenerlos AuNPs insitu sobre sílice, al tener 

que agregar más concentración de AuNCs que en solución (tres inmersiones de la lámina de 

sílice en la solución de AuNC@LA original) a 300°C todavía no hemos eliminado toda la materia 

orgánica, y el aspecto marrón de la lámina nos impide ver el plasmón de las AuNP que ya han 
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comenzado a formarse. Por otro lado, en las muestras de 500C y 600 °C se observa el mismo 

plasmón observado en disolución en torno a 530 nm, algo más intenso y ensanchado para los 

obtenidos a 600 °C, debido a una mayor polidespersidad y agregación de los NP por efecto de la 

temperatura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.1B.6: Espectros UV-vis de AuNCs@LA originales inmovilizadas en sílica (a) y su 

apariencia tras el tratamiento a diversas temperaturas: b) 300 °C c) 500 °C d) 600 °C 

Como se ha dicho estas láminas se estudiaron mediante XPS (Figura A.1B.7).  Para el análisis de 

estos resultados debemos tener en cuenta dos factores que provoca el tratamiento térmico: el 

aumento del tamaño de las AuNPs y la modificación de su superficie que sucede al pirolizar la 

materia orgánica de su superficie que actúa como agente estabilizante. 

 

Figura A.1B.7:  Espectros Au4f XPS de AuNPs@LA inmovilizados en sílice a cada temperatura de 

tratamiento. 
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Por un lado, el efecto de tamaño está relacionado con la carga d del átomo de Au, así un 

aumento en el tamaño de AuNPs implica una redistribución de carga que conduce a menores 

energías de enlace. Por otro lado, el agente estabilizante también afecta a la distribución de la 

carga. Los AuNCs originales, cubiertos el ácido lipoico, poseen un fuerte enlace covalente tiol-

oro en la superficie que implica la transferencia de carga de AuNP al tiol. Sin embargo, las AuNP 

sin recubrimiento orgánico reducen su energía de enlace superficial mediante la rehibridación 

de los átomos de Au de la superficie y el núcleo, lo que mejora la interacción d-d. 103 

Como se muestra en la Figura A.1B.7, los espectros de Au4f se desplazan a energías de enlace 

menores a medida que aumenta el tratamiento térmico de AuNCs@LA originales, lo que cpuede 

deberse a un efecto convinado de tamaño y superficie. La exposición de estos AuNCs a altas 

temperaturas conlleva al crecimiento de estos y a la modificación de su superficie. Así, el 

espectro de AuNCs original Au 4f [4f5/2, 4f7/2] tiene las energías de enlace (eV) de [87,77, 84,00]. 

Con respecto a estos, los AuNCs tratados a temperaturas de 300-500 °C tienen un 

desplazamiento a menores energías de 0,495-0,475 eV. El tratamiento a 600 °C presenta un 

desplazamiento de 0,790-0,760 eV. 

En bibliografía se ha podido establecer que el estado de oxidación del oro en XPS muestra 

respuestas bien separadas entre sus óxidos y el oro metálico en la región de energía de unión 

de Au 4f.104 Sin embargo, los espectros Au4f XPS de estas muestras, no mostraron energías de 

unión asociadas con óxidos de oro. Esto se debió a que la composición de la muestra al estar 

inmovilizada en sílice es mayoritariamente Silicio. Para evitar esta posible interferencia, la 

inmovilización se realizó en ausencia de sílice, mediante el secado directo de la muestra en una 

lámina de aluminio, de tal forma que se obtiene un sólido grueso sobre el aluminio, donde la 

composición mayoritaria es Au. (Figura A.1B.8) 

 

Figura A.1B.8: Espectros Au4f XPS y ajuste de AuNCs@LA oríginales (A) y AuNPs obtenidas por 

tratamiento térmico a 600 °C (B), ambos inmovilizados en lámina de aluminio. 

En diferentes trabajos se ha observado e interpretado la separación espectroscópica de la 

respuesta del oro metálico debido a los menores óxidos AuO y o Au2O.104 En la Figura A.1B.8B, 

se observan dos hombros próximos al máximo Au4f [4f5/2, 4f7/2] correspondiente al metal oro y 

que no aparecen en la Figura A.1B.8A de los AuNCs@LA originales. La separación 

espectroscópica de estos nuevos máximos respecto al oro metal es de 1,09 y 1,59 eV 
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respectivamente para Au4f [4f5/2, 4f7/2] y se ajustan a energías de enlace asociadas a los óxidos 

de oro AuO/Au2O. Asimismo, en estas muestras, como en las inmovilizadas en sílica, debido al 

tratamiento térmico, se observó el efecto sumatorio de tamaño y superficie, que produce el 

desplazamiento del espectro Au 4f del oro metálico. En este caso, el desplazamiento a menores 

energías de enlace energía de AuNPs a 600 °C con respecto a las AuNCs originales, es de 0,78-

0,73 eV, similar al observado en la Figura A.1B.7 para las AuNPs a 600 °C. 

 

A.1B.5. Aplicaciones a dispositivos electrónicos moleculares. 
 

Estos resultados llevaron a la conclusión de que las AuNPs obtenidas estaban estabilizadas por 

óxidos de oro (AuONPs) debido a la desaparición por tratamiento térmico de la materia orgánica 

estabilizante. Además de las interesantes propiedades fluorescentes de estas AuONPs y su 

resistencia térmica, estas tienen especial interés en su aplicación a la fabricación de dispositivos 

electrónicos moleculares.  

En los últimos años, se han explorado una gran variedad de enfoques diferentes para la 

deposición de una monocapa sobre un electrodo de contacto superior, que incluyen: técnicas 

de evaporación (evaporación directa e indirecta)105; metales líquidos106; litografía de impresión 

de nanotransferencia107; electrodeposición108; deposición mediada por difusión superficial109; la 

quimisorción de nanopartículas metálicas110; y la descomposición térmica inducida de un 

compuesto organometálico111. Sin embargo, aunque cada uno de estos métodos tiene una 

ventaja particular y se han utilizado con cierto grado de éxito, la traslación de estos métodos del 

laboratorio a una escala de producción produce problemas como la penetración de átomos 

metálicos de alta energía a través de la monocapa durante el proceso de deposición. Esto da 

como resultado cortocircuitos y/o daño de las moléculas orgánicas funcionales en la monocapa, 

asi como la baja cobertura superficial de la monocapa por el electrodo de contacto superior.  

Aunque no está exento de problemas o competencia, el oro sigue siendo el material de 

electrodo más utilizado en la electrónica molecular. El uso de oro como electrodo inferior en el 

campo de la electrónica molecular ha sido persistente debido a la confluencia de varias 

propiedades, incluido su carácter noble, fácil fabricación en películas de alta calidad con terrazas 

atómicamente planas de gran superficie, alta conductividad y buena estabilidad ambiental.  

El oro también tiene la capacidad de apoyar la formación de monocapas de excelente calidad 

con los contactos relativamente fuertes de la molécula de oro con grupos funcionales como tiol, 

amina, carboxilato y piridina. Además de su función como electrodo inferior, el oro también ha 

atraído mucha atención como material para la formación del electrodo de contacto superior en 

formas de películas delgadas metálicas continuas de nanopartículas de oro y/o nanoclusters. 

Además, algunos AuNMs exhiben interesantes propiedades redox que los hacen aptos para 

dispositivos electrónicos híbridos112, baja toxicidad, excelente biocompatibilidad (lo que 

también atrae su interés en una futura electrónica biocompatible113) y propiedades 

espectroscópicas, que se reflejan en sus amplias aplicaciones para imágenes y detección.114 

Estas propiedades y por tanto sus aplicaciones, depende en gran medida de la capa externa que 

rodea al nanomaterial.  

Así, los AuNPs sin recubrimineto orgánico, como los AuONPs estabilizadas con óxidos de oro 

sintetizadas y caracterizadas en esta sección, al tener todos los átomos de superficie disponibles, 
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presentan propiedades eléctricas y espectroscópicas incluso mejores que las partículas análogas 

cubiertas con ligandos115,116. Este hecho hizo que estas AuONPs se propusieran como posibles 

materiales para la formación del electrodo de contacto superior en dispositivos electrónicos 

moleculares. 

Así en colaboración con el grupo de investigación de la Dra. Pilar Cea de la Universidad de 

Zaragoza, se probó la fabricación de dispositivos electrónicos moleculares mediante dos pasos 

secuenciales de autoensamblaje. Inicialmente, un autoensamblaje del derivado de bis 

(feniletinil) benceno funcionalizado con amina 4,4 '- (1,4-fenilen-di-2,1-etinodiil) bis (benzamina) 

(1) en oro sobre vidrio. Posteriormente se examinó la funcionalidad de la amina expuesta para 

anclar las nanopartículas de óxido de oro sintetizadas (AuONP), depositadas en un segundo paso 

de autoensamblaje. (Figura A.1B.9) 

 

Figura A.1B.9: Esquema del proceso de autoensamblaje llevado a cabo para la fabricación de 

dispositivos electrónicos moleculares. Imagen extraida del artículo pendiente de publicación. 

Estos estudios dieron como resultado una cobertura total de la monocapa orgánica por las 

nanopartículas de óxido de oro densamente empaquetadas, según lo observado por 

microscopía de fuerza atómica (AFM). Las propiedades eléctricas de estos dispositivos 

electrónicos moleculares se determinaron a partir de las curvas I-V registradas con un AFM 

conductivo utilizando el modo Peak Force Tunneling AFM (PF-TUNA ™), estas junto con 

experimentos electroquímicos descartaron la formación de cortocircuitos debido a la 

penetración de las nanopartículas de óxido de oro a través de las monocapas.  

Estos resultados abren un interesante horizonte para la fabricación de dispositivos electrónicos 

moleculares utilizando metodologías simples basadas en este tipo de AuNMs y se han recogido 

en el artículo (pendiente de publicación): ‘Towards the use of uncapped gold oxide nanoparticles 

for the metallization of organic monolayers in molecular electronics large area devices’ (Alba 

Martín-Barreiro‡, Rogelio Soto‡, Stefano Chiodini‡, Aitor García-Serrano‡, Santiago Martín, 

Lucía Herrer, Francesc Pérez-Murano, Paul J. Low, José Luis Serrano, Susana de Marcos, Javier 

Galban, and Pilar Cea). 

‡Autores con igual contribución.
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1.4. Conclusiones y análisis crítico del capítulo 1. Perspectivas de 

futuro. 
 
En los últimos años, el interés creciente por el uso de AuNCs ha llevado al desarrollo de algunos 

métodos enzimáticos ópticos basados en la fluorescencia de estos nanomateriales, sin embargo, 

los AuNCs no estaban unidos previamente a la enzima, impidiendo cualquier proceso de 

transferencia de energía FRET. Además, los sensores encontrados en bibliografía basados en 

oxidorreductasas, muestran en la mayoría de los casos, cambios en la señal de fluorescencia 

durante la reacción enzimática, que fundamentalmente se explican por la desactivación 

mediada por H2O2 a través de distintos mecanismos de oxidación del nanomaterial, que implican 

la degradación del AuNC.  

En esta línea, este capítulo ha sido capaz de resaltar las ventajas y nuevas posibilidades del uso 
de AuNCs como transductores ópticos en el desarrollo de biosensores enzimáticos. Mediante el 
diseño de nuevos esquemas de detección y el estudio en profundidad del mecanismo de 
desactivación de su fluorescencia por el O2, se han aportado nuevas claves para su uso como 
etiquetas fluorescentes en reacciones enzimáticas. 

En la sección A, se ha desarrollado un biosensor para la detección de acetilcolina, mediante la 

unión covalente entre AuNCs y la enzima. El estudio de esta estrategia ha mostrado que este 

enlace protege el nanomaterial contra la oxidación potencial por H2O2, lo que ha permitido 

observar la desactivación de la fluorescencia mediada por O2, mecanismo estudiado con detalle 

en la sección B. Se ha demostrado, además, que los AuNCs producen buenos rendimientos 

analíticos cuando se utilizan en un método enzimático basado en las propiedades de 

fluorescencia inducida de las enzimas. 

La fluorescencia de AuNCs se ha utilizado como señal analítica en este tipo de reacciones, tanto 

considerando el efecto del O2, como el FRET producido con el FAD de la enzima. Además, se ha 

observado como el enlace covalente con AuNCs es capaz de modificar la estructura de la enzima, 

dando lugar a una mejora de la fluorescencia intrínseca de FAD que es de interés para las 

enzimas que poseen este cofactor. 

Respecto a las perspectivas futuras de los diversos biosensores desarrollados, algunos de los 

objetivos finales se centran en la inmovilización de estos sistemas o en la implementación de 

estos mecanismos de transducción a otras reacciones enzimáticas. 

Sección 1A: Nanobiosensor enzimático basado en la fluorescencia de nanocluster de oro para 

la determinación de acetilcolina 

Una de los aspectos críticos de este sensor es que se trata de un método en disolución, lo que 
dificulta su aplicación in situ. Así, una de las nuevas líneas de investigación planteadas para 
continuar este trabajo, se centra en la implementación de esta metodología en un soporte 
estable, que permita medir el analito de interés in situ.  
 
En la misma línea, los dispositivos implantables se han convertido en una clase emergente de 
biosensores que podría cambiar el rumbo del diagnóstico de enfermedades, alertando 
anticipadamente sobre el desarrollo de problemas de salud de una persona. Por lo que, la 
elección de un material biocompatible para la inmovilización del bioconjugado enzima-AuNCs, 
podría plantear también, el diseño de un nanobiosensor implantable, que permitiría la medida 
del analito in-vivo. Así, la determinación de acetilcolina en sangre in situ o in vivo, significaría 
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una mejora en el estudio y predicción de trastornos nerviosos en los que este neurotransmisor 
está involucrado.  
Otro de los factores clave en el desarrollo de estos dispositivos es que los materiales usados para 
la inmovilización, garanticen la integridad de la enzima. En el grupo de investigación en el que 
se ha desarrollado esta tesis doctoral se tiene una amplia experiencia en la utilización de 
hidrogeles de poliacrilamida (PAA), especialmente atractivos puesto que además de cumplir los 
requisitos necesarios para la implantación, permiten la inmovilización de enzimas. Así, la base 
de polímero de hidrogel asegura la estabilidad, mientras que el componente acuoso se 
encuentra en equilibrio dinámico con los tejidos que le rodea.  
 
Esta metodología se presenta como una opción viable, ya que los resultados obtenidos en esta 
tesis han demostrado la posibilidad de reutilización de la misma alícuota de AuNCs@ChOx para 
varias determinaciones y por tanto la reversibilidad del sistema, necesaria para el diseño de 
sistemas de seguimiento in vivo. 
 
Para el futuro desarrollo del nanobiosensor implantable, se tomarán como base los estudios 
previos realizados en el grupo117 en los que se ha conseguido llevar a cabo la inmovilización de 
las enzimas ChOx y AChE (necesarias para la determinación de ACh) de forma conjunta en una 
lámina de acrilamida-bisacrilamida (Figura 1.16A). Esta lámina ha sido implementada en una 
celda de flujo continuo (Figura 1.16B) que hace de soporte y que es posible acoplar a un 
espectrofotómetro y a una bomba peristáltica. De esta manera, es posible hacer circular 
disolución amortiguadora de forma continua dentro de la celda, en la cual se inyecta 
puntualmente el analito. Con este sistema, se ha realizado el seguimiento de la fluorescencia del 
FAD de la enzima ChOx entrampada en la lámina. La Figura 1.16C muestra la variación de la 
fluorescencia (530 nm) frente al tiempo, que se observó excitando a 430 nm para una 
concentración de ACh de 4·10-4 M. Estos resultados confirman las posibilidades de esta 
metodología para el desarrollo de un nanobiosensor que permita la detección in situ o incluso 
in vivo de acetilcolina, comprobándose que la ChOx queda inmovilizada en la lámina de PAA y 
sigue manteniendo su actividad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.16: A) Aspecto de la lámina sensora de PAA con las enzimas ChOx y AChE entrampadas. 
B) Celda de flujo continuo que actúa de soporte para la lámina C) Estudio de la variación de la 
fluorescencia FAD de la ChOx entrampada en gel de PAA frente al tiempo (λem=530nm) 
(λext=430nm) durante la reacción enzimática. 
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Por otro lado, otro de los factores limitantes de la metodología podría encontrarse en su 

aplicación a muestras reales. Con la conjugación de los AuNCs a la enzima se ha conseguido 

transferir la detección de la señal analítica a la zona Vis-NIR (ventana biológica donde la 

absorción de los tejidos es menor), al tiempo que se reducen la autofluorescencia y el scattering, 

evitando así la aparición de interferencias espectrales. Sin embargo, esta metodología necesita 

de la excitación en la zona UV (300 nm), lo que podría provocar fenómenos de auto fluorescencia 

en muestras reales. Por ello, otra de las líneas de investigación futuras en continuación con esta 

sección se centra en el uso de nanopartículas upconversión. Se trata de materiales, capaces de 

convertir la radiación de baja energía (NIR) en radiación de mayor energía, por ejemplo, luz 

visible. Así, la emisión de fluorescencia UC tiene lugar a longitudes de onda más cortas que la de 

la luz absorbida. Estos nanomateriales ya han sido previamente usados en el grupo para el 

desarrollo de nanobiosensores ópticos autoindicadores basados en glucosa oxidasa.118 La 

implementación de nanopartículas upconversion en el nanobiosensor desarrollado, podría ser 

un interesante campo de estudio, utilizando estos materiales como nanolamparas que excitan 

el bioconjugado enzima-AuNC, consiguiendo así una excitación y emisión en la región NIR.  

 
Sección 1B: Nanoclusters de oro como sondas fluorescentes para la detección de oxígeno en 

reacciones enzimáticas y a altas temperaturas. 

El estudio del mecanismo de desactivación de la fluorescencia de AuNCs, ha demostrado que su 

interacción con O2 sigue el modelo colisional de Stern-Volmer, confirmando las posibilidades de 

estos nanomateriales como sondas de O2. Sobre esta base, se ha evaluado la utilización de 

AuNCs en el seguimiento de reacciones enzimáticas en las que se produce el consumo de 

oxígeno, ya que ofrecen frente a otros fluróforos, ventajas como la detección en la ventana 

biológica y estabilidad térmica. Sin embargo, la aplicación de esta metodología en un formato 

‘point of care’, necesita de la inmovilización de la enzima y los AuNCs en soportes sólidos 

estables, donde, con solo añadir la muestra pueda realizarse el test in situ. Bajo esta premisa 

surgen distintas limitaciones, que han sido observadas en este trabajo; 

 a) Si la mezcla enzima-AuNCs se deposita en el soporte por absorción, al añadir la muestra, esta 

mezcla puede difundir, disminuyendo así la señal de base de la fluorescencia de AuNCs 

(fenómeno observado en soportes de celulosa) b) El revelado del test en formato ‘húmedo’ es 

necesario, ya que el cambio en la fluorescencia de AuNCs es reversible y tras su incremento 

durante la reacción enzimática (debido al consumo de O2) la fluorescencia vuelve a disminuir 

(regeneración del O2), por lo que se necesita la medida de la fluorescencia in situ y en húmedo 

tras la adición de la muestra. 

A pesar de haber reducido el efecto de difusión, mediante el entrampamiento de la mezcla 

enzima-AuNCs en soportes de celulosa ‘caseros’, la eliminación de este problema es 

fundamental para su aplicación real. Por ello, los próximos pasos en esta aplicación se centrarán 

en la evaluación de otros soportes que eliminen la difusión por completo y permitan el análisis 

húmedo in situ. Algunas de las opciones son el uso de soportes de silicona, hidrogeles o 

tectómeros, de las cuales, en el grupo de investigación, ya se han realizado algunos estudios 

previos con buenos resultados. 

Se ha llevado a cabo el entrampamiento de AuNCs en geles de PAA119, así la Figura 1.17, muestra 

los espectros de emisión y excitación de los AuNCs en la lámina de PAA, así como la respuesta al 

óxigeno de estos nanomateriales entrampados. Demostrando prometedores resultados en el 
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uso de estas láminas tanto para esta aplicación como para el caso anterior (determinación de 

ACh). 

 
Figura 1.17: A) Espectros de fluorescencia de AuNCs@BSA entrampados en un gel de 

poliacrilamida: λext=370 nm y λem=640 nm B) Respuesta de la fluorescencia de AuNCs 

entrampados a diversas concentraciones de O2 junto con la respuesta al óxigeno de estos 

nanomateriales entrampados.  

En el desarrollo de esta tesis doctoral, también se han realizado algunas pruebas preliminares 

inmovilizando AuNCs en tectómeros de oligoglicinas, materiales biocompatibles muy útiles para 

el transporte de sustancias tanto con carácter hidrofóbico como hidrofílico. Una colaboración 

con la Dr. Rosa Garriga Mateo, del Departamento de Química Física de la Universidad de 

Zaragoza, ha permitido inmovilizar varios tipos de AuNCs en estos materiales. Se han obtenido 

imágenes TEM de las nanopartículas inmovilizadas, comprobando la permanencia de sus 

propiedades ópticas por microscopía confocal de fluorescencia (Figura 1.18). La inmovilización 

de enzimas en estos materiales también se ha estudiado en el grupo, garantizando la integridad 

de la enzima entrampada y la posibilidad de seguimiento de la reacción enzimática en 

tectómeros. Estos estudios presentan a los tectómeros como potenciales soportes para el 

diseño de sensores de O2 basados en la fluorescencia AuNCs para el seguimiento de reacciones 

enzimáticas. 
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Figura 1.18: A) AuNCs@LA y B) AuNCs@BSA inmovilizados en tectómeros. C) Imagen obtenida 

por micriscopía confocal de fluorescencia e D) imagen TEM de los AuNCs@tectómeros. 
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2.1. Introducción 
 

Como se ha dicho, en las últimas décadas, los AuNMs han despertado la atención de la 

comunidad científica debido a sus propiedades eléctricas, catalíticas y ópticas únicas, 

procedentes y dependientes de la dimensión nanométrica. El hecho de que estas propiedades 

sean tan afectadas por el tamaño y características físicas, ha llevado a que la síntesis de 

nanopartículas coloidales de oro represente un campo importante en la nanociencia y la 

nanotecnología. El estudio de los mecanismos de síntesis y factores que afectan a la variabilidad 

de las propiedades de estas nanopartículas, ha permitido el ajuste de las mismas en función de 

las necesidades y aplicaciones tecnológicas, dando lugar a gran variedad de métodos.  

Uno de los métodos botton-up más comunes para la síntesis de AuNPs o partículas más 

pequeñas como los nanoclusters de oro (AuNCs), es la reducción química directa del Au(III) (o 

pasando previamente por Au(I)), en presencia de un reductor y un ligando que actúe como 

estabilizador, normalmente se utilizan compuestos tiolados en busca de la formación del enlace 

Au-S, muy fuerte y estable.1 Los parámetros más importantes para controlar el tamaño, 

estructura, estado de oxidación, propiedades superficiales y por lo tanto sus propiedades 

ópticas, son: tipo y concentración de los ligandos, la concentración del ión metal, agentes 

reductores y sus concentraciones, pH de la disolución, temperatura y tiempo de reacción.  

(Figura 2.1)  

 

Figura 2.1. Síntesis de NPs o AuNCs mediante métodos de reducción (botton-up) y factores 

que afectan a sus propiedades ópticas. 

Como se ha visto en el Capítulo 1, en el caso del diseño de biosensores, la capacidad de 

reconocimiento molecular de las AuNPs biofuncionalizadas con elementos de reconocimiento, 

así como sus propiedades ópticas, constituyen, en muchos casos, la base en la detección 
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biológica.2 Una de las opciones más comunes para el desarrollo de nanobiosensores, consiste 

en la síntesis previa de nanopartículas y la consecuente funcionalización de estas con las 

biomoléculas de reconocimiento de interés. Sin embargo, en muchos casos, el diseño de AuNPs 

a través de la síntesis dirigida y específica con los propios ligandos de reconocimiento biológico 

del analito, constituye un punto de estudio muy interesante. (Figura 2.2) Así, el seguimiento y 

variabilidad de las propiedades electrónicas de estas nanopartículas tras su interacción con el 

analito, permite el desarrollo de nuevas técnicas mixtas sintético-sensoras, en las que las 

nanopartículas son sintetizadas in situ con el elemento de detección que actúa a su vez como 

ligando estabilizador.  

 

Figura 2.2. AuNPs sintetizadas utilizando como ligando el elemento de detección biológico 

específico (enzima) y efecto en las propiedades ópticas (plasmón o fluorescencia) de las 

nanopartículas tras la interacción del ligando con el analito (sustrato). 

El uso de AuNPs como base para el desarrollo de este tipo de métodos de detección 

colorimétricos o de AuNCs para su detección fluorescente, ha crecido en los últimos años. La 

mayoría de estas metodologías sintético-sensoras se basan en el uso de AuNPs o AuNCs como 

sustitutos del reactivo cromogénico3 o del fluoróforo4 en cada caso y explotar tres ideas de 

síntesis fundamentales: 

1) Uso de las capacidades reductoras intrínsecas de las proteínas: algunas proteínas son capaces 

de generar nanoestructuras de Au debido a la capacidad reductora de algunos aminoácidos5 

y actuar a su vez como ligandos estabilizadores en la síntesis de nanopartículas o nanocluster 

de oro 6. El uso de estas nanopartículas para la detección del sustrato de la proteína implicada 

en la síntesis es una de las ideas planteadas en este capítulo. 
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2) Uso de una reacción enzimática para la generación de AuNPs. Se ha observado que en 

algunas reacciones enzimáticas de oxidación en las que el O2 actúa como oxidante, la 

formación de AuNPs es posible en presencia de Au(III). Este hecho, es debido a que durante 

la reacción enzimática se forma Au0, que se estabiliza como AuNPs gracias a la parte proteica 

de la enzima, actuando a su vez como ligando. El mecanismo concreto de la formación del 

Au0 depende de la reacción enzimática y es necesario elucidarlo, aunque parece estar 

relacionado (al menos en parte) con la  regeneración del centro activa de la enzima; no 

obstante, en todos los casos, las propiedades espectroscópicas de estas nanopartículas 

dependen de la concentración de sustrato.7 El seguimiento de las propiedades ópticas de las 

AuNPs generadas in situ con la reacción enzimática para la detección cuantitativa del 

sustrato, es otra de las ideas estudiadas en este capítulo. 

 

3) Algunos autores indican, además, que el subproducto H2O2 de algunas reacciones 

enzimáticas (proporcional al sustrato) es capaz de aumentar el crecimiento de AuNPs 

previamente formados 8,9 o que otros productos de reacciones enzimáticas son  capaces 

generar el mismo efecto10. Sin embargo, otros autores estudian el efecto contrario, 

mostrando que la presencia de H2O2 y/o subproductos de la reacción enzimática, produce en 

algunos casos la reducción del tamaño (etching) de las nanopartículas11,12. 

 

En este capítulo se evaluó el diseño de AuNMs mediante su síntesis dirigida y específica con los 

ligandos de reconocimiento biológico, explorando las posibilidades de los distintos métodos 

enzimáticos sintético-sensoras mencionados. Para ello se seleccionó la enzima L-aminoacido 

oxidasa (LAAO), una flavoenzima oxidoreductasa que cataliza la desaminación oxidativa de L-

aminoácidos a cetoácidos liberando amoniaco y peróxido de hidrógeno (Figura 2.3). La 

reducción de su cofactor FAD es producida por el  L-aminoácido sustrato; posteriormente, el 

ciclo catalítico se completa con la reoxidación del cofactor a FAD por el oxígeno molecular.13 

 

 
 

Figura 2.3: Reacción de la enzima LAAO con L-aminoácinos y proceso de oxidación-reducción de 

su centro activo FAD. 

Las enzimas LAAO aisladas de venenos de serpiente son los miembros mejor caracterizados de 

esta familia de enzimas. La estructura cristalina de rayos x ha confirmado que estas enzimas se 

encuentran en forma de dímeros funcionales y que cada dímero tiene tres dominios: el sitio de 

unión al sustrato, el sitio FAD, y un dominio helicoidal.14  Estas enzimas están presentes en 

bacterias y mamíferos, y participan en mecanismos de defensa limitando el crecimiento de la 

mayoría de las bacterias y parásitos.15 Se han citado otras actividades biológicas de LAAOs de 

serpientes, incluida la actividad inductora de apoptosis en varias líneas celulares humanas14, así 

como actividad anti-VIH (virus de inmunodeficiencia humana)16, efectos que podrían estar 
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correlacionados con la producción localizada de H2O2. La determinación de los niveles de estas 

enzimas LAAO puede ser fundamental para el estudio de muchos de estos procesos implicados. 

Por otro lado, uno de los sustratos de la LAAO con mayor constante de afinidad es la L-

fenilalanina (L-Phe) (con constante de Michaelis, Km=50 μM, a pH 8.5 y 25 °C), así la estructura 

de la LAAO con su sustrato se ha refinado a una resolución de 1,8 Å.13 De estos estudios se 

deducen  conformaciones de la enzima alternativas según la posición de los residuos clave 

His223 y Arg322, lo que sugiere un sitio activo dinámico que cambia en su interacción con el 

sustrato. (Figura 2.4) El estudio de la estructura cristalina del complejo LAAO-(L-Phe) revela un 

sistema de canales en forma de Y que se extiende desde la superficie externa de la proteína 

hasta el sitio activo. Los estudios aseguran que una región de este canal puede servir de ruta 

para la entrada de O2 durante la reacción oxidativa. La segunda región, separada del canal de O2 

compuesto por el extremo N (residuos 8-16) de la proteína, desempeñaría un papel en la 

liberación de H2O2 a la superficie exterior de la proteína, cerca del resto glucano, que se cree 

que ancla la enzima a la célula huésped. La ubicación de este canal puede explicar la capacidad 

de la enzima para localizar H2O2 en el objetivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4: Vista del sitio catalítico que muestra las interacciones entre LAAO y el ligando de L-

fenilalanina. Los enlaces de hidrógeno se muestran como líneas verdes discontinuas. El sustrato 

se muestra como enlaces grises y la proteína y FAD se muestran como enlaces amarillos. Las 

moléculas de agua se incluyen como esferas magentas y se etiquetan como W. 11 

La L-fenilalanina es un aminoácido esencial para el ser humano, y se transforma, por medio de 

una reacción catalizada por la enzima fenilalanina hidroxilasa, en tirosina. Siendo también 

precursor de catecolaminas como la L-dopa, la norepinefrina y la epinefrina. Por tanto, la 

carencia o exceso de L-fenilalanina, puede provocar toxicidad y enfermedades metabólicas, 

como la fenilcetonuria.16 Así, la determinación de los niveles de este aminoácido en sangre, es 

trascendental para la evaluación de estos trastornos. 
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2.2. Planteamiento 
 

Una de las opciones más habituales para el desarrollo de nanobiosensores es la síntesis previa 

de nanopartículas y su posterior funcionalización con las biomoléculas de reconocimiento de 

interés, estrategia utilizada en el Capítulo 1 (sección 1A) de esta tesis doctoral. Sin embargo, en 

este capítulo, se propone el diseño de AuNPs mediante síntesis dirigida e in situ utilizando las 

biomoléculas de reconocimiento biológico específicas como agentes reductores y 

estabilizadores, constituyendo así una estrategia muy interesante para lograr la síntesis y 

biofuncionalización de las AuNPs en un solo paso. Se exploraron dos conceptos sintético-

sensoras diferentes; la síntesis in situ de AuNMs a partir de los residuos reductores de la enzima; 

y la formación de nanopartículas de oro, a partir de las propiedades redox de la enzima y su 

interacción con el sustrato, como indicador de reacciones enzimáticas. 

Se seleccionó como modelo la flavoenzima L-aminoácido oxidasa (LAAO), siendo el objetivo final 

la evaluación de las propiedades ópticas de las AuNPs o AuNCs sintetizadas y su aplicación para 

la determinación cuantitativa de L-fenilalanina (L-Phe) en fluidos fisiológicos, un aminoácido 

fundamental para el diagnóstico y tratamiento de trastornos metabólicos. 

De esta manera, el presente capítulo consta de 2 secciones, donde se estudia en profundidad el 

mecanismo de formación de los correspondientes nanomateriales sintetizados: 

Sección 2A. Síntesis in-situ de nanomateriales de oro a partir de los residuos reductores de la 

enzima LAAO. 

El objetivo de este apartado es la síntesis de AuNMs utilizando los residuos reductores de la 

enzima LAAO como molécula reductora y estabilizadora. Estos nuevos nano-bio híbridos 

proponen interesantes estrategias y aspectos a explorar; la posibilidad de ajustar las 

propiedades ópticas de las nanopartículas sintetizadas en función de la proteína utilizada como 

reductor y ligando; y el uso de sus propiedades ópticas intrínsecas para la posterior 

determinación enzimática de su sustrato. 

Sección 2B. Síntesis de AuNPs a partir de las propiedades redox de la enzima LAAO y su 

sustrato L-fenilalanina. 

Esta sección explora la posibilidad de síntesis in situ de nanopartículas durante la propia reacción 

enzimática con el sustrato. Esta síntesis implica, además de los residuos de aminoácidos de la 

enzima (Sección 2A), el ciclo de oxidación-reducción de la enzima durante la reacción con el 

sustrato. 
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2.3. Experimental  
 

2.3.1. Reactivos y materiales 
 

A lo largo del capítulo se utilizó la enzima L-amino ácido oxidasa, LAAO (EC 1.4.3.2) derivada del 

veneno de serpiente Crotalus adamanteus 0,47 U/mL y su sustrato L-fenilalanina, ambos de 

Sigma Aldrich. 

Para las síntesis de AuNPs se utilizó una sal de tetracloraurato (III) de sodio dihidratado, NaAuCl4· 

2H2O (99,8% Au), (Stream Chemicals) e hidroxido de sodio, NaOH (Panreac) 

Así como diversas sales para la preparación de las disoluciones amortiguadoras utilizadas, TRIS 

y NaP ambos de Panreac. 

 

2.3.2. Instrumentación 
 

Loa espectros de absorción molecular UV-vis se realizaron con el espectrofotómetro Agilent 

8453A UV-vis de haz simple y detector de fotodiodos en serie. Las medidas de absorción 

cinéticas se realizaron en un espectrofotómetro Analytic Jena Specord 210 Plus. Para los ensayos 

de screning se utilizó el espectrofotómetro microplacas Multiskan Sky de Thermo Scientific. 

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo con el luminómetro Cary Eclipse de Varian. Este 

equipo permite además registrar espectros de fluorescencia en tres dimensiones y cinéticas de 

reacción de fluorescencia en el tiempo. 

El tamaño y morfología de las nanopartículas obtenidas se estudiaron mediante STEM con el 

equipo Tecnai F30 (FEI). (Laboratorio de Microscopías Avanzadas, LMA, Zaragoza). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sección 2A 

 

Modelo de síntesis in situ de 

nanomateriales de oro a partir de los 

residuos reductores de la enzima L-

aminoácido oxidasa 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Sección 2A: Modelo de síntesis in situ de nanomateriales de oro a partir  
de los residuos reductores de la enzima L-aminoácido oxidasa. 

137 
 

2A.1. Introducción  
 

Uno de los métodos particularmente atractivos en el campo de los nanobiosensores es la síntesis 

de nanomateriales mediada por proteínas de interés biológico, utilizando estas como moléculas 

reductoras y estabilizadoras. Además de tratarse de unas síntesis ‘verde’ sin reactivos o 

subproductos tóxicos, solo requiere de condiciones de reacción leves, ofreciendo nanopartículas 

con una gran solubilidad en agua y biocompatibilidad natural.  

Esta metodología ha sido aplicada a la síntesis de nanoclusters de oro fluorescentes estabilizados 

con proteínas,17 generando nuevos nano-bio híbridos que plantean interesantes estrategias y 

aspectos a explorar, por un lado, la relación estructura proteica-propiedad óptica y el ajuste 

preciso de estos parámetros para el diseño dirigido de los nanoclusters y por otro, la utilización 

de su fluorescencia intrínseca para la determinación enzimática. 

Con estas nuevas nanoestructuras se busca encontrar soluciones a las limitaciones actuales en 

aplicaciones de detección de imágenes biomédicas y analíticas. Además, de las propiedades de 

biocompatibilidad ya comentadas, los nanoclusters obtenidos con esta estrategia de síntesis, 

presentan fotoluminiscencia intensa en la región que abarca desde el final del visible hasta el 

infrarrojo cercano, especialmente en la primera ventana biológica (690-950 nm). En esta zona 

del espectro, los tejidos biológicos tienen más transparencia, lo que permite aplicar con éxito 

este tipo de nanopartículas a técnicas de imagen de fluorescencia en modelos animales18,19 o 

incluso para el seguimiento de reacciones enzimáticas en esta región.  

La familia de las flavoproteínas, como la L- aminoácido oxidasa (LAAO) empleada en este 

capítulo, posee un cofactor FAD que presenta fluorescencia a 520 nm (Figura 2A.1A). Tras la 

reacción enzimática, la fluorescencia del FAD en su forma reducida (FAD·H2) disminuye, así, los 

cambios en estas propiedades ópticas durante las reacción con el sustrato pueden usarse 

referencia para comprobar que los cambios en la señal del nanomaterial son debidos a la 

reacción enzimática.20  

 

Figura 2A.1: A) Reacción de la enzima oxidoreductasa LAAO y espectros típicos de excitación y 

emisión de fluorescencia del cofactor FAD. B) Ventanas biológicas correspondientes a los 

siguientes rangos espectrales: 750-950 nm (primera ventana biológica), 1000-1350 nm (segunda 

ventana biológica). 
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Sin embargo, muy a menudo la estructura conformacional de la enzima que rodea al FAD hace 

que la fluorescencia del cofactor (fuera de la ventana biológica) sea altamente desactivada por 

el medio ambiente y estas propiedades espectroscópicas no pueden usarse como método de 

determinación. (Figura 2A.1B) Este es el caso de la enzima LAAO, en la cual, la fluorescencia del 

cofactor FAD y su variación durante la reacción enzimática es prácticamente inapreciable por 

fluorescencia molecular.21  

Por ello, en este caso, un efecto adicional del uso de la metodología de síntesis de nanoclusters 

in situ, trata de que la participación de la enzima en la síntesis produzca la modificación de la 

estructura proteica y exponga su FAD. De esta forma además de poder resaltar su fluorescencia 

y los cambios de la misma durante la reacción, se promuevan los fenómenos de transferencia 

de energía FRET entre el FAD y los AuNCs utilizando la fluorescencia en la zona anteriormente 

indicada como primera ventana biológica, para monitorizar la reacción enzimática. 

Hasta ahora, se han explorado un pequeño número de proteínas para sintetizar nanoclusters de 

oro fluorescentes, como la albúmina sérica bovina (BSA)5, lisozima22, transferrina humana23, 

tryspin24, pepsina25 y peroxidasa26. La influencia de los contenidos y secuencias de aminoácidos 

de estas proteínas afecta a las propiedades ópticas de los AuNCs sintetizados, así como la 

formación secundaria de AuNPs más grandes con plasmón superficial, sin embargo, en todos los 

casos se observan mecanismos establecidos como base de este tipo de síntesis: 

-Los grupos amino de aminoácidos positivamente cargados como arginina (arg), lisina (lys) e 

histidina (his), son responsables de la coordinación de los iones AuCl4
- a través de interacciones 

electroestáticas.27  La presencia de estos grupos determina la cantidad de Au incorporada en la 

enzima. 

 

- Los residuos reductores tirosina (tyr) y triptófano (trp), reducen los iones Au (III) a pHs 

superiores a 10 e influyen en el grado de reacción para formar AuNPs o AuNCs. 27 

 

- Los residuos cisteína (cys) estabilizan la formación de AuNMs debido a la interacción tiol-oro. 

Los enlaces disulfuro están ocultos dentro de la estructura secundaria de la proteína y son 

inaccesibles en el rango de pH de 5−7.33, estos enlaces quedan disponibles gradualmente a pH 

más altos. 28 

 

A partir de estas hipótesis, se han estudiado los efectos del tamaño de la proteína y el contenido 

de aminoácidos de la misma en la formación de nanoclusters y sus propiedades fluorescentes 

resultantes, así como la estabilidad química y fotoestabilidad de AuNCs generados por 

diferentes proteínas.6 Las conclusiones más importantes son las siguientes (Figura 2A.2): 

- El equilibrio entre los residuos que contienen amina y residuos reductores tirosina y 

triptófano son críticos para la formación de nano-cluster. Proteinas con pocos residuos 

amina y una mayor cantidad de tirosina/triptófano, no son capaces de producir nanocluster 

y generan nanopartículas de Au de mayor tamaño. 

- El contenido de cisteína es también crítico. Un contenido de cisteína más bajo (< 18 por 

proteína) provoca AuNCs con emisiones en longitudes de onda menores frente a la 

fluorescencia de AuNCs obtenidos con proteínas con alto contenido en cisteínas en 

longitudes de onda mayores. 
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- La estabilidad y fotoestabilidad de estos AuNCs depende en gran medida del tamaño de la 

proteína (del que depende también el número de aminoácidos). Proteínas más grandes 

conllevan a AuNCs con mejores recubrimientos y más estables. 

 

 

Figura 2A.2: Factores clave respecto al contenido de residuos aminoácidos para la síntesis de 

AuNCs o AuNPs estabilizados por proteínas. 
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2A.2. Objetivos 
 

El objetivo de esta sección se centra en la evaluación de la síntesis in situ de AuNMs 

encapsuladoss en enzimas, utilizando los residuos aminoácidos de estas para llevar a cabo la 

reducción química de Au(III). La enzima LAAO se seleccionó como modelo, con la finalidad de 

estudiar en profundidad el mecanismo de reducción durante la síntesis y estabilización de este 

tipo de nanopartículas, para ello se plantean los siguientes objetivos específicos: 

1. Estudio de la estructura y residuos aminoácidos de la enzima LAAO y comparativa con otras 

enzimas empleadas en este tipo de síntesis (AuNCs@BSA). 

2. Estudio del mecanismo de formación de estos AuNMs a través de la optimización de los 

factores implicados en la síntesis: concentraciones de Au(III) y de enzima a añadir. 

3. Caracterización estructural y de las propiedades ópticas de los AuNMs sintetizados. 

Además, en esta sección se plantea el uso de este tipo de nanomateriales, sintetizados in situ 

con las biomoléculas de reconocimiento, en el desarrollo de biosensores. En este caso se 

pretende estudiar las posibilidades de las nanopartículas encapsuladas en LAAO en la detección 

enzimática de su sustrato L-fenilalanina, mediante los siguientes objetivos: 

3. Estudio de estabilidad de la enzima después de la síntesis de AuNMs y propiedades ópticas 

de su cofactor FAD al pH de la reacción enzimática. 

4. Seguimiento de los cambios en la fluorescencia del FAD durante la reacción enzimática y 

comparativa de la cinética entre la enzima libre o tras la síntesis (AuNMs@LAAO) 

5. Seguimiento de las propiedades ópticas de los AuNMs@LAAO durante la reacción 

enzimática para la determinación con L-Phe. 
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2A.3. Experimental y métodos 
 

2A.3.1. Síntesis de AuNCs estabilizados por L-aminoácido oxidasa. 
 
Los AuNCs estabilizados con LAAO se prepararon mezclando diferentes ratios molares 

enzima:Au(III). Se varió la concentración de enzima y se evaluaron las disoluciones finales por 

fluorescencia y espectroscopia de absorción. Así, la síntesis final optimizada se realizó 

mezclando una solución acuosa de la enzima 4,76 · 10-5 M (6,50 mg en 500 L) previamente 

atemperada a 37°C y 500 L de una solución acuosa de AuCl4Na.2H2O 10 mM (4,76·10-3 M) 

también atemperada y se agitó durante 15 minutos a 37°C. Después, se añadieron 50 L de una 

solución acuosa de NaOH 1 M a esta solución para ajustar el pH a 12, y la mezcla se incubó a 37 

°C durante 24 h.  

 

2A.3.2. Caracterización de AuNCs/AuNPs formadas por electroforesis en gel de 

agarosa y fluorescencia. 
 
Con el fin de estudiar las propiedades de las nanopartículas generadas de forma independiente, 

se realizó una separación por electroforesis en gel de agarosa. Se preparó el gel al 2.5% de 

agarosa (SeaKem LE Agarosa, Lonza) en la disolución amortiguadora de electroforesis TBE 0,5x 

(Tris, Borato, EDTA de OmniPur). Esta disolución se calentó en microondas hasta conseguir una 

disolución homogénea. La mezcla resultante, se vertió sobre el molde de electroforesis y se 

colocó el peine para crear los pocillos. Tras 30 min, el gel solidificado, se sumergió en la cuba de 

electroforesis horizontal rellena con disolución amortiguadora TBE 0,5x, se retiró el peine y se 

inyectaron las muestras en los pocillos con ayuda de una micropipeta, 50 μL de la muestra y 5 

μL de glicerol 25% en TBE 0,5x para dar densidad a la muestra. La electroforesis se llevó a cabo 

a 120 V, durante 20 minutos. Tras la electroforesis, la fracción de solución que permaneció en 

el pocillo se recogió y caracterizó su fluorescencia realizando un espectro 3D con un 

espectrofotómetro de fluorescencia Perkin Elmer LS 55 y comparando con la muestra antes de 

la electroforesis. Además, la observación de estos geles mediante una lámpara UV (ChemiDoc 

XRS + System whit Image Lab, BIO-RAD), permitió la caracterización fluorescente de la muestra 

en el interior del gel. 

 

2A.3.3. Evaluación fluorescente de la reacción enzimática de las nanopartículas 

estabilizados por L-aminoácido oxidasa y su sustrato L-fenilalanina. 
 

Se añadieron en una cubeta de cuarzo de volumen reducido, 25 L de LAAO-AuNCs/AuNPs, 25 

L de disolución amortiguadora fosfato 0,2 M pH 6,5 y 10 L de la disolución de L-fenilalanina a 

evaluar. Se estudió también el efecto de la adición de catalasa a esta reacción, añadiendo previo 

al sustrato 5 L de catalasa 0,60 mg/mL (Sigma Aldrich). La fluorescencia de esta disolución se 

midió en continuo durante la reacción enzimática, tanto a las longitudes del FAD (λext/λem 

=440/525 nm) como de los AuNCs (λext/λem =335/620 nm) formados. 
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2A.4. Resultados 
 

2A.4.1. Estudio de la estructura y residuos aminoácidos de la enzima LAAO. 
 

Para conocer las posibilidades de la enzima LAAO en la síntesis de AuNCs, se estudió la estructura 

y los residuos aminoácidos de la misma. La variante utilizada a lo largo de este capítulo (de 

Crotalus adamanteus) es una glucoproteína dimérica cuya secuencia fue hallada en 1998; a 

pesar de ello, no se encuentra en la base de datos Protein Data Bank (PDB). Sin embargo, sí se 

encuentra la estructura 3D de la especie proveniente de Crotalus rhodostoma (2iid.pdb), cuya 

secuencia de aminoácidos se parece en un 83% a la LAAO Crotalus adamanteus21 y cuyos 

tamaños son similares, 117,4 kDa para la especie adamanteus  y 132 kDa para la rhodostoma. 

De esta forma, a partir del fichero .pdb y con ayuda del programa de visualización molecular 

Pymol ‘Build’ (Molecular Graphics System, Pymol), se estudió la estructura 3D de la enzima y se 

contaron y señalizaron los residuos aminoácidos de interés (Figura 2A.3). 

 
Figura 2A.3: Estructura 3D de la proteína LAAO (2iid.pdb) y contenido de residuos aminoácidos 

clave en la síntesis de AuNCs. En rojo cisteínas (cys), en verde residuos reductores como tirosina 

(tyr) y triptófano (trp), en azul residuos amina cargados positivamente como arginina (arg), lisina 

(lys) e histidina (his). En la estructura 3D se marcan en negro los 4 FAD de la glucoproteína 

dimérica LAAO. La tabla muestra el numero de cada uno de estos aminoácidos en la estructura 

de la LAAO y su comparativa con los encontrados en la enzima BSA. 

Estas características se compararon con las obtenidas para la proteína BSA, cuyos AuNCs son 

ampliamente usados y destacan por su alta fotoestabilidad y rendimiento.6 Así, como se ve en 

la tabla de la Figura 2A.3, la LAAO tiene una composición de aminoácidos para la formación de 

AuNCs incluso más favorable que la de la BSA, lo que justifica las buenas posibilidades de la LAAO 

para esta síntesis. 
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2A.4.2. Optimización de la síntesis de AuNPs estabilizados por L-aminoácido 

oxidasa. 
 
El factor clave de esta síntesis son las concentraciones de la sal de oro y de enzima a añadir. En 

primer lugar, a la concentración fija de enzima máxima 4.6·10-5 M se evaluaron diversos excesos 

molares de oro (1:1, 1:10, 1:50, 1:100, 1:150). Tras 24 h, los viales mostraron en todos los casos 

el color amarillento inicial a excepción de los dos de mayor relación molar, que mostraban un 

color anaranjado-rojizo. Se evaluó también la fluorescencia Vis-NIR de las diversas disoluciones 

observándose solo un máximo de emisión en torno a 620 nm con excitación en 335 nm para las 

dos concentraciones de oro mayores (Figura 2A.4). Se presenta además la fluorescencia a 520 

nm del FAD junto con la dispersión Raman, observada en todos los casos en torno a 450 nm; 

como era de esperar, estos picos de dispersión son tanto más altos cuanto más pequeña es la 

fluorescencia y la disolución presenta una menor absorción. Los resultados obtenidos para los 

ratios 1:100 y 1:150 fueron prácticamente iguales, por lo que se seleccionó como óptimo el ratio 

1:100, con el fin de evitar aportar más medio ácido a la enzima. Utilizando este ratio, se 

evaluaron también diversas concentraciones de enzima (7,44·10-7, 2,98·10-6, 1,19·10-5, 4,76·10-5 

M) observándose formación de las nanopartículas solo a partir de la concentración de LAAO 1.19 

·10-5 y el mayor rendimiento para 4,76·10-5 M de LAAO. Concentraciones mayores de enzima no 

permiten la solubilidad completa de la misma. 

 

Figura 2A.4: Espectros de emisión de las diversas síntesis realizadas con diversos ratios molares 

[enzima]:[oro] a una concentración de enzima fija de 4,6·10-5 M. La excitación se realiza a 335 

nm y se observa un único máximo de emisión a 620 nm para las concentraciones mayores de 

oro.  

 

2A.4.3. Caracterización y seguimiento de las propiedades ópticas de 

AuNMs@LAAO sintetizados. 
 

Las propiedades ópticas del producto final de síntesis se evaluaron por fluorescencia y 

absorción. La Figura 2A.5A muestra el espectro de absorción de las nanopartículas, con un 

máximo a 530 nm, coincidente con el color rojizo observado en la disolución final. Para pequeñas 
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nanopartículas de oro monodispersas (~ 30 nm), el plasmón superficial provoca una absorción 

de luz en la parte azul-verde del espectro (~ 530 nm) mientras que se refleja su complementario, 

produciendo un color rojizo.29 La Figura 2A.5B muestra un espectro 3D de fluorescencia 

realizado a la disolución final de síntesis; este se obtiene haciendo múltiples espectros de 

emisión (desde 300 a 800 nm) a diferentes longitudes de onda de excitación (desde 250 a 500 

nm); de esta manera se puede obtener una representación en 3 dimensiones que  se muestra 

como curvas de nivel, donde del color azul al rojo simboliza de menor a mayor intensidad de 

fluorescencia. De esta forma es posible encontrar y estudiar todos los máximos de fluorescencia 

existentes en la disolución, y diferenciarlos del resto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2A.5: A) espectro de absorción de la síntesis final B) espectro 3D de fluorescencia de la 

síntesis realizando un barrido de excitación de 250 a 500 nm, midiendo la emisión desde 300 a 

800 nm; a la derecha se muestra la intensidad correspondiente a los diferentes colores 

 
Así, en la Figura 2A.5B se pueden observar en primer lugar dos bandas intensas debidas a la 

dispersión Rayleigh, esta luz dispersada tiene la misma longitud de onda que la luz incidente, 

formando la primera banda diagonal observada a la izquierda del espectro 3D. Al doble de estas 

longitudes de onda, se puede observar la segunda banda diagonal, que representa el armónico 

de la dispersión Rayleigh. Así mismo, aparecen bandas casi paralelas a la banda Rayleigh debidas 

a la dispersión Raman; como se sabe, en este caso, la luz dispersada aparece a longitudes de 
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onda más largas que las de excitación. Una vez identificados los picos de dispersión, se localizan 

tres máximos de fluorescencia: 

Fluorescencia FAD: se observan los dos máximos de excitación típicos del FAD a las longitudes 

de onda de 375 y 450 nm, en ambos casos el máximo de emisión aparece a 520 nm (junto a la 

dispersión Raman del agua, aproximadamente, a 50 nm de la longitud de onda de excitación)  

Fluorescencia AuNCs: se observa un máximo de excitación a 350 nm con un amplio pico de 

emisión (de 550 a 700 nmm) con máximo a 630 nm, característico de nanoclusters de oro de 

pequeño tamaño con fluorescencia próxima al Vis-NIR. 

Fluorescencia AuNPs: se observa un máximo de excitación a 330 nm con emisión a 420 nm.  

Dado que estas longitudes de onda no son propias de fluorescencia de AuNCs, este máximo fue 

inicialmente asignado a las AuNPs que dotan de color rojizo a la disolución por su absorción a 

530 nm. Esta hipótesis, se apoyó en diversa bibliografía que define la existencia de 

nanopartículas con plasmón y que presentan fluorescencia justo en esta zona del espectro.30 La 

descripción teórica más actualizada de las principales transiciones de fluorescencia en el oro se 

basa en el primer modelo propuesto por Mooradian 31, reforzado con cálculos teóricos de la 

energía de los estados electrónicos de bandas. 32,33 Asignando así, la fluorescencia UV a una 

recombinación de electrones en la banda sp cerca del nivel de Fermi con los huecos en la primera 

banda d (d1). Este modelo de transiciones ópticas predice, no solo las características espectrales, 

sino también la relación de la intensidad de fluorescencia con la densidad conjunta de estados 

y los factores de ocupación.  

Una vez identificadas las propiedades ópticas de las AuNPs y AuNCs obtenidas, se decidió 

realizar el seguimiento de estas propiedades durante la reacción de síntesis para poder entender 

mejor su mecanismo de formación. Para ello se midieron las propiedades ópticas de absorbancia 

y fluorescencia en 5 tiempos diferentes: al inicio, tras 1h, tras 2:30 h de reacción, tras 4:30 h de 

reacción, tras 6:30 h de reacción y al día siguiente, tras 20 h de reacción. El aspecto de estas 

disoluciones en cada uno de los tiempos de reacción se muestra en la Figura 2A.6. 

Figura 2A.6: Aspecto de las disoluciones en cada uno de los tiempos de reacción de la síntesis 

de AuNMs@LAAO a pH 12. 
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El seguimiento de las propiedades fluorescentes en los diferentes tiempos de reacción a cada 

una de las longitudes de onda de interés se muestra en la Figura 2A.7. En el caso del FAD se 

observa cómo, a medida que avanza el tiempo de reacción, su máximo a 525 nm se va definiendo 

progresivamente hasta quedar perfectamente delimitado, lo que indica un cambio 

conformacional de la enzima tras la reacción con el oro, que deja su cofactor FAD más expuesto. 

En el caso de los AuNCs, se observa como su fluorescencia a 630 nm no aparece inicialmente y 

que es solo a partir de las 6 horas y media cuando esta fluorescencia comienza a observarse. Por 

último, en cuanto a la fluorescencia de AuNPs a 420 nm, esta aparece desde el momento inicial 

de la síntesis y va disminuyendo progresivamente con el tiempo de reacción. 

 
Figura 2A.7: Evolución de la fluorescencia de los distintos espectros de emisión y máximos de 

interés durante el avance del tiempo de reacción de síntesis de AuNMs@LAAO. 

De la misma manera se llevó a cabo el seguimiento de la absorbancia a los distintos tiempos de 

reacción de síntesis. Como se muestra en la Figura 2A.8, el máximo de 530 nm comienza a 

aparecer a las 6.30 h, momento en el que la disolución se comienza a tornar rojiza, lo que indica 

la formación de las AuNPs con plasmón de superficie. Este tiempo de reacción coincide con la 

disminución drástica en la fluorescencia de 420 nm atribuida a estas mismas AuNPs y con la 

aparición de la fluorescencia a 630 nm atribuida a AuNCs. 
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Figura 2A.8: Evolución del plasmón superficial durante el avance del tiempo de reacción de 

síntesis de AuNMs@LAAO. 

Para estudiar en mayor profundidad la correlación entre la formación de AuNPs y AuNCs, se 

extrajeron los valores de intensidad de fluorescencia a los dos máximos de emisión, 420 nm y 

630 nm, respectivamente, durante el tiempo de reacción. La Figura 2A.9, muestra la 

representación de estas intensidades normalizadas respecto al avance de la reacción y confirma 

que la aparición del máximo de fluorescencia debido a la formación de AuNCs es inversamente 

proporcional a la disminución de la fluorescencia a 420 nm de las AuNPs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2A.9: Intensidad de fluorescencia normalizada de AuNCs y AuNPs a los diversos tiempos 

de reacción. 

 

2A.4.4. Caracterización de AuNMs@LAAO. 
 

En primer lugar, se estudiaron los AuNMs sintetizados, mediante microscopía de transmisión 

electrónica STEM (modo barrido y transmisión). 
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La Figura 2A.10A muestra una de las imágenes obtenidas trabajado en modo STEM, donde se 

observan dos claras poblaciones de partículas esféricas, cuyas distribuciones de tamaños se 

indican en la Figura 2A.10B. En este histograma se puede observar una población de partículas 

pequeñas, AuNCs (8,3± 2,7 nm), libres y separadas entre sí y otra población de nanopartículas 

grandes, AuNPs (27,1 ± 6,9 nm), que tienden a agruparse y formar grupos de unas 7 

nanopartículas rodeados por materia orgánica.  Estos resultados indican que la enzima LAAO 

rodea fundamentalmente las AuNPs grandes, confirmando que estas se forman en el entorno 

de la enzima provocando un cambio conformacional de la misma y la exposición del grupo FAD. 

Los AuNCs, pequeños y con menos materia orgánica alrededor, parecen independientes a estas 

agrupaciones. 

 
Figura 2A.10: A) imagen STEM de los AuNMs@LAOO sintetizados B) histograma 

correspondiente que representa la distribución de tamaño de partículas. 

Para poder asignar de manera experimental cada una de las propiedades ópticas observadas a 

una de estas poblaciones, se llevó a cabo la separación de estas nanopartículas mediante 

electroforesis en gel de agarosa. Con ella se pueden separar especies en función del tamaño y 

la carga. La Figura 2A.11A muestra el aspecto del gel después de la electroforesis, donde los 

AuNPs de color rojizo (población de tamaños mayores) se observan dentro del gel generando 

una banda rojiza, algo más intensa justo a la salida del pocillo. Si observamos este mismo gel con 

una lámpara UV, comprobamos la banda fluorescente generada por estas nanopartículas, así 

como en el interior del pocillo (Figura 2A.11B). 

Figura 2A.11: A) Aspecto del gel de agarosa tras la electroforesis para la separación de 

AuNMs@LAAO. B) Aspecto de este mismo gel en lampara UV, donde se pueden observar las 

bandas de fluorescencia. 
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Tras la electroforesis, la muestra restante de los pocillos fue recogida y se realizó un espectro 

3D de fluorescencia, para comparar los espectros antes y después de la separación de AuNPs y 

AuNCs. El análisis de los espectros 3D mostrados en la Figura 2A.12 revela las siguientes 

afirmaciones: 

- La comparación de ambos espectros 3D muestra, tras la separación, la desaparición del máximo 

de fluorescencia de 420 nm, asociado a las AuNPs de mayor tamaño que poseen plasmón. Como 

se observa en la Figura 2A.11, son estas AuNPs las que entran en el gel y muestran la banda 

alargada de fluorescencia. Con lo que se confirma la asociación de esta fluorescencia a las AuNPs 

grandes. 

- Por tanto, es en el pocillo donde quedan los AuNCs de menor tamaño. Por ello, en el espectro 

de esta muestra (Figura 2A.12B) solo se observa el máximo de 630 nm, asociado a estos AuNCs. 

Las intensidades en este espectro son menores debido a la dilución de la muestra en el pocillo 

después de la electroforesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2A.12: Espectros 3D de fluorescencia realizando un barrido de excitación de 250 a 450 

nm, midiendo la emisión desde 260 a 850 nm de las muestras A) LAAO AuNPs/AuNCs original B) 

muestra recogida en el pocillo tras la separación electroforética. 
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Respecto a la separación producida durante este tipo de electroforesis, como ya se ha dicho se 

produce en función del tamaño y la carga. Por lo que, en este caso, el hecho de que las AuNPs 

más grandes sean las que atraviesan la agarosa y no los AuNCs más pequeños, indica que la 

separación es debida a la diferencia de carga de las partículas y no a la diferencia de tamaños. 

Estos resultados señalan que las AuNPs tienen una gran carga negativa (mucho mayor que los 

AuNCs) que les hace migrar hacia el polo positivo, lo que corrobora la materia orgánica que les 

rodea formando las agrupaciones observadas en las imágenes STEM (Figura 2A.10A). Las AuNPs 

más grandes se agrupan rodeadas por la enzima LAAO (pI =4,4)14, que al pH final de la síntesis 

(en torno a 12) se encuentra totalmente desprotonada y cargada negativamente, lo que hace a 

estas partículas correr más en el gel. 

 

2A.4.5. Conclusiones y mecanismo de síntesis de AuNMs@LAAO 
 
La síntesis de nanopartículas estabilizadas por la enzima LAAO ha mostrado la aparición de dos 

tipos de partículas: 

- AuNPs de tamaño en torno a 27 nm, que se muestran agrupadas y rodeadas por gran cantidad 

de enzima. Estas AuNPs presentan fluorescencia (λext: 330 nm y λem: 420 nm) desde el momento 

inicial de síntesis, pero a las 6,30 horas de reacción esta fluorescencia disminuye y aparece el 

plasmón superficial a 530 nm, que dota de color rojizo a la disolución. 

-La disminución de la fluorescencia a 420 nm y la aparición del plasmón, coincide con la aparición 

de la fluorescencia de otro tipo de partículas, los nanocluster de oro (λext: 350 nm y λem: 630 nm). 

Estos AuNCs muestran pequeños tamaños, en torno a 8 nm y se presentan libres y separados 

entre sí, con una baja densidad de materia orgánica.  

Las conclusiones extraídas mediante estos resultados llevaron al planteamiento de una hipótesis 

que podría explicar el mecanismo de síntesis de estas nanopartículas (Figura 2A.13).  

Así, por un lado, las AuNPs con fluorescencia a 420 nm se formarían al principio de la reacción, 

gracias a los residuos reductores de la enzima LAAO. En este momento inicial, estas 

nanopartículas mostrarían tamaños inferiores a los finalmente observados, sin presentar 

plasmón superficial.  

El avance del tiempo de reacción supondría una mayor reducción y estabilización de las 

nanopartículas, mediada por los residuos aminoácidos de la enzima implicados. Así, estas AuNPs 

irían creciendo, mostrando un descenso en la fluorescencia y la aparición del plasmón 

superficial. La agrupación de estas AuNPs junto con la enzima LAAO podría dar lugar a 

autoabsorción, ocasionando el quenching fluorescente observado.  

Además, un mayor grado de implicación de la enzima en el proceso de estabilización de estas 

AuNPs, provocaría el cambio conformacional de la enzima LAAO, exponiendo su cofactor FAD, 

que consecuentemente muestra una mayor definición de su máximo de fluorescencia. 

Por otro lado, nuestra hipótesis plantea que los AuNCs también se formarían desde el momento 

inicial de reacción, sin embargo, la observación de su fluorescencia no sería posible hasta la 

agrupación de las AuNPs más grandes. Debido a que la longitud de onda de excitación de ambos 

tipos de nanopartículas coincide, esta podría ser absorbida únicamente por las AuNPs con 

emisión a 420 nm, predominantes poblacionalmente. En el momento de la agrupación de estas 
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AuNPs, la disminución de su fluorescencia permitiría la excitación de los AuNCs, dejando ver así 

su emisión a 620 nm. 

 
Figura 2A.13: Esquema del posible mecanismo de síntesis de LAAO- AuNPs/AuNPs y evolución 

de sus propiedades ópticas. 

 

2A.4.6. Estabilidad y propiedades ópticas de AuNMs@LAAO a pH 7.5. 
 

Para el seguimiento de estas nuevas propiedades ópticas durante la reacción enzimática de 

LAAO con su analito L-fenilalanina, en primer lugar se estudió la estabilidad de estas 

nanopartículas sintetizadas y sus propiedades ópticas a pH 7.5, óptimo para la reacción con su 

sustrato y al cual la LAAO es activa.21 La Figura 2A.14 muestra como los espectros de excitación 

y emisión del FAD de la enzima LAAO libre (línea azul) presentan intensidades mucho menores  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2A.14: Espectros de excitación (λem: 525 nm) y emisión (λext:470 nm) del FAD de los 

AuNMs@LAAO en el medio de reacción de síntesis y en disolución amortiguadora fosfato pH 7,5 

y de la enzima LAAO en disolución amortiguadora fosfato pH 7,5. 
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a las observadas tras la reacción de síntesis, una vez las AuNPs/AuNCs se han formado (línea 

naranja). Esta potenciación de la fluorescencia del FAD se puede atribuir, como ya se ha dicho, 

al cambio conformacional de la enzima implicada en la síntesis de las nanopartículas y la 

consecuente exposición del cofactor FAD. Por último, se observa como la disolución de las LAAO- 

AuNPs/AuNCs en disolución amortiguadora fosfato pH 7,5 conlleva a un aumento de la 

fluorescencia del FAD (línea violeta). 

De la misma forma a Figura 2A.15, muestra los espectros de excitación y emisión de los AuNCs 

formados, donde se muestra un ligero aumento de la fluorescencia a pH 7,5. 

 

Figura 2A.15: Espectros de excitación (λem: 630 nm) y emisión (λext:350 nm) de los AuNCs en el 

medio de reacción de síntesis y en disolución amortiguadora fosfato pH 7,5. 

La estabilidad de estas nanopartículas al pH óptimo de la reacción enzimática LAAO-sustrato, 

presenta posibilidades en su aplicación al desarrollo de biosensores para la determinación 

cuantitativa de L-fenilalanina.  

 

2A.4.7. Estudio por fluorescencia de la reacción enzimática entre AuNMs@LAAO 

y L-fenilalanina. 
 

Como se ha explicado, la fluorescencia del cofactor FAD de la enzima L-aminoácido oxidasa está 

altamente desactivada por el medio, lo cual hace que estas propiedades espectroscópicas no 

pueden usarse como método de determinación.  

Dado que la reacción enzimática genera H2O2 como producto, para la evaluación de esta 

reacción enzimática se añadió la enzima catalasa antes de la adición del L-fenilalanina, que 

cataliza la dismutación de H2O2 en agua y oxígeno, lo que acelera la regeneración de la enzima. 

La Figura 2A.16, muestra el seguimiento de la fluorescencia del cofactor FAD (λext:470 nm y λem: 

525 nm) durante la reacción de la enzima LAAO libre y su sustrato L-fenilalanina. Así, se observa 

una muy lenta reducción del FAD (con tiempos superiores a una hora), que indican una cinética 

de reacción muy lenta, lo cual dificulta la determinación de fenilalanina mediante este método.  



Sección 2A: Modelo de síntesis in situ de nanomateriales de oro a partir  
de los residuos reductores de la enzima L-aminoácido oxidasa. 

153 
 

 

Figura 2A.16: Variación de fluorescencia del FAD durante la reacción enzimática de la enzima 

LAAO libre (7,69·10-5 M) con L-fenilalanina (L-Phe) 5,38·10-5 M en disolución amortiguadora 

fosfato 0,2 M pH 7,5. Previo a la inyección del sustrato, se añaden 5 μL de catalasa 0,60 mg/mL. 

En este punto, se decidió estudiar las posibilidades de los AuNMs@LAAO sintetizados, en su 

aplicación a la detección enzimática de L-fenilalanina, observando los cambios en la emisión 

tanto del FAD de la enzima, como de la fluorescencia Vis-NIR de AuNCs (λext:350 nm y λem: 630 

nm) durante la reacción. Se siguió también la fluorescencia de las AuNPs con emisión a 420 nm 

durante la reacción enzimática, sin observar variaciones.  

La variación de la intensidad normalizada de estos máximos de fluorescencia frente al tiempo 

de la reacción enzimática se representa en la Figura 2A.17: 

a) Comportamiento del FAD: al añadir L-fenilalanina (t=100 s), en primer lugar, se observa una 

bajada de la fluorescencia debida a la dilución, a partir de este punto, la fluorescencia del FAD 

disminuye (reducción del FAD, mediada por el consumo de O2). Tras unos 30 minutos, la 

fluorescencia comienza a aumentar hasta el valor inicial alcanzando un valor constante, 

indicativo de la regeneración completa de la enzima por la re-oxidación del FAD.  

b) Comportamiento de AuNCs: como se detalla en el Capítulo 1 (sección 1B), los AuNCs 

presentan largos tiempos de vida de fluorescencia, lo cual favorece la desactivación fluorescente 

por el oxígeno (desactivación colisional), produciendo una disminución en la intensidad de la 

fluorescencia emitida. Así, como se observa en la Figura 2A.17, el consumo del O2 durante la 

reducción de la LAAO en su reacción con L-Phe, se ve reflejado como un aumento en la 

fluorescencia de AuNCs (aumento durante los 30 min de la reducción). Después, en la re-

oxidación, la disolución va captando O2 del aire hasta volver a la concentración inicial de 

saturación, que producirá de nuevo la desactivación de la fluorescencia de AuNCs. Esta 

recuperación del oxígeno en la disolución es muy paulatina y depende fundamentalmente de la 

difusión del oxígeno en el interior de la cubeta. 
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Figura 2A.17: Variación de fluorescencia del FAD y de AuNCs durante la reacción enzimática de 

con L-fenilalanina (L-Phe) 5,38·10-5 M en disolución amortiguadora fosfato 0,2 M pH 7,5. Previo 

a la inyección del sustrato, se añaden 5 μL de catalasa 0,60 mg/mL. 

Estos resultados parecen indicar una cinética de reacción de la enzima LAAO-AuNP/AuNCs con 

su sustrato más rápida. Esto puede ser debido al cambio conformacional de la enzima tras la 

reacción con el oro, que como se observó, conlleva a la mayor exposición de su cofactor FAD y 

por tanto de su centro activo, situado al final de los canales de O2 definidos por su estructura 

cristalina.11 Sin embargo, a pesar de que la cinética de la enzima mejora, los cambios de 

fluorescencia del FAD observados durante la reacción son pequeños, lo que se traduciría en un 

método analítico con baja sensibilidad y posiblemente, baja reproducibilidad. 

Alternativamente, la variación en la fluorescencia de los AuNCs observada, es proporcional al 

consumo de oxígeno durante la reacción enzimática y por tanto a la concentración de sustrato. 

De esta forma, la variación de esta fluorescencia podría utilizarse como parámetro para la 

cuantificación del sustrato L-fenilalanina. Sin embargo, los tiempos de reacción observados, 

siguen considerándose demasiado largos para establecer este como un método de 

determinación útil. 
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2A.5. Conclusiones específicas de la sección 2A 
 

En esta sección se ha evaluado la síntesis in-situ de AuNMs a partir de los residuos reductores 

de la enzima LAAO. Para ello se ha estudiado la estructura de la enzima y asegurado sus 

posibilidades para la síntesis mediada por sus residuos proteicos, extrayéndose las siguientes 

conclusiones:  

1. A través de la optimización de los factores implicados en la síntesis, se han obtenido dos 

tipos de nanoestructuras, lo que ha permitido conocer en mayor profundidad las bases de 

esta metodología de síntesis.  

 

2. La caracterización de sus propiedades estructurales y ópticas ha mostrado la existencia de 

AuNCs (8,3± 2,7 nm) con fluorescencia el Vis-NIR (λext: 350 nm y λem: 630 nm) y otra 

población de nanopartículas grandes, AuNPs (27,1 ± 6,9 nm) agrupadas y rodeadas por 

materia orgánica que presentan fluorescencia (λext: 330 nm y λem: 420 nm) y plasmón 

superficial a 530 nm.  

 

3. Los resultados obtenidos en la caracterización han llevado al planteamiento de una 

hipótesis que podría explicar el mecanismo de síntesis de estas nanopartículas.  

 

4. Por último, se han estudiado las posibilidades de los AuNMs sintetizados, en su aplicación 

a la detección enzimática de L-fenilalanina. Los resultados han mostrado una cinética de 

reacción de la enzima LAAO con su sustrato más rápida, sin embargo, los cambios de 

fluorescencia del FAD observados durante la reacción son insuficientes para el desarrollo 

de un método analítico.  

 

5. Alternativamente, se ha observado la variación en la fluorescencia de los AuNCs 

sintetizados, proporcional al consumo de oxígeno durante la reacción enzimática y por 

tanto a la concentración de sustrato. Sin embargo, los tiempos de reacción observados, 

siguen considerándose demasiado largos para establecer este como un método de 

determinación útil. 

 

Se ha demostrado que la síntesis in situ de AuNCs biofuncionalizados y el seguimiento de las 

propiedades fluorescentes de estos, es un método adecuado para la determinación de sustratos 

sin el uso de reacciones indicadoras, que puede ser aplicado a otras enzimas, cuya cinética de 

reacción favorable, permita el desarrollo de métodos analíticos. 
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2B.1. Introducción  
 

La L-fenilalanina (L-Phe) es un aminoácido esencial, forma parte de muchas proteínas y es una 

fuente de tirosina (Tyr), que se sintetiza enzimáticamente con la participación de la enzima 

fenilalanina hidroxilasa (PAH) (Figura 2B.1). Esta reacción requiere del cofactor 

tetrahidrobiopterina (BH4), que se oxida en presencia de oxígeno a dihidrobiopterina (BH2). 

Normalmente, el 75 % de la Phe se oxida a Tyr, y el 25 % restante se incorpora a las proteínas 

 

Figura 2B.1: Reacción de conversión de fenilalanina en tirosina mediada por la enzima hepática 

fenilalanina hidroxilasa (PAH) e implicación de la tirosina en el cuerpo humano. 

 
La determinación cuantitativa de L-Phe en fluidos fisiológicos es crucial en el diagnóstico y 

tratamiento de trastornos de su catabolismo, como la fenilcetonuria (PKU), un trastorno 

genético caracterizado por la deficiencia en el hígado de la PAH, lo que conduce a una 

acumulación excesiva de Phe en el suero sanguíneo y a un defecto de Tyr.34 La Tyr es esencial 

para la síntesis de neurotransmisores y la síntesis de hormonas tiroideas o de melanina. Por otro 

lado, el exceso de fenilalanina tóxico se acumula en el organismo (sangre, orina, tejidos y 

cerebro) lo cual ocasiona daños en el sistema nervioso, provocando discapacidad intelectual 

grave, retraso en el desarrollo y en otros casos más leves, daños cutáneos.35 Para evitar estos 

problemas los pacientes con PKU, deben controlar su alimentación para mantener los niveles de 

fenilalanina adecuados en la sangre, evitando la ingesta de alimentos en alto contenido proteico. 

(Figura 2B.2) 

 

Figura 2B.2: Daños producidos por la ingesta de alimentos con alto contenido proteico en 

pacientes con PKU. 



Sección 2B: Formación de nanopartículas de oro como indicador de  
métodos enzimáticos: determinación colorimétrica de L-fenilalanina 

160 
 

Se consideran niveles de fenilalanina adecuados para el desarrollo cerebral normal aquellos 

inferiores a 120 M; los niveles normales en plasma están en torno a 50 M. La fenilcetonuria 

no tratada se asocia con concentraciones plasmáticas de Phe superiores a 1000 µmol/L. 

Concentraciones por encima del valor normal de 120 M, pero inferior a 1000 µmol/L se asocian 

a hiperfenilalaninemia sin PKU, las personan con estos niveles tienen un riesgo mucho menor 

de deterioro cognitivo en ausencia de tratamiento.36 

Los niveles de fenilalanina se controlan comúnmente mediante métodos basados en 

cromatografía de gases y espectrometría de masas en tándem, altamente sensibles (límite de 

detección 1 nM)37,38. En bibliografía también se encuentran diferentes métodos enzimáticos (LD 

15 M)39 y fluorimétricos (LD 25 M40, LD 0,3 M39), aunque no se aplican de forma rutinaria. 

Otros métodos utilizados en clínica, con peor sensibilidad que los cromatográficos pero de 

simple aplicación, son ensayos bacteriológicos de inhibición bacteriana (BIA) como la 

metodología de Guthrie42,43, con un límite de detección de fenilalanina de 120 40. Todos estos 

métodos requieren tiempo, y en algunos casos preparación de muestras compleja o 

instrumentación sofisticada que ha de ser manipulada por personal cualificado. Frente a estos 

inconvenientes, los biosensores se presentan como métodos analíticos sencillos, basados en 

reacciones bioquímicas específicas, capaces de detectar en tiempo real y con una alta 

sensibilidad y selectividad agentes biológicos. Los biosensores colorimétricos destacan por 

presentar varios factores clave como son la sencillez y la respuesta rápida mediante la detección 

visual, sin necesidad de instrumental para su detección y la posibilidad de la cuantificación 

usando equipos sencillos. La nanotecnología aplicada en este tipo de sensores mediante el uso 

de la resonancia de plasmón de nanopartículas, permite en muchos casos la detección sensible 

de diversas biomoléculas. 3 

Las estrategias actuales utilizadas para las determinaciones colorimétricas basadas en 

reacciones oxidasa, como la de la enzima LAAO y L-Phe, consisten en acoplar una reacción 

indicadora enzimática basada enzima HRP, que cataliza la conversión de sustratos cromogénicos 

(por ejemplo, TMB o ABTS) en productos coloreados tras el proceso de oxidación.44,45 Sin 

embargo, el uso de este tipo de colorantes, presenta problemas como su baja estabilidad, 

complejo comportamiento redox y la posibilidad de su oxidación parcial por el O2 presente en el 

aire. Además, especias reductoras en la muestra pueden interferir en la oxidación de estos 

colorantes o estos mismos pueden reaccionar con el producto del analito.46,47 

Ante estos problemas, la búsqueda de nuevas estrategias basadas en el uso de AuNPs como 

sustituto del reactivo cromogénico, nos planteó la exploración de un nuevo concepto sintético-

sensor: la síntesis de AuNPs a partir de Au(III) durante la reacción enzimática como método de 

detección alternativo. 

Por todo ello, en esta sección, se presenta un método enzimático-colorimétrico basado en la 

reacción entre L-Phe y la enzima L-aminoácido oxidasa (LAAO) en presencia de Au (III), que 

conducen a la formación in situ de nanopartículas de oro. (Figura 2B.3) Así, el color o la 

intensidad de la banda de plasmón de las nanopartículas generadas (550 nm) se puede 

relacionar con la concentración de L-Phe en la muestra. 
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Figura 2B.3: Esquema de la reacción de la enzima oxidoreductasa LAAO con su analito L-

fenilalanina en presencia de Au (III) 

El mecanismo cinético de este tipo de enzimas ha sido estudiado 13 y se resume en la Figura 

2B.4. El centro FAD de las L-aminoácido oxidasas cataliza la desaminación oxidativa de una 

amplia gama de L-aminoácidos. Durante la semirreacción reductora, el aminoácido se oxida al 

iminoácido con la reducción consecuente del cofactor FAD. El iminoácido producto de oxidación 

sufre una hidrólisis no enzimática para dar el respectivo α-cetoácido y amoníaco. Por último, 

una semirreacción oxidativa completa el ciclo catalítico re-oxidando el FAD con oxígeno 

molecular y produciendo peróxido de hidrógeno. Dado que el Au (III) es también capaz de re-

oxidar el FAD y transformarse en Au0, esto puede demostrar el mecanismo propuesto. 

 

Figura 2B.4: Mecanismo de la reacción de desaminación oxidativa de de L-aminoácidos mediada 

por enzimas L-aminoácido oxidasas.13 
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2B.2. Objetivos 
 

El objetivo de esta sección es la optimización y conocimiento del mecanismo de la síntesis de 

AuNPs a partir de las propiedades redox de la enzima LAAO y su sustrato L-fenilalanina. Para ello 

se propusieron los siguientes objetivos específicos: 

1. Estudio del mecanismo de la reacción enzimática LAAO- L-Phe en presencia de Au (III), a 

través de la evaluación y optimización de las condiciones experimentales como el orden de 

adición de reactivos, la cantidad de enzima LAAO, la concentración de Au(III), la naturaleza 

de la disolución amortiguadora y su pH y el tiempo de reacción enzimática LAAO – Phe antes 

de la adición de oro.  

 

2. Optimización de la cinética y calibración del método para la detección de L-Phe mediante 

la relación de las propiedades ópticas de las nanopartículas formadas y la concentración de 

L-Phe. 

 

3. Estudio de interferencias para la determinación de L-Phe en presencia de otros aminoácidos 

presentes en suero sanguíneo.  
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2B.3. Experimental y métodos 
 

2B.3.1. Screening en placa 
 

Los estudios en placa se usaron para hacer estimaciones semi-cuantitativas del efecto de las 
diferentes variables en la señal, así como del efecto de la concentración de analito. Se realizaron 

con arreglo al siguiente protocolo:  El volumen final de cada pocillo fue de 200 L. En primer 

lugar, se disolvió la enzima a la concentración requerida en 150 L de disolución amortiguadora, 

después se añadieron 20 L de L-Phe de la concentración de interés y por último, tras 5 minutos, 

se añadieron 30 L de la concentración de oro a estudiar. El seguimiento de la reacción se llevó 
a cabo durante 12 h. En todos los casos las medidas de absorbancia se llevaron a cabo utilizando 
el espectrofotómetro microplacas Multiskan Sky (Thermo Scientific, MA, EE.UU.) y realizando un 
barrido de la absorbancia del pocillo desde 250 a 900 nm. 
 

2B.3.2. Optimización en cubeta 
 

Una vez estudiados los parámetros clave de esta metodología mediante el screening en placa y 

partiendo de esta evaluación previa, se llevó a cabo una optimización en mayor profundidad, 

mediante medidas en cubeta, utilizando volúmenes superiores (1,5 mL) y a una temperatura 

constante de 37°C. En todos los casos el procedimiento fue el siguiente: se añaden sobre la 

cubeta 1379 L de la disolución amortiguadora del pH adecuado conteniendo la enzima LAAO 

de concentración adecuada; a continuación 100 L de la disolución de L-Phe a analizar. Se deja 

transcurrir un tiempo para la reacción y posteriormente se añaden 21 L de la disolución de 

Au(III) 50 mM. Todas las medidas de absorción en cubeta se realizaron en un espectrofotómetro 

Specord 210 Plus termostatizado a 37°C. 

  

2B.3.3. Estudio de caracterización analítica: parámetros de calidad e 

interferencias. 
 

La evaluación del método para la determinación de L-Phe se llevó acabo en cubeta, siguiendo 

un procedimiento similar al indicado en el apartado anterior. Sobre 1379 L de disolución 

amortiguadora fosfatos 0,1M pH 6,5 con una concentración 0,8 mg/mL de la enzima LAAO, se 

añadieron 100 L de L-Phe de la concentración necesaria para que en el volumen final equivalga 

a 15, 50, 150, 250, 400, 500 y 1000 M. Transcurridos 20 minutos de reacción, se añadieron 21 

L de Au (III) 3,5 mM para que en el volumen final la concentración de oro sea 0,7 mM. Después 

de 4 h a 37°C, se realizaron las medidas de absorción de las cubetas en el espectrofotómetro 

Specord 210 Plus. 

Usando un procedimiento similar al descrito, se realizó un estudio de interferencias de otros L-

aminoácidos, los más abundantes en el plasma sanguíneo: L-glutamina, L-valina, L-serina y L-

cisteina fueron compradas en Sigma Aldrich.  
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2B.4. Resultados 
 

2B.4.1. Estudio y optimización del orden de adición de los reactivos: LAAO, L-

fenilalanina y Au(III) 
 

En primer lugar, se estudiaron dos opciones respecto el orden de adición de los reactivos: 

Orden de adición A: disolución amortiguadora→LAAO→L-Phe →Au(III) 

Orden de adición B: disolución amortiguadora →Au(III)→LAAO→L-Phe 

En ambos casos la reacción se llevó a cabo durante 20 horas. La Figura 2B.5 muestra los 

resultados obtenidos para ambos casos, en la que se observa la necesidad de la reacción 

enzimática previa a la adicción del oro, de lo contrario no se observa la aparición del plasmón 

entorno a 570 nm, asociado a la sintesis de nanopartículas. 

 

Figura 2B.5: Espectros de absorción molecular obtenidos (20 horas) tras la reacción de 0, 5 

mg/mL de LAAO y AuCl4Na 1 mM en presencia de fenilalanina 2.2·10-3 mM en disolución 

amortiguadora TRIS pH 6,5 0,1 M utilizando los dos órdenes de adición indicados. 

 

2B.4.2. Mecanismo de la reacción enzimática LAAO- L-fenilalanina en presencia 

de Au (III). 
 

La capacidad intrínseca reductora de la LAAO, fue estudiada en la sección 2A mostrando que 

estas proteínas son capaces de generar nanoestructuras de Au mediante la participación de 

algunos de sus residuos aminoácidos. Para ello es necesario un exceso de Au(III) (~5 mM) y una 

alta concentración de la enzima LAAO (6,5 mg/mL). Sin embargo, en este caso, la metodología 

planteada no precisa de tan altas cantidades de oro y enzima, ya que se pretende que en 

ausencia del analito fenilalanina, no se observe la formación de AuNPs. Esto se observa en la 

Figura 2B.6, que muestra un experimento inicial, en el que se evalúan las capacidades 

reductoras de la LAAO en presencia y ausencia del analito utilizando bajas concentraciones de 
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oro y enzima. Ambas reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante 20 horas, tiempo 

suficiente para asegurar la no implicación de los residuos reductores de la enzima. De esta 

forma, se puede observar que en ausencia de fenilalanina no se produce formación de ningún 

tipo de nanoestructura, no se observa ninguna propiedad óptica (plasmón o fluorescencia) en 

la disolución. Por el contrario, en presencia del sustrato fenilalanina, se observa la existencia de 

nanopartículas con plasmón de superficie alrededor de 570 nm. 

 

Figura 2B.6: Espectros de absorción molecular obtenidos al final de la reacción de LAAO y 

AuCl4Na en presencia y en ausencia de fenilalanina. Condiciones experimentales utilizadas 

inicialmente: [Au(III)]= 1 mM, [LAAO] = 0,5 mg/mL, disolución amortiguadora TRIS pH 6,5 0,1 M, 

con: A) [L-fenilalanina] = 2.2·10-3 mM B) [L-fenilalanina] = 1·10-3 mM y C) sin ella; los espectros 

se obtuvieron después de 20 h de reacción. 

 

Los cambios en la intensidad de la banda de plasmón observados en la figura 2B.4 son debidos 

a que la cinética de formación de AuNPs aumenta cuando la concentración de L-Phe es más alta 

que la del O2 (es decir, se consume todo el O2 de la solución), lo que favorece que el Au (III) 

participe en la reacción enzimática. La posibilidad de que los iones metálicos puedan actuar 

como sustratos de enzimas se ha comprobado recientemente48,  lo que refuerza la hipótesis de 

que el centro activo de la enzima pueda ser el responsable de la formación de AuNPs. De ser así, 

tras la reacción enzimática LAAO-L-fenilalanina, el centro catalítico de la enzima reducida sería 

regenerado por la sal de Au (III), que se reduciría a Au0 produciendo la reoxidacion del centro 

activo de la enzima. Gracias a la proteína presente, la forma Au0 se estabiliza como AuNPs. No 

obstante, para tener certeza sobre este mecanismo será necesario realizar, en el futuro, ensayos 

adicionales que demuestren la interacción redox FAD/Au o, en su defecto, la existencia de otros 

tipos de procesos secundarios que induzcan o faciliten la formación de las AuNP durante la 

reacción. 
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2B.4.3. Optimización de la síntesis de AuNPs para la determinación colorimétrica 

de L-fenilalanina  
 

2B.4.3.1. Screening en placa 
 
Son varios los factores experimentales a estudiar en esta metodología que pueden afectar a la 

señal analítica obtenida. Los más importantes son: 

a) Cantidad de enzima LAAO: afecta al desplazamiento de la longitud de onda, la 

estabilidad de las AuNP formadas y la intensidad del plasmón, que limita la sensibilidad 

del método. 

b) Concentración de Au(III): mayores concentraciones generan una mayor cantidad de 

AuNPs o un mayor tamaño, afectando también al desplazamiento de la longitud de 

onda. 

c) Naturaleza de la disolución amortiguadora y su pH:  afecta a la cinética de la reacción 

enzimática y a la estabilidad de las AuNPs. 

d) Tiempo de reacción enzimática LAAO – Phe antes de la adición de oro: es el tiempo de 

conversión se la L-Phe en su producto fenilpiruvato. Un mayor tiempo de reacción 

enzimática antes de añadir el oro supone una mayor conversión del sustrato y por tanto 

una mayor reducción de la enzima. Este tiempo afecta a la velocidad de formación de 

las AuNPs. 

 
Dado que el resultado de la optimización puede depender de las condiciones de partida usadas 
en cada estudio, se realizaron varios ensayos multivariable en los que se analizó el efecto 
simultáneo de varios de estos factores al mismo tiempo.  
 
En primer lugar, para conocer mejor el efecto de la variación de estos parámetros, se llevó a 
cabo un cribado en placa de diversas condiciones de los factores clave a estudiar (ensayo 
multivariable): la concentración de oro (0,2 mM, 0,5 mM y 1 mM), la cantidad de enzima (0,3 y 
0,5 mg/mL) y el pH de la disolución amortiguadora TRIS 0,1 M (pH 6,5 y 7) evaluando en todos 
los casos la reacción para diversas concentraciones de L-Phe (15, 20, 50, 100 y 500 mM). El 

volumen final de cada pocillo fue de 200 L, en primer lugar, se disolvió la enzima a la 

concentración determinada en 150 L de disolución amortiguadora, después se añadieron 20 

L de fenilalanina a la concentración de interés y por último, tras 5 minutos se añadieron 30 L 
de la concentración de oro a estudiar. El seguimiento de la reacción se llevó a cabo durante 12 
h. El diseño experimental en placa se muestra en la Figura 2B.7A (Diseño experimental A) y los 
resultados obtenidos se indican en la Figura 2B.7B 
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Figura 2B.7: Resultados obtenidos en el primer estudio multivariable. A) Composición de los 
ensayos; B) Resultados visuales al cabo de las 12 h. 
 
 
Se observa en primer lugar, que el pH 6,5 favorece ampliamente la reacción respecto a pH 7. En 
segundo lugar, solo concentraciones de oro iguales o superiores a 0,5 mM generan AuNPs y 
además, el aumento de esta concentración da lugar a cambios de coloración (de rosáceo a azul), 
lo que implica un cambio en la naturaleza de las AuNP formadas. Por último, se puede observar 
que concentraciones mayores de enzima, permiten un rango de detección más amplio. 
 
Los espectros de absorción molecular de los ensayos cuyas condiciones permiten la formación 

de nanopartículas en un rango de concentraciones de L-Phe (columnas 3 a 6), se muestran en la 

Figura 2B.8, de las cuales podemos obtener las siguientes conclusiones: 

 

 

 

 

 

 



Sección 2B: Formación de nanopartículas de oro como indicador de  
métodos enzimáticos: determinación colorimétrica de L-fenilalanina 

168 
 

 
Figura 2B.8: Espectros de absorción molecular correspondientes a los ensayos multivariable 

indicados en la figura 2B.7B. 

1) La señal obtenida depende de la concentración de L-Phe añadida, lo que es importante desde 

el punto de vista de su aplicación analítica. 

 

2) En primer lugar, comparamos la columna 3 y la columna 4, en la que se utilizó la misma 

concentración de oro (0,5 mM) y respectivamente 0,3 mg/mL y 0,5 mg/mL de enzima. Se 

observa que una mayor concentración de LAAO (columna 4) genera nanopartículas más 

pequeñas con plasmón a 560 nm (color más rosado) frente a las AuNPs generadas con una 

concentración menor de LAAO (columna 3) que presentan un pico más ancho con su máximo 

de absorbancia en torno a 600 nm (colores más azulados); este desplazamiento batocrómico 

es signo de AuNP de mayor tamaño. Esto parece indicar que pequeñas concentraciones de 

enzima permiten la formación de nanopartículas, pero no la correcta estabilización de las 

mismas, por lo que agregan y se observan tamaños superiores. 

 

3) Por otro lado, si comparamos una misma concentración de enzima, por ejemplo 0,5 mg/mL, 

con dos concentraciones de oro diferentes 0,5 mM y 1 mM (columna 4 y 6 respectivamente), 

se observa que, a altas concentraciones de oro, el plasmón se desplaza a longitudes de onda 

mayores, presentando además valores de absorbancia mayores (columna 6). Esto indica que 

una mayor cantidad de Au(III) permite la reoxidación de la enzima en mayor medida, 

produciendo el crecimiento de las nanopartículas y por tanto también una mayor población 

de nanopartículas sintetizadas. 
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4) Por último, la columna 6, cuyas condiciones de cantidad de oro (1 mM) y enzima (0,5 mg/mL) 

usada son máximas, presenta la mayor sensibilidad. En este caso podemos detectar 

nanopartículas para una concentración de hasta 20 mM de L-Phe. Sin embargo, se observa 

una saturación de la señal analítica a partir de 100 mM de analito, ya que mayores 

concentraciones de L-Phe no generan una mayor absorbancia. Este fenómeno ocurre junto 

con la aparición de bandas de plasmón más anchas o la presencia de más máximos, que indica 

la existencia de subpoblaciones de nanopartículas asociadas a mayores tamaños o 

agregación de las mismas (fenómeno observado en columna 5 y 6). Todos estos factores 

indican que concentraciones de oro tan altas, necesitarían de una mayor cantidad de enzima 

para conseguir su estabilización, evitando así la agregación. 

 

De este experimento se pudo concluir que, desde un punto de vista analítico, las condiciones 

óptimas observadas para las variables estudiadas son las utilizadas en la columna 4 (0,5 mM y 

0,5 mg/mL LAAO) y que el objetivo en la optimización se debe centrar en alcanzar un equilibrio 

entre dos factores: 

-Seleccionar una concentración de oro suficiente para generar una mayor cantidad de 

nanopartículas y por tanto alcanzar un mejor límite de detección de L-Phe. 

- Seleccionar una concentración de enzima suficiente para estabilizar estas AuNPs generadas y 

evitar su agregación. Concentraciones demasiado bajas o altas de enzima pueden provocar la 

desestabilización de las mismas. 

Tras evaluar los resultados anteriores, se llevó a cabo una nueva serie de ensayos en placa, 

cubriendo un mayor rango de los factores clave: concentración de oro (0,3, 0,4, 0,5, 0,6 y 0,8 

mM) y la cantidad de enzima (0,5, 0,6, 0,7 y 0,8 mg/mL), en todos los casos en disolución 

amortiguadora TRIS 0,1 M pH 6,5 y evaluando la reacción para diversas concentraciones de L-

Phe (15, 20, 50, 100 mM). La adición y el seguimiento de la reacción se llevó a cabo de la misma 

forma que en el caso anterior. El diseño experimental en placa se muestra en la Figura 2B.9A y 

los resultados obtenidos se muestras en la Figura 2B.9B. 

 

A 
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B 

 
Figura 2B.9: Resultados obtenidos en el segundo estudio multivariable. A) Composición de los 
ensayos; B) Resultados visuales al cabo de las 12 h. 
 
 
Se observa de nuevo el importante efecto que tiene la concentración del oxidante, ya que 

concentraciones por debajo de 0,5 mM de oro no presentan la suficiente sensibilidad (colores 

rosados muy débiles), y la concentración superior (0.8 mM), muestra agregación o la aparición 

nanopartículas más grandes (colores azulados). Esto último, se observa mejor en los espectros 

de absorción molecular obtenidos sobre estos ensayos (Figura 2B.10E y 10F) en la que se ve un 

desplazamiento del máximo de absorbancia en torno a 600 nm y un aumento de su intensidad, 

así como una disminución del rango de detección. Los resultados confirman la agregación de las 

AuNPs provocada por falta de enzima para estabilizar concentraciones de oro iguales o 

superiores a 0,8 mM. 

Se observa también que 0,6 mM es la concentración de oro que permite un rango de detección 

más amplio para todas las concentraciones de enzima evaluadas. La diferencia obtenida entre 

ellas se deduce mejor de los espectros de la Figura 2B.10A-D. En todos los casos el máximo de 

absorbancia del plasmón aparece a 560 nm. Las gráficas parecen mostrar también que el efecto 

de la concentración de enzima no es tan importante, siempre y cuando esté por encima de un 

valor mínimo (0,5 mg/mL). 
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Figura 2B.10: Espectros de absorción molecular correspondientes a los ensayos multivariable 

indicados en la figura 2B.9B. 
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Finalmente se desarrolló un último ensayo multivariable, con el fin de estudiar los tiempos de 
reacción LAAO-L-Phe (1, 3, 5 y 7 minutos) antes de la adición de oro, cubriendo los factores clave 
óptimos hallados en el ensayo anterior. El diseño experimental se muestra en la Figura 2B.11A 
y los resultados obtenidos se indican en la Figura 2B.11B 
 

A 

 

B 

 

Figura 2B.11: Resultados obtenidos en el segundo estudio multivariable. A) Condiciones 
experimentales usadas. B) Resultados visuales al cabo de las 12 h. 
  
Visualmente, los resultados muestran que tiempos de reacción LAAO-L-Phe inferiores a 5 min, 
producen un rango de detección muy corto junto con una baja sensibilidad. Respecto a los 
tiempos de 5 y 7 minutos, se observa que la concentración más alta de oro (0,7 mM) muestra 
un mayor rango de detección.  
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Para estudiar las cinéticas de reacción de síntesis de AuNPs en función de los tiempos de 

reacción LAAO-Phe se seleccionó aquella condición que proporcionó el mayor rango de 

detección (Au(III) 0,7 mM, y LAAO 0,8 mg/mL) y se extrajo la información necesaria a los 4 

tiempos de reacción LAAO-Phe evaluados (1 min, 3 min, 5 min y 7 min) antes de la adición de 

oro. Para cada uno de estos cuatro casos y a cada concentración de L-Phe evaluada, se realizó el 

seguimiento del máximo de absorbancia a 560 nm durante las 20 h de reacción de síntesis. Así, 

se registraron gráficas de calibrado como las que se muestran como ejemplo en la Figura 2B.12, 

correspondientes en este caso al tiempo de reacción LAAO-L-Phe de 5 min. 

 

Figura 2B.12: Seguimiento del máximo de absorción (560 nm) de las AuNPs formadas a los 

diversos tiempos de la reacción de síntesis y bajo las condiciones: LAAO 0,8 mg/mL en disolución 

amortiguadora TRIS 0,1 M pH 6,5; tiempo de reacción LAAO-Phe 5 minutos; concentraciones de 

Phe evaluadas 15, 20, 50 y 100 mM; transcurridos los 5 minutos se añade oro 0,7 mM. Se 

muestra también en la tabla la pendiente correspondiente a cada tiempo de reacción de síntesis. 

Aunque no se observa un comportamiento muy lineal entre la señal y la concentración, las 

pendientes se pueden usar a modo orientativo para comparar la sensibilidad en cada tiempo de 

reacción de síntesis (1; 2; 3; 4; 5; 6,5; 8 y 20 horas) y para los diferentes tiempos de reacción 

LAAO-Phe evaluado (1 min, 3 min, 5 min y 7 min). La Figura 2B.13 muestra estas tendencias, 

confirmando la hipótesis de que mayores tiempos de reacción LAAO-L-Phe previos a la adición 
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de oro, conllevan a mayores rendimientos en la síntesis de nanopartículas y cinéticas de reacción 

mayores. Un mayor avance de la reacción enzimática supone una mayor reducción del centro 

catalítico de la LAAO, que será regenerado (re-oxidación) por la sal de Au (III), la cual se reduce 

a Au0 en mayor medida y con una cinética superior. 

 
Figura 2B.13: Representación de las pendientes extraídas de las gráficas Abs a 560 nm vs [L-Phe] 

a cada tiempo de reacción de síntesis de AuNPs. Estos resultados se muestran para los 4 tiempos 

de reacción LAAO-Phe evaluados (1, 3, 5 y 7 min). 

 

2B.4.3.2. Optimización en cubeta. 
 

Partiendo de esta optimización previa y una vez comprendidos los factores clave de esta 

metodología mediante el screening en placa, se llevó a cabo una optimización en mayor 

profundidad en cubeta, utilizando volúmenes superiores (1,5 mL) y agitación durante la 

reacción.  

En primer lugar, debido a los largos tiempos de reacción observados para la síntesis en TRIS (8 

horas), se decidió evaluar la cinética de formación de estas AuNPs en disolución amortiguadora 

fosfato frente a los resultados obtenidos en TRIS. La Figura 2B.14, muestra la evolución de la 

absorbancia en el máximo (550 nm) durante el tiempo de síntesis de AuNPs a partir del tiempo 

0, que consideramos como el momento en el que se añade el oro a la disolución. A través de 

estos resultados podemos confirmar que la cinética de formación de AuNPs, se ve desfavorecida 

por la presencia de TRIS en el medio frente a la existencia de iones fosfato. Feng Chen et al.49 

explica la inusual actividad ácido-base y redox que muestran varios compuestos orgánicos como 

Tris (hidroximetil) aminometano, o 2-amino-2- (hidroximetil) -1,3-propanodiol, capaces de 

coordinarse con varios iones metálicos, como Au(III), señalando incluso la posibilidad del uso de 

estas sales para formar nanopartículas de oro  con estructura poliédrica a partir de una solución 
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de ácido cloroáurico. De esta forma la hipótesis para justificar este comportamiento cinético, 

tiene su origen en el acomplejamiento del Au(III) por TRIS, que además de dejar al reactivo en 

una forma menos accesible para la enzima, dará lugar a que el potencial del sistema Au(III)/Au0 

disminuya y, por tanto, la capacidad oxidante del reactivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2B.14: Cinética de la reacción de síntesis de AuNPs en disolución amortiguadora fosfatos 

0.1 M pH 6,5 y en disolución amortiguadora TRIS 0.1 M pH 6,5, bajo las condiciones: LAAO 0,8 

mg/mL; Phe 500 mM; tiempo de reacción LAAO-Phe 5 minutos; Au(III) 0,7 mM.  

En consecuencia, a partir de este punto, todos los estudios se llevaron a cabo con disolución 

amortiguadora fosfatos 0,1 M. 

Como se ha descrito en la parte experimental de este capítulo, se llevó a cabo una re-

optimización secuencial en cubeta a la temperatura constante de 37°C. Los parámetros que se 

estudiaron, fueron:  

a) El pH óptimo de reacción (pH 6,5 ó 7) utilizandola disolución amortiguadora fosfatos 0,1M. 

Se estudiaron dos concentraciones de L-Phe 150 M y 1000 M. Los espectros recogidos 

tras 4 horas de reacción (junto con las condiciones experimentales) se observan en la Figura 

2B.15A, mostrando una mayor intensidad en la banda del plasmón (550 nm) a pH 6,5 para 

ambas concentraciones de L-Phe evaluadas. Como se observó en el ensayo multivariable, 

en el que se usaba como disolución amortiguadora TRIS, el pH 6,5 favorece ampliamente la 

reacción enzimática sobre pH 7, independientemente de la disolución amortiguadora 

usada. 

 

b) La concentración de Au(III) . Los espectros recogidos tras 4 horas de reacción se muestran 

en la Figura 2B.15B, en la que se observa que concentraciones inferiores o iguales a 0,5 mM 

generan pequeñas cantidades de nanopartículas. A partir de 0,6 mM aumenta el 

rendimiento de la síntesis, observándose su máximo para 0,7 mM. Estos resultados 

coinciden también con lo observado en el ensayo multivariable previo.  

 

c) El efecto de la concentración de LAAO añadida (0,5, 0,7, 0,8 mg/mL). Como se ha observado 

en los ensayos previos, la cantidad de enzima afecta el desplazamiento de la longitud de 

onda y la intensidad del plasmón que limita la sensibilidad del método. En este caso, los 

resultados obtenidos muestran (Figura 2B.15C), que el uso de 0,8 mg/mL de LAAO 
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proporciona una mayor intensidad, sin producir desplazamiento de la longitud de onda y 

por tanto sin agregación de las AuNPs. 

 

d) Por último, se evaluó el tiempo de la reacción LAAO-L-Phe antes de la adición de oro. La 

Figura 2B.15D indica que, también en este caso, la adición del Au(III) tras 20 min permite 

completar la reacción enzimática en mayor medida y obtener una velocidad de formación 

de AuNPs máxima. 

 

Figura 2B.15: Estudio de optimización en cubeta: A) pH de reacción; [LAAO] = 0,8 mg/mL y L-

Phe 150 M y 1000 M y Au(III) 0,7 mM. B) Concentración de Au(III); 0,1M pH 6,5 (fosfato), 

[LAAO] = 0,8 mg/mL y L-Phe de 1000 M. C) Concentración LAAO; 0,1M pH 6,5 (fosfato), L-Phe 

150 M y 500 µM Au3+ 0,7 mM. Para los estudios A, B y C, el Au (III) se añade tras 5 minutos de 

reacción LAAO-L-Phe. D) Tiempo de reacción LAAO-L-Phe antes de la adición de oro; LAAO 0,8 

mg/mL en disolución amortiguadora fosfatos 0,1M pH 6,5; L-Phe 500 M y Au(III) 0,7 mM. 

 

Con las condiciones óptimas halladas en la optimización del método en cubeta se llevó a cabo la 

síntesis de AuNPs a partir de la reacción de LAAO con 500 M de L-Phe y se obtuvieron las 

imágenes de estas nanopartículas trabajando en modo STEM. En la Figura 2B.16A se observa 

una clara población de partículas esféricas, cuya distribución de tamaños se indica en la Figura 

2B.16B. En este histograma se puede observar una población de nanopartículas partículas 

pequeñas de 6,45 ± 0.73 nm a las que se atribuye el plasmón observado a 550 nm. 
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Figura 2B.16: AuNPs sintetizadas en disolución amortiguadora fosfatos 0,1M pH 6,5 utilizando 

LAAO 0,8 mg/mL y 500 M de L-Phe, transcurridos 20 minutos de reacción, se añadió Au (III) 0,7 

mM. Después de 4 h a 37°C se obtuvo A) imagen STEM de las nanopartículas sintetizadas B) 

histograma correspondiente que representa la distribución de tamaño de partículas. 

 

 

2B.4.4. Estudio de calibración del método para la determinación de L-Phe. 
 

Como se ha dicho, de forma general, concentraciones de fenilanalnina en sangre inferiores a 

120 M se consideran como niveles normales (siendo el valor promedio en torno a 50 M, 

valores superiores a esta concentración se asocian con hiperfenilalaninemia y es a partir de 

concentraciones plasmáticas superiores a 1000 M cuando se asocia con la enfermedad 

fenilcetonuria. Por ello, la evaluación del método se llevó a cabo para un rango de 

concentraciones de L-Phe de 50 a 1000 M, utilizando las condiciones finales optimizadas en el 

apartado anterior.   

La Figura 2B.17A, muestra los máximos de absorción en cada caso tras 4 horas de reacción y la 

Figura 2B.17B la imagen de las cubetas a este mismo tiempo junto al ajuste sigmoideo de la 

absorbancia en el máximo (550 nm) frente a la concentración de L-Phe correspondiente. 

A 
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Figura 2B.17: A) Espectros de absorción molecular obtenidos tras 4 horas de reacción para las 

distintas concentraciones de L-Phe evaluadas B) Ajuste sigmoideo del método para la 

determinación de L-fenilalanina en el rango de 50 a 1000 M. La reacción se llevó a cabo en 

disolución amortiguadora fosfatos 0,1M pH 6,5 utilizando LAAO 0,8 mg/mL y transcurridos 20 

minutos de reacción, se añadió Au (III) 0,7 mM. Después de 4 h a 37°C, se registraron las medidas 

de absorción de las cubetas mostradas. 

Así, estos resultados demuestran las posibilidades del método para la detección de 

concentraciones de fenilalanina dentro de los valores biológicos de interés. Sin embargo, la 

evaluación de la cinética de la reacción de síntesis para las diversas concentraciones de 

fenilalanina evaluadas (Figura 2B.18) indica que la formación de estas nanopartículas comienza 

entorno a los 120 minutos y muestra que a las 4 horas esta absorbancia aún no se ha 

estabilizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2B.18: Variación de absorbancia a 550 nm durante las 4 horas de reacción de síntesis de 

las AuNPs para las diversas concentraciones de fenilalanina evaluadas. Las reacciones se llevaron 

a cabo a 37°C en disolución amortiguadora fosfatos 0,1M pH 6,5 utilizando LAAO 0,8 mg/mL y 

transcurridos 20 minutos de reacción, se añadió Au (III) 0,7 mM.  
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Por ello y con el fin de mejorar la cinética de la reacción, se decidió evaluar el uso de la enzima 

catalasa que, como se ha dicho, es capaz de catalizar la dismutación del subproducto de la 

reacción H2O2, en agua y oxígeno. La Figura 2B.19A, confirma que el uso de catalasa acelera la 

velocidad de síntesis de AuNPs, que comienzan a formarse entorno a los primeros 20 minutos 

con una mayor cinética de reacción. La estabilización de la absorbancia se observa entorno a los 

120 min, esta absorbancia final se muestra de forma comparativa en la Figura 2B.19B junto con 

el aspecto de las cubetas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2B.19: A) Variación de la absorbancia a 550 nm durante las síntesis de las AuNPs para la 

determinación de L-fenilalanina 500 M con las condiciones de reacción optimizadas, en 

presencia y ausencia de catalasa (100U totales). B) Espectros de absorción molecular y aspecto 

de las cubetas tras 2h de reacción. 

Para conocer mejor este efecto se estudió la cinética de la reacción de síntesis sin catalasa con 

la adición extra de H2O2 (Figura 2B.20A), observándose una cinética mucho más lenta para la 

reacción con un exceso estequiométrico de H2O2 añadido. La Figura 2B.20B, muestra cómo, en 

ausencia de este H2O2, la solución muestra un color rosado tras dos horas y media de reacción, 

frente a la cubeta con peróxido de hidrogeno añadido, prácticamente incolora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2B.20: A) Efecto de la adición de H2O2 500 M sobre la variación de la absorbancia a 550 

nm durante las síntesis de las AuNPs para la determinación de L-fenilalanina 500 M con las 

condiciones de reacción optimizadas y en ausencia de catalasa. B) Espectros de absorción 

molecular y aspecto de las cubetas tras 2 h y media de reacción. 
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A la luz de estos resultados, se confirmó que la eliminación del H2O2 presente en el medio facilita 

la regeneración de la enzima, acelerando la velocidad de formación de AuNPs. Por lo que se 

decidió llevar a cabo la calibración final del método utilizando catalasa, en busca de mejorar la 

sensibilidad del método y la cinética del mismo. 

La Figura 2B.21A, muestra los máximos de absorción en cada caso tras 3 horas de reacción, 

donde se observa la saturación del plasmón en la concentración más alta de 1000 M. La Figura 

2B.21B presenta una imagen de las cubetas a las 3 h junto con el ajuste sigmoideo de la 

absorbancia en el máximo (550 nm) frente a la concentración de L-Phe correspondiente, 

excluyendo la concentración de L-Phe máxima. Se puede observar un buen ajuste que permite 

la determinación de concentraciones menores de L-Phe y en un tiempo menor, suponiendo un 

aumento de la sensibilidad del método comparado al mismo sin catalasa. 

A 

 

 

 

 

 

 

 

B  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2B.21: A) Espectros de absorción molecular obtenidos tras 3 horas de reacción para las 

distintas concentraciones de L-Phe evaluadas. B) Ajuste sigmoideo del método para la 

determinación de L-Phe en el rango de 15 a 500 M. La reacción se llevó a cabo en disolución 

amortiguadora fosfatos 0,1M pH 6,5 utilizando LAAO 0,8 mg/mL y 100 U de catalasa. 

Transcurridos 20 minutos de reacción, se añadió Au (III) 0,7 mM. Después de 3 h a 37°C, se 

registraron las medidas de absorción de las cubetas mostradas. 
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La evaluación de la cinética de la reacción de síntesis para las diversas concentraciones de 

fenilalanina evaluadas (Figura 2B.22) muestra esta cinética mejorada, la formación de las 

nanopartículas comienza entorno a los 30 minutos frente a los 120 minutos que mostraba el 

método sin catalasa. Se puede observar además que a las 3 horas la absorbancia a 550 nm se 

estabiliza, indicando el final de la reacción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Figura 2B.22: variación de absorbancia a 550 nm durante las 3 horas de reacción de síntesis de 

las AuNPs para las diversas concentraciones de fenilalanina evaluadas. La reacción se llevó a 

cabo a 37°C en disolución amortiguadora fosfatos 0,1M pH 6,5 utilizando LAAO 0,8 mg/mL y 100 

U de catalasa. Transcurridos 20 minutos de reacción, se añadió Au (III) 0,7 mM.  

 

2B.4.5. Linealización del ajuste sigmoideo y parámetros de calidad analítica del 

método. 
 

El método desarrollado presenta una calibración de respuesta sigmoidea. Aunque este tipo de 

curva es de difícil manejo, una adecuada interpretación de los coeficientes que aparecen en ella 

facilitaría su linealización. De los diferentes modelos matemáticos que generan curvas 

sigmoideas, el denominado de “crecimiento exponencial con capacidad de carga” (crecimiento 

logístico), que se aplica al crecimiento de poblaciones (como bacterias) cuando hay limitación 

de recursos (como alimento), puede tener sentido químico aquí; en este caso, el recurso 

limitante sería la concentración de analito.  

La ecuación genérica de este modelo es:  

𝑑𝑦

𝑑𝑥
= 𝑘 (

𝑦𝑚𝑎𝑥−𝑦

𝑦𝑚𝑎𝑥
)𝑦  (Ec. C1)     
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Donde y es la variable dependiente y x es la independiente. El valor ymax es la “capacidad de 

carga” (valor máximo que puede alcanzar y, es decir, el limitante) y k es la velocidad de 

crecimiento máxima, un parámetro que es característico del sistema. La aplicación de nuestro 

sistema a la ecuación (Ec. C1) resulta de la siguiente forma: 

𝑑𝐴𝑏𝑠

𝑑𝑐
= 𝑘 (

𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥−𝐴𝑏𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥
)𝐴𝑏𝑠  (Ec. C2) 

que al integrar: 

𝐿𝑛 (
𝐴𝑏𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥−𝐴𝑏𝑠
) = 𝐾𝐶 +  𝐿𝑛 (

𝐴𝑏𝑠0

𝐾−𝐴𝑏𝑠0
)   (Ec. C3) 

Donde Absmax es la Absorbancia máxima obtenida, Abs0 es la absorbancia en ausencia de analito 

y k depende del sistema químico (de la reacción y las condiciones de la misma). Si llamamos Cm 

a la concentración de analito que da un valor de Abs equivalente a la mitad del máximo 

(Absmax/2), la ecuación (Ec. C3) queda: 

 𝐿𝑛 (
𝐴𝑏𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥 − 𝐴𝑏𝑠
) = 𝐾𝐶 − 𝐾𝐶𝑚 = 𝐾(𝐶 − 𝐶𝑚)  (𝐄𝐜. 𝐂𝟒) 

Por tanto, es posible establecer una relación lineal entre una función de la Abs y la C (siempre y 

cuando Absmax fuera conocida).  

Como cabría esperar, si la ecuación (Ec.C4) se reordena, queda: 

𝐴𝑏𝑠 =
𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥

1 + 𝑒−𝐾(𝐶−𝐶𝑚) 
  (𝐄𝐜. 𝐂𝟓) 

Esta ecuación es del mismo tipo que las obtenida en los ajustes sigmoideos para el método sin 

catalasa (Ec. C6) (Figura 2B.16B) y con catalasa (Ec. C7) (Figura 2B.20B): 

 𝐴𝑏𝑠 =
0,728

1 + 𝑒−0,0053(𝐶−464,2) 
  (𝐄𝐜. 𝐂𝟔) 

𝐴𝑏𝑠 =
0,868

1 + 𝑒−0,0103(𝐶−113,7) 
   (𝐄𝐜. 𝐂𝟕)   

Al aplicar sobre estas ecuaciones la operación inversa a las realizadas para pasar de (Ec. C4) a 

(Ec. C5), se obtienen respectivamente las ecuaciones logarítmicas para el método sin catalasa 

(Ec. C8) y con catalasa (Ec. C9):  

𝐿𝑛 (
𝐴𝑏𝑠

0,728 − 𝐴𝑏𝑠
) = 0,0053𝐶 − 2,460  (𝐄𝐜. 𝐂𝟖)    

𝐿𝑛 (
𝐴𝑏𝑠

0,868 − 𝐴𝑏𝑠
) = 0,0103𝐶 − 1,171  (𝐄𝐜. 𝐂𝟗) 

A partir de los datos de Abs obtenidos en cada calibrado y representando Ln (Abs/(Absmax-Abs)) 

frente a la concentración de L-Phe en cada caso, se obtienen las gráficas mostradas en la Figura 

2B.23 para el método con y sin catalasa junto con sus ecuaciones. Se observa que estas 

ecuaciones son prácticamente iguales a las obtenidas a partir de los ajustes sigmoideos (Ec. C8) 

y (Ec. C9), confirmando así la relación lineal entre la función logarítmica de la Abs y la 

concentración de L-Phe. 
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Figura 2B.23: Ajuste lineal de las calibraciones del método desarrollado, la reacción se llevó a 

cabo en ambos casos a 37°C en disolución amortiguadora fosfatos 0,1M pH 6,5 utilizando LAAO 

0,8 mg/mL. Transcurridos 20 minutos de reacción, se añadió Au (III) 0,7 mM. Esta reacción se 

estudió A) sin catalasa y con B) catalasa 100 U totales. 

A partir de estas ecuaciones (Figura 2B.23) se obtuvieron los límites de detección y 

cuantificación en cada caso como parámetros de calidad analítica del método. 

En este caso el límite de detección es la concentración de analito que daría una absorbancia: 

 𝐴𝑏𝑠𝐿𝐷 = 𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 (𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑝𝑜𝑙𝑎𝑑𝑎) + 3𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜   (𝐄𝐜. 𝐂𝟏𝟎) 

Para obtener esta concentración en primer lugar se debe calcular la Absblanco (interpolada), para 

ello en la ecuación (Ec. C3) se sustituye C por cero y se despeja la Abs 

 𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 = 𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥 (
𝑒−𝐾𝐶𝑚

1 + 𝑒−𝐾𝐶𝑚
)      (𝐄𝐜. 𝐂𝟏𝟏) 

A esta absorbancia de blanco (Ec. C11) se le suma 3sblanco y el valor se interpola en la ecuación 

(Ec. C3), es decir: 

𝐿𝑛(
𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥 (

𝑒−𝐾𝐶𝑚

1 + 𝑒−𝐾𝐶𝑚
) + 3𝑠𝑏𝑙

𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥 − (𝐴𝑏𝑠𝑚𝑎𝑥 (
𝑒−𝐾𝐶𝑚

1 + 𝑒−𝐾𝐶𝑚
) + 3𝑠𝑏𝑙)

) = 𝐾𝐶 − 𝐾𝐶𝑚      (𝐄𝐜. 𝐂𝟏𝟐)  

Despejando C de la ecuación (Ec. C12) se obtiene el límite de detección. Para calcular el límite 

de cuantificación, únicamente se sustituye en esta ecuación el valor 3 por 10. Así la Tabla 2B.1 

muestra en resumen las ecuaciones y los límites de detección y cuantificación obtenidos para el 

método con y sin catalasa. Como se puede observar, el uso de catalasa, además de afectar en la 

cinética acortando los tiempos de reacción, permite disminuir el límite de detección del método 

unas 6 veces más respecto al método sin catalasa. Finalmente, la metodología desarrollada 

muestra un LD de 10 M y LC de 17 M, resultados altamente competitivos para un método 

rápido y colorimétrico de análisis frente a los obtenidos por los métodos cromatográficos o de 

inhibición bacteriana más complejos utilizados en la práctica. 
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Tabla 2B.1: Ecuaciones y parámetros analíticos del método desarrollado con o sin catalasa. 

 

2B.4.6. Estudio de interferencias en el método. 
 

Finalmente, se estudió el efecto de otros L- aminoácidos presentes en el plasma sanguíneo, 

como posibles interferencias en la detección de L-fenilalanina con el método desarrollado. Con 

este fin: 

- L-glutamina y L-valina, fueron seleccionados por ser los aminoácidos más abundantes en el 

plasma.  

- El aminoácido L-serina fue seleccionado debido a su posible acción como agente reductor en 

la formación de nanopartículas (N. Jayaprakash et al.50 describió como los grupos OH de la 

serina se oxidan a C=O durante la reacción de reducción de nitrato de plata (AgNO3) para la 

formación de nanopartículas de plata).  

- Por último, se seleccionó el aminoácido L-cisteina, debido a la alta afinidad de los grupos tiol 

por el oro, que posiciona a este aminoácido como una posible interferencia.  

 

En primer lugar, se llevó a cabo la reacción de cada una de estos aminoácidos de forma 

independiente, en las condiciones optimizadas del método, con objeto de evaluar si eran 

capaces de formar AuNP. A continuación, se evaluó el efecto de estos en las AuNP formadas por 

el analito. Las concentraciones de aminoácidos usadas para este estudio fueron las que se 

consideran como normales es el plasma51: L-glutamina 550 M, L-valina 230 M, L-serina 120 

M y L-cisteina 110 M (Figura 2B.24). La concentración de fenilalanina usada fue de 800 M, 

concentración que, como ya se ha indicado, corresponde al intervalo en el que la enfermedad 

es activa.  

 
Figura 2B.24: L- aminoácidos seleccionados para el estudio de interferencias del método y 

concentraciones promedio de sus valores normales en plasma sanguíneo.51 

La Figura 2B.25 muestra los espectros de absorción obtenidos al aplicar el método desarrollado 

tanto a los aminoácidos estudiados de forma independiente, como en presencia del analito. Se 
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observa que ninguno de ellos genera AuNPs, excepto la cisteína, debido a la afinidad tiol-oro. 

Por otro lado, los espectros obtenidos para las mezclas con fenilalanina muestran, en todos los 

casos, el pico del plasmón a 550 nm invariable, asociado a la generación de AuNPs por el analito.  

Solo en la mezcla de cisteina con fenilalanina, el plasmón generado aparece desplazado hacia 

longitudes de onda menores, 530 nm y presenta una mayor intensidad. Sin embargo, este hecho 

no interfiere en la absorbancia final recogida a 550 nm, que permanece invariable. Así, este 

método colorimétrico permite relacionar la cantidad de nanopartículas plasmónicas (a 550 nm) 

con las concentraciones de L-Phe con una total selectividad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2B.25: Espectros de absorción molecular obtenidos en los diversos ensayos de 

interferencias realizados aplicando el método desarrollado para la determinación de L-

fenilalanina (800 uM). La reacción se llevó a cabo en disolución amortiguadora fosfatos 0,1M pH 

6,5 utilizando LAAO 0,8 mg/mL y transcurridos 20 minutos de reacción, se añadió Au (III) 0,7 

mM. Después de 4 h a 37°C, se registraron las medidas de absorción. 
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2B.5. Conclusiones específicas de la sección 2B 
 

En esta sección se ha evaluado la síntesis de AuNPs a partir de las propiedades redox de la 

enzima LAAO y su sustrato L-fenilalanina. 

1. Se ha estudiado el mecanismo de la reacción enzimática LAAO- L-Phe en presencia de Au (III) 

y mediante diversos screening en placa se han optimizado las condiciones experimentales de 

síntesis, obteniéndose las siguientes conclusiones: 

- La formación de AuNPs precisa de la reacción enzimática LAAO-L-Phe previa a la adicción 
del oro, indicando que el centro catalítico de la enzima reducida sería regenerado por la sal 
de Au (III), que se reduciría a Au0 produciendo la reoxidacion del centro activo de la enzima.  
 

- La parte proteica de la enzima LAAO, estabiliza la forma Au0 y permite la formación de 
AuNPs. Los experimentos realizados han indicado que pequeñas concentraciones de 
enzima permiten la formación de nanopartículas, pero no la correcta estabilización de las 
mismas, por lo que agregan y se observan tamaños superiores. Una mayor concentración 
de LAAO genera nanopartículas más pequeñas con plasmón a 560 nm. 
 

- En ausencia de L-Phe, no se produce la formación de AuNPs. 
 

- Respecto a la concentración de oro, se ha observado que una mayor cantidad de Au(III) 
permite la reoxidación de la enzima en mayor medida, produciendo el crecimiento de las 
nanopartículas y por tanto también una mayor población de nanopartículas sintetizadas.  
 

- Se ha observado que mayores tiempos de reacción LAAO-L-Phe previos a la adición de oro, 
conllevan a mayores rendimientos en la síntesis de nanopartículas y cinéticas de reacción 
mayores.  
 

- Se ha mostrado, además, que la cinética de formación de AuNPs se va favorecida en 
disolución amortiguadora fosfatos y a pH 6,5. 

 

2. En las condiciones óptimas, se ha llevado a cabo la calibración del método para la detección 

de L-Phe, observándose una respuesta sigmoidea entre la concentración del sustrato y la 

absorbancia de las nanopartículas generadas tras la reacción enzimática. 

 

3. Se han optimizado la cinética y mejorado la sensibilidad del método a través del acoplamiento 

de la enzima catalasa a la reacción. 

 

4. La linealización del método ha permitido la obtención de las propiedades analíticas del mismo. 

Así la metodología desarrollada muestra un LD 10 M y LC de 17 M de L-Phe, resultados 

comparables con los obtenidos por los métodos cromatográficos o de inhibición bacteriana más 

complejos utilizados en la práctica. 

 

5. Por último, un estudio de interferencia ha mostrado que es posible medir concentraciones de 

L-Phe adecuadas en presencia de otros aminoácidos presentes en el suero. Presentando este 

método como un buen candidato para la determinación del analito en muestras de suero 

sanguíneo.
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2.4. Conclusiones y análisis crítico del capítulo 2. Perspectivas de 

futuro. 
 
En este capítulo se ha llevado a cabo el diseño de AuNMs mediante su síntesis dirigida y 

específica con los ligandos de reconocimiento biológico. Así como, el seguimiento de las 

propiedades ópticas de estos AuNMs para el desarrollo de nuevas técnicas mixtas sintético-

sensoras. 

Respecto a la síntesis in-situ de AuNMs a partir de los residuos reductores de proteínas (sección 

2A), se ha demostrado su viabilidad en el caso de la enzima LAAO, provocando además la 

modificación de la estructura de la enzima. Este hecho, ha dado lugar a una mejora de la 

fluorescencia intrínseca de FAD, resultado de interés para las enzimas que poseen este cofactor. 

Sin embargo, cabe resaltar, que este método depende de la estructura determinada de cada 

enzima, por lo que no podría ser aplicado en todos los casos, siendo necesario el análisis previo 

de la estructura proteica. Además, un factor crítico para el uso de estos AuNMs en su aplicación 

sensora, es la cinética de la reacción enzimática implicada, que ha de ser adecuada para el 

seguimiento de las propiedades fluorescentes de estos AuNMs. Otro factor crítico del método 

es, que al sintetizarse el AuNM en el interior de las enzimas, su actividad puede verse afectada 

limitando las propiedades indicadoras de estas. 

Por otro lado, respecto a la síntesis de AuNPs in situ mediante las propiedades redox de la 

enzima LAAO y su sustrato L-fenilalanina (sección 2B), los resultados mostrados justifican que el 

método sea un buen candidato para la determinación del analito en muestras de suero 

sanguíneo, ya que el rango de concentraciones que se puede medir es adecuado y no cabe 

esperar que se produzcan interferencias de otros aminoácidos presentes en el suero. Sin 

embargo, es necesario realizar estudios con muestras reales de suero en las que las 

concentraciones del analito sean conocidas, con objeto de descartar efectos interferentes (en 

particular, sobre la cinética de la reacción) por parte de otras especies. Además, sería 

interesante realizar estudios adicionales que permitan reducir aún más los tiempos de análisis 

para la detección de un rango de concentraciones más alto (enfermedad activa). 

Es importante resaltar que, el estudio llevado a cabo en esta tesis respecto al mecanismo de la 

reacción enzimática LAAO- L-Phe en presencia de Au(III), ha permitido dar un paso más en la 

utilización de las propiedades redox de una reacción enzimática, metodología en la que el grupo 

de investigación ha sido pionero al desarrollar un sensor para la determinación de aminas 

bógenas.52 Sin embargo, el mecanismo de esta síntesis puede variar en función de la enzima 

empleada o debido al efecto de algunos productos de reacción. 

Respecto a las perspectivas futuras de esta metodología, los siguientes pasos se centran en la 

inmovilización de estos sistemas en soportes sólidos, que permitan el desarrollo de métodos 

POC. Algunas de las opciones planteadas en este caso son, el uso de soportes de celulosa o de 

tectómeros, ya mencionados en el capítulo 1. 

Respecto a los soportes de celulosa, la idea es la inmovilización de la enzima y Au(III) durante el 

secado de la pasta de celulosa. De esta manera, la adición de un pequeño volumen de la muestra 

sobre el soporte, generaría la aparición de color en la celulosa, debido a la formación de AuNPs. 

Algunas de las primeras pruebas realizadas en el grupo de investigación muestran las 

posibilidades de esta metodología para el desarrollo de tiras reactivas. (Figura 2.5) Sin embargo, 
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este proceso debe ser estudiado en profundidad, ya que los primeros ensayos, han mostrado la 

necesidad de adicción de altas concentraciones de analito para lograr la aparición de AuNPs. 

 

Figura 2.5: Soportes de celulosa que contienen inmovilizada una enzima modelo y Au(III). Tras 

la adición del sustrato, se observa la aparición de colores que indican la formación de AuNPs. 

Respecto al uso de tectómeros, los primeros estudios realizados por el grupo53, han permitido 

la inmovilización de la enzima HRP, obteniéndose láminas de tectómero sobre soportes 

plásticos, como las mostradas en la Figura 2.6A. Se muestra además como, tras la adición sobre 

el soporte del colorante ABTS y el sustrato H2O2, el tectómero se torna azul, indicando la 

conversión de ABTS tras el proceso de oxidación. Se ha estudiado, además, la inmovilización de 

una premezcla tectómero/Au (III), que ha sido observada por SEM, observándose que el Au(III) 

queda retenido. Los bordes difuminados en el contorno del Au, indican que hay materia orgánica 

(oligoglicinas) reteniéndolo. (Figura 2.6B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.6: A) Lámina de tectómero, depositada sobre un soporte plástico, que contiene 

inmovilizada la enzima HRP. Se observa la aparición de color azul tras la adición de ABTS y H2O2. 

B) Lámina de tectómero y Au(III) junto a su imagen SEM. 

Estos resultados preliminares muestran las amplias posibilidades del uso de tectómeros como 

soportes para la formación de AuNPs como indicadores de reacciones enzimáticas. 
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3.1. Introducción 
 

Si bien los capítulos 1 y 2 de esta Tesis Doctoral se centran en la aplicación de AuNMs en el 

desarrollo de biosensores enzimáticos, la gran alternativa al uso de enzimas como elemento de 

reconocimiento biológico son los anticuerpos. Presentan ventajas como su elevada sensibilidad 

y especificidad, estabilidad química, afinidad variable y respuesta rápida, lo que hace 

mayoritario el número de los biosensores desarrollados que utilizan la unión antígeno-

anticuerpo como herramienta diagnóstica.1 Los biosensores que utilizan anticuerpos como 

ligandos se denominan inmunosensores.2 Sin embargo, estos presentan desventajas frente a los 

biosensores enzimáticos; no existe consumo del analito por lo que se saturan (rango de 

operación de concentración estrecho) y su regeneración es difícil, se trata de dispositivos de un 

solo uso. Por su lado, los métodos enzimáticos también presentan inconvenientes frente a los 

métodos inmunológicos, las enzimas pueden ser inhibidas por sustancias presentes en la 

muestra y presentan una fuerte sensibilidad frente a condiciones ambientales (pH, temperatura 

o fuerza iónica). 

Los inmmunosensores comenzaron a usarse para el análisis de alimentos a mediados de la 

década de 1990 y es en los últimos años cuando se han realizado importantes avances en la 

miniaturización3–6 para la detección in situ e incluso simultánea de varias biomoléculas. Estos 

inmunosensores son utilizados en campos muy diversos7, entre ellos destacan la alimentación8 

y medioambiente9. Sin embargo, el área que centra una mayor atención y crecimiento en este 

tipo de metodologías es el diagnóstico clínico y dentro del mismo, el estudio y detección precoz 

de cancer10. 

El cáncer es la segunda causa de muerte en el mundo, según la Organización Mundial de la Salud, 

casi una de cada seis muertes en el mundo es debida a esta enfermedad. El cáncer puede 

desarrollarse por diversas alteraciones que pueden incluir la interacción de factores genéticos y 

de agentes externos, como el alcohol, el sobrepeso y la obesidad. Según la OMS (2018), los tipos 

de cáncer más comunes en el mundo son: cáncer de pulmón (2,09 millones de casos cada año), 

cáncer de mama (2,09 millones de casos), cáncer colorrectal (1,80 millones de casos), cáncer de 

próstata (1,28 millones de casos), cáncer de piel (1,04 millones de casos) y de estómago (1,03 

millones de casos). 

En este capítulo se abarca la detección de dos tipos de cáncer diferentes, cáncer gastrointestinal 

(Seccion A y C) y cáncer de próstata (Sección B); 

1) Por un lado, los cánceres gastrointestinales, que incluyen el cáncer de todos los órganos del 
sistema digestivo (Figura 3.1), son algunos de los que mayor mortalidad presentan, 
representando hoy en día el 20 por ciento de todos los casos de cáncer diagnosticados,11 lo 
cual es debido al mal pronóstico, con una baja supervivencia de 5 años y menos de un año 
en el caso de etapas avanzadas que presentan este tipo de cáncer. Por ello, la identificación 
de patrones únicos y biomarcadores específicos es esencial para desarrollar herramientas de 
diagnóstico precisas y tratamientos efectivos. Hasta ahora, el número de biomarcadores 
efectivos aplicados en la clínica para el diagnóstico de cáncer gástrico es muy bajo.12 
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Figura 3.1: Clasificación de los tipos de cáncer del sistema digestivo que se engloban en la familia 
de cáncer gastrointestinales. 

Es así que, algunos de los biomarcadores más utilizados (secretados por las células cancerosas 

en la sangre o en otros fluidos corporales) para el diagnóstico de cáncer colorrectal o el cáncer 

de páncreas son: el antígeno carbohidrato 19.9 (CA19.9), el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) y el antígeno carcinoembrionario (CEA), cuyos valores biológicos de 

concentración en sangre normales, de enfermedad activa y de enfermedad avanzada se recogen 

en la Tabla 3.1.13,14 Estos marcadores sanguíneos se determinan actualmente con métodos 

analíticos tradicionales como inmunoensayos ELISA15, pero a pesar de ser antígenos 

ampliamente utilizados para el diagnóstico de este tipo de tumores, no son específicos, ya que 

pueden estar a altos niveles en diferentes patologías de cáncer y nos siempre son marcadores 

sensibles en casos metastásicos que involucran tumores no secretores. 16 

 

Tabla 3.1: Valores biológicos en sangre de los marcadores cancerígenos gástricos más usados 
en el diagnóstico de estas patologías en pacientes no enfermos, con enfermedad activa o 
enfermedad avanzada.  

Es por ello por lo que el principal desafío en el diagnóstico de este tipo de cáncer se centra, por 

un lado, en la detección específica, a través de la búsqueda de nuevos marcadores tumorales en 

sangre (u otros fluidos biológicos) relacionados con el cáncer gastrointestinal y, por otro lado, 

en la detección temprana, a través del desarrollo de nuevos métodos que permitan la detección 

ultrasensible de estos marcadores en límites a los que los métodos clásicos no pueden competir 

en sensibilidad. 

 

 
Valor normal en sangre Enfermedad activa 

Enfermedad 
avanzada 

CEA (ng/mL) 
Fumadores No fumadores 

>5 > 20 
< 5 < 2.5 

VEGF (ng/mL) < 0.13 >0.13 > 0.8 
CA 19.9 (U/mL) < 37 > 37 > 300 

Cáncer gastrointestinal 

(sistema digestivo) 
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Figura 3.2: Desafíos en el desarrollo de nuevas metodologías para la detección de cáncer 
gastrointestinal o de próstata en fluidos biológicos. 

Por tanto, existe un trabajo en paralelo en cuanto a la búsqueda de nuevos biomarcadores y al 

desarrollo de biosensores más sensibles y de preferencia en formatos ‘point-of care’. En esta 

última labor, se suelen seleccionar los biomarcadores usados en clínica, que, aunque no 

específicos, permiten comparar niveles de sensibilidad de nuevas tecnologías frente a métodos 

considerados actualmente como ‘gold standard’ en clínica.  

2) Por otro lado, el cáncer de próstata es el sexto cáncer más común en el mundo y el tercero 
más común en hombres. La incidencia del cáncer de próstata está aumentando de manera 
constante en casi todos los países17, lo que hace necesario, como en el caso anterior, la 
búsqueda de nuevos marcadores y el desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico precoz 
(Figura 3.2). En este caso, en los últimos años se ha producido un gran avance con respecto 
al descubrimiento de nuevos biomarcadores de cáncer de próstata, así, además de los tipos 
de marcadores más comunes (proteínas, ADN, ARN y metabolitos), diversos estudios han 
informado que muchas proteínas y ARN derivados del cáncer se secretan a través de 
pequeñas vesículas extracelulares conocidas como exosomas. Por ello, en la actualidad, el 
interés se centra en el desarrollo de nuevos biosensores para la detección de exosomas en 
fluidos biológicos, sin embargo, la mayoría de estas plataformas son solo pruebas 
conceptuales que no tienen cabida aún en el mercado o no alcanzan la sensibilidad necesaria 
en este tipo de análisis. 

Como solución a los problemas actuales que presenta la detección precoz de diversos tipos de 

cancer, nuevos avances en los campos de microelectrónica, materiales y nanotecnología se 

están implementando en los nuevos sistemas sensores desarrollados.18,19 Actualmente existen 

multitud de métodos que utilizan diferentes tipos de nanopartículas, especialmente AuNMs, 

para la amplificación de la señal en diferentes inmunosensores e inmunoensayos tipo 

sándwich20,21. Así, el desarrollo de nanobiosensores inmmunológicos, es claramente un área en 

crecimiento exponencial en los últimos años, donde en muchos casos, se han obtenido muy 

buenos resultados, demostrando que la integración de materiales nanoestructurados en estos 

sistemas facilita la multidetección así como la detección ultrasensible.22 

Sin embargo, sigue habiendo retos a alcanzar que hacen necesario la exploración de nuevos 

esquemas de transducción. Si bien se han desarrollado tecnologías nanoinmunosensoras muy 

sensibles, algunas de ellas no han ido más allá que hasta pruebas de concepto, debido a la falta 

de eficiencia y de sistemas autónomos capaces de monitoreo continuo de datos (bio)químicos 

en aplicaciones clínicas, ambientales o alimentarias. Otros casos, en las que estas tecnologías se 

han comercializado o están en vías a su comercialización, suelen no ser compatibles con un 
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formato POC implican el uso de muchas etapas de amplificación o formatos de detección e 

interpretación de señales a los que el personal clínico no está acostumbrados.  

Dependiendo de la propiedad intrínseca del AuNM utilizado, es posible traducir el 

reconocimiento biológico en una señal electroquímica, sensible a la masa, óptica, 

quimioluminiscente, electroquimioluminiscente, fluorescente o de resonancia de plasmón 

superficial localizada23. Esta última propiedad es una de las más utilizadas en el desarrollo de 

inmmunosensores, así,  los métodos LSPR basados en nanopartículas de oro son la base de una 

amplia variedad de metodologías de detección e imagen debido a su alta versatilidad y las 

especiales propiedades ópticas modulables que presentan estos nanomateriales.24 

Es así que, en esta tesis doctoral, se quiso explorar el uso de AuNMs con plasmón superficial con 

una alta tasa de conversión fototérmica, es decir, capaces de convertir la energía de la luz en 

calor, como elementos de transducción en formatos de biosensores ya muy instaurados en la 

práctica clínica como la metodología ELISA o los inmunoensayos de flujo lateral, LFIA. La 

anisotropía en este tipo de nanopartículas de oro cambia sus propiedades ópticas y como 

resultado, es posible encontrar nanopartículas con una fuerte absorción en el NIR que, tras la 

excitación por luz incidente de la misma longitud de onda, pueden generar un fuerte 

calentamiento local. Este fenómeno se llama ‘conversión fototérmica de la energía de la luz’ y 

hace que estos AuNMs anisotrópicos sean extremadamente eficientes para el calentamiento 

inducido por NIR. 25–27 Si bien el uso de este tipo de AuNMs está muy extendido para terapia 

fototérmica24,28–30, termoimagen31,32, ha sido menos explorado su uso  en el desarrollo de 

biosensores con detección térmica33,34 como metodología de transducción de la señal biológica.  

En este sentido, nuestro grupo BioNanoSurf, fue pionero en el uso de nanoprismas de oro 

(AuNPrs) como etiquetas de detección en inmunoensayos. En particular los AuNPrs, son un 

ejemplo de nanopartículas anisotrópicas de tamaños superiores a 100 nm, que exhiben LSRP en 

la región del infrarrojo cercano (NIR), esta propiedad óptica permite que bajas concentraciones 

de AuNPRrs conviertan la energía de la luz en una cantidad calor cuantificable de una forma muy 

efectiva, mediante un efecto fototérmico (Figura 3.3).27  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3: Efecto fototérmico experimentado por una disolución de nanoprismas de oro al ser 
irradiada con luz del infrarrojo cercano (NIR). 
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Así, los AuNPrs vinculados a un receptor biológico pueden actuar como transductores 

fisicoquímicos, interpretando el reconocimiento biológico con el analito como una señal térmica 

detectable. (Figura 3.4) La aplicación de estas nanopartículas fue probada previamente en el 

grupo en el desarrollo de un inmunoensayo tipo “dot-blot” cualitativo obteniendo alta 

sensibilidad, selectividad y especificidad. 34 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4: A) Nanoprismas de oro como transductores físico-químicos en el reconocimiento 
biológico de moléculas de interés biomédico y la B) Señal térmica generada durante el 
reconocimiento biológico del analito. 

Estos resultados previos fueron la prueba de concepto que demostró que los AuNPrs pueden 

ser usados como etiquetas térmicas ultrasensibles en inmunoensayos, lo que llevó además a 

presentar a una patente internacional (PCT/ES2013/070549) que ha sido licenciada por 

Nanoimmunotech SL (NIT) y que se encuentra aprobada en fase regional/nacional en la Unión 

Europea, Estados Unidos, Japón y los países BRIC (Brasil, Rusia, India y China). Desde su 

licenciamiento a NIT, el grupo y la empresa trabajan en colaboración no sólo para llevar a cabo 

actividades de transferencia sino también nuevos desarrollos basados en el uso de esta nueva 

tecnología de transducción. Es así que NIT centró sus esfuerzos en adaptar el uso de AuNPrs 

como etiquetas térmicas en el ámbito de la industria alimentaria y enfocándose en un biosensor 

basado en microfluídica. El grupo en paralelo a través de esta tesis doctoral, fue el encargado 

de explorar su adaptación a formatos de inmunoensayos cuantitativos de uso establecido y 

común en clínica; como la metodología ELISA, cuantitativa pero con sesibilidad limitada en 

algunos casos, y la metodología LFIA que además de que tradicionalmente presenta baja 

sensibilidad, es más usual su uso en formato cualitativo o semi-cuantitativo. 

Por todo ello, el objetivo de este capítulo trata de continuar en esta línea de investigación para 

desarrollar nuevas tecnologías cuantitativas y de alta sensibilidad basadas en el efecto 

fototérmico de este tipo de nanomateriales, para su aplicación a la detección de diversos 

marcadores cancerígenos en fluidos biológicos.  
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3.2. Planteamiento 
 

Así el objetivo principal de este capítulo es el uso de nanoprismas de oro como nanotrasductores 

térmicos en el reconocimiento biológico de marcadores cancerígenos mediante inmunoensayos 

de fácil transferencia clínica. La tecnología a desarrollar utiliza anticuerpos de detección (Abdet) 

específicos acoplados a AuNPrs, que en presencia del antígeno a detectar previamente 

capturado por anticuerpos de captura (Abcap), formará un "sandwich" AuNPrs-Abdet-antígeno- 

Abcap. La irradiación del este conjunto por una fuente láser NIR, genera la liberación de 

cantidades de calor proporcionales a la concentración de analito.  

El desarrollo de este capítulo implicó la optimización, síntesis y caracterización de diferentes 

tipos de AuNPrs. Su funcionalización con anticuerpos llevó a investigar nuevas estrategias de 

funcionalización, dando lugar a esquemas totalmente diferentes a los utilizados en los capítulos 

1 y 2 de esta tesis. 

Así, esta tecnología aplicada a la detección de biomarcadores de cáncer gastrointestinal o de 

próstata, se presenta en este capítulo en dos formatos diferentes: 

1) Una nueva metodología similar a la clásica prueba colorimétrica ELISA, pero con un sistema 

de detección diferente, utilizando los AuNPrs como etiquetas térmicas. 

 

- La Sección 3A trata del desarrollo de un nano-inmunoensayo térmico (TermoLISA) para la 

detección de marcadores de cáncer gastrointestinal. El ensayo TermoLISA tiene como fin 

verificar no sólo la capacidad de amplificación de estas nanopartículas sino también evaluar 

su valor diagnóstico en sí mismo a través de la comparativa de su sensibilidad, LC y LD frente 

al ELISA colorimétrico clásico. A su vez, en el caso de los marcadores de cáncer 

gastrointestinal estudiados, permitió establecer las bases para el desarrollo del 

inmunoensayo de flujo lateral TermoLFIA. 

 

- La Sección 3B se desarrolló durante la estancia de investigación y trata de un nuevo método 

que utiliza la combinación del TermoLISA y la detección fluorescente (inmunoensayos de 

fluorescencia de resolución temporal, TRFIA). Así, la tecnología TermoTRFIA se basa en la 

transferencia de los cambios de calor a la señal fluorescente, este caso, para la detección 

de vesículas extracelulares derivadas de próstata (exosomas) como marcadores 

diagnósticos de este tipo de cáncer. 

 

2) Un innovador y sensible inmunoensayo térmico de flujo lateral (TermoLFIA) para la 

detección rápida y cuantificación de concentraciones de proteína ultrabajas, en este caso, 

marcadores de cáncer gastrointestinal. (Sección 3C) 

Para el desarrollo de ambas metodologías, se llevaron a cabo los siguientes sub-objetivos 

comunes que se desarrollan en el apartado 3.3 ‘Optimización de métodos y obtención de 

materiales comunes’ del presente capítulo: 

a) Optimización del método ELISA sándwich colorimétrico para cada marcador cancerígeno 

gastrointestinal evaluado con el fin de estudiar la sensibilidad y los límites de detección y 

cuantificación de este método clásico frente a los nuevos métodos térmicos desarrollados. 

b) Síntesis y caracterización de diversos tipos de nanoprismas de oro, con el fin de evaluar 

sus propiedades fototérmicas y seleccionar la síntesis óptima para esta aplicación. 
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c) Bioconjugación del anticuerpo de detección a estas nanopartículas, optimizando la unión 

orientada mediante la interacción no covalente estreptavidina-biotina, esta estrategia 

proporciona un versátil bioconjugado AuNPrs-estreptavidina que puede vincularse 

posteriormente a cualquier anticuerpo biotinilado, lo que permite extender fácilmente la 

metodología a la detección de diferentes marcadores tumorales gástricos de la sangre: CEA, 

CA19.9 y VEGF.  

A continuación, se detalla el planteamiento de cada una de las secciones nombradas, que se 

resumen a modo esquemático en la Figura 3.5: 

Sección 3A: Nano-inmunoensayo térmico (TermoLISA) para la detección de marcadores 

cancerígenos gastrointestinales. 

Partiendo del inmunoensayo ELISA clásico, esta nueva metodología busca estudiar el efecto 

fototérmico de los AuNPrs y evaluar las posibilidades de la tecnología de detección térmica 

mediante el desarrollo de un nuevo ensayo inmunosorbente cuantitativo y de alta sensibilidad. 

Los AuNPrs actúan como transductores térmicos y unidos al receptor biológico (Abdet) forman 

un sándwich en presencia del analito junto con el Abcap inmovilizado en la superficie del pocillo. 

La irradiación de los pocillos por una fuente de láser NIR, permite interpretar el reconocimiento 

biológico del analito como una señal térmica proporcional y cuantificable. Esta señal es 

detectada por una cámara IR, obteniéndose así la imagen térmica de cada pocillo, de la que se 

puede extraer la señal térmica de variación de temperatura frente al tiempo de irradiación láser.  

Sección 3B: Nano-inmunoensayo térmico de fluorescencia resuelta en el tiempo (TermoTRFIA) 

para la detección de exosomas. 

La metodología TermoLISA requiere sensores térmicos (cámara de infrarrojos o 

termorresistencias) para cuantificar la señal, lo que hace más compleja su aplicación práctica en 

centros médicos. Así, en esta sección estudia la transferencia de la señal analítica de térmica a 

fluorescente, combinando el uso de AuNPrs como etiquetas térmicas junto con el uso de Europio 

como etiqueta fluorescente sensible a cambios de temperatura. Este sistema pretende facilitar 

la trasferencia de este nuevo esquema de detección a la clínica, además de introducir un posible 

paso de amplificación de señal y así la mejora del LD alcanzado anteriormente. La prueba de 

concepto de esta metodología TermoTRFIA, se realizó durante la estancia de investigación en 

colaboración con el Dr. Jenster y se centró en la detección de exosomas de pacientes con cáncer 

de próstata, utilizando fago-nanobodies como nuevos elementos de detección. 

Sección 3C) Inmunosensor térmico de flujo lateral (TermoLFIA) para la detección de 

marcadores cancerígenos gastrointestinales.  

Esta sección trata del desarrollo de un test de transducción térmica rápido, económico y sensible 
para la cuantificación de marcadores tumorales de cáncer gastrointestinal. En este caso los Abcap 
se encuentran inmovilizados en un soporte dual activo que consiste en una banda de 
nitrocelulosa y un papel termosensible que funciona como elemento de detección fotográfica. 
El sistema se basa en que la muestra fluya a lo largo del test por capilaridad, y que en presencia 
del analito a detectar, promueva la formación un sándwich AuNPrs-Abdet-antígeno-Abcap en zona 
de la nitrocelulosa donde se ha sido depositado previamente el anticuerpo específico de captura 
(línea de test). La irradiación del área por una fuente láser NIR permite que cualquier cantidad 
de AuNPrs presente, libere grandes cantidades de calor, produciendo el bien el quemado de la 
nitrocelulosa y/o generando en el soporte de papel termosensible una señal colorímetrica visual 
en escala de grises, que permite la evaluación cuantitativa del analito mediante el estudio de las 
coordenadas de color RGB con una cámara y aplicación móvil. 
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3.3. Optimización de métodos y obtención de materiales 

comunes 
 

3.3.1. Optimización del Inmunoensayo ELISA sándwich colorimétrico para los 

distintos biomarcadores diana de cáncer gastrointestinal.   
 

El inmunoensayo de tipo ELISA sándwich colorimétrico es un ejemplo clásico de método 

específico y ampliamente adaptado a la clínica para la detección de antígenos. En primer lugar, 

el Abcap, inmovilizado en la superficie de los pocillos de una placa multipocillos, captura el 

antígeno de la muestra que posteriormente es detectado a través de un conjugado anticuerpo 

de detección-enzima. (Figura 3.6) El Abdet es el que reconoce el analito diana de forma específica, 

y la enzima actúa como elemento que desencadena su detección, usualmente de forma 

colorimétrica, al catalizar la bioconversión de un sustrato incoloro en un producto coloreado. Si 

bien en muchos casos la enzima se suele unir de forma covalente directamente al anticuerpo de 

detección, es también habitual el uso de anticuerpos de detcción biotinilados (Abdet_biotina) a los 

cuales se les une la etiqueta enzimática mediante la conocida interacción no covalente biotina-

estreptavidina. En estos casos, la enzima se une covalentemente a la estreptavidina, y es esta 

proteína la que acopla el anticuerpo con la enzima, que es utilizada para no solo generar sino 

amplificar la señal analítica colorimétrica.  El uso estreptavidina como molécula de acoplamiento 

suele aumentar la sensibilidad en estos ensayos y evitar posibles problemas de impedimento 

estérico, debido a la unión extremadamente específica y de alta afinidad entre la biotina y la 

estreptavidina (Kd ≈ 10-14M). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6: Esquema del inmunoensayo colorimétrico ELISA  

La biotina, una molécula pequeña de bajo peso molecular que se conjuga fácilmente, pudiendo 

unirse hasta 150 moléculas de biotina por cada molécula de anticuerpo35, dando lugar así a 

sistemas de detección de alta sensibilidad al aumentar la capacidad amplificadora del 

bioconjugado Abdet@enzima. Además, la biotinilación dirigida de los anticuerpos en la región 

constante (cadena pesada, CH) a través de sus restos de carbohidratos o a través de tioles 

obtenidos después de la reducción de los disulfuros ubicados en la región bisagra, evita posibles 

impedimentos estéricos en los sitios de reconocimiento del antígeno (situados en las cadenas 

ligeras, CL)36, de esta manera la interacción del anticuerpo biotinilado con la molécula de 

revelado (estreptavidina-enzima), no se ve comprometida con el reconocimiento de los epítopos 

antigénicos (Figura 3.7) 
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Figura 3.7: A) estructura en forma de Y de un Ab donde se observan las dos cadenas ligeras 

(regiones variables) y las cadenas pesadas (regiones constantes), así como los sitios funcionales 

específicos con los que el Ab puede unirse a los antígenos (N-terminal). Se muestran también 

los grupos que pueden ser utilizados para funcionalizar los anticuerpos de forma dirigida 

(disulfuros y carbohidratos) B) modelo tridimensional de un Ab a partir de estudios por 

cristalografía de rayos X extraído de la base de datos Protein Data Bank (4fqv.pdb) 

Siguiendo esta metodología, diversos inmunoensayos colorimétricos ELISA sándwich se llevaron 
a cabo con el objetivo de validar los pares de anticuerpos (Abcap y  Abdet_biotina) para cada marcador 
cancerígeno y optimizar sus concentraciones, con el fin de obtener las mejores condiciones de 
reconocimiento, evitando efectos estéricos anticuerpo-anticuerpo y la saturación de la señal 
analítica de revelado, intentando además reducir al máximo la señal de fondo. El objetivo final 
trata de conocer las características analíticas (sensibilidad, LD y LC) que este método clásico 
ofrece frente a los biosensores fototérmicos desarrollados en este capítulo. 
 
 

3.3.1.1 Experimental 
 
Para el desarrollo de los diferentes ensayos ELISA, se utilizaron placas de poliestireno de 96 

pocillos con superficie MaxiShorp (Nalgene Nunc International) cuya alta afinidad por moléculas 

con dominios mixtos hidrófilos/hidrófobos permite unir a estas los anticuerpos de captura 

seleccionados: CEA (monoclonal mouse Antibody anti-CEA MAb3C1 clone, Hytest), VEGF 

(monoclonal human/Primate VEGF Antibody anti-hVEGF mab239, R&D systems) y CA19.9 

(monoclonal mouse Antibody anti-CA199 L1C00901, Linc-Bio).  

La placa se incubó durante toda la noche a 4°C conteniendo 0,1 mL por pocillo del Abcap en 

disolución amortiguadora de fosfato salino (PBS) 50 mM pH 8, a las diferentes concentraciones 

evaluadas. La placa se vació y bloqueó con 0,25 ml de disolución de bloqueo (PBS 50 mM, NaCl 

0,3 M, Tween 0,5% y 5 mg/ml de BSA) durante 1 hora a 37°C con agitación orbital, este paso es 

de gran importancia ya que trata de que la BSA ocupe los sitios libres en la superficie del pocillo 

para evitar después una adsorción del anticuerpo de detección y por tanto un aumento en la 

señal de fondo e incluso la aparición de falsos positivos. Después de lavar la placa dos veces con 

0,25 ml del disolución de lavado (PBS con Tween al 0,5%), se incubaron durante 1 hora a 37°C 

con agitación orbital 0,1 ml de las muestras de antígeno; antígeno CEA (8CEA88, Hytest), 

antígeno VEGF (rhVEGF 293-VE, R&D systems) y antígeno CA19.9 (L2C007, Linc-Bio). 

Luego, las distintas placas se lavaron tres veces con la disolución de lavado seguido de 

incubación a 37°C durante 30 minutos con 0,1 ml de los anticuerpos de detección biotinilados 

correspondientes: CEA (monoclonal mouse detection antibody biotin-labelled MAb3C6-biotin 

clone, Hytest), VEGF (polyclonal Human/Primate VEGF165 Biotinylated Antibody BAF293, R&D 
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systems) and CA 19.9 (monoclonal mouse Biotinylated Antibody anti-CA199 L1C00901-B, Linc-

Bio). La placa se lavó nuevamente tres veces y después se añadieron 0,1 ml de dilución 1:2000 

de peroxidasa(HRP)-estreptavidina (7100-05, SothernBiotech) en PBS. Finalmente, la placa se 

lavó tres veces y se midió la actividad de HRP. Para esto, se añadieron a cada pocillo 0,1 ml de 

sustrato de peroxidasa comercial con 3,3′, 5,5′-tetrametilbencidina (TMB) (T0440, Sigma 

Aldrich). En esta reacción el HRP se reduce, oxidando al colorante TMB, que pasa de ser incoloro 

en su forma reducida a presentar una coloración azul cuando está oxidado. (Figura 3.8A) El 

cambio en las propiedades de absorción del TMB a lo largo de la reacción se sigue a 630 nm cada 

30 segundos durante 10 minutos utilizando un espectrofotómetro microplacas Multiskan Sky 

(Thermo Scientific). De esta forma se obtienen gráficas como las de la Figura 3.8B, que muestran 

la variación de la densidad óptica (OD) en el tiempo de reacción y de las cuales podemos extraer 

la pendiente (pte) de la parte lineal expresada en mOD/min. Para la utilización de estas 

pendientes como valor comparativo obtenido para las diferentes concentraciones de anticuerpo 

a optimizar, es importante seleccionar en todos los casos el mismo tiempo de reacción, 

correspondiente a la zona lineal inicial de la curva en la que se asegura trabajar en las 

condiciones de velocidad inicial de la enzima. 

Figura 3.8: A) Reacción redox de revelado HRP-H2O2-TMB. B) Variación de la absorbancia del 
TMB en el tiempo de reacción para diferentes concentraciones de antígeno y misma 
concentración de anticuerpos de captura y detección. 
 

3.3.1.2. Resultados 
 
Para cada uno de los marcadores cancerígenos estudiados (CEA, VEGF y CA19.9) se optimizó la 

concentración, en primer lugar, del Abcap inmovilizado y posteriormente del Abdet_biotina. 

Antígeno carcinoembrionario (CEA) 

Se evaluaron diversas concentraciones del Abcap (0, 3 ,5, 8 y 12 µg/mL) usando en todos los casos 

una concentración fija de Abdet_biotina (1 µg/mL) en un rango lineal de 0, 12, 25, 50 y 100 ng/mL 

de CEA y realizando triplicados para cada concentración. De esta manera representando las 

pendientes extraídas de la variación de densidad óptica durante los tres primeros minutos 

(mOD/min) frente a las diferentes concentraciones de analito, podemos obtener las rectas de 

calibración correspondientes a cada par Abcap- Abdet_biotina, mostradas en la Figura 3.9A, en las 

que se eliminó la concentración máxima de 100 ng/mL debido a la saturación de la señal 

observada y la consecuente pérdida de la linealidad.  
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Figura 3.9: A) Optimización del Abcap para el antígeno CEA utilizando en todos los casos 1 
µg/mL de Abdet_biotina. B) Representación de la sensibilidad obtenida en cada caso frente a la 
concentración de Abcap evaluada. 
 
En la Figura 3.9B, se observa cómo, en ausencia del Abcap no hay señal colorimétrica y por tanto 

la sensibilidad del método es prácticamente cero, lo que indica que no hay absorción del 

Abdet_biotina en el pocillo. Además, en esta figura se observa una cierta tendencia lineal en la 

sensibilidad respecto al aumento de la concentración. De estos resultados se pueden extraer las 

figuras de mérito analíticas obtenidas para cada concentración del Abcap (Tabla 3.2), 

seleccionándose 12 µg/mL como concentración óptima al proporcionar la máxima sensibilidad 

y menores LD y LC. 

 

 

 

A 

B 
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Tabla 3.2: parámetros analíticos obtenidos en la optimización del Abcap para el reconocimiento 

del antígeno CEA. 

Utilizando 12 µg/mL de Abcap, diversas concentraciones del Abdet_biotina (0, 0,5, 1, 1,5 y 2,0 µg/mL) 

fueron evaluadas para el mismo rango lineal de CEA. En este caso, incluyendo la concentración 

máxima de 100 ng/mL, la Figura 3.10A muestra los calibrados correspondientes a cada par Abcap- 

Abdet_biotina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.10: A) Optimización del Abdet_biotina para el antígeno CEA utilizando en todos los casos 
12 µg/mL de Abcap. B) Representación de la sensibilidad obtenida en cada caso frente a la 
concentración de Abdet_biotina evaluada. 

[Ab_captura] (μg/mL) Sensibilidad LD (ng/mL) LC (ng/mL) 

0 0,022 - - 

3 0,676 11,3 37,6 

5 0,986 8,47 28,2 

8 1,12 11,4 38,1 

12 2,23 6,06 20,2 

B 

A 
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En la Figura 3.10B, se observa cómo, en ausencia Abdet_biotina, no hay apenas señal colorimétrica y 

por tanto la sensibilidad del método es prácticamente cero, lo que indica que no hay absorción 

de las moléculas de revelado estreptavidina-HRP en el pocillo. Se observa además cómo, hasta 1 

µg/mL de Abdet_biotina, la sensibilidad aumenta de forma lineal con la concentración, sin embargo, 

a concentraciones mayores se alcanza la saturación y la sensibilidad comienza a disminuir, lo que 

conlleva a un aumento de los límites de detección y cuantificación, recogidos en la Tabla 3.3. Esta 

saturación viene explicada por un efecto de impedimento estérico; debido a un aumento en la 

proximidad de los anticuerpos de detección, en la superficie se dificultan los procesos de unión a 

otras moléculas, en este caso, de la molécula estreptavidina-HRP que debe unirse en la última 

etapa de revelado a la biotina presente en el anticuerpo de detección. La selección de una 

concentración de Abdet_biotina que asegure su orientación y espaciado adecuado puede incrementar 

el volumen de moléculas de revelado presentes en la superficie y por tanto la sensibilidad del 

método, que en este caso alcanza su máximo utilizando 1 µg/mL. 

 

 

 

 

 

 
Tabla 3.3: parámetros analíticos obtenidos en la optimización del Abdet_biotina para el 

reconocimiento del CEA. 

 
Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 

Se evaluaron las concentraciones del Abcap (0, 2 ,5 y 8 µg/mL), usando en todos los casos una 

concentración fija de anticuerpo de Abdet_biotina (0,1 µg/mL) en un rango lineal de 0, 12, 25, 50 y 

100 ng/mL de VEGF con triplicados. Procediendo de igual forma que en el caso anterior, 

podemos obtener las rectas de calibrado correspondientes a cada par Abcap- Abdet_biotina, 

mostradas en la Figura 3.11A. Se observa un buen ajuste a polinomio de segundo grado, donde 

la concentración máxima de 100 ng/mL produce en todos los casos un descenso en la pendiente 

(mOD/min) por un efecto de saturación del antígeno en la superficie, que impide el posterior 

reconocimiento de los epítopos antigénicos por el Abdet_biotina. 

En la Figura 3.11B, se observa, además de la nula absorción del Abdet_biotina en ausencia de Abcap, 

como la sensibilidad final obtenida para cada concentración de Abcap evaluada, comienza a 

descender para 5 µg/mL hasta verse saturada para 8 µg/mL, lo cual se ve reflejado 

numéricamente en la Tabla 3.4A. Eliminando la concentración máxima de VEGF , de 100 ng/mL 

y recalculando los parámetros analíticos para las dos concentraciones de Abcap que proporcionan 

mejores límites de detección (Tabla 3.4B) se puede observar como el aumento de 2 a 5 µg/mL 

supone solo una leve mejora de la sensibilidad. Por lo que se seleccionó 2 µg/mL como 

concentración óptima de Abcap. 

 

 

[Ab_detección] (μg/mL) Sensibilidad LD (ng/mL) LC (ng/mL) 

0,0 0,079 - - 

0,5 0,463 19,7 65,7 

1,0 0,997 5,84 19,4 

1,5 1,02 5,57 18,6 

2,0 0,451 11,3 37,8 
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Figura 3.11: A) Optimización del Abcap para el antígeno VEGF utilizando en todos los casos 0,1 
µg/mL de Abdet_biotina. B) Representación de la sensibilidad obtenida en cada caso frente a la 
concentración de Abcap evaluada. 
 

    A 

 

 

 

     B 
 

 

Tabla 3.4: A) Parámetros analíticos obtenidos en la optimización del Abcap para el 

reconocimiento del antígeno VEGF. B) Parámetros analíticos obtenidos eliminando la 

concentración de 100 ng/mL de VEGF. 

[Ab_captura] (μg/mL) Sensibilidad LD (ng/mL) LC (ng/mL) 

0 0,306 - - 

2 9,29 0,801 2,67 

5 12,7 0,316 1,05 

8 11,6 1,58 5,28 

[Ab_captura] (μg/mL) Sensibilidad LD (ng/mL) LC (ng/mL) 

2 10,1 0,738 2,46 

5 11,9 0,339 1,13 

B 

A 
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Utilizando 2 µg/mL del Abcap, diversas concentraciones del Abdet_biotina (0, 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 µg/mL) 

fueron evaluadas, la Figura 3.12A muestra los calibrados correspondientes a cada par Abcap- 

Abdet_biotina, también ajustadas a polinomios de segundo grado. La Figura 3.12B muestra que 

concentraciones de Abdet_biotina superiores a 0,2 µg/mL producen un descenso en la sensibilidad 

y una aumento en los límites de detección y cuantificación, como se muestra en la Tabla 3.5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.12: A) Optimización del anticuerpo de Abdet_biotina para el antígeno VEGF utilizando en 
todos los casos 2 µg/mL de Abcap. B) Representación de la sensibilidad obtenida en cada caso 
frente a la concentración de Abdet_biotina evaluada. 
 

 

 

 

 

Tabla 3.5: parámetros analíticos obtenidos en la optimización del anticuerpo de Abdet_biotina para 

el reconocimiento del antígeno VEGF. 

[Ab_detección] (μg/mL) Sensibilidad LD (ng/mL) LC (ng/mL) 

0,1 1,76 1,59 5,31 

0,2 3,12 1,43 4,76 

0,3 2,11 2,82 9,40 

0,4 2,50 3,00 10,0 

B 

A 
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Antígeno carbohidrato 19.9 (CA 19.9) 

Para la selección de la concentración de Abcap (0, 3 ,5, 8 y 12 µg/mL), se evaluó cada una de ellas 

usando en todos los casos una concentración fija de anticuerpo de Abdet_biotina (1 µg/mL) en un 

rango lineal de 0, 12, 25, 50 y 100 ng/mL de CA 19.9 y realizando triplicados para cada 

concentración. Las rectas de calibración correspondientes a cada par Abcap- Abdet_biotina recogidas 

en la Figura 3.13A y ajustadas a polinomios de segundo grado. Así, la Figura 3.13B muestra 

además de la nula absorción del Abdet_biotina en ausencia de Abcap, saturación de la señal a partir 

de 5 µg/mL. Un exceso de Abcap en la superficie puede provocar el bloqueo de los sitios de 

reconocimiento y por tanto perdida de la sensibilidad y aumento de los límites de detección y 

cuantificación, como se muestra en la Tabla 3.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.13: A) Optimización del Abcap para el antígeno CA19.9 utilizando en todos los casos 1 
µg/mL de Abdet_biotina. B) Representación de la sensibilidad obtenida en cada caso frente a la 
concentración de Abcap evaluada. 
 
 
 

B 

A 
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Tabla 3.6: Parámetros analíticos obtenidos en la optimización del Abcap para el reconocimiento 

del antígeno CA19.9. 

Utilizando 5 µg/mL de Abcap, se evaluaron diversas concentraciones del anticuerpo de Abdet_biotina 

(0, 0,5, 1, 2 y 3 µg/mL), la Figura 3.14A muestra los calibrados correspondientes a cada par Abcap- 

Abdet_biotina ajustados a polinomios de segundo grado. La Figura 3.14B muestra un aumento lineal 

de la sensibilidad a mayor concentración de Abdet_biotina, alcanzando su máximo para 3 µg/mL. Sin 

embargo, la Tabla 3.7 muestra como los límites de detección y cuantificación alcanzan su valor 

mínimo para 2 µg/mL, debido a la existencia de una menor señal de fondo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.14: A) Optimización del anticuerpo de Abdet_biotina para el antígeno CA19.9 utilizando en 

todos los casos 1 µg/mL de Abcap. B) Representación de la sensibilidad obtenida en cada caso 

frente a la concentración de Abdet_biotina evaluada. 

[Ab_captura] (μg/mL) Sensibilidad LD (ng/mL) LC (ng/mL) 

0 0,276 46,8 159 

3 3,55 2,63 8,76 

5 3,78 0,33 1,12 

8 3,70 1,72 5,73 

12 3,54 0,30 1,00 

B 

A 
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Tabla 3.7: Parámetros analíticos obtenidos en la optimización del anticuerpo de Abdet_biotina para 

el reconocimiento del antígeno CA19.9. 

Las propiedades analíticas finales de esta metodología clásica optimizada para las parejas de 

anticuerpo seleccionadas para cada marcador de cáncer gastrointestinal se recogen en la Tabla 

3.8. Si comparamos estos límites con los valores biológicos de enfermedad activa recogidos en 

la Tabla 3.1, podemos observar cómo solo en el caso del antígeno CA 19.9, para el que la 

enfermedad se considera activa en concentraciones inferiores 37 U/mL, esta metodología 

alcanza la sensibilidad, LD y LC suficientes para detectar valores bajos que indiquen actividad 

cancerígena en las primeras fases de la enfermedad. En el caso del CEA (enfermedad activa < 5 

ng/mL) y del antígeno VEGF (enfermedad activa < 0.13 ng/mL), los límites de detección no 

alcanzan a cubrir el intervalo de interés para la detección en bajas concentraciones y por tanto 

precoz de estos marcadores cancerígenos. 

 

ELISA sándwich colorimétrico 
  Rango (ng/mL) Sensibilidad LD (ng/mL) LC (ng/mL) DER % 

CEA 18,6 - 100  1,02 5,57 18,6 20,8 
VEGF 4,76 - 100  3,11 1,42 4,76 12,1 

  Rango (U/mL) Sensibilidad LD (U/mL) LC (U/mL) DER % 
CEA19.9 0,42 -50 6,23 0,13 0,42 8,37 

 

Tabla 3.8: Parámetros analíticos para la detección de los diferentes marcadores cancerígenos 

gástricos mediante la metodología ELISA sándwich colorimétrico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[Ab_detección] (μg/mL) Sensibilidad LD (ng/mL) LC (ng/mL) 

0.5 2,57 4,86 16,2 

1 4,98 0,298 0,994 

2 8,37 0,127 0,422 

3 11,28 0,263 0,878 
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3.3.2. Síntesis, derivatización, purificación y caracterización de AuNPrs 
 

3.3.2.1. Experimental 
 
Síntesís y derivatización de AuNPrs 

La síntesis de AuNPrs se optimizó a partir distintas variaciones del método descrito 
anteriormente25. Así, se llevaron a cabo tres protocolos diferentes S1, S2 y S3 cuya información 
se recoge en la Tabla 3.9, para obtener tres tipos de AuNPrs de los que se evaluaron varias de 
sus propiedades como su capacidad de calentamiento, en busca de seleccionar aquellos que 
proporcionen la mayor eficiencia fototérmica.  

 

Tabla 3.9: Protocolo de síntesis de los tres tipos de AuNPrs sintetizados y aspecto de la 

suspensión en cada uno de los pasos. 

Como se verá a continuación, el protocolo de síntesis óptimo seleccionado (S1) proporciona una 
alta reproducibilidad y una alta estabilidad coloidal de estos AuNPrs. Para esta síntesis, se 
añadieron en primer lugar 120 ml de tiosulfato de sodio, Na2S2O3 0,5 mM (0,1 M de yoduro 
potásico, KI) lentamente sobre 100 ml de sal de tetracloraurato (III) de sodio dihidratado, 
AuCl4Na.2H2O (99,8% Au), (Stream Chemicals 79-0500) 2 mM, después de 4 minutos a 
temperatura ambiente sin agitar, se produce una segunda adicción de la misma manera. 
Finalmente, se añadieron 100 ml de Na2S2O3 0,5 mM. La reacción tiene lugar a temperatura 
ambiente durante 1 hora y sin agitación. Después, los AuNPrs se derivatizaron con HS-PEG-
COOH (5000 g/mol) (135000-4-32, Rapp Polymere GmbH) usando una relación de masa 
AuNPrs:PEG, 1: 1 o 1: 5 y agregando a esta solución reductor borohidruro de sodio, NaBH4, en 
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relación molar con PEG 1: 1. De esta manera, utilizando las fuertes interacciones tiol-oro para 
proteger los AuNPrs con ligandos PEG, además de aportar estabilidad coloidal a estas 
nanopartículas sintetizadas, el polímero proporciona funcionalidad a las mismas a través de los 
carboxilos terminales introducidos, que les permiten una fácil unión a los aminos para la 
posterior etapa de biofuncionalización.  

Por último, el pH de la disolución de AuNPrs se ajustó a 12 con una solución concentrada de 
NaOH y se sometió a un baño de ultrasonido a 60 °C durante 1 h. El exceso de reactivos se 
eliminó lavando los AuNPrs PEGilados por centrifugación, tres veces, durante 15 minutos a 5000 
g, eliminando en cada lavado el sobrenadante y re-suspendiendo en agua Milli-Q. KI, NaBH4 y 
Na2S2O3 se compraron en Sigma-Aldrich (MO, EE. UU.). 

Purificación de AuNPrs 

Para eliminar las AuNP esféricas y pseudoesféricas que no pudieron eliminar con los lavados, se 

utilizó una etapa de purificación mediante electroforesis de agarosa. Esta se realiza a gran escala 

en geles de 12 pocillos con una capacidad de 1800 μL cada pocillo. La agarosa utilizada es al 2,5% 

(SeaKem LE Agarosa, Lonza) en 0,5x TBE (TRIS, borato, EDTA) (10x TBE de Merck Millipore, MA, 

EUA). Se mezclaron 10 ml de los AuNPrs lavados y 1,8 ml de glicerol al 25% en 0,5x TBE y se 

depositó en los pocillos y sometiendose a 140 V durante 30 minutos. Después de la 

electroforesis, las AuNPs esféricas y los AuNPrs más pequeños entran al poro de la agarosa, 

quedando los AuNPrs purificados en los pocillos para ser recogidos. (Figura 3.15) Los AuNPrs 

purificados finalmente se lavaron dos veces con agua mili-Q para eliminar restos de TBE y se 

resuspendieron en un volumen menor para concentrar la suspensión.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.15: electroforesis en gel de agarosa finalizada, para la purificación de AuNPrs 

(disolución dentro de los pocillos, en verde oscuro) y eliminación de las nanopartículas esfericas 

y pseudoesféricas (dentro del gel, en granate). 

Caracterización de AuNPrs 

Después de la purificación, la concentración de oro final para cada síntesis se obtuvo mediante 

ICP-AES Optima 8300 (Perkin Elmer) y por espectroscopía UV-Vis mediante un 

espectrofotómetro Cary 50 Probe de Varian Medical Systems, aplicando la ley de Lambeert beer 

y utilizando el coeficiente de absorbancia experimental a 1050 nm, ε1050 nm = 29 ml mg-1 cm-1 para 

calcular la concentración en las etapas anteriores a la purificación y ε1050 nm = 35.86 ml mg-1 cm-1 

para los AuNPrs ya purificados. 

Los tamaños de nanopartícula se obtuvieron mediante microscopia electrónica de barrido 

(SEM), las imágenes se adquirieron usando un SEM Inspect F50 de emisión de campo con un 

sistema EDX INCA PentaFET × 3 (FEI Company, Eindhoven, Países Bajos) en un rango de energía 

entre 0 y 30 keV. 
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Para evaluar la capacidad de calentamiento de estos AuNPs, se irradió por duplicado una misma 

concentración (15 µg/mL) de estos tres tipos de AuNPrs en una cubeta de cuarzo y se irradiaron 

con un láser de 1064 nm durante 20 min, a una potencia de 1224 mW, hasta alcanzar el máximo 

valor de temperatura, en ese momento el laser se apagó y de registró la disminución de la 

temperatura hasta el minuto 30. La solución se agitó magnéticamente durante la medida y la 

temperatura se registró, con una cámara infrarroja en un punto inferior a la incidencia del haz 

láser, como se muestra en la Figura 3.16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.16: A) Diseño experimental para el cálculo de la eficiencia fototérmica de cada 

AuNPrs. B) Imagen térmica registrada con la cámara IR. 

El láser utilizado para este y todos los futuros estudios es un láser de onda continua de 3 W 

Quantum Ventus que funciona a una potencia máxima de 2.5 W (área irradiada de 

aproximadamente 4.52 mm2, intensidad promedio de 55 W/cm2). La imagen térmica se obtuvo 

utilizando la cámara IR FLIR Serie Ex E4 (Oregon, EE. UU.), también usada en todos los ensayos 

de este capítulo. (Figura 3.16) 

 
Figura 3.17: A) Láser de 1064 nm y B) cámara infrarroja empleadas a lo largo del capítulo. 

Cálculo de eficiencia de conversión fototérmica de AuNPrs 

A partir de las curvas de calentamiento obtenidas por imagen térmica (cámara IR), se comparó 

la capacidad de calentamiento de los diferentes AuNPrs obteniendo la eficiencia de conversión 

térmica calculada utilizando la ecuación (Ec. D1) propuesta por Roper 37 y utilizada para 

diferentes autores38: 

B A 
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𝜂 =
ℎ𝑆(𝑇𝑚𝑎𝑥−𝑇𝑎𝑚𝑏)−𝑄𝑑𝑖𝑠

𝐼(1−10−𝐴𝜆)
  (Ec. D1)  

Para resolver la ecuación 1, el calor disipado al ambiente externo, Qamb viene dado por (Ec. D2), 

donde h es el coeficiente de transferencia de calor, S es el área de superficie del recipiente de 

muestra, Tmax es la temperatura máxima alcanzada por cada disolución de AuNPrs en la 

irradiación láser y Tamb es la temperatura ambiente: 

 Qamb = hS (Tmax −  Tamb) (Ec. D2) 

Qdis puede ser calculado independientemente de la misma manera, irradiando agua en las 

mismas condiciones.  

Para obtener hS, se introduce el parámetro adimensional (θ) (Ec. D3) y además una constante 
de tiempo (τs) (Ec. D4), relacionada con el ciclo de enfriamiento (cuando el láser está apagado): 
 

𝜃 =
𝑇−𝑇𝑎𝑚𝑏

𝑇𝑚𝑎𝑥−𝑇𝑎𝑚𝑏
    (Ec. D3) 

𝜏𝑠 =
∑ 𝑚𝑖𝐶𝑖𝑖

ℎ𝑆
   (Ec. D4) 

Ambas ecuaciones están relacionadas por la (Ec. D5): 
 

𝑡 = −𝜏𝑠𝑙𝑛𝜃 (Ec. D5) 

y por lo tanto τs se calcula para cada AuNPrs (por duplicado) al representar el logaritmo natural 
negativo de θ en función del tiempo de enfriamiento. La pendiente extraída de estas gráficas 
corresponde, en cada caso, a la constante de tiempo de enfriamiento, τs. A partir de este valor 
y conociendo la masa del sistema 2 g y Ci 4.18 J/g℃, se puede resolver la (Ec D4) y obtener la 
constante hS. 
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3.3.2.2. Resultados 
 
Mediante UV-vis se obtuvieron los correspondientes espectros de absorción de los AuNPrs antes 

de la purificación, donde se observa la resonancia localizada de plasmón superficial (LSRP) para 

cada una de las síntesis, con bandas NIR centradas a 1230 nm (S1), 1026 nm (S2) y 846 nm (S3) 

respectivamente. (Figura 3.18) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.18: Espectros UV-vis de los diferentes AuNPRs sintetizados, que muestra el pico de 520 

nm correspondiente a AuNPs esféricos (subproducto de síntesis eliminado por purificación) y las 

bandas NIR características de AuNPRs obtenidas por cada protocolo de síntesis. 

Esta propiedad óptica permite a los AuNPrs convertir la energía de la luz en calor por el efecto 

fototérmico. Para evaluar la capacidad de calentamiento, se irradió en cada caso, la misma 

concentración de estos tres tipos de AuNPrs por duplicado. Adquiriendo la imagen térmica 

mediante una cámara infrarroja, se obtuvieron las señales térmicas de variación de temperatura 

normalizada frente a tiempo de irradiación (Figura 3.19), en las que se observa como al encender 

el láser se registra un aumento de temperatura (ciclo de calentamiento) y tras apagar el láser 

una recuperación de la temperatura inicial (ciclo de enfriamiento).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.19: Señales térmicas y eficiencia de conversión fototérmica (η) obtenidas por imagen 

térmica con una cámara infrarroja durante la irradiación de las diferentes soluciones de AuNPrs 

a la misma concentración (15 µg/mL) utilizando un láser de 1064 nm a 1224 mW. 
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A partir de estas señales térmicas obtenidas (Figura 3.19), se realizó el cálculo de la eficiencia de 

conversión fototérmica (η) de cada AuNPrs, como se indica en la parte experimental (apartado 

3.3.2.1). Según la (Ec D5) τs se calcula para cada AuNPrs (por duplicado) al representar el 

logaritmo natural negativo de θ en función del tiempo de enfriamiento (Figura 2.20). La 

pendiente extraída de estas gráficas corresponde, en cada caso, a la constante de tiempo de 

enfriamiento, τs. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 3.20: Representación del logaritmo natural de θ en función del tiempo de enfriamiento, 

correspondiente a la bajada de la señal térmica al apagar el láser. 

Con estos valores se puede resolver la Ec. D4 para obtener hs y finalmente la eficiencia de 

conversión fototérmica (η), según la Ec. D1. Todos estos parámetros se presentan resumidos en 

la Tabla 3.10 para cada AuNPrs sintetizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3.10: Parámetros para el cálculo de la eficiencia de conversión fototérmica para cada uno 

de los AuNPrs obtenidos mediante las diferentes síntesis. 
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Se obtuvieron tambein las imágenes SEM y los histogramas de distribución de tamaño de 

partícula obtenidos para cada protocolo de síntesis tras la purificación (Figura 3.21), obteniendo 

un tamaño promedio de 277 ± 36 nm (S1), 221 ± 21 nm (S2) y 199 ± 29 nm (S3), en cada caso. 

 Figura 3.21: Imágenes SEM de cada tipo de AuNPrs sintetizado y los histogramas 

correspondientes que representan la distribución de tamaño de partícula. 

De esta forma, se observa que los AuNPrs más grandes (S1), muestran la mayor eficiencia 

fototérmica, seguidos de la síntesis 2. La síntesis 3 muestra los peores resultados al encontrarse 

el máximo de plasmón superficial muy alejado de la longitud de onda del láser utilizado. 
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En busca de discernir entre la síntesis 1 o 2, se compararon los rendimientos de la síntesis, que 

se expresan como la masa de oro (obtenida por ICP-AES) en los AuNPrs que se obtienen al final 

del proceso de purificación respecto a los obtenidos inicialmente tras la derivatización con PEG 

(AuNPrs no purificados) (Tabla 3.11), indicando un mayor rendimiento en el caso de la síntesis 

1, en torno al 22%, frente al 14% obtenido en el caso de la síntesis 2. Como ya se ha dicho, 

además de AuNPrs en la síntesis se producen AuNPesféricas (540 nm) y pseudoesféricas como 

nanoprismas de menor tamaño, la eliminación de estos subproductos limita el rendimiento final 

de la síntesis.  

  S1A S1B S2A S2B 

Masa AuNPrs@PEG final obtenida  (mg) 5,01 5,17 4,18 4,24 

Rendimiento de síntesis (%) 22,33 21,95 13,53 14,81 

Relación Abs-NPrs (1050 

nm)/ Abs-NPesféricas (540nm) 

Tras derivatización PEG 1,91 2,21 1,93 1,99 

Tras lavados 2,33 2,26 2,17 2,24 

Tras purificación agarosa 4,55 4,55 5,01 4,66 

 
Tabla 3.11: Parámetros para el cálculo de la eficiencia de conversión fototérmica para cada una 

de las síntesis y sus duplicados 

Además, la relación Abs-NPrs (1050 nm)/Abs-NPesféricas (540 nm) es un marcador de la eficiencia 

y rendimiento de purificación, por ello este ratio fue calculado para dos réplicas de cada síntesis; 

tras la derivatización con PEG, después de los lavados (Figura 3.22) y después de la purificación 

de los AuNPrs, cuyos valores se muestran en la Tabla 3.11, ratios superiores a 3 después de la 

purificación son signo de una buena eficiencia de purificación. 

 

Figura 3.22: Espectros de absorción de las síntesis S1 y S2 y sus réplicas, antes de la purificación. 

Además, de la mayor eficiencia de conversión fototérmica y mayor rendimiento de síntesis, en 

la Figura 3.22, los espectros de las réplicas de la síntesis 1 muestran mayor reproducibilidad en 

el máximo del LSPR, así como en la longitud de onda del láser (1064 nm).  Por todo ello, la síntesis 

1 fue seleccionada como óptima 
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Por último, la estabilidad coloidal en agua de los AuNPrs purificados y obtenidos por la síntesis 

S1, fue evaluada en el tiempo midiéndose la absorbancia a 1064 nm de las disoluciones de 

AuNPrs purificadas y conservadas a 4°C y observándose una variabilidad prácticamente nula 

para ambas réplicas, durante más de 40 días. (Figura 3.23) 

 

Figura 3.23: Absorbancia a 1060 nm recogida durante 42 días de dos réplicas (S1A y S1B) de la 

síntesis 1 purificadas y conservadas a 4°C. 

Como se ha explicado en la parte experimental, estos AuNPrs se derivatizaron con HS-PEG-COOH 

utilizando dos ratios diferentes de la relación de masa AuNPrs:PEG, 1: 1 o 1: 5 para obtener el 

mayor porcentaje de recubrimiento superficial de los AuNPrs con estreptavidina en el primer 

paso de bioconjugación. Esto es debido a que las moléculas de PEG además de conferir 

estabilidad coloidal a los AuNPrs confieren grupos carboxilo a través de los cuales se uniría de 

forma covalente estreptavidina. A mayor densidad de grupos COOH es de esperar que pueda 

cambiar la capacidad de unión de esta proteína usada como adaptadora para luego unir el 

anticuerpo de detección biotinilado de interés.  

Para determinar si efectivamente la cantidad de moléculas de PEG ancladas era diferente al 

incubar con los diferentes ratios AuNPrs:PEG, como última caracterización, fue estudiado el 

potencial eléctrico (potencial ζ) de ambos AuNPrs, siendo ligeramente más negativo la relación 

de masa 1:5 NPrs:PEG (-22,92±0.75 mV) que la de la relación 1:1 NPrs:PEG (-13,97± 0.68 mV). 

Esta variación observada en el potencial de superficie es seguramente debido a la presencia de 

un mayor número de grupos carboxilo expuestos en la superficie externa de AuNPrs:PEG 1:5. Si 

bien existe una diferencia clara en la densidad de grupos carboxilo superficial entre ambas 

muestras de AuNPrs se decidió continuar con ambas preparaciones para así seleccionar la 

óptima tras los resultados obtenidos respecto al rendimiento de unión del anticuerpo de 

detección.  
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3.3.3. Bioconjugación de AuNPrs a estreptavidina y al anticuerpo de detección 

biotinilado. 
 

La bioconjugación controlada y orientada del anticuerpo de detección a AuNPrs es un factor 

clave para lograr la mayor sensibilidad y selectividad en las técnicas de detección desarrolladas. 

Existe una amplia variedad de estrategias para obtener una orientación de anticuerpos 

adecuada con respecto a la superficie de las nanoparticulas (unión covalente, electrostática, 

indirecta...) con el fin de preservar la bioactividad, afinidad y eficacia de la orientación de los 

anticuerpos funcionalizados.39 El enlace covalente es una de las estrategias más indicadas de 

enlace orientado, ya que proporciona un enlace estable y de alta reproducibilidad. Además, el 

uso de otras biomoléculas adaptadoras unidas directamente a la superficie de las AuNP, como 

la interacción avidina-biotina o estreptavidina -biotina, es una buena opción para desarrollar 

una plataforma versátil y robusta, por ser una de las interacciones no covalentes más rápidas y 

fuertes conocidas y resistente condiciones extremas de pH y temperatura. La proteína avidina 

posee una capacidad de unión a la biotina algo más alta que la estreptavidina, sin embargo, 

debido a las cadenas laterales glicosiladas que posee, provoca mayores señales de fondo, lo cual 

puede ser un grave problema en la detección y condicionar los límites de cuantificación del 

método analítico.40 El uso de estreptavidina, al no tratarse de una glicoproteína, puede mejorar 

los problemas de fondo y proporcionar blancos de método mejores. 

Así, la metodología propuesta implica en primer lugar el enlace covalente previo estreptavidina-

AuNPrs. En este caso, al estar los AuNPrs derivatizados con PEG-COOH, se utilizó la química de 

carbodiimida/N-hidroxisuccinimida para la unión covalente de estos carboxilos terminales a las 

aminas primarias de la estreptavidina, que permitirá posteriormente la fácil unión de cualquier 

anticuerpo biotinilado. (Figura 3.24). Como la estreptavidina tiene cuatro sitios de unión a la 

biotina, no es necesario su unión orientada ya que con cualquier orientación quedarán 

expuestos en la superficie de los nanoprismas sitios de unión a biotina.  

 
Figura 3.24: Reacción esquemática de la bioconjugación usando, en primer lugar, el método de 

la carbodiimida para la unión AuNPrs@streptavidina y despúes, para la unión del anticuerpo de 

detección a este bioconjugado, la interacción no covalente biotina-estreptavidina. 
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Para la biofuncionalización orientada AuNPrs (estreptavidina) - (biotina) Ab, la estabilidad de 

este enlace y el control del número de estreptavidina y Abs por AuNPrs se optimizó y estudió 

ampliamente. Para ello, se evaluaron diferentes concentraciones de estreptavidina añadida para 

la unión a AuNPrs y mediante marcaje radiactivo de esta proteína, se seleccionó la concentración 

óptima que permite obtener la máxima superficie del prisma ocupada por estreptavidina. Por 

ultimo, para correlacionar el porcentaje de saturación del nanoprisma con estreptavidina y la 

eficiencia de unión de anticuerpo de detección biotinilado, se evaluó también mediante 

radioactividad la concentración de anticuerpo anti-CEA unido. 

 

3.3.3.1 Experimental 
  

Bioconjugación de AuNPrs a estreptavidina y al anticuerpo de detección biotinilado. 

 
Se optimizó la funcionalización de los AuNPrs derivatizados con PEG (NPrs:PEG relación de masa 

1:1 o 1:5) con estreptavidina, usando la química de la carbodiimida (reticulación de ácidos 

carboxílicos con aminas primarias) con el fin de obtener un bioconjugado robusto y versátil 

AuNPrs@estreptavidina que asegure el mayor recubrimiento de estreptavidina posible para la 

posterior unión del anticuerpo de detección biotinilado. Las etapas secuenciales para la 

biofuncionalización AuNPrs@estreptavidina fueron las siguientes: 

En primer lugar, se llevó a cabo la etapa de activación de los carboxilos con EDC y NHs-Sulfo, en 

esta etapa deben usarse pHs nunca superiores a 7, debido a la inestabilidad a hidrólisis del 

intermedio 1 (Figura 3.24), el uso de NHs-Sulfo, a veces opcional en la química de la 

carbodiimida, no sólo estabiliza el intermedio reactivo hacia aminos primarios, sino que también 

mantiene la carga neta negativa de los AuNPrs a pesar de su activación con EDC. Esto permite 

mantener la estabilidad coloidal de los nanoprismas duarnte esta etapa de activación. Se 

incubaron 500 ml de 0,5 mg/ml de AuNPrs en tubos Eppendorf Protein LowBind de 2 ml 

(Hamburgo, Alemania) con 500 ml de una solución de activación consistente en Sulfo-NHs 3,5 

mM y EDC 1,5 mM ambas en MES 10 mM pH 6 y se incubó la mezcla con agitación a 37°C durante 

30 min. Después se realizaron dos ciclos de centrifugación a 9000 rpm durante 9 minutos, 

eliminando el sobrenadante y resuspendiendo con 500 μL de MES 10 mM pH 6. Esta última etapa 

tiene el fin de eliminar los excesos de la mezcla de activación, el proceso debe ser rápido y 4°C 

para evitar la hidrólisis del intermedio 2. Se añadieron 500 µl de diferentes concentraciones de 

esta estreptavidina (8, 10 y 15 µg/ml) en MES 10 mM pH 6, las disoluciones de incubaron a 37°C 

durante 1 hora. El stock de estreptavidina fue previamente cuantificado mediante la medida de 

su absorbancia a 280 nm, aplicando la ley de Lambert-beer y usando como coeficiente de 

extinción a esta longitud de onda 41326 M-1 cm-1. 

Tras la hora de incubación, los grupos carboxílicos activados de los AuNPrs que quedasen sin 

unir estreptavidina se bloquearon con BSA al 2,5% (500 μL sobre 500 μL de 

AuNPrs@estreptavidina) en MES 10 mM, pH 6 a 37°C durante 2 horas, seguido de dos ciclos de 

centrifugación a 4500 rpm durante 9 min. Esta etapa de bloqueo evita reacciones secundarias 

como el entrecruzamiento de AuNPrs@estreptavidina o posibles uniones inespecíficas 

posteriores. EDC, Sulfo-NHS, estreptavidina (ref 85878) y BSA (EC 232-936-2) se compraron a 

Sigma-Aldrich (MO, EE. UU.).  

Finalmente, al conjugado óptimo AuNPrs@estreptavidina, se añadieron 500 μL del anticuerpo 

de detección biotinilado en las diferentes concentraciones evaluadas, en este caso, CEA (2, 6, 10 
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o 12 µg/mL) en MES 10 mM pH 6, y la mezcla se agitó a 37 °C 1:30 h, seguido de dos lavados a 

4500 rpm durante 9 min con disolución amortiguadora ácido bórico 50 mM pH 8 para eliminar 

el exceso de Ab. Esta disolución garantiza la estabilidad coloidal de los AuNPrs a largo plazo. 

 
Cuantificación de proteínas mediante marcaje radiactivo 

Para optimizar la cantidad de estreptavidina y posteriormente, de anticuerpos de detección 

inmovilizados en la superficie de los AuNPRs (NPrs:PEG relación de masa 1:1 o 1:5), la 

concentración de estas proteínas se cuantificó mediante marcaje radiactivo, que permite la 

detección de bajas concentraciones de las proteínas unidas a AuNPrs que no son posibles de 

determinar con métodos convencionales como el método colorimétrico de Bradford de menor 

sensibilidad. 

Para el radiomarcaje de las proteínas, se incubaron en cada caso, 125 µg de estreptavidina o 56 

µg del anticuerpo biotinilado de detección con 50 μL del isótipo radioactivo K125I (1mCu/mL) y 

0,15 mg de cloramina T como agente oxidante durante 15 segundos a temperatura ambiente en 

un volumen total de 150 µL de MES 10 mM pH 6. Después, se detuvo la reacción agregando 150 

µL de MES 10 mM pH 6 que contenía 62 µg de tirosina y 1,5 mg de yoduro de potasio. La proteína 

radiomarcada se purificó utilizando columnas PD MiniTrap G-10 (GE Healthcare Life Sciences, 

Fairfield, CT, EE. UU.) y su concentración se determinó utilizando un kit de ensayo Pierce 

Coomassie Plus (Bradford) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) utilizando 

concentraciones conocidas de estreptavidina o del propio anticuerpo biotinilado, como 

calibrado. 

Las proteínas radiomarcadas se usaron posteriormente para la bioconjugación de AuNPR con 

estreptavidina y con el anticuerpo biotinilado de detección (a las diferentes concentraciones 

evaluadas) siguiendo el protocolo anterior descrito. Finalmente, la emisión gamma del 

bioconjugado y los sobrenadantes centrifugados en cada caso (estreptavidina o Ab detección 

biotinilado) se midieron durante 60 segundos usando un contador de gamma universal 

Compugamma Wallac 1282 LKB. Cada muestra fue preparada y medida por triplicado. 

 

Cálculos teóricos 

El primer paso de biofuncionalización fue la unión de AuNPrs PEGiladas con estreptavidina, 

mediante la unión covalente via carbodiimida. Para comparar los resultados experimentales 

obtenidos por radioactividad, se llevaron a cabo los cálculos teóricos para conocer el número de 

moléculas máximo de estreptavidina que puede saturar teóricamente la superficie de un solo 

nanoprisma. Tomando los AuNPrs como un prisma de base triangular (233,8 nm de altura del 

prisma (h), 9 nm de lado (l) y 270 nm la base (b)), se calculó su área A = 3bl + bh, obteniendo 

valor de 70416 nm2. Varias bases de datos compilan las estructuras 3D de las proteínas, este 

caso se utilizó el PDB para obtener la estructura de la estreptavidina (1vwa.pdb) y medir su 

tamaño con ayuda del programa de visualización molecular Pymol (Molecular Graphics System, 

Pymol), de esta forma, la proteína se ajustó por su morfología a un hexágono (Figura 3.25A) y 

su área se calculó tomando como lado de 3.5 nm y como apotema de 3 nm, obteniendo un área 

de 31.5 nm2. Asumiendo que las estreptavidinas se unen al AuNPrs por una única orientación, 

se realizó la proyección del área mayor (cara hexagonal) sobre la superficie de AuNPrs, lo que 

indicó que, en teoría, la superficie de un AuNPrs saturado de estreptavidina permitir la unión de 

aproximadamente 2235 estreptavidinas. 
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Se calculó teóricamente que un prisma de 270 nm, posee 1,64·107 átomos de oro y por tanto el 

peso de un prisma es 3,23·109 g/mol. Siendo que finalmente la disolución de AuNPrs 

bioconjugados posee 0,3 mg/mL de oro, la concentración calculada de esta fue de 9,29·10-11 

mmol/ml de oro. Sabiendo que 1 µg/mL de estreptavidina (52,8 KDa) equivale a 1,89·10-08 

mmol/mL de la misma, podemos calcular el ratio mmoles de proteína por nanoprismas 

correspondiente a una concentración de 1 µg/mL de estreptavidina, que corresponde a 204 

estreptavidinas por AuNPrs. Utilizando esta ratio, podemos calcular que 2235 estreptavidinas 

equivale a un ratio molar correspondiente a una concentración de proteína de 10,96 µg/mL, 

teóricamente el 100% del área superficial de los AuNPrs ocupada.  

 

Figura 3.25: Estructura 3D obtenida desde el banco de datos de proteínas, PDB de A) 

estreptavidina (1vwa.pdb) ajustada a un hexágono y B) porción Fab del anticuerpo de detección 

AntiCEA 3C6 (1clo.pdb) ajustado a un rectángulo. En ambos casos se tomó en cuenta la 

proyección de mayor área sobre la superficie de las AuNPrs para el cálculo teórico de la máxima 

cantidad de moléculas de proteínas que saturarían la superficie del nanoprisma en cada caso.  

En el segundo paso de la biofuncionalización, el bioconjugado AuNPrs@estreptavidina es unido 

al anticuerpo de detección biotinilado mediante la unión orientada estreptavidina-biotina. Para 

lograr el rendimiento de unión más alto, se evaluó la concentración añadida del anticuerpo 

biotinilado de detección anti-CEA como modelo. En este caso, ajustando el anticuerpo a un 

rectángulo de altura de 12 nm (altura estándar de los Ab)41 y con base de 8,5 nm (obtenida de 

la estructura de la parte ligera del anticuerpo antiCEA 3C6, 1clo.pdb) (Figura 3.25B), es posible 

obtener el área aproximada del anticuerpo, 85 nm2, lo que indica que la superficie de un 

AuNPr@estreptavidina permitir la unión teórica de aproximadamente 533 anticuerpos por 

AuNPrs suponiendo el 100% de la superficie teórica de estreptavidina cubierta por anticuerpos. 

Sabiendo que 1 µg/mL de anticuerpo (150 KDa) equivale a 6,67·10-09 mmol/mL de la misma, 

podemos calcular el ratio mmoles de anticuerpo por nanoprismas correspondiente a una 

concentración de 1 µg/mL de, 72 anticuerpos por AuNPrs. Utilizando esta ratio, podemos 

calcular que 533 estreptavidinas equivale a un ratio molar correspondiente a una concentración 

de anticuerpo de 7,40 µg/mL, teóricamente el 100% del área superficial de los AuNPrs ocupada. 
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3.2.3.2. Resultados 
 

Se llevó a cabo la evaluación del rendimiento de unión de AuNPrs (NPrs:PEG, 1:1 y 1:5) usando 

diferentes concentraciones de estreptavidina (8, 10 y 15 µg/ml), mediante cuantificación de 

proteínas por marcaje radioactivo (etiquetado de estreptavidina con K125I) y compararla 

posteriormente con el valor teórico y así correlacionar con la máxima saturación factible de la 

superficie del AuNPR. En los resultados, recogidos en la Figura 3.26, se observa, en primer lugar, 

que en todos los casos se obtiene un mayor porcentaje de unión al usar AuNPrs con relación de 

masa NPrs:PEG, 1:1, lo cual indica que esta cantidad de PEG es suficiente para saturar la 

superficie de los AuNPrs. Un aumento del número de grupos carboxilo en la superficie del prisma 

no provoca un aumento del número de estreptavidinas unidas, probablemente debido al 

impedimento estérico entre las proteínas.  

 

Figura 3.26: Resultados de la cuantificación por marcaje radioactivo (K125I) para conocer la 

concentración de estreptavidina unida a los AuNPrs. 
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En estos resultados, también se observa que en ambos casos, la máxima cantidad total de 

proteína unida se logra al agregar 10 µg/ml, en cuyo caso el 56% de la estreptavidina se une al 

AuNPrs (5,6 µg/mL de estrep. unida), en comparación con el 60 % en el caso de agregar 8 µg/mL 

(4,8 µg/mL de estrep. unida) y el 38 % en el caso de agregar 15 µg/mL de estreptavidina (5,7 

µg/mL de estreptavidina unida). (Tabla 3.12) 

 

Tabla 3.12: Resultados teóricos y experimentales (marcaje radioactivo, K125I) de la cantidad de 

estreptavidina y anticuerpo antiCEA biotinilado unidos a los AuNPrs:PEG 1:1. 

 
Las medidas de radioactividad que evalúan la unión de varias concentraciones del anticuerpo 

anti-CEA de detección biotinilado añadido (2, 6, 10 y 12 µg / ml) se muestran en la Figura 3.27, 

donde se observa que la mayor cantidad de Ab anti-CEA unido se logra al agregar 12 µg/ml, en 

cuyo caso el 53% del Ab anti-CEA agregado está unido a los AuNPrs@estreptavidina, lo que 

equivale a una unión de 6,4 µg/mL de estreptavidina, una superficie teórica de 86% de AuNPrs-

estreptavidina ocupada por Ab anti-CEA biotinilado. (Tabla 3.12) 

 

Figura 3.27: Resultados de la cuantificación por marcaje radioactivo (K125I) para conocer la 

concentración de anti-CEA 3C6 unida a los AuNPrs. 

 

 

 

 

  
% superficie 

AuNPrs 
ocupada 

µg/mL 
añadidos 

µg/mL 
unidos 

Nº proteinas unidas 
en total en la 

suspensión de AuNPrs 
 

Estreptavidina 
Teórico 100% - 10,9 2235 
Experimental  56 % 10,0 5,6 1142       

Ab anti-CEA 
biotina 

Teórico 100% - 7,4 533 
Experimental  86% 12,0 6,4 459 
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3.3.4. Conclusiones 
 

De este apartado de optimización de métodos y obtención de materiales comunes, se 

obtuvieron las siguientes conclusiones: 

- Se seleccionaron las concentraciones óptimas de Abcap y Abdet_biotin para la metodología 

clásica ELISA colorimérico, para cada uno de los marcadores de gastrointestinales 

evaluados. (Tabla 13) y se obtuvieron los parámetros analíticos del método en cada caso, 

que se presenta en la Tabla 3.8.  

 

 

 

 

 
Tabla 3.13:  Resumen de las concentraciones de Abcap y Abdet_biotin seleccionadas tras la 

optimización del método ELISA colorimétrico para cada uno de los mascadores de cáncer 

gastrointestinal evaluados. 

- Se sintetizaron tres tipos de AuNPrs y tras su caracterización se seleccionó la síntesis 1 como 

óptima. Estos AuNPrs tienen una banda NIR centrada a 1230 nm, la eficiencia de conversión 

fototérmica máxima con un 42,4% y un tamaño promedio de 277 ± 36 nm. Además, esta 

síntesis muestra la mayor reproducibilidad y los AuNPrs obtenidos presenta una buena 

estabilidad coloidal en agua durante largos periodos de tiempo. 

 

- Se evaluó la bioconjugación de AuNPrs con el anticuerpo biotinilado mediante la previa 

unión de estreptavidina a los AuNPrs seleccionados.  El protoc olo optimizado para el caso 

del marcador CEA, se evaluó por medio de la cuantificación de ambas proteínas en la 

superficie del prisma, mediante marcaje radiactivo. De esta forma se concluyó que el ratio 

AuNPrs:PEG 1:1 posee la cantidad de PEG suficiente para saturar de grupos carboxilo la 

superficie de los AuNPrs y por tanto de estreptavidina. Además, se encontraron las 

concentraciones de estreptavidina y Abdet_biotin óptimas a añadir (10 y 12 µg/mL 

respectivamente), que permiten la mayor unión de estas proteínas a la disolución de 

AuNPrs (5,6 y 6,4 µg/mL respectivamente). 
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3A.1. Introducción 
 
Como ya se ha dicho, los AuNPrs vinculados a un receptor biológico pueden actuar como 

transductores físico-químicos, interpretando el reconocimiento biológico con el analito como 

una señal térmica cuantificable, que se puedría detectar con una cámara IR. De esta forma, en 

esta sección se evaluaron las posibilidades de la tecnología de detección térmica basada en 

AuNPrs desarrollando un nuevo ensayo inmunosorbente cuantitativo y de alta sensibilidad, 

llamado ThermoLISA, para la detección de biomarcadores de cáncer gastrointestinal.  

Esta metodología utiliza como como elemento de detección el bioconjugado 

AuNPrs(estreptavidina) - (biotina)Abdetección, previamente optimizado mediante control del 

número de estreptavidinas y Abs en la superficie de AuNPrs (apartado 3.3.3), a través de la 

cuantificación de estas proteínas mediante marcaje radiactivo. Esta estrategia proporciona un 

bioconjugado versátil que puede vincularse posteriormente a cualquier otro anticuerpo de 

detección siempre que esté biotinilado, lo que permite extender la metodología a la detección 

de los diferentes marcadores tumorales gástricos en sangre estudiados: CEA, CA19.9 y VEGF. 

De esta forma, el inmunoensayo TermoLISA (Figura 3A.1) tiene como objetivo abrir horizontes 

en la detección cuantitativa ultrasensible con un formato similar al ELISA, así, una vez formado 

el sándwich de anticuerpos, la irradiación de los pocillos por la fuente de láser NIR, genera la 

liberación de cantidades de calor proporcional a la concentración de analito capturado. Estos 

pequeños cambios de temperatura se pueden detectar con una cámara IR obteniendo su imagen 

térmica, de la que se extraen finalmente las señales térmicas de variación de temperatura tras 

un ciclo de calentamiento y enfriamiento.  

 

Figura 3A.1: Esquema del inmunoensayo TermoLISA junto con las señales térmicas recogidas 

para distintas concentraciones crecientes de antígeno CEA. 
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3A.2. Objetivos 
 

En esta sección se abarca la optimización y desarrollo de la metodología TermoLISA mediante 

los siguientes objetivos específicos: 

1. Optimización del protocolo TermoLISA partiendo dl protocolo óptimizado para el ELISA 

colorimétrico. 

 

2. Optimización del montaje experimental, parámetros de medida térmica y tratamiento de 

las señales térmicas para así obtener las características analíticas del método.  

 

3. Optimización del bioconjugado AuNPrs@streptavidna para su aplicación al método 

TermoLISA. 

 

4. Optimización de la unión del Abdet_biotin (para cada marcador) a este bioconjugado para su 

aplicación al método TermoLISA. 

Toda esta etapa de optimización se lleva a cabo utilizando muestras de los tres analitos 

preparadas con concentraciones conocidas en PBS.  

5. Por último, en las condiciones optimizadas, estudiar la aplicación del ensayo TermoLISA en 

muestras de plasma sanguíneo humano a las que se les añaden concentraciones de analito 

conocidas, para así evaluar posibles interferencias de matriz.  
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3A.3. Experimental y métodos 
 

3A.3.1. Protocolo inmunoensayo sandwich TermoLISA 
 

Para el desarrollo de los diferentes ensayos TermoLISA, se utilizaron los mismos materiales que 

en el caso del ELISA colorimétrico (apartado 3.3.1.) y los primeros pasos del protocolo, así como 

las concentraciónes de los anticuerpos de captura unida a los pocillos de las placas utilizadas 

fueron los mismos que los optimizados para el ELISA colorimétrico. 

Es así que, la placa se incubó durante la noche a 4°C conteniendo 0,1 ml por pocillo del 

anticuerpo de captura en PBS 50 mM pH 8, 12 µg/mL (CEA), 2µg/mL (VEGF) o 5 µg/mL (CA19.9). 

La placa se vació y bloqueó con 0,25 ml de disolución de bloqueo (PBS 50 mM, NaCl 0,3 M, Tween 

0,5% y 5 mg/ml de BSA) durante 1 hora a 37°C con agitación orbital. Después de lavar la placa 

dos veces con 0,25 ml de disolución de lavado (PBS con Tween al 0,5%), se incubaron durante 1 

hora a 37°C con agitación orbital 0,1 ml de las muestras de antígeno. Por último, tras tres 

lavados, se incubaron durante 2 horas a 37°C con agitación orbital 0,3 mg/ml del bioconjugado 

AuNPrs@streptavidin@Abdetbiotina en ácido bórico pH 8 y tween 20 al 1%. Finalmente, la placa 

se lavó tres veces y se dejó vacía secando a temperatura ambiente. 

Para estudiar el efecto de la matriz y aplicar esta metodología en muestras de plasma, 

concentraciones conocidas de estos marcadores tumorales de cáncer se adicionaron a una 

solución de plasma (Normal, Pooled Human Donors de Dismed, España) y se analizaron por 

termoLISA, para comparar la sensibilidad, LD y LC del método cuando se detectan las mismas 

concentraciones de marcador, pero disueltos en PBS 

 

3A.3.2. Lectura del inmunoensayo TermoLISA: montaje instrumental, configuración y 

emisividad cámara IR 
 

La placa multipocillos se colocó sobre un soporte de irradiación, diseñado con un agujero donde 

se centra el pocillo a irradiar. El haz láser NIR de 1064 nm, operando a una potencia de salida de 

2,5 W, rebota en un espejo y se desvía 90 °C para incidir por la parte inferior de la placa de 

pocillos que se encuentra colocada boca abajo. Los pocillos se irradian de forma continua 

durante 2 minutos. La imagen térmica de cada pocillo se obtuvo utilizando la cámara IR 

utilizando una distancia focal> 0,5 m, ángulo de medición 45 ° y factor de emisividad (Ꜫ) 0.1 que 

fue optimizado. (Figura 3A.2) Por lo tanto, la lectura del inmunoensayo se llevó a cabo 

registrando la imagen térmica durante los 2 minutos de irradiación láser (ciclo de calentamiento) 

y 2 minutos después de la irradiación cuando el láser está apagado (ciclo de enfriamiento). Las 

señales térmicas de variación de temperatura en el tiempo de irradiación se extrajeron de la 

imagen térmica utilizando el software FLIR Tools.  
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Figura 3A.2: Esquema montaje instrumental TermoLISA 

Para la optimización de la emisividad, se irradió durante 40 segundos una concentración de 

AuNPrs de 180 µg/mL y un blanco agua a las dos emisividades evaluadas, 0,1 y 0,9, utilizando un 

láser de 1064 nm a 2 W. 

 

3A.3.3. Optimización del bioconjugado AuNPrs@estreptavidina mediante TermoLISA 

sándwich 
 

En esta sección se evaluaron también diferentes bioconjugados AuNPr@estreptavidina, para 

ello se llevaron a cabo diversos TermoLISA sandwich para el analito CEA (0, 50, 100, 150, 200 

ng/mL) que se seleccionó como modelo para esta optimización. Se siguió el protocolo TermoLISA 

(sección 3A.3.1) hasta el último paso en el que en vez de agregar el bioconjugado completo, 

primero se agregó el anticuerpo de detección biotinilado en una concentración fija (1µg/mL) y 

luego 0,03 mg de los diferentes bioconjugados AuNPr@estreptavidina para cada lineal rango 

completo. Con esta modificación del protocolo se pretende, que este caso, los resultados sean 

independientes de la cantidad de Abdet_biotin (como en el caso de los estudios de redioactividad) 

y esta sean constante en todos los casos. 

De esta forma, se seleccionó el bioconjugado AuNPRs@estreptavidina que proporciona una 

mayor sensibilidad para la aplicación desarrollada y comparar estos resultados con los obtenidos 

por radioactividad. 

 

3A.3.4. Optimización de la concentración de anticuerpo de detección biotinilado (CEA, 

VEFG y CA19.9) unida al bioconjugado AuNPrs@estreptavidina mediante TermoLISA  
 

El método TermoLISA fue utilizado también para evaluar la derivatización de 

AuNPRs@estreptavidina con el anticuerpo de detección biotinilado de cada uno de los 

marcadores cancerígenos estudiados. 
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En el caso del anti-CEA esta concentración ya fue evaluada por marcaje radioactivo (sección 

3.2.3.2), obteniéndose una concentración óptima añadida de estreptavidina de 12 µg/mL (6,37 

µg/mL), para comparar con este resultado se llevó a cabo un TermoLISA directo, agregando en 

primer lugar 0,2 µg del antígeno CEA, bloqueando la placa con BSA y agregando 0,03 mg de cada 

AuNPrs@streptavidina@Abdet_biot (2, 6, 10, 12 y 15 µg/ml). 

Para evaluar las diferentes concentraciones de los anticuerpos de detección biotinilado del resto 

de marcadores de cáncer, se realizaron diversas conjugaciones AuNPrs@estreptavidina con las 

concentraciones de anticuerpo biotinilado: anti-VEGF165 (0,5, 1,5, 2,5 µg/mL) y anti-CA19.9 (5, 

10 y 15 µg/mL). Finalmente, con estos conjugados se realizaron diversos TermoLISA sandwich 

para cada rango lineal del marcador de cáncer evaluado: VEGF (0, 10, 25, 50 y 100 ng/mL) y 

CA19.9 (1, 5, 10, 50, 100 U/mL) 
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3A.4. Resultados 
 

3A.4.1. Optimización de la emisividad de la cámara IR  
 

La emisividad es la capacidad de un cuerpo o superficie para emitir una proporción de radiación 

térmica.42 Este valor es diferente para cada material y cuanto más pequeño sea, mejor aislante 

por reflexión será dicha superficie, siendo 1 el valor máximo. Este valor es muy importante ya 

que afecta directamente a la medición de temperatura, la cámara termográfica proporcionará 

un valor de temperatura u otro en función del valor de emisividad introducido. En la cámara, 

este factor viene predeterminado como 0,9, pero es posible cambiarlo a valores superiores o 

inferiores. Existen multitud de tablas, donde se pueden encontrar los valores de emisividad 

tabulados para muchos materiales, plásticos, metálicos, orgánicos… sin embargo, en este caso, 

el material irradiado del que tomaremos la imagen térmica, no es un material puro, sino que es 

una mezcla de materiales, desde el poliestireno de la placa de pocillos, pasando por la materia 

orgánica inmovilizada en el pocillo junto con las nanopartículas de oro. Por ello, es muy difícil 

obtener el parámetro de emisividad correcto en este caso.  

Debido a que el calor desprendido se debe al efecto fototérmico de las nanopartículas de oro y 

sabiendo que la emisividad del oro puro es 0,02, se decidió utilizar como factor de emisividad 

amplificador (Ꜫ) 0,1 y compararlo con el valor 0,9 predeterminado. En la Figura 3A.3, se observan 

las señales térmicas de calentamiento y su enfriamiento posterior junto con las imágenes 

térmicas recogidas en cada caso al principio de la irradiación. Podemos observar como en el caso 

de emisividad 0,1, la irradiación del blanco no genera variación de la señal térmica y la 

temperatura ambiente inicial medida es de 33.8 °C, consiguiendo una amplificación de la señal 

térmica 6 veces mayor que utilizando el coeficiente 0,9, en cuyo caso la temperatura ambiente 

inicial medida es de 22.1 °C. 

Figura 3A.3: Señales e imágenes térmicas obtenidas al irradiar con un láser de 1064 nm a 2 W, 

0 y 180 µg/mL de una disolución de AuNPrs a las dos emisividades evaluadas. La temperatura 

ambiente medida con termómetro fue en ambos casos de 23°C.  
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3A.4.2. Análisis de la señal térmica. 
 

Con el fin de obtener la máxima sensibilidad, se evaluó el análisis de la señal analítica térmica 

mediante diversos métodos (Figura3A.4): 

a) Variación de temperatura máxima. 

b) Decaimiento fototérmico: cálculo matemático para obtener la constante de tiempo (τs) 

relacionada con el ciclo de enfriamiento (pendiente de la recta tiempo de enfriamiento 

vs –ln (θ), apartado 3.3.2.1 ‘Cálculo de eficiencia de conversión fototérmica de AuNPrs’). 

c) Área de señal de calentamiento-enfriamiento (área bajo la curva, AUC). 

 

Figura 3A.4: Análisis de la señal térmica equivalente a 200 ng/mL de CEA y los diferentes 

métodos de tratamiento de la señal analítica. 

De esta forma, realizando los mismos tratamientos analíticos para todas las concentraciones de 

CEA evaluadas, podemos obtener las rectas de calibrado para cada uno de los métodos  de 

análisis de la señal térmica (Figura 3A.5), de cuyas pendientes se deduce la sensibilidad de los 

mismos, observándose que el tratamiento de las áreas, además de aportar una información 

global de la señal, produce mayores valores de señal analítica para las concentraciones más 

bajas de analito, lo que permite evaluar un mayor rango de detección con mayor sensibilidad.   

Por ello, todos los calibrados finales del método TermoLISA se obtuvieron tratando las señales 

térmicas mediante la obtención las áreas. Estos análisis se realizaron utilizando el software 

Origin Pro 8.0, que permite integrar las señales térmicas del área bajo la curva, proporcionales 

a la concentración de marcador de cáncer analizado. 

Sin embargo, a lo largo de esta sección, para la optimización del método TermoLISA, se utilizará 

el método de análisis de variación de temperatura máxima, que permite un tratamiento más 

rápido y directo de las señales. 
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Figura 3A.5: Análisis de la señal térmica equivalente a 200 ng/mL de CEA y los diferentes 

métodos de tratamiento de la señal analítica. 

 

3A.4.3. Optimización del bioconjugado AuNPrs@estreptavidina mediante TermoLISA 

sándwich. 
 

El ratio máximo de estreptavidina a unir en el conjugado AuNPrs@estreptavidina se determinó 

previamente por marcaje radioactivo de la estreptavidina (apartado 3.3.3), obteniéndose la 

saturación con las condiciones de inmovilización optimizadas al añadir una concentración de 

estreptavidina de 10 µg/mL (5,6 µg/mL proteína unida) a un total de 0,5 mg/mL de AuNPrs. En 

esta sección se evaluaron también diferentes bioconjugados AuNPr@estreptavidina mediante 

TermoLISA, utilizando el anticuerpo biotinilado anti-CEA como modelo, con el fin de para poder 

correlacionar cantidad de anticuerpo de detección unido con respuesta biológica y por lo tanto 

señal analítica observada.  

Así, tras el análisis de los resultados con la cámara IR, se extrajeron las señales térmicas 

mostradas en la Figura 3A.6, que representan la variación de temperatura frente al tiempo de 

irradiación laser para cada concentración de CEA.  
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Figura 3A.6: Señales térmicas obtenidas en el reconocimiento de CEA para los distintos 

bioconjugados AuNPrs@estreptavidina evaluados mediante TermoLISA.  

En estas figuras se puede observar como a medida que aumenta la concentración de 

estreptavidina añadida a los AuNPrs, la temperatura máxima alcanzada para cada concentración 

de CEA aumenta, siendo máxima para 12 µg/mL. Como también se observaba en los estudios de 

radioactividad (apartado 3.3.3), concentraciones de estreptavidina añadida superiores a esta, 

como es el caso de 15 µg/mL, apenas aumenta el número de estreptavidina unida a los AuNPrs, 

ya que la superficie se ve saturada.  
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Esto puede provocar problemas de impedimento estérico en el enlace del anticuerpo de 

detección biotinilado a los sitios de reconocimiento de la estreptavidina, que se encuentran 

bloqueados o impedidos, lo que conlleva a un menor número de Abs de detección unidos o 

disponibles para el reconocimiento. De esta forma, en la figura 3A.6, observamos que el 

TermoLISA realizado con el conjugado AuNPrs@estreptavidina 15 µg/mL, registra disminución 

clara de la señal térmica registrada para la concentración más alta del rango de CEA evaluado 

(200 µg/mL). Extrayendo las variaciones de temperatura máximas en cada caso y 

representándolas frente a la concentración de CEA, se obtuvieron las diferentes rectas de 

calibrado para cada bioconjugado AuNPrs@estreptavidina (Figura 3A.7).  

Figura 3A.7: Rectas de calibrado de variación de temperatura máxima y sensibilidad obtenida 

para cada bioconjugado AuNPrs@estreptavidina evaluado mediante TermoLISA sandwich para 

el reconocimiento de CEA.  

La pendiente de estas rectas es igual a la sensibilidad del método, observando que la mayor 

corresponde a la adición de 12 µg/ml de estreptavidina, concentración intermedia entre las dos 

óptimas observadas en las medidas de radioactividad, 10 y 15 µg/ml. 
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3A.4.4. Optimización de la concentración de anticuerpo de detección biotinilado (CEA, 

VEFG y CA19.9) unida al bioconjugado AuNPrs@estreptavidina mediante TermoLISA  
 
La evaluación de la cantidad óptima anticuerpo de detección biotinilado anti-CEA añadida al 

conjugado AuNPrs@estreptavidina óptimo (12 µg/mL), se llevó a cabo mediante un TermoLISA 

directo. Los resultados obtenidos por imagen térmica (Figura 3A.8) mostraron la mejor 

sensibilidad para 12 µg/ml de anti-CEA Ab biotinilado añadido, coincidiendo con los resultados 

obtenidos por marcaje radiactivo (apartado 3.3.3), que indicaban que esta concentración 

equivalía a la mayor superficie teórica ocupada, con 6,4 µg/mL de estreptavidina unidos. 

Concentraciones más altas de anticuerpo añadido en la conjugación, producen saturación de la 

superficie e incluso disminuyen la sensibilidad de TermoLISA. 

 

Figura 3A.8: Señales térmicas obtenidas para las diversas concentraciones de Abdeteccion anti-CEA 

biotinilado evaluadas mediante TermoLISA directo para 0,2 µg de CEA  

En este punto, se evaluaron diferentes concentraciones de los anticuerpos de detección 

biotinilados, para los otros analitos diana a detectar (VEGF y CA19.9), a unir al bioconjugado 

AuNPrs@estreptavidina, mediante diferentes termoELISA sándwich para cada rango lineal de 

marcador de cáncer estudiado, siguiendo el protocolo indicado en el apartado 3A.3.1. Después 

de la irradiación de los pocillos con el láser NIR, se obtuvieron y analizaron las imágenes 

térmicas. 

La Figura 3A.9 muestra las señales térmicas obtenidas para el anticuerpo biotinilado anti-

VEGF165 (0,5, 1,5, 2,5 µg/mL) y la representación en cada caso el área de la señal térmica 

normalizada frente a la concentración de VEGF. Las curvas de calibración se ajustan a una 

ecuación polinómica cuadrática, desde la que podemos obtener las sensibilidades y los límites 

de detección y cuantificación para cada concentración de anticuerpo de detección biotinilado 

utilizado en el bioconjugado AuNPrs@estreptavidina@Abdet_biotina (Tabla 3A.1). La 

concentración intermedia de 1,5 µg/mL de Ab anti-VEGF165 biotina, proporciona los mejores 

LD y LC, además de la mayor sensibilidad. Concentraciones mayores de anticuerpo añadido al 

bioconjugado AuNPrs@estreptavidina, provocan una fuerte bajada de la sensibilidad y 

proporcionan peores LD y LC, debido al efecto de saturación (un aumento en la concentración 

de Ab añadido pueden no suponer un aumento de Ab unido) o al bloqueo de los sitios de 

reconocimiento del anticuerpo de detección contiguos en la superficie del AuNPr por 

impedimento estérico. 
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Figura 3A.9: Señales térmicas obtenidas por TermoLISA sándwich para las diversas 

concentraciones de Abdetección anti-VEGF biotinilado evaluadas junto con sus curvas de 

calibración. 

 

 

 

 

Tabla 3A.1: Características analíticas del método TermoLISA sandwich en la detección de VEGF 

para las diferentes concentraciones de Ab anti-VEGF biotinilado evaluadas. 

TermoLISA VEGF  (ajuste polinómico) 

[Abdet biotina] LD (ng/mL) LC (ng/mL) Sensibilidad 

0,5 µg/mL 0,82 2,72 181 

1,5 µg/mL 0,45 1,50 325 

2,5 µg/mL 3,54 11,8 134 
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El mismo estudio se llevó a cabo para el anticuerpo carbohidrato CA19.9, la Figura 3A.10 

muestra las señales térmicas obtenidas para cantidades crecientes añadidas de anticuerpo 

biotinilado anti-CA19.9 (5, 10 and 15 µg/mL) y las curvas de calibrado del área de la señal térmica 

normalizada frente a la concentración de CA19.9, que en este caso también se ajustan a una 

ecuación polinómica cuadrática, en la que se ha eliminado el ultimo valor, 100 U/mL por 

saturación de la señal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3A.10: Señales térmicas obtenidas por TermoLISA sándwich para las diversas 

concentraciones de Abdeteccion anti-CA19.9 biotinilado evaluadas junto con sus curvas de 

calibración. 
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Como se observa en la figura, en este caso las gráficas también se ajustan a una ecuación 

polinómica cuadrática, desde la que podemos obtener las sensibilidades y los límites de 

detección y cuantificación para cada concentración de anticuerpo de detección biotinilado 

evaluado (Tabla 3A.2).  

 

 

 

 

Tabla 3A.2: Características analíticas del método TermoLISA sandwich en la detección de CA 19.9 

para las diferentes concentraciones de Ab anti-CA19.9 biotinilado evaluadas. 

La concentración más baja de Ab anti-CA19.9 biotina, 5µg/mL, proporciona los mejores LD y LC 

y la mayor sensibilidad. Concentraciones mayores provocan, al igual que en el caso de VEGF, una 

bajada de la sensibilidad y peores LD y LQ. 

 

3A.4.5. Propiedades analíticas del método TermoLISA sándwich para la determinación 

cuantitativa de marcadores de cáncer gastrointestinal 
 

La evaluación final de la nueva metodología desarrollada y optimizada se llevó a cabo repitiendo 

el análisis TermoELISA por triplicado para cada marcador cancerígeno según muestra el 

protocolo (aparatado 3A.3.1), utilizando las concentraciones de Abcaptura optimizadas por ELISA 

colorimétrico (apartado 3.3.1) y para la bioconjugación utilizando en todos los casos 12 µg/mL 

de estreptavidina y la concentración de Abdetección biotinilado optimizada en cada caso. (Tabla 

3A.3) 

 

Antígeno Abcaptura 

(µg/mL) 
Ab detección biotina 

(µg/mL) 

CEA 12 12 

VEGF 2 1,5 

CA 19.9 5 5 

 

Tabla 3A.3: Concentración de los anticuerpos de captura y detección biotinilado óptimas y 

utilizadas para el desarrollo de inmunoensayo TermoLISA. 

Las curvas de calibrado para los tres marcadores cancerígenos se muestran en la Figura 3A.11, 

de las cuales podemos extraer las propiedades analíticas del método TermoLISA en PBS que se 

compilan en la Tabla 3A.4 junto con el ELISA colorimétrico y los valores biológicos de estos 

marcadores cuando la enfermedad está activa.  

 

 

 

TermoLISA CA 19.9 (ajuste polinómico) 

[Abdetbiotina] LD (ng/mL) LC (ng/mL) Sensibilidad 

5 µg/mL 0,17 0,59 540 

10 µg/mL 0,72 2,41 511 

15 µg/mL 1,88 6,26 316 
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Figura 3A.11: Curvas de calibrado para los tres marcadores cancerígenos evaluados mediante la 

nueva metodología TermoLISA sándwich. 

En el caso del CEA (valor de enfermedad activa > 5 ng/ml), el TermoLISA sí puede alcanzar los 

niveles necesarios de cuantificación (LC 3.01 ng/mL) que el ELISA colorimétrico (LC 18,58 ng/mLl) 

utlizando la misma pareja de anticuerpos, no alcanza, con niveles de detección de incluso 0,91 

ng/ml.  En cuanto al límite de detección para el TermoLISA (LD 0.91 ng/mL), también mejora los 

obtenidos para el ELISA colorimétrico (LD 0,91 ng/mL). 

Para la detección de VEGF (valor de enfermedad activa > 0,13 ng/ml), el TermoLISA mejora 

cuatro veces el límite de cuantificación (LC 1,88 ng/mL) respecto al ELISA colorimétrico (LC 4.76 

ng/mL), sin embargo, ninguno de los dos métodos permite la cuantificación del valor de la 

enfermedad activa. A pesar de ello, el límite de detección para el TermoLISA (LD 0.56 ng/mL) 

está muy cerca del valor de la enfermedad activa y mejora el límite de detección obtenido para 

el ELISA colorimétrico (LD 1,42 ng/mL). 

Por último, para la detección de CA19.9 (valor de enfermedad activa > 37 U/ml) los límites de 

cuantificación para ambos métodos son muy similares y en ambos casos ya están muy por 

debajo de la concentración de enfermedad activa. Para el ajuste lineal en la calibración de este 

analito, se han eliminado los valores de 50 y 100 U/mL, por observarse saturación de la señal. 

Así, el nano-inmunoensayo TermoLISA desarrollado en al menos dos de los analitos diana se 

aumenta de forma considerable la sensibilidad con respecto al ELISA colorimétrico clásico y 

disminuye los límites de detección y cuantificación con valores bajos de DER. Además, el 

desarrollo de esta metodología, demuestra la capacidad de transducción de estos 

nanomateriales en ensayos biológicos, así como sus posibilidades en el desarrollo de 

biosensores térmicos. 
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3A.4.6. Aplicación del método TermoLISA sandwich a la detección de marcadores de 

cáncer gastrointestinal en plasma. 
 

Con el fin de estudiar los posibles efectos de la matriz en el análisis de estos marcadores 

cancerígenos en muestras de plasma sanguíneo humano mediante la metodología TermoLISA, 

se evaluaron los mismos rangos de antígenos en esta matriz. Para ello es importante conocer la 

composición del plasma sanguíneo y las proteínas que lo componen, que pueden causar 

inespecificidad o aumentar la señal de fondo. (Figura 3A.12) 

 

Figura 3A.12: Composición del plasma sanguíneo humano. 

Mediante el análisis TermoLISA, se obtuvieron las señales térmicas por triplicado para cada 

analito (Figura 3A.13) de las cuales se extrajeron para cada caso el área normalizada bajo la 

curva de variación de temperatura en el tiempo de irradiación laser. Representando estas áreas 

frente a la concentración del marcador analizada se obtuvieron los gráficos de calibración en 

plasma a partir de los cuales se obtuvieron las propiedades analíticas del método TermoLISA 

aplicado en plasma, mostradas en la Tabla 3A.4, junto con las obtenidas para el método aplicado 

en PBS y en comparación con el ELISA colorimétrico clásico. 

Para la detección de CEA, se observa una mayor pendiente en el caso del plasma, prácticamente 

el doble (195,76 en plasma frente a 74,56 para la muestra en PBS). Sin embargo, las señales 

térmicas en plasma muestran un aumento en la temperatura máxima del blanco, lo que 

finalmente supone LD y LC muy similares a los obtenidos en PBS. Este aumento en la señal de 

fondo (y por tanto en la pendiente), puede ser debido a interacciones inespecíficas de los 

AuNPRs del bioconjugado AuNPRs@estreptavidina@Abdet_biotina_antiCEA con la BSA del plasma (que 

a su vez, puede adsorberse a las placas si el bloqueo no es completo). La densidad de carga de 

los AuNPrs es diferente en cada bioconjugado y depende entre otros factores, de la pI del 

anticuerpo de detección. Por ello, es posible que, en este caso, ocurra una adsorción inespecífica 

de los AuNPrs a la base del pocillo, no observada en los otros bioconjugados. 

Para los antígenos VEGF y CA 19.9, la metodología TermoLISA muestra, sin embargo, 

sensibilidades algo menores en su aplicación en plasma y límites de detección y cuantificación 

algo más altos pero similares a los obtenidos en PBS.  

 

 



Sección 3A: Nano-inmunoensayo térmico (TermoLISA) para la  
detección de marcadores cancerígenos gastrointestinales 

 

250 
 

 

Figura 3A.13: Señales térmicas y rectas de calibrado obtenidas del análisis cuantitativo 

TermoLISA de antígeno carcinoembrionario (CEA), factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) y antígeno de carbohidrato (CA 19.9) en muestras de plasma humano. 
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Cabe destacar que los resultados obtenidos en plasma fueron realizados con otro lote de AuNPrs 

y bioconjugados nuevos, respecto a los usados en la calibración del método en PBS (apartado 

3A.4.5). La similitud de los resultados obtenidos en ambas calibraciones resalta la 

reproducibilidad de la metodología desarrollada. 

Así, el inmunoensayo TermoLISA desarrollado es capaz de disminuir, en algunos casos, los límites 

de detección y cuantificación respecto al ELISA colorimétrico, siendo aplicado con éxito en 

muestras de plasma sin interferencias de la matriz. Estos resultados muestran, además, la gran 

eficiencia de la etiqueta termica con respecto a la etiqueta enzimática; ambos métodos 

compiten en sensibilidad de igual a igual, sin embargo, en el TermoLISA, hay muchos menos 

prismas por anticuerpo de detección que moléculas de HRP en el ELISA. 

Además, se trata de una metodología robusta y versátil, ya que es fácilmente adaptable a la 

cuantificación de cualquier marcador cancerígeno, mediante la unión del bioconjugado 

AuNPrs@streptavidina con el anticuerpo de detección biotinilado en cada caso.  
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3A.5. Conclusiones específicas de la sección 3A 
 

En esta sección se ha optimizado el desarrollo de un nuevo nano-inmunoensayo térmico 

(TermoLISA) para la detección de marcadores de cáncer gastrointestinal, extrayéndose las 

siguientes conclusiones:  

1. Se ha llevado a cabo la optimización del montaje experimental, parámetros de medida 

térmica y tratamiento de las señales térmicas para así obtener las características analíticas 

del método.  

- Se ha seleccionado el factor de emisividad amplificador (Ꜫ) 0,1. 

- Se han seleccionado los tiempos de irradiación para la lectura del inmunoensayo 

registrando la imagen térmica durante los 2 minutos de irradiación láser (ciclo de 

calentamiento) y 2 minutos después de la irradiación cuando el láser está apagado 

(ciclo de enfriamiento). En todos los casos, el haz láser NIR de 1064 nm opera a una 

potencia de salida de 2,5 W 

- Se ha llevado a cabo el análisis de la señal analítica térmica mediante diversos métodos, 

observándose que el tratamiento de las áreas, además de aportar una información 

global de la señal, permite evaluar un mayor rango de detección con mayor 

sensibilidad. 

 

2. Se ha optimizado el protocolo del inmunoensayo TermoLISA mediante la optimización del 

bioconjugado AuNPrs@streptavidna y la evaluación de la unión del Abdet_biotin a este 

bioconjugado para cada mardor cancerígeno.  

- Se ha seleccionado como concentración óptima de estreptavidina añadida 12 µg/ml, 

concentración intermedia entre las dos óptimas observadas en las medidas de 

radioactividad, 10 y 15 µg/mL (apartado 3.3.3). 

- Se han seleccionado las concentraciones de Abdet_biotin que proporcionan mayor 

sensibilidad para cada marcador cancerígeno CEA, VEGF y CA19.9; 12, 1,5 y 5 µg/mL 

respectivamente. 

 

3. Se han evaluado los parámetros analíticos del método utilizando muestras de los tres 

analitos preparadas con concentraciones conocidas en PBS, obteniéndose LD, LC y DER% 

para la detección de cada marcador evaluado. 

 

4. Por último, con las condiciones optimizadas se ha estudiado la aplicación del método 

TermoLISA en muestras de plasma sanguíneo humano a las que se les añadieron 

concentraciones analito conocidas para evaluar posibles interferencias de matriz.  

Los resultados obtenidos han verificado no sólo la capacidad de amplificación de AuNPrs como 

transductores térmicos en ensayos cuantitativos, sino también han reconocido el valor 

diagnóstico de esta metodología en sí misma. Así, se ha demostrado que el método TermoLISA 

aumenta de forma considerable la sensibilidad con respecto al ELISA colorimétrico clásico y 

disminuye los LD y LC con bajos RSD. El método se ha aplicado con éxito en muestras de plasma 

sin interferencias de la matriz. 

Además, el desarrollo de esta metodología, demuestra sus posibilidades en el desarrollo de 

biosensores térmicos ultrasensibles, por lo que estos resultados han permitido establecer las 

bases para el desarrollo del inmunoensayo de flujo lateral TermoLFIA. (Sección 3C)
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3B.1. Introducción 
 

La metodología TermoLISA desarrollada en la sección 3A, demostró un aumento en la 

sensibilidad con respecto al ELISA colorimétrico clásico y disminuyó los límites de detección y 

cuantificación, además estos resultados aseguraron la capacidad de transducción de los 

nanoprismas de oro (AuNPrs) en ensayos biológicos, así como las posibilidades en su aplicación 

al desarrollo de biosensores. Sin embargo, la metodología TermoLISA requiere de sensores 

térmicos (cámara infrarroja o resistencias térmicas) para cuantificar la señal térmica, una 

tecnología de lectura clínica no estándar hasta el momento. En base a esta problemática y para 

facilitar la implementación de la metodología TermoLISA en distintos entornos, se planteó 

evaluar la combinación de las propiedades térmicas de los AuNPrs y la detección fluorescente, 

con el fin de poder transferir los cambios de calor a la señal de fluorescencia, una tecnología 

estándar en el ámbito clínico. Así, la motivación final de este trabajo se basó en la aplicación de 

este posible acoplamiento de detección térmico-fluorescente en el desarrollo de 

inmunoensayos. 

Para este objetivo, se realizó una estancia de investigación de 3 meses en el Centro Médico 

Erasmus de Rotterdam (Países Bajos) en colaboración con el grupo del Dr. Guido Jenster del 

Departamento de Urología, aprovechando su experiencia en el desarrollo de inmunoensayos 

ELISA y fluorescencia resuelta en el tiempo (TR-FIA)43, así como su amplio conocimiento respecto 

a la detección de cáncer de próstata (PCa) basada en el uso de vesículas extracelulares (EV) en 

orina, como marcadores de este tipo de tumor.44–48 

Esta investigación responde al desafío que propone en la actualidad la detección precoz, 

específica y no invasiva del cáncer de próstata, causante de más de 70.000 muertes en Europa 

cada año. Así, el objetivo consistió en el desarrollo de una metodología de diagnóstico simple y 

accesible a centros médicos y pacientes, potencialmente sensible a la detección de vesículas 

extracelulares como biomarcadores de cáncer de próstata.  

Las vesículas extracelulares derivadas de tumores han surgido en los últimos años como una 

interesante alternativa de biomarcadores en biopsias líquidas49, consideradas también una 

alternativa menos invasiva frente a las biopsias de tejido convencionales para el cáncer.50 

Se ha comprobado que las EV median en la comunicación intercelular y juegan un papel 

importante en una gran variedad de procesos normales y patológicos, incluido el cáncer. 

Contienen moléculas altamente específicas relacionadas con tumores, y pueden ser 

cuantificados en una gran variedad de fluidos biológicos (sangre periférica y orina) y ser útiles 

para la detección de cáncer y seguimiento de la progresión tumoral.51 

La definición amplia de vesícula extracelular se refiere a todos los tipos de vesículas liberadas de 

las células que están encerradas por una bicapa lipídica y no pueden replicarse.44 Las EV 

contienen una gran variedad de moléculas, incluidas proteínas, ácidos nucleicos, lípidos y 

metabolitos. Según su biogénesis, se han definido tres subtipos principales de EV: exosomas, 

microvesículas (también llamadas ectosomas, desprendimiento de vesículas o micropartículas) 

y apoptóticas52. Los exosomas corresponden a las vesículas intraluminales de cuerpos 

multivesiculares que se liberan de las células después de la fusión de la membrana limitante de 

estos orgánulos con la membrana plasmática, la mayoría de ellos con tamaños de entre 30 y 150 

nm de diámetro.53 Los marcadores cancerígenos de exosomas más comunes incluyen 
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tetraspaninas (CD9, CD63 y CD81), flotilina-1, integrinas, complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) I y II, Hsp70, TSG101 y Alix. Los exosomas también contienen otras 

proteínas, diferentes especies de ARN y ADN. 54 (Figura 3B.1) 

 
 

 
 
Figura 3B.1: Exosomas extraídos por biopsia líquida, biomarcadores canónicos en la membrana 
y en el contenido exosomal.  
 
En los últimos años se han realizado grandes esfuerzos dedicados al desarrollo biosensores de 
análisis de EV basados en microfluídica y en el uso de nanomateriales, sin embargo, la mayoría 
de estas plataformas son solo pruebas conceptuales que no tienen cabida aún en el mercado. 
 
En la bibliografía se pueden encontrar descritos multitud de biosensores con aplicaciones 
biomédicas basados en las propiedades ópticas, electrónicas o magnéticas de nanoparticulas 55 
como; LSPR de AuNP, la fluorescencia de nanotubos de carbono (CNT) o QD, o las propiedades 
magnéticas de las nanopartículas magnéticos (MNP). El uso de NPs ha permitido así, el desarrollo 
de dispositivos con mayor sensibilidad y límites de detección más bajos.  
 
En particular, los biosensores basados en fluorescencia para la detección de EVs, utilizan 

nanopartículas o sondas fluorescentes funcionalizadas con un elemento de reconocimiento 

(anticuerpos o aptámeros) y relacionan los cambios en la intensidad de fluorescencia o la 

longitud de onda que se produce como consecuencia de la interacción de las sondas 

fluorescentes con el analito. De esta forma es posible cuantificar específicamente el analito 

correlacionando los cambios en la fluorescencia con la concentración inicial.56,57 Los ensayos 

tradicionales para la identificación de EV mediante técnicas fluorescentes se basan en 

inmunoensayos tradicionales como ELISA y Western blot, donde los anticuerpos están acoplados 

a fluoróforos orgánicos.58 La combinación de estos métodos con las características propiedades 

de algunos nanomateriales, permiten mejorar los límites de detección e incluso permitir la 

detección individual de una sola molécula. La Tabla 3B.1 muestra ejemplos de algunos de los 

nanobiosensores fluorescentes desarrollados en los últimos años para la detección de 

exosomas, en ella se ha detallado el límite de detección de cada metodología, el tipo de 

nanomaterial utilizado, la proteína de membrana exosomal que se utiliza como diana, la 

biomolécula de detección empleada, el origen o la línea celular de los EVs utilizados y la 

necesidad o no de purificación previa de los exosomas. 
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Tabla 3B.1: Ejemplos recogidos en bibliografía de algunos de los biosensores basados en 

fluorescencia y nanomateriales para la detección de EVs desarrollados en los últimos tres años.  
GO= oxido de grafeno; MWCNT= nanotubos de carbono de paredes múltiples; s-SWCNTs = nanotubos de 

carbono de pared simple acortados; MXene = Mn+1XnTx (n = 1, 2, 3), donde M representa al metal de 

transición, X representa carbon y/o nitrogeno, and Tx denota los grupos funcionales en la superficie como 

−O, −OH, o –F; AuNRs = nanorods de oro;  UCNPS= NPs upconversion; Ab = anticuerpo; Apt = aptámero; 

UC = ultracentrifugación; TEIR: reactivo de aislamiento de exosoma total; Equivalencia 80 ng/mL ≈ 7· 107 

exosomas /mL70. 

 

Nanomaterial  Diana 
Biomolécula 
de detección 

Origen de los EVs 
Purificación previa 

EVS 
LD Ref 

Microesferas magnéticas y 

CuO NPs CD63 
colesterol 

(biomarcador 
de membrana) 

y apt (anti-
CD63) 

Línea celular de 
cáncer de hígado 
humano (HepG2) 

  

SI (separación 
magnética, exoEasy 

Maxi Kit) 
5 × 10

7
 

exosomas/mL 
59 

Suero humano 
(individuos sanos y 

pacientes con 
cáncer) 

NO 4.8 × 10
7
 

exosomas/mL 

AuNP CD63 Apt 
Línea celular de 

cáncer de hígado 
humano (HepG2) 

NO 10
8 

exosomas /mL 60 

Lanthanide 
chelate-doped 

polystyrene beads 
CD9, 

CD81, y 
CD63 

Abs y lectinas 
Línea celular de 

cáncer de próstata 
humano (LNcaP) 

SI (UC) 0.03 ng /mL 61 

Polydiacetylene liposomes CD63 Ab 
Plasma humano 

(HansaBioMed Life 
Science) 

SI (UC) 3 × 10
8 

exosomas/mL 62 

MoS2-MWCNT CD63 Ab 
Línea celular de 
cáncer de mama 

(MCF-7) 
SI (TEIRy UC) 1.48 × 10

6 

exosomas/mL 63 

GO CD63 y 
EpCAM Apt 

Línea celular de 
cáncer colorrectal 
humano (SW480) 

SI (UC) 2.1×10
7
 

exosomas/mL 64 

s-SWCNTs CD63 Apt 
Línea celular de 
cáncer de mama 

(MCF-7) 
SI (UC) 5.2×10

8
 

exosomas/mL 65 

GO 

CD63, 
EpCAM, 
PTK-7, 
PSMA, 
PDGF, 

CEA, AFP 

Apt 

Línea celular de 
cáncer de mama 

(MCF-7), células de 
cáncer cervical 

(HeLa), línea celular 
de cáncer gástrico 
(SGC7901), línea 

celular de cáncer de 
hígado humano 
(HepG2), línea 
celular epitelial 

mamaria humana 
(MCF-10A) 

SI (UC) 1.6 × 10
5 

exosomas /mL 66 

MXene Nanosheets CD63 Apt 

Línea celular de 
melanoma (B16), 
línea celular de 

cáncer de mama 
(MCF-7), línea 

celular de carcinoma 
de ovario humano 
(OVAR-3) y línea 

celular de cáncer de 
hígado humano (Hep 

G2) 

SI (UC) 1.4 × 10
3
 exosomas 

/mL 67 

AuNRs-UCNPS (paper) CD63 Apt 
Línea celular de 

cáncer de hígado 
humano (HepG2) 

SI (UC) 1.1 × 10
6 

exosomas/mL  
68 

UCNPs 
 

EpCAM Apt 
Cáncer de mama 
(MDA-MB-231) 

SI (UC) 
8 × 104 

exosomas/mL 
 

69 
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Algunos de estos métodos se basan en inmunoensayos absorbentes, derivados de los ensayos 

de proteínas inmunoabsorbentes ligados a enzimas clásicos (ELISA), donde, los EVs por lo 

general se capturan en una superficie recubierta con un anticuerpo dirigido a proteínas de 

superficie comunes en exosomas, como las tetraspaninas CD63, CD9 o CD81.48 Posteriormente, 

las proteínas de membrana de interés, presentes en la superficie de los EV capturados, se 

detectan utilizando anticuerpos dirigidos al mismo epítopo de la misma proteína u otras 

proteínas específicas de la superficie EV. En ocasiones, la obtención de muestras de exosomas 

puros conlleva la aparición de proteínas solubles contaminantes (por ejemplo, fragmentos de 

proteínas diana utilizada para su captura), por ello es muy común utilizar un esquema de 

biosensor donde el biomarcador usado para la captura sea diferente del usado para la detección. 

De esta manera se asegura el detectar exosomas y no fragmentos solubles del biomarcador 

usado para su captura o restos de membrana celular. Los anticuerpos de detección suelen estar 

marcados con un fluoróforo utilizado para la detección de los EV capturados en un ensayo 

fluoróforo-unido inmunoabsorbente (FLISA) o inmunoensayo de fluorescencia resuelta en el 

tiempo (TRFIA)71. Cabe destacar que este último tipo de ensayo, permite solventar algunos de 

los problemas de los fluoroinmunoensayos convencionales, limitados por la fluorescencia de 

fondo residual producida por la unión no específica de los fluoróforos a determinados 

componentes del ensayo o derivados de la propia configuración del equipo, tales como los 

propios anticuerpos, plásticos, lentes, espejos...etc. Así, la fluorometría resuelta en el tiempo 

permite distinguir la señal de fondo residual mediante la resolución temporal, es decir, la 

fluorescencia no es medida inmediatamente después de la excitación del compuesto 

fluorescente, sino tras un cierto tiempo que permite excluir las señales de fondo de corta 

duración.   

La emisión de fluorescencia resuelta en el tiempo de compuestos de Europio (Eu) es una de las 

más utilizadas, ya que da como resultado altos niveles de sensibilidad, debido a que los quelatos 

de este lantánido (Europio (III), Eu3+) poseen una vida media larga y muestran una emisión de 

larga duración, con un tiempo de decaimiento más largo. Esto permite la implementación de un 

breve retraso en la detección de la señal después del pulso de excitación (unos 400 

microsegundos en el caso de estos compuestos) lo que elimina la fluorescencia de fondo no 

específica de corta duración y hace a estos quelatos ideales para su aplicación en este tipo de 

inmunoensayo fluorescente altamente sensible.72 Este método ha sido aplicado con muy buenos 

resultados para la detección de exosomas por el Dr. Guido Jenser, con cuya colaboración se 

planteó el desarrollo de la nueva metodología TermoTRFIA abarcada en esta sección, que tiene 

como objetivo combinar la detección fluorescente de la técnica TRFIA y las propiedades de 

transducción térmica de los AuNPrs, para desarrollar así un nuevo método de mayor 

sensibilidad. 

La técnica TRFIA para la detección de exosomas inicialmente desarrollada por el grupo holandés, 

utilizaba anticuerpos como elementos de detección, que después eran reconocidos por un 

anticuerpo secundario marcado con europio.43 (Figura 3B.2) Este método muestra su mayor 

sensibilidad usando como anticuerpo de detección CD9 frente a EVs purificados de la línea 

celular VCaP, permitiendo en este caso la detección de EVs en una concentración mínima de 

23,5 ng/mL equivalente a 2·107 exosomas/mL. Este método, sin el uso de nanomateriales es 

capaz de alcanzar sensibilidades semejantes a formatos de detección más complejos donde se 

combinan varios tipos de materiales diferentes con etapas de preconcentración antes de la 

detección. Además, otra ventaja de esta metodología es que no necesita purificacion previa y 

los exosomas son detectados directamente en el medio de cultivo con exosomas. 
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Figura 3B.2: Esquema del ensayo TRFIA inicial desarrollado por el grupo del Dr. Jensen basado 

en la fluorescencia de Europio para la detección de exosomas. 

Sin embargo, con el fin de mejorar más la sensibilidad de este esquema de detección, se pensó 

en implementar dos nuevas tecnologías: i) cambiar el elemento biológico de detección (Figura 

3B.3A) y ii) introducir nanoprismas de oro como etiquetas térmicas que permitan aumentar la 

sensibilidad de la detección fluorescente debido a cambios en la intensidad de fluorescencia del 

europio por cambios de temperatura desencadenados de forma remota con un láser (Figura 

3B.3B).  

Este esquema de detección mejorado (Figura 3B.3A) utiliza la misma mezcla de anticuerpos de 

captura CD9/CD63 que el método antiguo, pero tras la adición de la muestra conteniendo EVs, 

se pretende usar bacteriófagos M13 expresando nanobodies (Nb) anti-CD9 como nuevos 

elementos de detección de exosomas en lugar de los clásicos anticuerpos. Por último, un 

anticuerpo secundario anti-M13 marcado con Europio, actúa como sonda fluorescente. Al igual 

que en el esquema de detección inicial, la adición de un potenciador, produce la apertura del 

quelato de europio y liberación del mismo, permitiendo medir su fluorescencia intensificada 

resuelta en el tiempo y relacionar así esta con la concentración fagos y por tanto de EVs 

capturados.  

 

Figura 3B.3: A) Esquema del ensayo TRFIA mejorado propuesto basado en la fluorescencia de 

Europio para la detección de exosomas que utiliza la tecnología de expresión de nanobodies en 

bacteriófagos como elemento de detección B) Esquema del ensayo TermoTRFIA basada en el 
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acoplamiento a esta tecnología del uso de AuNPrs para promover el intercambio de energía 

AuNPrs-Europio para la detección de exosomas. 

Los nanobodies son fragmentos de unión a antígeno de dominio único derivados de los 

anticuerpos de la cadena pesada de los camélidos, teniendo apenas unos nanómetros de 

longitud y especiales propiedades como su alta afinidad y estabilidad. Los Nbs más pequeños 

presentan un peso molecular de 15 kDa frente a los 150 kDa de los IgG convencionales o sus 

fragmentos Fab correspondientes (55 kDa). Algunas de sus características morfológicas son su 

forma alargada, que crea un paratopo convexo capaz de interactuar más profundamente en las 

superficies cóncavas del antígeno y su pequeño tamaño, que se traduce a una mayor cantidad 

de estos sitios de reconocimiento por densidad de área. Estas características aumentan la 

afinidad de la construcción nanobodies-bacteriófago comparada con la del anticuerpo anti-CD9 

convencional. Esto sumado al hecho que varios anti-M13 modificados con europio pueden 

unirse a la superficie del fago, debería resultar en un aumento de la sensibilidad que permita 

mejorar los límites de detección.73  

Además, otra ventaja del uso los Nbs frente al uso de anticuerpos, es que se pueden producir a 

gran escala con buenos rendimientos. Existen multitud de bibliotecas que contienen la 

información genética requerida producir Nbs con alta especificidad y afinidad. Las bibliotecas 

inmunológicas son la opción más común para la producción de Nbs y requieren una 

inmunización activa de camélidos como las llamas. Una vez que se selecciona la secuencia 

específica esta se amplifica e inserta en un vector de clonación. El proceso de selección más 

adecuado para aislar el Nbs se realiza aprovechando la tecnología de expresión en fagos, 

insertando los diferentes fragmentos en un vector de clonación de fagémidos. 74 Se trata de un 

método de rápida producción con un bajo costo (Figura 3B.4). 

 

 

Figura 3B.4: Procedimiento de selección y obtención de nanobodies utilizando la tecnología de 

expresión en fagos. 

Partiendo de este formato de detección, la nueva metodología TermoTRFIA planteada, tiene 

como objetivo combinar la detección fluorescente y térmica (Figura 3), promoviendo el 

intercambio de energía AuNPrs-Europio mediante la unión directa de AuNPRs al fago. Este 

método se desarrolló, sobre la base de los resultados TermoLISA obtenidos en la sección 3A, 

donde al irradiar con un láser los pocillos del inmunoensayo, es posible detectar subidas de 

temperatura global, mediante una cámara de infrarrojo, asociadas a la cantidad de EVs 

presentes en la muestra. Así, la nueva hipótesis consistió en la posibilidad de medir la variación 

de la fluorescencia del europio debida al calor emitido por AuNPRs durante la irradiación láser, 

ya que como se observa en la Figura 3B.5, variaciones en la temperatura afectan a la 

fluorescencia del Europio (615 nm), reduciéndola de forma proporcional75.  
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Este efecto es posible debido a que la eficacia cuántica de la fluorescencia del europio disminuye 

con el aumento de la temperatura, así, un aumento de la frecuencia de las colisiones a altas 

temperaturas, aumenta la probabilidad de desactivación no radiante (conversión externa). En 

este sentido, gran variedad de fluoróforos han sido usados en bibliografía como termómetros 

ópticos basados en cambios en la intensidad de fluorescencia debido a sus ventajas 

incomparables como la sensibilidad espacial y alta resolución sin contacto, así como la respuesta 

rápida.76–79 Sin embargo, nunca se ha utilizado hasta el momento esta propiedad para el 

desarrollo de métodos de detección de alta sensibilidad como el que se propone en esta sección.  

 

Figura 3B.5: Variación de la fluorescencia del Europio en función de la temperatura 75. 

El desarrollo del nuevo inmunoensayo propuesto se dirigió a la detección de exosomas 
provenientes de cáncer de próstata, dentro del proyecto europeo (Explotation of extracellular 

vesicles for precision diagnostics of prostate cáncer. PROSCANEXO) en el que tanto el grupo del Dr. 
Jensen como el nuestro participan. Es por ello que en la librería de fagos del laboratorio del Dr. 
Jensen, se contaba con fagos capaces de reconocer biomarcadores de PCa de membrana 
específicos (PSMA y CD9).  En concreto en las pruebas realizadas en esta sección se usó el fago 
H6 específico para la proteína de membrana CD9.  
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3B.2. Objetivos 
 

El objetivo principal en esta sección consiste en el desarrollo y optimización de un nano-

inmunoensayo térmico de fluorescencia resuelta en el tiempo (TermoTRFIA) para la detección 

de exosomas de cáncer de próstata. 

Para alcanzar este objetivo global se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

1. Estudio de la interacción del Europio con las nanopartículas plasmónicas (AuNPrs) y 

evaluación de su capacidad transductora térmico-fluorescente. 

 

2. Desarrollo de la tecnología TermoTRFIA basada en el uso de fago-nanobodies como 

elementos de detección, para lo cual es necesaria la optimización de parámetros tales 

como: concentración de fago-Nbs, unión covalente de AuNPrs al fago, evaluación 

comparativa de uso de AuNPrs unidos al fago y/o libres en disolución, modo de irradiación 

láser y lectura del ensayo fluorescente, tiempos de irradiación láser y tiempo de medición 

de la intensidad de fluorescencia.  

 

3. Evaluación de la tecnología TermoTRFIA en la detección específica de EVs de cáncer de 

próstata mediante la determinación de los parámetros analíticos del método. 
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3B.3. Experimental y métodos: 
 

3B.3.1. Producción y aislamiento de bacteriófagos M13 H6: 
 

Preparación de células de E. Coli competentes 

En primer lugar, se llevó a cabo la preparación de células competentes de E. Coli TG1. Las células 

bacterianas crecen durante la noche en el medio SOB (Super Optimal Broth) a una baja 

temperatura (23°C en lugar de 37°C) antes de que la transformación tenga lugar. Al día siguiente, 

cuando la densidad óptica (OD600 nm) del cultivo alcanzó 0,55 unidades, las células fueron 

transferidas a un baño de hielo e incubadas durante 10 minutos. Finalmente, las células TG1 

fueron recogidas por centrifugación a 2400 g durante 10 minutos a 4°C y resuspendidas en la 

disolución amortiguadora de transformación Inoue atemperado a 4 °C (55 mM MnCl2, 15 mM 

CaCl2, 250 mM KCl, 10 mM PIPES). Finalmente, las células fueron fraccionadas en alícuotas en 

Inoue con DMSO (10:1) y almacenadas a -80°C. 

Transfección con el fago 

En este punto se llevó a cabo la coinfección de las células competentes con un 'helperphage', un 

fago que porta el genoma WT M13 con ∆pIII y proporciona resistencia a la kanamicina, para una 

fácil selección. Así, la producción del bacteriofago H6 (específico para la proteína CD9) se llevó 

a cabo mediante el cultivo de bacterias con el vector Nb H6 hasta adquirir una OD de 0.5-0.8 a 

600 nm. Para esto se agregaron 200 μL de Nb-vector H6 en 50 ml de bacterias y se incubó a 37°C 

- 270 rpm, verificando su OD cada hora (tiempo total 2-3 h) Una vez alcanzado el valor OD 0,5, 

se agregaron 50 μL del hiperfago M13 y se incubaron a 37°C -270 rpm durante 30 min. Después, 

la mezcla se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min y se retiró el sobrenadante.  El sedimento 

bacteriano se resuspendió en 10 ml de TAK (2 xTY, 100 μL ampicilina y 25 µg/mL kanamicina). 

Se prepararon dos Erlenmeyer de 500 mL con 200 mL de TAK y a cada uno de añadieron 5 mL 

del sedimento bacteriano resuspendido y se dejó incubando durante la noche a 30°C a 270 rpm. 

Aislamiento del fago 

Una vez finalizado el crecimiento y obtenido los fagos, se llevó a cabo el aislamiento de los 

mismos. Se agregaron 40 mL en cada tubo falcon de 50 mL y se centrifugaron 30 min a 4200 

rpm, para eliminar las bacterias TG1. Se transfirió el sobrenadante y se añadió 1/5 parte del 

volumen de solución de PEG (20% de PEG6000, NaCl 2.5 M), añadiéndose así 10 ml de PEG en 40 

ml. Los fagos se dejaron en hielo durante 1 h para permitir la precipitación y se concentraron 

por centrifugación (30 min, 4000 rpm). Los fagos se resuspendieron en 1 ml de DPBS y la solución 

se centrifugó (2 min, 14000 rpm) para eliminar las bacterias restantes, y el sobrenadante se filtró 

a través de un filtro estéril de 0,45 um.  

Valoración del fago 

Para determinar la concentración de los fagos precipitados se llevó a cabo una valoración de los 

mismos. Para ello se realizaron diluciones seriadas de los fagos aislados por debajo de 10-10 (10-

6 10-8 10-9 10-10). Para ello, las células E. Coli TG1 se crecieron hasta alcanzar un OD de 0,5 y se 

infectaron con los fagos diluidos (500 uL:500 uL) en un vial de 2 mL durante una hora a 37°C. 

Entonces, 100 μL de las muestras TG1 infectadas se depositaron en placas 2xTY conteniendo 25 

µg/mL de kanamicina y se dejaron crecer durante la noche a 37°C. Las colonias fueron contadas 
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al día siguiente (Figura 3B.6) para determinar las unidades de formación en placa por mililitro 

(pfu/mL) según la siguiente fórmula: 

𝑝𝑓𝑢

𝑚𝐿
= 𝑛º 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠  (𝑛) × 

1

𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
× 20 

 

 

Figura 3B.6: Placas 2xTY con las colonias formadas tras la incubación durante la noche de células 

TG1 infectadas por los fagos obtenidos. 

 

3B.3.2. Unión covalente de AuNPrs a los bacteriófagos H6: 
 

El marcaje de los fagos con AuNPrs fue realizado vía química de la carbodiimida, con el fin de 

unir los carboxilos terminales de los AuNPrs con los aminos de proteínas de la cápside del fago. 

Para ello en primer lugar, 0,5 mg/mL de AuNPrs se activaron con una mezcla de sulfo NHs 7·10-

3 M y EDC  3·10-3 M (en MES 100 mM pH 6). Así, 500 μL de esta mezcla se añadieron sobre los 

500 μL de AuNPrs 0,5 mg/L y se agitó durante 30 min a temperatura ambiente. Tras centrifugar 

los prismas durante 9 min a 9000 rpm se eliminó el exceso de mezcla reactiva quitando el 

sobrenadante y realizando un lavado al resuspenderlos en MES 100 mM pH 6. Se realizó otro 

lavado igual en este caso en NaHCO3 0.3 M pH 8.7, obteniéndose un volumen final de 200 uL. 

Por otro lado 1·1012 pfu/mL del fago H6 se pre-concentraron añadiendo 150 μL de la disolución 

20% PEG6000, 2,5 M NaCl. Tras mezclar manualmente por inversión los viales fueron almacenados 

en hielo durante 30 minutos y posteriormente centrifugados 10 min a 13000 rpm. Tras retirar el 

sobrenadante obtenemos el pellet de los fagos al que se le añadieron 100 μL de AuNPrs 

activados y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente. Después se añadieron 900 μL de DPBS 

a los fagos marcados con AuNPrs junto con 150 μL de PEG (20% PEG6000, 2,5 M NaCl), se 

almacenó 30 min en hielo y se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 min. Tras eliminar el 

sobrenadante, el pellet fue disuelto en un volumen final de 400 μL de DPBS y valorado para 

conocer la concentración final de fagos marcados con AuNPrs. Como al adicionar la mezcla 

precipitante de PEG sólo precipitan los fagos y no los prismas, se realizó además un espectro de 

absorción de la muestra fago-AuNPrs para confirmar el marcaje de los fagos con los prismas. Se 

confirmó la presencia de prismas unidos a los fagos, y que su unión no produce su agregación 

tras la unión covalente al observase la invariabilidad del plasmón de AuNPrs unidos respectos a 

los AuNPrs en solución.  
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3B.3.3. Protocolo inmunoensayo TRFIA y TermoTRFIA: 
 

Se utilizaron placas con recubrimiento de estreptavidina (KaiSA96, Kaivogen) para la 

inmovilización de los anticuerpos de captura biotinilados bCD9 (Invitrogen) y bCD63 (Biolegend, 

California). Las placas recubiertas de estreptavidina se incubaron con 100 μL de la mezcla bCD9 

y bCD63 ambos a 1 ng/mL en disolución amortiguadora RED (Kaivogen), durante 1 hora con 

agitación 750 rpm, a temperatura ambiente. Se retiraron los sobrenadantes y la placa se lavó 

tres veces con disolución de lavado (Kaivogen) de forma automática con un lavaplatos (TECAN). 

Posteriormente, las muestras de medio de cultivo rico en EVs procedente de la línea celular 

LNCaP (establecidas originalmente de una lesión en nodo linfático metastásica de 

adenocarcinoma de próstata humano) y de concentración exosomal conocida se diluyeron en 

medio de cultivo RPIM y se añadieron a los pocillos en diversas concentraciones por triplicado. 

Las muestras se incubaron durante 1 hora con agitación a temperatura ambiente. Las placas se 

lavaron nuevamente tres veces y posteriormente se añadieron 100 μL de los Nb-fagos M13 H6 

(Nbs específicos para la proteína CD9) a las diversas concentraciones evaluadas, sin marcar 

(TRFIA) o marcados con AuNPrs (TermoTRFIA) y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente. 

Tras otros tres lavados, se añadieron 100 μL de anticuerpo de detección aM13 marcado con un 

quelato de Europio, aM13-Eu (proporcionado por el Dr. Janne Leivo, Universidad de Turku) a 

una concentración de 0,05 ng/mL en disolución amortiguadora RED y se incubó durante 1 hora 

a temperatura ambiente. Se eliminó el exceso de anticuerpo y las placas se lavaron tres veces. 

Por último, se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente 100 ml de solución 

potenciadora de europio (Kaivogen, Turku, Finlandia), que produce la liberación del quelato a la 

disolución y por tanto la intensificación de su fluorescencia. En el caso del TRFIA, también se 

evaluó la adición final de 9 µg de AuNPrs en cada pocillo en busca de la amplificación de la señal 

térmica. 

 

3B.3.4. Lectura inmunoensayo TRFIA y TermoTRFIA: 
 

La fluorescencia resuelta en el tiempo de europio fue medida mediante el equipo Wallac Victor 

2, 1420 multilabel (Perkin-Elmer) con un filtro de emisión de 665 nm a una longitud de onda de 

615 nm. En el caso de la metodología TRFIA, la representación de la intensidad de fluorescencia 

recogida frente a la concentración de LNCaP añadida, proporciona la recta de calibrado de la 

que se pueden extraer las propiedades analíticas del método. Para la metodología TermoTRFIA, 

una vez medida la fluorescencia inicial, los pocillos son irradiados con un láser diodo de infrarrojo 

portátil de 980 nm y baja potencia (200 mW) (Roithner Laser Technik, diámetro 22x65 mm) 

durante 3 minutos, produciendo la excitación de los AuNPrs y la liberación consiguiente de calor. 

(Figura 3B.7A). De esta forma la fluorescencia del europio disminuye durante la irradiación y es 

al final de esta, cuando la placa es introducida de nuevo en el equipo Wallac Victor 2 para medir 

su mínimo de fluorescencia (que coincide con el máximo calor liberado tras los 3 minutos de 

irradiación). A partir de este punto, la fluorescencia del europio se midió cada minuto durante 7 

minutos, observándose el aumento de la fluorescencia hasta su valor inicial debido al 

enfriamiento progresivo del pocillo. (Figura 3B.7B). El tratamiento analítico de estas señales se 

realizó a través de la extracción del área dentro de la curva y la representación de estos valores 

frente a la concentración de exosomas evaluada en cada caso. 



Sección 3B: Nano-inmunoensayo térmico de fluorescencia  
resuelta en el tiempo (TermoTRFIA) para la detección de exosomas. 

266 
 

Figura 3B.7: A) Laser diodo de 980 nm y 200 mW utilizado para la irradiación de los pocillos del 

ensayo TermoTRFIA B) Ejemplo de una señal termoTRFIA obtenida durante y tras la irradiación 

del pocillo, donde se observa además en azμL el área extraída como parámetro analítico. 
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3B.4. Resultados. 
 

3B.4.1. Estudio previo del calentamiento de AuNPRs con el láser portátil. 
 

El láser utilizado para el desarrollo de la metodología TermoTRFIA (980 nm) está más alejado de 

la longitud de onda del máximo de absorción de AuNPRs (1230 nm) que el láser usado en la 

investigación previa para la metodología TermoLISA (láser de 1064 nm) y posee una potencia 

muy baja (200 mW). Por ello se llevó a cabo la evaluación de la capacidad de calentamiento de 

este láser de diodo portátil con diversas concentraciones de AuNPrs, irradiando las mismas 

durante 90 segundos y midiendo con una cámara IR el calentamiento producido, así como el 

decaimiento de la señal térmica al apagar el láser (Figura 3B.8). Estos resultados mostraron el 

calentamiento proporcional mediado por el láser tras la irradiación de los AuNPrs y la posibilidad 

de su utilización en el desarrollo de la metodología TRFIA. 

 

Figura 3B.8: Señales térmicas obtenidas tras la irradiación de diversas concentraciones de 

AuNPrs con el láser diodo de 980 nm y 200 mW utilizado para el ensayo TermoTRFIA. 

 

3B.4.2. Estudio previo de la transferencia de energía de AuNPRs y Europio: efecto 

del calentamiento en la señal fluorescente. 
 

Se evaluó la variación de la señal fluorescente de europio debida al calentamiento emitido por 

los AuNPrs irradiados. Para ello, se mezclaron 5 pg/mL de una disolución del anticuerpo aM13-

Eu con diversas cantidades de AuNPrs (0, 2, 5 y 9 ug), se midió la fluorescencia resuelta en el 

tiempo inicial y a continuación se irradiaron las disoluciones durante 3 min y se recogió la señal 

fluorescente cada minuto durante los siguientes 7 minutos, obteniéndose graficas de señal TRF 

frente al tiempo de irradiación como las mostradas en la Figura 3B.9A En estas gráficas se 

observa cómo, al encender el láser, la señal fluorescente del europio disminuye en mayor 

medida a mayor concentración de AuNPrs, esto es debido a que el calentamiento producido es 

mayor y por tanto la fluorescencia del europio disminuye en mayor medida. En el momento que 

cesa la irradiación láser, se observa como la señal fluorescente comienza a recuperarse, el calor 
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producido en el pocillo se va disipando y el europio recupera la señal TRF inicial. Se observa 

también como en el caso de 0 µg/mL AuNPrs, no hay desprendimiento de calor y por tanto tras 

la irradiación láser la señal fluorescente permanece invariable. Y que 9 µg/mL AuNPrs 

proporciona la máxima variación térmica. 

 

Figura 3B.9: A) Variación de la señal de fluorescencia resuelta en el tiempo de Europio medida 

a 615 nm en función del tiempo de irradiación láser (980 nm, 200 mW) para las diversas 

concentraciones de AuNPrs evaluadas. B) Representación del área extraída de estas señales 

fluorescentes/térmicas frente a la concentración de AuNPrs evaluada. 

El tratamiento de estas señales de variación TRF con la irradiación láser, pueden analizarse 

mediante la extracción de las áreas resultantes de las señales fluorescentes calentamiento-

enfriamiento y representarse en función de la concentración de AuNPrs evaluada (Figura 3B.9B), 

observándose una correlación entre estas áreas y la cantidad de AuNPrs. De esta forma la señal 

global depende, de la señal inicial fluorescente (que en este caso es la misma) y de la variación 

de esta fluorescencia debida al calentamiento producido por los AuNPrs. 

 

3B.4.3. Optimización de la concentración de Nb-fagos M13 H6 en TRFIA mejorado 

y TermoTRFIA. 
 

En primer lugar, se optimizó la concentración de Nb-fagos M13 H6 usada en el inmunoensayo 

TRFIA mejorado (Figura 3B.3A), para ello se evaluaron tres concentraciones diferentes 1·10-10, 

2,5·10-10 y 5·10-10 pfu/mL en un rango amplio de EVs LNCap (0, 2,28·106, 2,28·107, 1,14·108, 

2,28·108, 4,55·108 partículas/mL), analizando cada concentración por triplicado. Al finalizar el 

ensayo se registró la señal de fluorescencia resuelta en el tiempo del europio a 615 nm y 

representándose esta frente a la concentración de EVs, se obtuvieron los calibrados para cada 

concentración de Nb-fagos M13 H6 evaluada (Figura 3B.10A), que como se observa se ajustan 

a ajustes polinómicos de segundo grado, de los cuales se puede extraer las propiedades 

analíticas del método. En la Figura 3B.10B, se observan los límites de detección y cuantificación 

obtenidos en cada caso y la representación de estos frente a la concentración de Nb-fagos M13 

H6 evaluada. Así se observa que, al aumentar la concentración de fagos, los LD y LC del método 

disminuyen de una forma lineal, debido a problemas estéricos; una mayor cantidad de fagos 



Sección 3B: Nano-inmunoensayo térmico de fluorescencia  
resuelta en el tiempo (TermoTRFIA) para la detección de exosomas. 

 

269 
 

genera un menor espacio para el acceso del anticuerpo de detección aM13-Europio y por tanto 

una disminución en la sensibilidad y límites de detección y cuantificación. Si comparamos la 

sensibilidad de este método TRFIA que utiliza como elemento de detección bacteriófagos M13 

y nanobodies CD9 (LD=1,19·106 exosomas/mL) con la técnica TR-FIA inicialmente desarrollada 

por el grupo holandés, que utiliza anticuerpos CD9 como elementos de detección (LD=2·107 

exosomas/mL) (Figura 3B.2), se observa que el uso de nanobodies en el método amplifica el 

rango de detección hasta casi 17 veces frente al uso de los anticuerpos convencionales. Como 

se ha explicado el uso de Nbs proporciona una mayor cantidad de sitios de reconocimiento por 

densidad de área, aumentando la afinidad en el reconocimiento. Además, debido el tamaño del 

fago, pueden unirse varias copias del anticuerpo policlonal anti-M13por fago. La consecuencia 

es una clara mejora en los límites de detección del método. 

 
Figura 3B.10: A) Variación de la señal de fluorescencia resuelta en el tiempo de Europio medida 

a 615 nm para las diversas concentraciones de EVs LNCaP evaluadas mediante TRFIA para cada 

concentración de Nb-fagos M13 H6. B) Límites de detección y cuantificación proporcionada por 

el método TRFIA para cada concentración de Nb-fagos M13 H6 usada. 
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Este mismo estudio de optimización de la concentración de Nb-fagos M13 H6 se llevó a cabo 

utilizando la metodología TermoTRFIA (Figura 3B.3B), para ello se evaluaron las mismas tres 

concentraciones diferentes 1·10-10, 2,5·10-10 y 5·10-10 pfu/mL pero en este caso de los fagos 

marcados con AuNPrs (Nb-fagos M13 H6 – AuNPrs). Al finalizar el ensayo se registró la señal de 

fluorescencia resuelta en el tiempo del Europio a 615 nm y se añadieron en cada pocillo 9 µg de 

AuNPrs para la amplificación de la señal térmica.  Tras la irradiación laser durante 3 minutos, la 

fluorescencia del europio se midió cada minuto durante 10 minutos y se obtuvieron las señales 

de variación de fluorescencia como las mostradas en la Figura 3B.11. 

 

Figura 3B.11: variación de la señal de fluorescencia resuelta en el tiempo de Europio medida a 

615 nm en función del tiempo de irradiación láser (980 nm, 200 mW) para diversas 

concentraciones de EVs evaluadas a las diferentes concentraciones de Nb-fagos M13 H6 – 

AuNPrs. 

Extrayendo las áreas de estas señales fluorescente/térmicas y representándose estas frente a la 

concentración de EVs, se obtuvieron los calibrados para cada concentración de Nb-fagos M13 

H6 – AuNPRs evaluada (Figura 3B.12A), que como se observa se ajustan a ecuaciones 

polinómicas de segundo grado. En la Figura 3B.12B, se observan los límites de detección y 

cuantificación obtenidos en cada caso y la representación de estos frente a la concentración de 

Nb-fagos M13 H6 – AuNPrs evaluada. Así se observa que, como en el caso anterior, para la 

metodología TermoTRFIA también un aumento de la concentración de fagos produce la 

disminución de los LD y LC del método de una forma lineal. Además, si comparamos estos 

resultados con los obtenidos para el método simple TRFIA, se pueden observar límites de 

detección 6 veces mejores en el caso del TermoTRFIA para todas las concentraciones evaluadas 

de fagos. Esto es debido, como se ha dicho, a que la señal final es un sumatorio de señales: 

1. La señal fluorescente del europio inicial, que es proporcional a la cantidad de anticuerpos 

de detección aM13 y por tanto a la cantidad de Nb-fagos que reconocen los EVs. 

2. La variación de la señal fluorescente (área) debida al calor desprendido por los AuNPRs 

unidos al fago, proporcional a la concentración de Nb-fagos que reconocen los EVs. 

3. La adición de AuNPrs libres en la disolución final, genera una amplificación en el 

calentamiento generado y por tanto en la variación fluorescente. Debido a que la potencia 

láser y la longitud de onda no son las óptimas, el efecto de calentamiento generado por los 

AuNPrs unidos a los fagos, no permite ver grandes variaciones de temperatura y lo que hace 

necesario la adición extra de AuNPrs libres.  

Además, estos resultados confirman que la modificación de los fagos con AuNPrs no afecta al 

reconocimiento por parte del anti-aM13. 
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Figura 3B.12: A) Áreas de las señales fluorescente térmicas para las diversas concentraciones de 

EVs LNCaP evaluadas mediante TermoTRFIA para cada concentración de Nb-fagos M13 H6 - 

AuNPrs. B) Límites de detección y cuantificación proporcionada por el método TermoTRFIA para 

cada concentración de Nb-fagos M13 H6 usada. 
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3B.4.4. Evaluación de la unión de Nb-fago – AuNPRs y parámetros analíticos del 

método TermoTRFIA 
 

Como se ha dicho, la cantidad de AuNPrs unidos a los fagos que quedan en el pocillo después de 

los lavados es muy baja para la potencia láser utilizada (200 mW), siendo además un láser con 

la longitud de onda algo alejada de la óptima. Debido a esto, las variaciones de calor generadas 

tras la irradiación son demasiado pequeñas para afectar de forma destacada a la señal 

fluorescente, es por ello que, al finalizar el ensayo, se añaden en cada pocillo 9 µg de AuNPrs. 

Para poder evaluar si el efecto de los AuNPrs unidos a los fagos es despreciable o no sobre el 

producido por los AuNPrs añadidos al final del ensayo, se llevó a cabo la evaluación de un mismo 

rango de EVs LNCap (0, 1,14·106, 2,28 ·107, 1,14·108, 2,28·108
, 4,55·108 partículas/mL), con la 

concentración de fagos óptima, 1·10-10 pfu/mL, usando fagos sin marcar y fagos marcados con 

AuNPRs. En ambos casos se añadieron al final del ensayo 9 µg de AuNPrs y se obtuvieron en 

cada caso las señales que se muestran en la Figura 3B.13A. 

Figura 13: A) Variación de la señal de fluorescencia resuelta en el tiempo de Europio normalizada 

medida a 615 nm en función del tiempo de irradiación láser (980 nm, 200 mW) para diversas 

concentraciones de EVs evaluadas a con 1·10-10 pfu/mL Nb-fagos M13 H6 sin marcar o marcados 

con AuNPrs, añadiendo en ambos casos al final del experimento 9 µg de AuNPrs B) Áreas de las 

señales fluorescente térmicas para las diversas concentraciones de EVs LNCaP evaluadas 

mediante TermoTRFIA para cada caso. 



Sección 3B: Nano-inmunoensayo térmico de fluorescencia  
resuelta en el tiempo (TermoTRFIA) para la detección de exosomas. 

 

273 
 

Extrayendo las áreas de las señales fluorescente/térmicas normalizadas de la Figura 3B.13A y 

representándose estas frente a la concentración de EVs, se obtuvieron los calibrados para cada 

caso (Figura 3B.13B), de los cuales se pueden extraer los parámetros analíticos del método, 

recogidos en la Tabla 3B.2 junto con los obtenidos para el método TRFIA clásico. 

 

Tabla 3B.2: Parámetros analíticos del método TRFIA mejorado en comparativa con los obtenidos 

con el método TermoTRFIA con Nb-fagos M13 H6 sin marcar o marcados con AuNPrs. 

De estos resultados se puede concluir, en primer lugar, que el uso de los fagos marcados con 

AuNPRs (Nb-fagos M13 H6 – AuNPrs), mejora 3 veces el límite de detección y cuantificación 

respecto al ensayo con los fagos sin marcar añadiendo únicamente AuNPrs libres en disolución. 

Este efecto es debido probablemente a la transferencia de energía existente entre los AuNPrs 

unidos al fago y el % de europio no liberado del anticuerpo tras la adición del potenciador, que 

hace la trasferencia de calor más eficiente, mejorando la sensibilidad del método. La Tabla 3B.2, 

muestra también como el método TermoTRFIA desarrollado, produce una mejora de unas 15 

veces de los límites de detección y cuantificación respecto al TRFIA mejorado que utiliza Nb-

fagos y analiza sólo fluorescencia. 

Por otro lado, si comparamos estos valores con los obtenidos para el método clásico TRFIA que 

usa anticuerpos convencionales como elemento de detección (LD=2·107 exosomas/mL), el 

método TermoTRFIA mejorado usando Nb-fagos, mejora unas 260 veces los límites de detección 

y cuantificación, permitiendo la detección de hasta 7,77·104 partículas/mL y reduciendo 

notablemente el LD de los métodos fluorescentes desarrollados en los últimos años, que se 

muestran en la Tabla 3B.1. 

De esta forma, el uso de AuNPrs en el TRFIA consigue la amplificación de la señal fluorescente y 

mejora la selectividad del sistema, debido a que la señal final evaluada (área de la señal TRF) es 

una suma de la cantidad de fluoróforo y la variación de su fluorescencia con la temperatura. Este 

hecho junto con las ventajas ya nombradas del uso de la construcción fago-Nbs como elemento 

de reconocimiento, provoca el aumento de la sensibilidad y los límites de detección del método. 

Es importante destacar que el análisis de este inmunoensayo con un láser de mayor potencia 

(>200 mW) y longitud de onda óptima (1050 nm) probablemente evitaría la adición final 

adicional de AuNPrs necesaria para la amplificación de la señal térmica y mejoraría la 

sensibilidad del sistema. 

Además, estos resultados resaltan las posibilidades de la tecnología TermoLISA, capaz de 

transferirse a la detección de otros tipos de sistemas biológicos, mejorando las propiedades 

analíticas del método. 
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3B.5. Conclusiones específicas de la sección 3B 
 

En esta sección se ha desarrollado un nano-inmunoensayo térmico de fluorescencia resuelta en 

el tiempo (TermoTRFIA) para la detección de exosomas, mediante el acoplamiento de la 

detección térmica TermoLISA desarrollada en la sección 3A y la detección fluorescente del 

método TRFIA desarrollado por el grupo holandés de acogida. Con esta metodología se ha 

explorado además la utilización de bacteriófagos M13 con nanobodies como elementos de 

reconocimiento de exosomas.  

Las conclusiones que se pueden extraer del trabajo realizado son las siguientes: 

1. Se ha evaluado la variación de la señal fluorescente de europio debida al calentamiento 

emitido por los AuNPrs irradiados, confirmándose la dependencia de la temperatura sobre 

su fluorescencia y por tanto la capacidad de transducción del sistema. Se ha demostrado, 

además, la correlación entre el área extraída de la variación fluorescente de calentamiento-

enfriamiento y la cantidad de AuNPrs.  

2. Se ha aplicado al método TRFIA la tecnología de reconocimiento mediada por 

bacteriófagos-Nb para la detección específica de EVs de cáncer de próstata. Para ello se ha 

llevado a cabo la producción y aislamiento de bacteriófagos M13 H6, con Nbs específicos 

para la proteína CD9 y se han aplicado al método TRFIA mediante la optimización previa de 

su concentración. Así, se ha comprobado que el uso de fago-nanobodies amplifica el rango 

de detección del método TRFIA hasta casi 10 veces frente al uso de los anticuerpos 

convencionales.  

3. Se ha llevado a cabo el acoplamiento de la tecnología térmica de AuNPrs a este método 

fluorescente TRFIA mejorado, dando lugar al nuevo nano-inmunoensayo térmico de 

fluorescencia resuelta en el tiempo (TermoTRFIA). Para ello se han optimizado y evaluado 

distintos factores:  

- Se ha seleccionado el tiempo de irradiación láser y el tiempo completo de medición por 

pocillo para obtener la mayor sensibilidad con las características del láser disponible 

(980 nm y 200 mW), siendo estos tiempos 3 y 10 minutos respectivamente. 

- Se ha seleccionado como señal analítica el área de las señales fluorescente/térmicas 

obtenidas tras la irradiación, comprobándose que esta señal final es debida a una 

sumatorio de dos señales: la señal fluorescente del europio proporcional a la 

concentración de Nb-fagos que reconocen los EVs y la variación de esta fluorescencia 

debida al calor desprendido por los AuNPRs. 

- Se ha llevado a cabo la unión covalente de AuNPrs al fago y la evaluación comparativa 

de la metodología mediante este enlace directo de los AuNPrs al fago o usando AuNPrs 

libres en disolución. Así, se ha comprobado que, en las condiciones del ensayo, el calor 

liberado por los AuNPrs unidos a los fagos, no es suficiente para observar variaciones en 

la fluorescencia del europio, de esta forma la adición de AuNPrs en la disolución final, 

genera una amplificación en el calentamiento generado y por tanto en la variación 

fluorescente. 

4. El método TermoTRFIA permite la detección de hasta 7,77·104 partículas/mL, reduciendo 

notablemente el LD de los métodos fluorescentes desarrollados en los últimos años. 

5. El uso de un láser con mayor potencia y longitud de onda óptima probablemente evitaría 

la adición final adicional de AuNPrs necesaria para la amplificación de la señal térmica y 

mejoraría la sensibilidad del sistema. 
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3C.1. Introducción 
 

Los dispositivos de flujo lateral son tiras reactivas inmunocromatográficas rápidas. Al igual que 

otros ensayos inmunológicos, el método de ensayo se basa en la reacción antígeno-anticuerpo. 

El desarrollo de ensayos LFIA ha ganado amplia aceptación en el mercado del diagnóstico in vitro 

desde mediados de los 80. Algunas de las ventajas de este tipo de test diagnóstico (Tabla 3C.1) 

son, su simplicidad de diseño y pequeño tamaño, además, la obtención de resultados de forma 

rápida y su fácil uso hace que este tipo de test diagnóstico no demande personal especializado 

para su utilización, ni para la interpretación de sus resultados.  

 

Tabla 3C.1: Características y ventajas de los ensayos LFIA  
 
Como muestra la Figura 3C.1, los test LFIA están formados generalmente por tres zonas 

diferenciadas, conocidas por su nombre en inglés ‘pad’, con componentes y materiales distintos 

a través de los cuales migra la muestra por capilaridad. Las diferentes partes se montan 

superpuestas en una tira plástica adhesiva ‘backing card’ y se colocan a presión en un casete 

fabricado especialmente para este uso. 

 

Figura 3C.1: Esquema y componentes de test LFIA 

Los componentes principales de las tiras reactivas de flujo lateral son: 

- Pad de muestra/conjugado: en función de las necesidades de la muestra, puede ser uno o 

estar separado en dos. La muestra es añadida en el extremo proximal de la tira (pad de muestra) 

y migra a través de esta región donde se encuentra inmovilizado el bioconjugado (pad de 

conjugado), que se trata del anticuerpo de detección químicamente unido a una partícula que 

actuará como transductor del reconocimiento biológico analito-anticuerpo. Las nanopartículas 

más  comúnmente utilizada en estos test son de oro coloidal o una partícula de látex 

monodispersa coloreada, para el reconocimiento visual de la misma80. Sin embargo, existen test 

que utilizan otros tipos de revelado derivado de las diferentes propiedades de las nanopartículas 

empleadas como la fluorescencia 81,82 o el paramagnetismo83. La muestra al paso por este pad, 
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vuelve a movilizar el bioconjugado seco, y el analito interactúa con el anticuerpo de detección 

que se encuentra anclado a la nanopartícula. Por lo tanto, esta interacción Abdet-analito sucede 

antes la interacción analito-Abcap, lo cual ocurre en la siguiente sección de la tira (nitrocelulosa). 

Esta es una diferencia de importancia con el formato ELISA donde el analito interacciona en 

primer lugar con el anticuerpo de captura soportado en la superficie de los pocillos de una placa 

multipocillo. 

-Nitrocelulosa (NC):  es una membrana porosa que funciona como matriz por donde fluye la 

muestra una vez llevado a cabo el reconocimiento biológico Abdet-analito (en el pad de 

muestra/conjugado). Consta de dos partes; la denominada línea de test (Lt), donde ha sido 

depositado el Abcap y que interaccionará con el bioconjugado NP-Abdet-analito; y la denominada 

línea de control (Lc), donde se deposita un anticuerpo secundario capaz de reconocer al Abdet 

que forma parte del bioconjugado. (Figura 3C.2) Esta Lc asegura que el frente de bioconjugado 

ha corrido hasta el final del test. Los resultados se interpretan como la presencia o ausencia de 

línea test, normalmente en el formato de inmunoensayo sándwich. 

 

Figura 3C.2: Funcionamiento de un test de flujo lateral en formato sándwich. 
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- Pad de absorción: este pad se encuentra al final de la tira y se encarga de absorber el resto de 

bioconjugado y muestra que no ha sido reconocido en las líneas de test y control. Este 

componente es importante para asegurar, no solo que la muestra pueda fluir por la tira, sino 

que también es determinante en la cantidad de muestra que puede aplicarse.  

En la actualidad multitud de casas comercializan ensayos de este tipo conocidos como POC, 

sistemas que no dependen del uso del personal o las instalaciones de un laboratorio y tienen el 

potencial de mejorar la atención médica del paciente. El ejemplo más conocido y utilizado en 

los hogares son los test de embarazo (detección de gonadotropina coriónica humana, hCG), pero 

algunas casas comerciales ya disponen de test LFIA para parásitos y virus gastrointestinasles 

(H.Pylori, verotoxina E. coli, Giardia lamblia…), enfermedades respiratorias (legionella 

pneumophila, streptococcus, Influenza A y B…), alergias alimentarias como la celiquiala o incluso 

para la detección de marcadores cancerígenos en sangre, tema abracado en este capítulo. 

Aunque para la detección del marcador VEGF, aun no existen test de flujo lateral comerciales ni 
tampoco en bibliografía, varios test LFIA para la detección de los marcadores CEA y CA19.9 son 
ya comercializados por algunas empresas (Tabla 3C.2): 
 

 
Tabla 3C.2: Test LFIA comerciales para la detección de CEA y CA19.9 en plasma. 
 
Sin embargo, aunque los test citados alcanzan los niveles de sensibilidad necesarios para estos 

marcadores, la mayoría se trata de ensayos cualitativos y en pocos casos, semicuantitativos que 

necesitan de instrumentos de lectura, no tan accesibles económicamente. 

En el ámbito de la investigación, existen también multitud de artículos científicos centrados en 

la detección LFIA de gran variedad analitos, mediante distintas técnicas aplicadas y basadas en 

las propiedades ópticas de nanomateriales89 y más específicamente en la detección de 

marcadores tumorales 90. Así, diversos métodos basados en LFIA (Tabla 3C.3) estudian la 

detección del antígeno carcinomaembrionario proporcionando métodos cualitativos (detección 

visual) o semicuantitativos mediante la ayuda de instrumentación.  

Como se observa, para mejorar la sensibilidad de estos sistemas, generalmente se requiere de 

dispositivos de detección especiales y/o tratamiento software de la imagen para alcanzar mayor 

sensibilidad o la opción de cuantificación del analito diana.  

 

Ref. web Empresa Analito Lectura Límite de deteccion 

(LD) 

84 Humasis (South Korea) CEA Visual 5 ng/mL 

85 Concile GmbH (Alemania) CEA Visual 2,5 ng/mL 

86 
Turklab Tibbi Malzemeler 

(Turquía) 
CEA Visual 5 ng/mL 

87 Boditech (South Korea) CEA 
Lector de 

fluorescencia 
1 ng/mL 

85 Concile GmbH (Alemania) CA19.9 Visual 14 U/mL 

88 AllTest (China) CA19.9 Visual 30 U/mL 
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Tabla 3C.3: Métodos LFIA para la detección del antígeno carcinomaenbriónico (CEA) en plasma. 

Por otro lado, la integración de AuNMs plasmónicos para su detección visual en este formato de 

inmunosensor, ha sido ampliamente aplicada y ha llevado a una mejora en los límites de detección 

y a la expansión en su rango de aplicación. Sin embargo, el efecto fototérmico experimentado por 

AuNMs plasmónicas (tras la irradiación con luz de longitud de onda cerca de su banda LSPR, parte de 

la luz incidente se absorbe y la mayoría se disipa como calor en su entorno local o medio 

circundante), no se ha explotado en la fabricación de este tipo de biosensores centrando la detección 

a una señal visual. El primer ejemplo del uso del efecto fototérmico de AuNPs en biosensor de flujo 

lateral fue descrito por Bischof et al. para la detección de un antígeno criptocócico usando AuNP 

esféricos. Sin embargo debido a la baja eficiencia térmica de estas AuNPs se vieron obligados a usar 

una cámara infrarroja para detectar la señal térmica.90 Así, es importante destacar la limitación del 

uso de AuNPs esféricas y una longitud de onda láser resonante de aproximadamente 530 nm, que 

con un menor efecto fototérmico, no permite la visualización del quemado a simple vista y por tanto 

tampoco la posibilidad de alcanzar límites de alta sensibilidad con una señal visual. Estos dos hechos 

limitan el uso de etiquetas térmicas en el desarrollo de inmunoensayos de flujo lateral térmicos para 

aplicaciones POC. 

Sin embargo, el uso de AuNPrs como etiqueta térmica es una tecnología nueva y prometedora para 

el desarrollo de este tipo de formato de inmunosensor con potencial de alcanzar alta sensibilidad 

con una señal visual manteniendo las ventajas típicas de este tipo de biosensor como ser simplicidad 

y rapidez. Además de la alta capacidad de absorción molar de estos AuNPrs, que les hace buenas 

eqtiquetas para la detección colorimétrica a simple vista, gracias a sus propiedades ópticas 

características, la sensibilidad LFIA tradicional podría mejorarse detectando y cuantificando el calor 

generado después de la irradiación con una fuente de luz de una longitud de onda que coincidente 

a con la resonancia del plasmón superficial. 

Así, el gran objetivo de esta sección es el desarrollo de un biosensor de transducción térmica 

innovador y sensible basado en un test LFIA, para la detección y cuantificación de concentraciones 

ultra bajas de proteínas de forma rápida, económica y versátil.  Esta tecnología utiliza anticuerpos de 

detección acoplados a nanopartículas plasmónicas (AuNPrs@streptavidina-biotina@Abdet) y 

anticuerpos de captura (Abcap) inmovilizados en un soporte dual que consiste en una banda de 

nitrocelulosa unida al papel termográfico (termosensible) que funciona como elemento de detección 

fotográfica y opera como un transductor de señal térmica produciéndose en el papel un cambio de 

intensidad de color en escala de grises. (Figura 3C.3) 

Ref. Año Detección Trasducción Lectura Límite de 
deteccion (LD) 

91 2018 Fluorescencia 
FRET producido entre 

AuNPs@Abdet y el 
fluoróforo  FITC@Abcap 

Espectrofotómetro 
de fluorescencia 

10 ng/mL 

92 2016 
Densidad 

óptica 
Color proporcionado 

por MNPs@Abdet 
Visual o software de 
análisis de imagen 

0,25 ng/mL 

93 2017 Magnetizacion 
Color o señal magnética 

proporcionada por 
MNPs-CEA 

Visual o lector de 
ensayo magnético 

0,5 ng/mL 
(visual) o 0,045 
ng/mL (lector) 

94 2016 
Quimio-

luminiscencia 
QL del luminol y H2O2 y  

HRP@AuNPs@Abdet 
Visual o lector de 

quimioluminiscencia 

10 ng/mL 
(visual) o 0,2 

ng/mL (lector) 
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Figura 3C.3: Esquema del inmunosensor término de flujo lateral (TermoLFIA) desarrollado. 

Solo en presencia del analito a detectar, se formará el sándwich entre anticuerpo de captura 

localizado en la línea de test y el bioconjugado unido al analito a detectar (Figura 3C.4). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3C.4: Esquema del funcionamiento del test TermoLFIA desarrollado. 
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La irradiación del área por una fuente láser NIR causará que cualquier AuNPrs presente en la línea 

test, libere grandes cantidades de calor proporcionales a la concentración de analito, que pueden 

ser interpretadas en tres formatos de transducción diferentes todos ellos sin necesidad de 

dispositivos complejos de lectura o instrumentación costosa (Figura 3C.5): 

- Concentraciones de analito altas permiten la detección visual de la línea de test tanto de forma 

colorimétrica directa como tras su irradiación con láser al producir el quemado directo de la 

nitrocelulosa. 

 

- Concentraciones de analito intermedias no permiten la detección colorimétrica visual de la línea 

de test de una forma clara, pero sí producen el quemado de la nitrocelulosa tras la irradiación 

láser y su cuantificación mediante papel termosensible. 

 

- Concentraciones de analito bajas no permiten detección visual de la línea de test ni el quemado 

directo de la nitrocelulosa, pero sí la detección y cuantificación a través de la transducción 

térmica observada en el papel termosensible en escala de grises según cantidad de analito en 

la muestra. 

En consecuencia, la presencia del analito es cuantificable hasta un rango de concentración ultrabaja 

y la señal analítica de salida final más amplificada, recogida en el papel termosensible, se leerá a 

través de una aplicación móvil que analiza las coordenadas de color RGB. Por lo que sin la necesidad 

de equipamiento costoso sería posible la cuantificación en este novedoso formato de biosensor de 

flujo lateral térmico.  

 

Figura 3C.5: Formatos de transducción y amplificación de la señal térmica que ofrece la tecnología 

TermoLFIA planteada, según las diversas concentraciones de analito a detectar. 
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3C.2. Objetivos 
 
Para alcanzar el desarrollo de este biosensor aplicado a la detección de marcadores cancerígenos 

gastrointestinales, fue necesario el planteamiento y consecución de varios objetivos específicos que 

incluyeron la optimización secuencial y analítica de diversos factores importantes en la construcción 

de este tipo de sensores: 

1. La selección de los materiales del test (PAD muestra/bioconjugado, PAD absorbente y 

nitrocelulosa) y pret-ratamiento de los mismos mediante el desarrollo de métodos de 

evaluación cuantitativos (RGB, imagen térmica IR y papel termosensible). 

 

2. La optimización del bioconjugado para flujo lateral (bloqueo del bioconjugado, optimización de 

la formulación y estabilidad del conjugado). 

 

3. Optimización de métodos para la fabricación de tiras TermoLFIA: condiciones y deposición de 

bioconjugado y concentración de anticuerpos depositados en las líneas de test y control en las 

tiras. 

 

4. Proceso de análisis del biosensor TermoLFIA: acoplamiento del papel termosensible, esquemas 

de irradiación, potencia láser, estudio sistemático de los rangos de amplificación de papel 

termosensible. 

 

5. Lectura de la señal analítica RGB en papel termosensible 

 

6. Tras la optimización de todos estos parámetros, el objetivo final se centra en la cuantificación 

por TermoLFIA de los marcadores de cáncer gastrointestinal (CEA, CA19.9 y VEGF) en 

disolución amortiguadora y la obtención de las propiedades analíticas del método. Además, se 

plantea la optimización de la metodología desarrollada para la detección de estos marcadores 

en plasma sanguíneo humano. 
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3C.3. Experimental y métodos 
 

3C.3.1. Fabricación tiras TermoLFIA 
 
Para la fabricación de las tiras, se seleccionó el diseño final mostrado en la Figura 3C.6. 

 

Figura 3C.6: Diseño y medidas finales de los componentes en las tiras de flujo lateral fabricadas, 

así como del backing card. 

Algunos de los parámetros más importantes a definir son: 

1. El ancho de la tira, en este caso 4 mm, que limitará el volumen de muestra añadido, así 

como la concentración de conjugado depositada. Un mayor ancho de las tiras supone una 

un mayor gasto de conjugado por tira, pero también mayor estabilidad y robustez de los 

resultados. 

2. Diseño del PAD muestra/conjugado, que en este caso se decidió colocar como un pad único 

del mismo material. 

3. Distancia y posición de las líneas test y control, se eligieron a partir de los parámetros 

recomendados y más usados por fabricantes, junto con las características de la 

nitrocelulosa y los AuNPrs utilizados. La porosidad de la nitrocelulosa determina la 

velocidad de flujo capilar (VFC) de la misma y el tamaño de los AuNPrs (superiores a 200 

nm) afecta también en la movilidad del conjugado a largo del test, lo que supone que ambos 

parámetros condicionan la sensibilidad final. Por ello, es importante tener en cuenta que la 

posición de la línea test respecto a la de control, puede compensar una velocidad de flujo 

capilar más rápida y ayudar a alargar los tiempos de interacción del frente de 

muestra/conjugado en las líneas test y control (Figura 3C.7) 
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Figura 3C.7: Efecto de la distancia entre las líneas test y control en la intensidad de la señal de 

la linea test, siendo el 100% de referencia la intensidad de la línea control. 

Una vez fijados estos parámetros, se llevó a cabo la fabricación de las tiras diseñadas utilizando 

el equipamiento específico para cada tarea (Figura 3C.8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3C.8: Equipamiento necesario para la fabricación de tiras de flujo lateral. 

Partiendo de estas medidas seleccionadas, en primer lugar, se cortaron los pad y la nitrocelulosa 

en las medidas necesarias, con ayuda de una una cizalla de rodillo Rexel smartcut de Office 

Depot (Florida, USA). Los materiales ya cortados, se pegaron sobre el backing card adhesivo KN-

221 80mm x 300mm de Kenosha (Amstelveen, Holanda), que sirve de respaldo plástico para la 

tira. El pegado de estos materiales se llevó a cabo con la ayuda de una laminadora manual 

MTB300 de Kinbio (Shangai, China), que se trata de un sistema capaz de inmovilizar el backing 

card a la superficie metálica mediante absorción de vacío, lo que permite colocar de forma 

precisa cada uno de los componentes y además dispone de un brazo metálico que puede ser 

configurado para generar una presión constante a la terminación de cada uno de los 

componentes, para asegurar la aproximación y la buena adhesión de los mismos.  
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Para la deposición de los anticuerpos sobre la nitrocelulosa se utilizó la plataforma dispensadora 

XYZ HM3035 también de la casa comercial Kinbio. Para ello se utilizó el modo dispensador a una 

velocidad de 50m/s y las concentraciones optimizadas para cada anticuerpo. Los Abcap 

depositados en Lt fueron los mismos que los usados en TermoLISA.  

Tiras reactivas CEA: 
Línea de control (Lc): IgG anti-ratón de cabra (policlonal) Ab 7063 Abcam (1.1 mg/mL) 
Línea de prueba (Lt): Anti-raton CEA MAb3C1 (monoclonal) Hytest (1.1 mg/mL) 
 
Tiras reactivas CA19.9: 
Línea de control (Lc): IgG anti-ratón de cabra (policlonal) Ab 7063 Abcam (1.1 mg/mL) 
Línea de prueba (Lt): Anti-raton CA19.9 Mab L1C00901-L180202 (monoclonal) LincBio (0.5 
mg/mL) 
 
Tiras reactivas VEGF: 
Línea de control (Lc): IgG anticuerpo anti-cabra de conejo (policlonal) ThermoFisher 31105 (1 
mg/ml) 
Línea de prueba (Lt): cabra anti-humano VEGF165 IgG MAB293 (policlonal) R&D systems (0.5 
mg/mL) 
 
Este mismo equipo dispone de un módulo de adsorción al vacío capaz de depositar en modo 

‘spray’, para llevar a cabo la deposición del bioconjugado por pulverización sobre el pad de 

muestra/conjugado.  

Una vez montado, el backing card es cubierto con un ‘film’ plástico que realiza la doble tarea de 

proteger y aproximar los distintos componentes del test. Por último, se introduce el backing card 

en una cortadora de tiras de guillotina en la que se puede seleccionar el ancho y se obtienen 

finalmente las tiras con el diseño preestablecido. (Figura 3C.9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3C.9: A) Backing card montado con los anticuerpos y el bioconjugado previamente 

depositados sobre la nitrocelulosa y el pad de muestra/conjugado B) Una de las tiras TermoLFIA 

fabricada. 
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3C.3.2. Procedimiento evaluación de las tiras TermoLFIA 
 
Para evaluar la sensibilidad de las tiras de flujo lateral fabricadas, se diluyó el marcador 

cancerígeno en la disolución amortiguadora optimizada (obteniendo las concentraciones de 

interés) y se agregó 100 μL de esta disolución en el extremo proximal del PAD de 

muestra/conjugado. Se dejó correr el frente de muestra por capilaridad a lo largo de la tira 

durante 5 minutos. En este momento es posible observar claramente las líneas test y control en 

la nitrocelulosa y llevar acabo el análisis visual colorimétrico para obtener el resultado del test 

positivo (Lt visible) o negativo (Lt no visible). Luego se llevó a cabo el análisis térmico del test 

(quemado de nitrocelulosa y revelado con el papel termosensible), habiendo previamente 

dejado secar las tiras durante 15 min a 37°C o durante 45 min a temperatura ambiente. 

3C.3.3. Sistema irradiación láser: análisis térmico 
 
Las tiras secas, se colocaron en un portamuestras de vidrio y este se introdujo en un soporte 
plástico para ser irradiado mediante el sistema mostrado en la Figura 3C.10. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3C.10: A) Esquema del montaje instrumental para la irradiación de tiras TermoLFIA B) 
Plataforma de irradiación con el soporte de tiras C) Visualización web cam del soporte de tiras y 
el haz láser (rodeado en rojo) D) Medición de la potencia láser utilizando el potenciómetro.  
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Una vez encendido el láser, este se topa con un obturador que lo dirige a un punto muerto, así, 
en el momento en el que se abre el obturador, el láser se dirige hacia el portamuestras, situado 
en la plataforma de irradiación automatizada, posible de controlar desde el ordenador en el eje 
X e Y. A su vez, es posible visualizar el haz láser a través de la imagen web cam, lo que permite, 
gracias a la plataforma automatizada, dirigir este haz a cualquier punto del portamuestras. La 
potencia láser también puede ser variada y controlada con un potenciómetro. 
 
Una vez la plataforma está situada en el eje Y para que el haz láser (a la potencia elegida) esté a 
la altura de la línea de test, es posible mover el eje X de mm en mm hasta colocar el haz centrado 
en la tira a evaluar. Para iniciar la irradiación se abre el obturador y una vez acabado el tiempo 
de irradiación cerramos el mismo, se desplaza el eje X hasta centrar en a la siguiente tira el haz 
y abrimos el obturador de nuevo. El uso del obturador permite mantener el láser siempre 
encendido y a una potencia estable y constante. 
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3C.4. Resultados 
 

3C.4.1. Optimización de las condiciones y selección de materiales para la 

fabricación de las tiras TermoLFIA. 
 
Para lograr un flujo constante del analito y del bioconjugado a través de la tira y obtener los 

mejores resultados, se seleccionaron uno por uno los materiales que forman el test de flujo 

lateral, en función de las características de nuestro sistema y necesidades específicas de cada 

uno de los componentes. Para todos estos ensayos se utilizó el bioconjugado para la detección 

de CEA, AuNPRs@estreptavidina@Abdet_biotina_antiCEA, optimizado para la metodología TermoLISA. 

(Sección 3A: aparatados 3A.3.3 y 3A.3.4) 

3C.4.1.1. Pad de muestra/conjugado 
 
El objetivo principal en la selección de este pad es mantener estable el bioconjugado seco una 

vez depositado y asegurar su liberación del pad (re-suspensión con la muestra) de manera 

eficiente y reproducible hacia la nitrocelulosa. Variaciones en el material del pad y 

pretratamiento del mismo, así como en el modo de deposición del conjugado y secado 

constituyen parámetros importantes a definir para asegurar tanto a la reproducibilidad del test 

como una buena sensibilidad del test. 

Se llevaron a cabo diversos ensayos en los que se evaluaron pads de diferente composición y 

características: 

- Diferentes materiales (fibra de vidrio, poliésteres o algodones) y sus características de flujo y 

liberación de bioconjugado tras su re-suspensión al paso de la muestra. Todos los pad 

evaluados son de la casa comercial Ahlstrom-Munksjo. (Tabla 3C.4) 

 

Tabla 3C.4: Materiales evaluados para la selección del pad de muestra/conjugado. 

- Diversos pretratamientos del pad, para asegurar una liberación óptima y estabilidad del 

bioconjugado una vez deposidato. La mayoría de los materiales utilizados en los sistemas de 

inmunoensayo de flujo lateral son de naturaleza muy hidrofóbica y deben tratarse para ser 

hidrófilos. El pretratamiento se realiza por inmersión del pad en soluciones acuosas 

conteniendo una mezcla de proteínas consideradas inertes, tensioactivos, azúcares y/o 

polímeros de composición variada (Tabla 3C.5Tabla 3C.5). Tras realización de una búsqueda 

bibliográfica se seleccionaron aquellos pretratamientos más utilizados. 
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Tabla 3C.5: Pretratamientos del pad de muestra/conjugado evaluados. PVP: polivinilpirrolidona 

-Formulación del bioconjugado para su deposición: se trata de la disolución amortiguadora en 

la que se encuentra el bioconjugado y que se deposita sobre el pad. Esta disolución compromete 

la estabilidad de las nanopartículas y por tanto puede condicionar la liberación del bioconjugado 

en el tiempo. Se evaluaron tres disoluciones amortiguadoras diferentes TRIS 0.05 M pH 8, Ac. 

Bórico 0.05 M pH 8 y PBS 0.05 M pH 8, en todos los casos con tween 20 al 1%. 

-Método de deposición del bioconjugado: se evaluó la deposición con pipeta (8 μL del 

bioconjugado), la inmersión de los pads en disolución de bioconjugado y por último se 

compararon las condiciones óptimas con la deposición por spray utilizando la plataforma 

dispensadora. 

- Secado tras el pretratamiento y deposición del conjugado: para ello se usó una cámara de 
secado casera, un recipiente hermético a través del cual se hizo pasar un flujo continuo de N2. 
El sistema se encuentra introduce en una incubadora a 37°C y el control de la humedad (<10% 
recomendado) se lleva a cabo mediante un sensor colocado en el interior del recipiente (Figura 
3C.11). 

 

 

 

 

 

Figura 3C.11: Cámara de secado casera con flujo continuo de N2 y control de humedad y 
temperatura. 

Como se ha dicho, para llevar a cabo esta optimización de se seleccionó el analito CEA como 

modelo y se utilizó el conjugado optimizado previamente para TermoLISA, 

AuNPrs@estreptavidina@Abdet_biotina_antiCEA en ac. Bórico 0,05M pH 8, Tween 20 1%. El primer 

paso consistió en evaluar el pad más adecuado para la deposición de los prismas comparando 

el uso de pipeta o inmersión del pad para llevarla a cabo. Se prepararon tiras pegando sobre el 

backing card únicamente la nitrocelulosa y el pad de absorción. Los pad de muestra/conjugado 

se cortaron y pretrataron por inmersión con la disolución de pretratamiento A y tras la 

deposición del bioconjugado (mediante pipeta o inmersión) y secado, se montaron en las tiras. 

Para poder comparar unos pads con otros se depositó 1 μL del Ab secundario (1 mg/mL) 

manualmente en la nitrocelulosa. (Figura 3C.12) Las tiras de flujo lateral se evaluaron añadiendo 
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100 μL de PBS. En todos los casos el bioconjugado fluyó a través de la tira y fue reconocido por 

el anticuerpo secundario, generando una línea de control clara en la nitrocelulosa. 

 
Figura 3C.12: Esquema experimental del ensayo de evaluación de los diferentes materiales y un 

único pretratamiento del pad muestra/conjugado y dos maneras de deposición del 

bioconjugado (mediante pipeta o inmersión en solución de prismas). 

Para la valorar de forma cuantitativa diferencias entre los parámetros evaluados, se 

desarrollaron diferentes métodos de evaluación (Figura 3C.13): 

- Estudio de las coordenadas RGB del pad muestra/conjugado con una cámara móvil y una 

aplicación móvil que permite captar las coordenadas de color RGB. Se tomaron estas 

coordenadas en la zona del bioconjugado antes y después de la adición de la muestra modelo 

(PBS) y se calculó su diferencia para cada una de las coordenadas. Un valor de coordenada RGB 

más bajo indica más intensidad de color. Así, tras la deposición del conjugado en el PAD, un valor 

de coordenada RGB más bajo indicó mayor absorción del conjugado en el mismo. Para las 

coordenadas RGB del pad después de la prueba de flujo lateral y la liberación del conjugado, un 

cambio mayor en el RGB, indicó una mayor resuspensión y por tanto liberación de bioconjugado 

del pad hacia la nitrocelulosa.  

- Imagen térmica IR: después de la adición de PBS y de que fluyera por la tira de nitrocelulosa, 

se irradió el punto donde se encuentra el anticuerpo secundario (línea de control) que reconoce 

el anticuerpo anti-CEA unido en la superficie de los nanoprismas, con una potencia laser de 1500 

mW durante 2 min y se recogieron las señales térmicas de calentamiento-enfriamiento. Una 

mayor variación de temperatura, indicó una mayor liberación del conjugado al pad. 
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- Papel termosensible: se fijó papel termosensible en la parte posterior de la tira durante la 

irradiación y se tomaron los valores RGB de las señales generadas, de esta forma es posible 

relacionar un valor RGB más bajo (más intensidad de color) con una mayor absorción y liberación 

del conjugado del pad. 

En la Figura 3C.13, se muestran los métodos de evaluación junto con los resultados obtenidos 

en cada caso.  

 
Figura 3C.13: Métodos cuantitativos desarrollados para la evaluación del mejor pad de 
bioconjugado/muestra.  Junto con los resultados obtenidos en cada ensayo, se incluye en una 
clasificación donde se han ordenado los distintos materiales según su mayor a menor capacidad 
de absorción o liberación del bioconjugado depositado. 
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En cuanto al material de pad óptimo (Tabla 3C.4), en el estudio de las coordenadas RGB, el pad 

8964 presentó una mayor absorción del conjugado depositado en el pad y una mayor desorción 

del mismo al llevarse a cabo el ensayo de flujo lateral. Podemos observar que este resultado 

coincide con el obtenido para la evaluación por medio de imagen térmica, dado que la tira 

fabricada con el pad 8964 presentó una mayor variación de la temperatura al irradiar la línea de 

control de la tira. Por último, la evaluación mediante papel termosensible dio lugar a mayores 

señales visuales en el caso de 8964 y 222, casi al mismo nivel. Por todo lo cual el material 8964 

fue seleccionado como pad de muestra/conjugado.  

En cuanto al protocolo de deposición óptimo del bioconjugado, se observó que la inmersión 

proporcionó resultados más reproducibles que la deposición con pipeta, por lo cual se comparó 

el método de inmersión con la deposición por pulverización realizada mediante la plataforma 

dispensadora en modo spray, en ambos casos se utilizó bioconjugado AuNPrs@estreptavidina-

biotina@Abanti-CEA a 0.5 mg/mL. Para este experimento se fabricaron tiras completas con el 

pad de conjugado óptimo 8964 y depositando los anticuerpos en las líneas de test (ab captura 

anti CEA a 1.1 mg/mL) y control (ab secundario anti-mouse a 1.1 mg/mL). Las tiras de flujo lateral 

resultantes se evaluaron añadiendo 100 μL de CEA 100 ng/mL en PBS. Se tomaron las 

coordenadas RGB del pad de conjugado antes y después del ensayo de flujo lateral de tres tiras 

para cada caso (inmersión o spray) y se irradió la Lt, comparándose las señales obtenidas en 

papel termosensible.  

 

Figura 3C.14: Comparativa de la deposición del bioconjugado por el método de inmersión o el 
método de spray: coordenadas RGB del pad de conjugado tras absorción-desorción de 
bioconjudado y señales observadas en el papel termosensible (TS) tras la irradiación laser de la 
Lt. 

Así, en la Figura 3C.14 se puede observar cómo, la variación entre las coordenadas RGB es 

ligeramente mayor para el caso de la deposición por inmersión y también lo es la señal obtenida 

en el papel termosensible. Sin embargo, la tira de flujo lateral queda sucia en el caso de la 

inmovilización por inmersión, lo que implica que hay demasiado conjugado inmovilizado, que se 

queda atrapado en la nitrocelulosa ensuciándola y dando lugar a posibles falsos positivos. Hay 

que tener en cuenta que, en este tipo de ensayo, no hay un paso de lavado posterior y una vez 

que la muestra fluye por la tira, ocurre simultáneamente la resuspensión del bioconjugado y el 

lavado de la tira. Al depositar el bioconjugado por spray, este queda localizado en una zona 

concreta del pad cercana a la nitrocelulosa y al fluir la muestra, corre de una forma más 

homogénea, asegurando un mejor lavado. Además, la realización de la deposición con un equipo 

(dispensadora en modo spray) y no manual (inmersión), asegura la reproducibilidad del mismo, 

por lo que se seleccionó como óptima la deposición del conjugado por spray. 
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Por último, se evaluaron distintas disoluciones de pretratamiento del pad de conjugado (PBS, 

borato y ac. bórico conteniendo distintos estabilizantes) detalladas en la Tabla 3C.5Tabla 3C.5 

en un ensayo combinado en el que también se evaluó la formulación de la disolución 

amortiguadora donde resuspender el bioconjugado para su deposición (PBS, TRIS y ac. bórico), 

preparándose un total de 9 tipos de tiras (3 pretratamientos x 3 formulaciones) que se muestran 

en la Figura 3C.15 Las tiras de flujo lateral se evaluaron añadiendo 100 μL de PBS, por lo que 

solo es de esperar señal visual en la línea de control (test negativo), sin embargo, como muestra 

la figura (flechas negras) en algunos casos para el pretratamiento A y B, se observa señal 

colorímetrica en la línea de test (falso positivo). Por el contrario, el pretratamiento C, elegido 

como óptimo, no mostró falsos positivos para ninguna formulación. En esta figura, además, se 

observa que para el pretratamiento C, la formulación de ácido bórico proporcionó la mayor 

sensibilidad, permitiendo a su vez la reproducibilidad de los resultados pasado un mes desde la 

fabricación de las tiras de test. 

 

Figura 3C.15: Tiras de flujo lateral CEA fabricadas para la optimización del pretratamiento del 
pad del bioconjugado (en rojo) y la formulación del bioconjugado para su deposición (en azul), 
evaluadas el primer día de su fabricación y un mes después. 

Usando la formulación de ácido bórico específica para la deposición del bioconjugado, se evaluó 
también cuantitativamente, la capacidad de liberación del bioconjugado del pad por estas tiras 
el día de su fabricación y un mes después. La Tabla 3C.6 muestra la tabla de las coordenadas de 
color RGB del pad del bioconjugado antes y después del ensayo (absorción y desorción) para 
cada pretratamiento en los dos momentos temporales evaluados (día de fabricación y un mes 
después). Así, se observa que en el primer día de fabricación el pretratamiento C proporciona la 
mayor liberación (mayor diferencia entre las coordenadas de absorción y desorción) y que, tras 
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almacenar estas tiras durante un mes, este pretratamiento es el que genera un menor cambio 
en la desorción del bioconjugado inmovilizado en el pad de conjugado. 

 
Tabla 3C.6: Coordenadas RGB y variación de las mismas (dif), en el primer día de fabricación y 
un mes después, de los pads de las tiras utilizando para la deposición del bioconjugado la 
formulación específica óptima de ácido bórico y habiendo pretratado cada pad con los tres 
pretratamientos evaluados.  

 

 

 

 

3C.4.1.2. Pad de absorción 
 
Se seleccionó como óptimo el material Ahlstrom grado 222, ya que se encuentra dentro de los 

recomendados para su uso como pad de absorción y en el estudio recogido en la Figura 3C.13 

fue el material de fibra de algodón con un mejor resultado de absorción del conjugado. 

 

3C.4.1.3. Nitrocelulosa 
 
La membrana de nitrocelulosa (NC) es la parte más crítica de test de flujo lateral, ya que es la 

superficie sobre el cual se produce el sándwich entre el analito y los anticuerpos de captura y 

detección. Así, en este componente se detecta la señal analítica, ya sea sobre la propia 

membrana de nitrocelulosa (por el color de los nanoprismas en la Lt o por el quemado tras 

irradiar con el láser) o sobre el papel térmico acoplado al test. Hay dos parámetros muy 

importantes a tener en cuenta para la elección de la nitrocelulosa: 

-Velocidad de flujo capilar (VFC): está definido como el tiempo (s) requerido para que la muestra 

fluya completamente por una membrana de 4 cm de largo. Una velocidad de flujo capilar más 

lenta indica una mayor sensibilidad para la prueba de lateral flow, debido a que los tiempos de 

residencia del bioconjugado en la línea test y control son más largos. Sin embargo, como 

Como conclusiones, en este apartado se optimizaron las condiciones del pad de conjugado 

seleccionándose el material 8964 y el pretratamiento C (ácido bórico 50 mM pH8, sacarosa 

1%, BSA 5%, PVP 0.5% y tween 20 (1%)), así como la deposición mediante spray del 

bioconjugado formulado en ácido bórico 50 mM pH 8, 1% tween 20. 
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contrapartida, un flujo demasiado lento, puede provocar problemas de adsorción inespecífica 

en la línea de test y provocar falsos positivos. 

-Bloqueo de la membrana: con ello se evita la unión inespecífica de las nanopartículas a la 

membrana mientras fluyen por ella. El bloqueo puede ser por inmersión o ‘al vuelo’, opción 

seleccionada en este caso. La nitrocelulosa se bloquea con el pretratamiento que se libera del 

pad de conjugado a la vez que la muestra y el bioconjugado fluyen por la tira. 

Partiendo de estos conceptos, se evaluaron cuatro tipos de nitrocelulosa diferentes, todos ellos 

de la marca GE Healthcare (Chicago, USA) y se fabricaron tiras CEA depositando en todos en la 

nitrocelulosa, únicamente anticuerpo secundario (ab secundario anti-mouse a 1.1 mg/mL) en la 

correspondiente Lc. Para evaluar como fluye el bioconjugado en cada una de las NC, se 

añadieron 100 μL PBS como para resuspender el bioconjugado del pad.  

La Figura 3C.16 muestra el aspecto de las tiras tras el ensayo de flujo lateral; en la nitrocelulosa 

C apenas se observa línea de control indicativo que el flujo con esta nitrocelulosa es demasiado 

rápido para un reconocimiento adecuado de los anticuerpos depositados. La nitrocelulosa D 

mostró un flujo muy lento con un frente no uniforme, resultando en una nitrocelulosa sucia 

(absorción inespecífica) al final del ensayo. Las nitrocelulosas A y B permiten ambas el flujo de 

la muestra con un frente uniforme asegurando que las dos quedan limpias al final del ensayo.  

Sin embargo, la nitrocelulosa A (FF80HP) muestra un flujo experimental más lento (el 

bioconjugado tarda más tiempo en recorrer la tira), por lo que se observa una L más intensa, lo 

que se traduce en una mayor sensibilidad. 

 
 
Figura 3C.16: Características de los cuatro tipos de nitrocelulosa evaluados y aspecto de las tiras 
de flujo lateral tras el ensayo, donde se observan la intensidad de las líneas de control (ab 
secundario anti-mouse a 1.1 mg/mL) en cada caso. 

Como se ha dicho, para el análisis térmico del inmunoensayo TermoLFIA, una opción es el 

análisis del quemado directo de la nitrocelulosa (Figura 3C.5), por ello se decidió evaluar 

también, el nivel de quemado de las membranas A y B con el bioconjugado depositado a 

diferentes concentraciones (deposición manual de 1 μL de bioconjugado) y a diversas potencias 

láser (300 y 500 mW). Como se observa en la Figura 3C.17, la nitrocelulosa A produjo un mayor 

quemado con la potencia más baja. 
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Figura 3C.17: Evaluación del quemado de la nitrocelulosa a las potencias de irradiación 300 y 
500 mW (durante 1 minuto) de las diversas concentraciones del bioconjugado depositado. 

Además, el seguimiento de la irradiación por imagen térmica, permite obtener las señales 

térmicas a cada potencia evaluada (Figura 3C.18). Representando en cada caso la temperatura 

máxima alcanzada frente a la concentración de conjugado, se obtuvieron las sensibilidades para 

cada nitrocelulosa, observándose una sensibilidad mucho mayor en el caso de la NC FF80HP (A), 

que se seleccionó como óptima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3C.18: Señales térmicas obtenidas por imagen térmica obtenidas al irradiar diversas 
concentraciones de bioconjugado para las diferentes nitrocelulosas evaluadas a ambas 
potencias laser. 

La Tabla 3C.7, muestra un resumen de los factores optimizados en este apartado 3C.4.1: 
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Tabla 3C.7: Optimización de las condiciones y materiales seleccionados para la fabricación de 
las tiras TermoLFIA. 
 

3C.4.2.  Optimización de las condiciones de deposición por spray del bioconjugado. 
 
Para la deposición de bioconjugado, como se ha dicho, se utilizó el modo spray de la plataforma 

dispensadora y se optimizaron varios parámetros: 

a) La concentración de bioconjugado seleccionada fue 0,5 mg/ml, a la cual los AuNPrs 

biofuncionalizados se mantienen estables en el tiempo. 

b) El número de líneas de bioconjugado 

c) El número óptimo de pasadas de spray sobre una misma línea 

Para la optimización de estos dos últimos parámetros se prepararon tiras anti-CEA y se 

evaluaron con controles positivos CEA 50 ng/mL. Como se muestra en Figura 3C.19, por un lado, 

el número óptimo de pasadas de spray en la misma línea es 4 (5 min de espera entre pasada y 

pasada), que proporciona una mayor homogeneidad en la línea y mayor liberación del 

bioconjugado.  

 
Figura 3C.19: Evaluación de la deposición del bioconjugado mediante el modo spray: número de 

líneas y numero de pasadas sobre cada línea.  
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En cuanto a la optimización del número de líneas, en la Figura 3C.19 se observa como la 

visualización de las líneas de test y control mejora con el número de líneas, hasta las 4 líneas de 

spray con las que obtenemos una menor sensibilidad. Por ello los parámetros óptimos para la 

inmovilización del bioconjugado mediante spray son 3 líneas, 4 pasadas. 

Es importante destacar que los bioconjugados utilizados para la detección de cada marcador 

cancerígeno por TermoLFIA, son los optimizados previamente para TermoLISA (sección 3A: 

aparatados 3A.3.3 y 3A.3.4). 

 

3C.4.3.  Evaluación y acoplamiento del papel termosensible 
 

Con todos los parámetros anteriores optimizados y las tiras definitivas fabricadas, se seleccionó 

el papel termosensible a utilizar, para ello se evaluó la respuesta de dos tipos de papel 

termosensible (A y B) a diversas temperaturas (Figura 3C.20). De esta manera se seleccionó 

como óptimo el papel termosensible B, por tener un rango dinámico más bajo, es decir, es 

posible obtener señal térmica en el papel a menor temperatura. 

Figura 3C.20: Caracterización de dos tipos diferentes de papel térmico A y B. 

Para llevar a cabo el proceso de análisis de térmico acoplando el papel termosensible, se 

evaluaron los dos esquemas de irradiación posibles (Figura 3C.21), con el papel delante o detrás 

de la tira de flujo lateral. Para ello se depositó manualmente en la nitrocelulosa diversas 

concentraciones del bioconjugado y se evaluó el quemado directo de la nitrocelulosa, 

observando que para una misma concentración de bioconjugado, el papel termosensible detrás, 

proporcionó mayor quemado y por tanto una mayor sensibilidad. Esto es debido a que el 

posicionamiento del papel termosensible delante de la tira produce una pérdida de la potencia 

del láser que llega a la nitrocelulosa. El esquema de irradiación óptimo fue el del papel 

termosensible detrás de la tira. 
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Figura 3C.21: Esquemas de irradiación laser para el acoplamiento del papel termosensible y 
evaluación del mismo. 

Finalmente, se evaluó de la misma forma, la potencia del láser y la capacidad de amplificación 

del papel termosensible, con diferentes concentraciones de bioconjugado (Figura 3C.22). Se 

observa que, en los casos de potencias y concentraciones más bajas (encuadradas en colores), 

no se produce quemado en la nitrocelulosa. Sin embargo, en estos casos, si se observa señal en 

el papel termosensible, confirmando la amplificación que produce su uso en estas mismas 

mediciones. 

 

Figura 3C.22: Evaluación de la potencia láser y capacidad de amplificación del papel 
termosensible frente al quemado de la nitrocelulosa. 
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3C.4.4.  Lectura de la señal analítica RGB en papel termosensible 
 
Como ya se ha explicado, las principales ventajas del uso de papel termosensible acoplado a este 

sistema son: 

- Proporcionar una amplificación a la señal de quemado obtenida en la nitrocelulosa. Además, 

incluso en los casos de concentraciones de analito más bajas (0-25 ng/mL) en las que no ocurre 

el quemado directo en la nitrocelulosa, es posible observar una señal de color gris en el papel 

termosensible. 

- Esta señal de escala de grises puede permitir, además de la detección cualitativa de bajas 

concentraciones de analito, la cuantificación de la señal colorimétrica mediante el estudio de las 

coordenadas de color RGB, utilizando la cámara de un Smartphone y una aplicación móvil RGB 

(Color Grab). Con esta aplicación gratuita y disponible en Google Play, podemos capturar el color 

en un espacio limitado constante (círculo amarillo) (Figura 3C.23A) y una vez almacenado el 

color, la aplicación descompone el color y proporciona información colorimétrica en diferentes 

códigos como las coordenadas RGB (Figura 3C.23B).  

Es importante resaltar que al utilizar para todos los casos el mismo espacio en el que se captura 

el color (diámetro del círculo amarillo), las coordenadas finales de cada señal dependerán tanto 

de la intensidad de la escala de grises como del tamaño del punto de color (más grande cuanto 

mayor sea el calor desprendido y por tanto la concentración de analito). 

En el caso de los colores grises, la coordenada B, es la que experimenta una mayor variación, 

por lo que será la seleccionada para el análisis de las señales en el papel termosensible y en cada 

uno de los casos, se representará su valor frente a la concentración de antigeno. 

 
Figura 3C.23: A) Interfaz de la aplicación Color Grab disponible en Google play B) Información 
colorimétrica proporcionada por la aplicación en los códigos de color RGB o HSV, para cada una 
de las señales del papel termosensible evaluadas. 
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3C.4.5. Características analíticas del método TermoLFIA para la detección de 

marcadores cancerígenos gastrointestinales en PBS. 
 
Utilizando los materiales optimizados junto con los protocolos y métodos seleccionados, se 

fabricaron las tiras de flujo lateral para cada uno de los marcadores cancerígenos estudiados y 

se evaluaron en el rango de concentraciones de interés seleccionándose la potencia del láser y 

el tiempo de irradiación óptimo en cada caso. Así se obtuvieron para cada marcador cancerígeno 

las señales colorimétricas visuales de la línea test y control y tras la irradiación laser, se observó 

el quemado directo de la nitrocelulosa. Se obtuvieron además las señales en escala de grises en 

el papel termosensible acoplado a la parte posterior de la tira. La obtención de las coordenadas 

RGB de estas señales y su representación analítica permitió la obtención de las características 

analíticas del método.  

3C.4.5.1. Cuantificación TermoLFIA de CEA 
 
La cuantificación del antígeno carcinoembrionario se llevó a cabo en el rango de 1 a 100 ng/ml. 

La Figura 3C.24, muestra los tres tipos de transducción posibles para la evaluación de las tiras 

TermoLFIA. 

 
 

Figura 3C.24: Tiras de flujo lateral fabricadas para la detección de antígeno carcinoembrionario 

(CEA) en el rango de 0-100 ng/mL y las tres transducciones de la señal posibles. Antes de la 

irradiación (transducción visual) y tras la irradiación 2 min (para 25-100 ng/mL) y 4 min (para 0-
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10 ng/mL) con una potencia laser NIR de 1500 mW (señal de quemado en nitrocelulosa y señal 

en escala de grises en papel termosensible). 

Se observa, en primer lugar, la transducción visual de tiras LFIA antes del quemado, junto con el 

aspecto de la nitrocelulosa tras la irradiación laser y las señales del papel termosensible. Para 

evitar la saturación de la señal a las concentraciones altas, la irradiación de las tiras se llevó a 

cabo en dos rangos de 0 a 10 ng/mL (2 minutos) y de 25 a 100 nm/mL (4 minutos). De esta 

manera se observó, la posibilidad de la detección visual colorimétrica directa de 25 a 100 ng/mL, 

el quemado de la nitrocelulosa (en el caso de 50 y 100 ng/mL) y la amplificación de la señal en 

papel termosensible hasta 1 ng/mL.  

Este mismo estudio se repitió con un nuevo lote de tiras, para poder comparar así los resultados 

y estudiar la reproducibilidad entre lotes. Para ello, se llevó a cabo con cada lote de tiras LFIA, el 

análisis de coordenadas RGB de las señales en papel termosensible de escala de grises para cada 

concentración de CEA, representando el valor de una de estas coordenadas (coordenada B, la 

más sensible para colores grises) frente a la concentración de CEA (Figura 3C.25). Se obtuvo así, 

un calibrado para cada rango evaluado: el rango más bajo (hasta 10 ng/mL) en el que la 

irradiación se llevó a cabo durante 4 min y el rango más alto (desde 25 ng/mL) en el cual 2 min 

de irradiación fueron suficientes provocándose saturación de la señal por el quemado excesivo 

de la nitrocelulosa. Así, se realizó un ajuste lineal para concentraciones inferiores a 10 ng/mL 

permitiendo la cuantificación de CEA en este intervalo y un ajuste polinómico de segundo grado 

para concentraciones entre 25 y 100 ng/mL de CEA, que permite una determinación 

semicuantitativa en este rango. 

Figura 3C.25: Representación de la coordenada B obtenida del análisis RGB de las señales en 
papel termosensible para cada concentración de CEA evaluada mediante las tiras termoLFIA. Se 
muestran los ajustes para ambos rangos evaluados y cada uno de los lotes de tiras preparadas. 
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De estos calibrados es posible extraer las características analíticas del método para cada lote, 
mostradas en la Tabla 3C.8. De esta forma es posible comparar estadísticamente las pendientes 
de ambos lotes mediante un análisis de la regresión lineal al 95% (Anexo 3C). Así la evaluación 
de los intervalos de confianza de la pendiente y la 'oo' al 95% confirman que no hay diferencias 
significativas entre las pendientes de ambos lotes, confirmándose la robustez del método.
  

 
Tabla 3C.8: propiedades analíticas del método TermoLFIA para la detección de CEA en cada lote 
de tiras fabricado. 

Estas propiedades analíticas muestran además una mejora considerable en el LC y el LD en 

comparación con el método ELISA colorimétrico e incluso mejores que para el TermoLISA, como 

se observa en la tabla comparativa Tabla 3C.9. Además, esta técnica ofrece la disminución de 

los límites de detección respecto a los métodos de detección de CEA actualmente comerciales y 

la posibilidad de cuantificar la muestra mediante una metodología sencilla y accesible (uso de 

Smartphone). De esta forma, a pesar de ser un método rápido, las tiras TermoLFIA son capaces 

de alcanzar límites de cuantificación mejores que los métodos más convencionales en las 

mismas condiciones, obteniéndose resultados robustos y reproducibles. 

 

Tabla 3C.9: Comparativa de las propiedades analíticas del método termoLFIA frente al ELISA 
colorimétrico clásico y el método TermoLISA para la determinación del marcador cancerígeno 
CEA en PBS. *ea: valor a partir del cual se considera enfermedad activa. 

 

3C.4.5.2. Cuantificación TermoLFIA de VEGF 
 
La cuantificación del factor de crecimiento endotelial se llevó a cabo de la misma manera en el 

rango de 1 a 100 ng/ml. La Figura 3C.26, muestra las tiras LFIA para la detección de VEGF y su 

evaluación visual colorimétrica, quemado de la nitrocelulosa tras la irradiación laser y las señales 

del papel termosensible. 

De esta manera se observó, por un lado, la posibilidad de la detección visual colorimétrica 

directa hasta 1 ng/mL y, por otro lado, en dos rangos de irradiación, el quemado de la 

nitrocelulosa en concentraciones bajas como 5 ng/mL, así como la amplificación de la señal en 
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papel termosensible hasta 0,10 ng/mL. La irradiación de las tiras se llevó a cabo en dos rangos 

de 0 a 5 ng/mL (1 minutos) y de 5 a 100 nm/mL (30 segundos). 

Es importante resaltar, que las señales del papel termosensible obtenidas para concentraciones 

altas, mostraron zonas blancas (en el centro de la señal) debido al exceso de calor absorbido por 

el papel (saturación de señal). Sin embargo, este hecho no debería ser un problema en la 

cuantificación colorimétrica, ya que la captura del color mediante la aplicación Color Grab, se da 

en un espacio limitado constante (Figura 3C.23A) que engloba toda la señal. Así, las coordenadas 

finales de cada señal dependen no solo de la intensidad en la escala de grises, sino también del 

tamaño punto de color el color. 

 

Figura 3C.26: Tiras de flujo lateral fabricadas para la detección de factor de crecimiento 
endotelial (VEGF) en el rango de 0-100 ng/mL y las tres transducciones de la señal posibles. Antes 
de la irradiación (transducción visual) y tras la irradiación 30 seg (para 5-100 ng/mL) y 1 min 
(para 0-5 ng/mL) con una potencia laser NIR de 1800 mW (señal de quemado en nitrocelulosa y 
señal en escala de grises en papel termosensible). 

Así, se llevó a cabo el análisis de las coordenadas RGB de las señales en papel termosensible para 

cada concentración de VEGF, como en el caso anterior y se realizó un ajuste polinómico de 

segundo grado para cada rango. Así, la Figura 3C.27A muestra un buen ajuste en ambos casos a 

un polinomio de segundo grado. 
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Con el fin de estudiar si la saturación observada en el papel termosensible (zona blanca en el 

centro de la señal) afecta en la cuantificación colorimétrica RGB, los valores más altos de cada 

rango se eliminaron, realizándose los ajustes lineales que se muestran en la Figura 3C.27B. En 

ellas se observa que la eliminación de las concentraciones más altas en cada rango da lugar un 

ajuste lineal en ambos casos, permitiendo la cuantificación de VEGF en este intervalo. Un ajuste 

polinómico de segundo grado permite una determinación semicuantitativa en los rangos 

completos. 

Figura 3C.27: Representación de la coordenada B obtenida del análisis RGB de las señales en 
papel termosensible para cada concentración de VEGF evaluada mediante las tiras TermoLFIA.  
A) en el rango de concentraciones altas y bajas y B) en estos mismos rangos pero eliminando las 
concentraciones más altas en cada uno. 

De estas calibraciones es posible extraer las características analíticas del método para cada 

intervalo, mostradas en la Tabla 3C.10. 

 
Tabla 3C.10: Propiedades analíticas del método TermoLFIA para la detección de VEGF. 

Estas propiedades analíticas muestran una gran mejora en el LC y el LD en comparación con el 

método colorimétrico y el TermoLISA, como se observa en la Tabla 3C.11. Los resultados 

obtenidos para el método TermoLFIA permiten alcanzar los valores sumamente bajos de este 

marcador cuando la enfermedad es activa (>0,13 ng/mL), permitiendo un límite de detección 

ultra bajo de 0,023 ng/mL, así como la cuantificación de hasta 0,077 ng/mL de VEGF, gracias a la 

transducción del papel termosensible y la consecuente amplificación de la señal térmica. 
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Tabla 3C.11: Comparativa de las propiedades analíticas del método TermoLFIA frente al ELISA 
colorimétrico clásico y el método TermoLISA para la determinación del marcador cancerígeno 
VEGF en PBS. *ea: valor a partir del cual se considera enfermedad activa. 

 

3C.4.5.3. Cuantificación TermoLFIA de CA19.9 
 

La cuantificación del antígeno carbohidrato 19.9 se llevó a cabo como en los casos anteriores y 

en el rango de 1 a 100 U/ml (Figura 3C.28).  

 
 

Figura 3C.28: Tiras de flujo lateral fabricadas para la detección del antígeno carbohidrato 19.9 

(CA19.9) en el rango de 0-100 U/mL junto con las tres transducciones de la señal posibles. Antes 

de la irradiación (transducción visual) y tras la irradiación durante 2 min con una potencia laser 

NIR de 950 mW (señal de quemado en nitrocelulosa y señal en escala de grises en papel 

termosensible). 
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Como se observa en la Figura 3C.28, en este caso, el método permite la detección visual 

colorimétrica directa de hasta 1 U/mL de CA19.9, sin embargo, esto sería solo una determinación 

cualitativa. Por otro lado, la irradiación de todo el rango de concentraciones durante 2 minutos, 

produce el quemado de la nitrocelulosa a partir de 20 U/mL y la amplificación de la señal térmica 

en el papel termosensible en todo el rango, permitiendo su consiguiente cuantificación. 

Para ello, se analizaron las coordenadas RGB de las señales en el papel termosensible obtenidas 

para cada concentración y se representó el valor de la coordenada B frente a la concentración 

de analito. (Figura 3C.29). Se realizó un ajuste polinómico de segundo grado para todo el rango 

(de 0 a 100 U/mL) observándose una R2 baja de 0,922 debido a una clara saturación en las 

señales de las concentraciones mayores. Así, se decidió eliminar las concentraciones más altas 

realizando un ajuste polinómico para el rango de 0 a 50 U/mL que permite una determinación 

semicuantitativa y un ajuste lineal para el rango de 0 a 20 U/mL, permitiendo la cuantificación 

de CA19.9 en este intervalo. De este ajuste se extrajeron las características analíticas del método 

que se observan en la Tabla 3C.12.  

 

Figura 3C.29: Representación de la coordenada B obtenida del análisis RGB de las señales en 
papel termosensible para cada concentración de CA19.9 evaluada mediante las tiras TermoLFIA 
en el rango completo (de 0 a 100 U/mL), eliminando la máxima concentración (de 0 a 50 U/mL), 
y las dos concentraciones mayores (de 0 a 20 U/mL). 

 
Tabla 3C.12: Propiedades analíticas del método TermoLFIA para la detección de CA19.9. 
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Estas propiedades analíticas muestran resultados algo inferiores a los obtenidos con el método 

ELISA colorimétrico y el TermoLISA, como se observa en la Tabla 3C.13. Sin embargo, el valor de 

CA19.9 para considerar enfermedad activa es a partir de 37 U/ml y el límite de cuantificación 

del método TermoLFIA es de 1,28 U/mL, más que suficiente. De esta forma, a pesar de ser un 

método rápido, permite la cuantificación de este analito dentro del rango de interés, de forma 

sencilla y accesible. 

 
Tabla 3C.13: Comparativa de las propiedades analíticas del método TermoLFIA frente al ELISA 
colorimétrico clásico y el método TermoLISA para la determinación del marcador cancerígeno 
CA19.9 en PBS. *ea: valor a partir del cual se considera enfermedad activa. 

 

3C.4.6. Características analíticas del método TermoLFIA para la detección de 

marcadores cancerígenos gastrointestinales en plasma sanguíneo humano. 
 

Con el fin de estandarizar el método para su utilización en muestras reales y evaluar las posibles 

interferencias que pudiera provocar la matriz de plasma sanguíneo en el revelado del test de 

flujo lateral, se llevó a cabo la evaluación del método TermoLFIA utilizando muestras de plasma 

humano dopado con los marcadores cancerígenos a evaluar. Es importante tener en cuenta que 

el plasma, además de contener diversas proteínas que pueden provocar fenómenos de 

absorción inespecífica (como se explicó en la Sección 3A: apartado 3A.4.6), tiene una viscosidad 

1,5 veces superior a la del agua, parámetro altamente importante en el desarrollo de un test de 

flujo lateral. Una mayor viscosidad en la muestra supone una menor velocidad del flujo capilar, 

lo cual puede provocar fenómenos de adsorción inespecífica en la membrana (posibles fasos 

positivos) además de impedir la salida de la totalidad de la muestra del pad de conjugado, con 

una consiguiente pérdida de la sensibilidad del test. 

Por ello, en primer lugar, utilizando tiras LFIA para la detección de CA19.9, se evaluaron distintos 

porcentajes de plasma sanguíneo humano diluyendo el mismo en la disolución amortiguadora 

de muestra (PBS) junto con la concentración de CA19.9 evaluada (0 o 200 U/mL) y se 

compararon con la muestra diluida únicamente en PBS. Como se observa en la Figura 3C.30, las 

tiras positivas (200U/mL CA19.9) evaluadas con PBS presentan un intensa y visible línea test y 

tanto para la muestra positiva como la negativa (0 U/mL CA19.9) se observa también una intensa 

línea control. Sin embargo, a medida que el porcentaje de plasma es mayor, la intensidad en 

ambas líneas desaparece de forma gradual. De esta forma solo diluyendo el plasma un 10%, 

conseguimos obtener una intensidad de línea test y control similar a la evaluación en PBS. 

Además, si se observa el salto del pad de conjugado a la nitrocelulosa (señalado en la imagen 

con una flecha roja), se puede comprobar como con un mayor porcentaje de plasma, el 

bioconjugado no es capaz de avanzar por la nitrocelulosa y queda retenido al comienzo. Este 

efecto es menor a mayor dilución del plasma. 
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Figura 3C.30: Tiras TermoLFIA para la detección de 0 o 200 U/mL de CA19.9 en PBS o en distintos 
porcentajes de plasma sanguíneo diluidos en PBS. 

Estos resultados indicaron problemas en la aplicación de este test a muestras de plasma, por lo 

que se llevó a cabo una optimización dirigida a mejorar la sensibilidad de las tiras en esta 

aplicación, así como evitar la dilución de la muestra de plasma en menor medida. 

Los factores a optimizar fueron el diseño de la tira y la disolución amortiguadora de dilución del 

plasma. 

 

3C.4.6.1. Diseño de tira. 
 
Se decidió cambiar el diseño de la tira de flujo lateral separando el pad de muestra/conjugado 
en dos partes, muestra y conjugado. (Figura 3C.31) Para ello se utilizó como pad de conjugado 
el mismo utilizado hasta el momento (8964 Ahlstrom), con el mismo pretratamiento usado 
(Pretratamiento C: ácido bórico 50 mM pH8, sacarosa 1%, BSA 5%, PVP 0.5% y tween 20 (1%)), 
ya que estas condiciones favorecen la salida del bioconjugado de la tira y aseguran la 
estabilidad del mismo durante el tiempo.  

 
Figura 3C.31: Nuevo diseño de las tiras TermoLFIA con pad de muestra y pad de conjugado 
separados, junto con los diferentes pad de muestra evaluados. 

Por otro lado, en busca de evaluar el efecto de la porosidad y composición del pad de muestra 

para favorecer la salida de la misma, se evaluaron diferentes materiales (Tabla 3C.14) para ser 

usados como pad de muestra, todos de la casa comercial Ahlstrom- Munksjo. Entre los 

materiales evaluados se encuentran el tipo 8964, usado como pad de muestra/conjugado hasta 

el momento y el 6615, uno de los que dio mejores resultados en la optimización del pad de 

muestra/conjugado (apartado 3C.4.1.1), además de otros 4 tipos de la gama Ahlstroom 

CytoSep®, diseñados de forma específica para la retención de las células sanguíneas y separación 
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del plasma o suero, permitiendo que este fluya rápidamente. En este caso, nuestra muestra es 

plasma, previamente separado de la sangre, pero esta gama puede mejorar la fluidez del mismo 

y la capacidad de absorción del pad de muestra. 

 

Tabla 3C.14: Materiales evaluados para la selección del pad de muestra; en naranja la gama 
normal de Ahlstrom y en azul la gama especial Cytosep ® para la separación del plasma. 

Además, para evaluar cambios en la hidrofilia del pad de muestra y su interacción con la 

muestra, cada uno de estos pad se evaluó con dos disoluciones de pretratamiento, utilizadas en 

bibliografía para muestras de plasma en test de flujo lateral: 

Pretratamiento plasma A95: disolución amortiguadora Tris-HCl (pH 8.0), 0.23% Triton X-100 y 

0.15 M NaCl. 

Pretratamiento plasma B92: ácido bórico 0,003 M, perborato de sodio 0,004 M, cloruro de sodio 

al 0,5% (p/v), BSA al 0,5% (p/v) y Tween-20 al 2% (v/v). 

De esta forma se prepararon 12 tipos de tiras TermoLFIA (únicamente con línea control 

(anticuerpo secundario) y utilizando el bioconjugado CA19.9), con los 6 materiales de pad de 

muestra diferentes y cada uno de ellos pretratado con las disoluciones de pretratamiento 

plasma A o B. Las tiras se evaluaron con muestras negativas de PBS, 50% plasma y 100% plasma, 

por lo que en todos los casos solo se debería observar la aparición de la línea control tras correr 

el test. (Figura 3C.32) 

En esta figura se puede observar, en primer lugar, que el pretratamiento plasma B del pad de 

muestra produce señales más intensas en prácticamente todos los casos y, en segundo lugar, 

que los pad de muestra que permiten una mayor visibilidad de la línea de control son 8964, 

6615, 1662 y 1660, todos ellos proporcionan mejores resultados comparativamente con el 

diseño viejo de la tira, que usaba un único pad muestra/bioconjugado, tanto usando un 100% 

de plasma como un 50%. Además, algunos de los pad de muestra evaluados, alcanzan una 

intensidad en la línea de control similar a la obtenida con el diseño viejo de tiras utilizando como 

muestra únicamente PBS (sin plasma). 
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Figura 3C.32: Evaluación visual de la línea control en tiras TermoLFIA CA19.9, con el nuevo 

diseño de pad de muestra y bioconjugado por separado, para los diferentes materiales 

evaluados como pad de muestra y los distintos pretratamientos del mismo para la aplicación de 

muestras de plasma negativas. Se muestra también los mismos resultados para el diseño 

anterior de las tiras LFIA con un mismo pad muestra/conjugado, a modo comparativo. 

Para estudiar estos resultados no sólo cualitativamente sino también de forma cuantitativa, las 

líneas de control de las diferentes tiras fueron irradiadas con el láser a una potencia de 1768 

mW durante 1 minuto y se obtuvieron así las señales de quemado de la nitrocelulosa y las 

señales de escala de grises en el papel termosensible acoplado a la tira (Figura 3C.33). 

Observando esta figura se puede reafirmar que el pretratamiento plasma B del pad de muestra 

produce mayor quemado en la nitrocelulosa y una mayor intensidad en las señales del papel 

termosensible. Así, los pad de muestra que recogen mejores señales usando plasma 50% son 

8964, 1662 y 1660, sin embargo, observando las señales en papel termosensible para plasma 

100%, el pad 8964 proporciona mayor intensidad de señal que el resto, por lo que este pad 

junto con el pretratamiento plasma B fueron los seleccionados para la fabricación de las nuevas 

tiras LFIA en su aplicación a muestras de plasma. 
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Figura 3C.33: Evaluación del quemado de la nitrocelulosa y las señales del papel termosensible 
tras la irradiación láser a 1768 mW, 1 min, de la línea control en tiras TermoLFIA CA19.9 con el 
nuevo diseño de pad muestra y conjugado separados, para los diferentes materiales evaluados 
como pad de muestra y los distintos pretratamientos del mismo para la aplicación de muestras 
de plasma negativas. Se muestra también los mismos resultados para el diseño anterior de las 
tiras LFIA con un mismo pad muestra/conjugado, a modo comparativo. 

 

3C.4.6.2. Optimización de la disolución amortiguadora de dilución del plasma. 
 
Se optimizó también la composición de la disolución amortiguadora para diluir las muestras de 

plasma, añadiéndole tensoactivos para conseguir un mayor caudal laminar y disminuir su 

viscosidad. Así se evaluó la adición de Tween 20 o Triton X-100 en diversos porcentajes (2, 5 y 

10 %), utilizando tiras TermoLFIA para la detección de CEA con el nuevo diseño y nuevos 

materiales optimizados. La evaluación de estas tiras se llevó a cabo utilizado muestras de plasma 

al 50% conteniendo una concentración de CEA de 100 ng/mL y diversos porcentajes indicados 

de Tween 20 o Triton X-100. La Figura 3C.34 muestra la evaluación de estas tiras mediante los 

diferentes tipos de transducción posible, visual colorimétrica y tras la irradiación láser de la línea 

de test a una potencia de 1786 mW durante 30 segundos. Se observa un mayor quemado de la 
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nitrocelulosa y señal en el papel termosensible en el caso del Tween 20, además estas señales 

aumentan correlativamente al aumentar el porcentaje de Tween 20 añadido. 

 

Figura 3C.34: Tiras TermoTLFIA para la detección de CEA fabricadas con el nuevo diseño y 
materiales optimizados. Estas tiras se han evaluado con muestras de plasma al 50% conteniendo 
una concentración de CEA de 100 ng/mL y diversos porcentajes indicados de Tween 20 o Tritón 
X-100. La irradiación se llevó a cabo durante 30 segundos a una potencia de 1786 mW. 

A la vista de estos resultados, se deció evaluar el uso de mayores porcentajes de Tween 20 como 

aditivo en la muestra. La Figura 3C.35 muestra las mismas tiras TermoLFIA CEA evaluadas 

utilizado muestras de plasma al 50% conteniendo una concentración de CEA de 50 ng/mL o 0 

ng/mL y diversos porcentajes indicados de Tween 20. Además de una comparativa de la 

evaluación de estas tiras sin plasma, solo con PBS y CEA 50 ng/mL. La irradiación láser de la línea 

de test se realizó a una potencia de 1786 mW durante 30 segundos y las señales de quemado 

de la nitrocelulosa y papel termosensible se recogen en la misma figura. Se observa como a 

partir de 5% de Tween 20, se obtiene señal en el papel termosensible y que esta aumenta 

correlativamente hasta una concentración del 15%. Sin embargo, porcentajes superiores a este, 

como 20%, proporcionan falsos positivos, observándose línea de test y quemado de la 

nitrocelulosa cuando la concentración de CEA evaluada es 0 ng/mL. Además, se observa que 

porcentajes de Tween 20 aún más altos, como 30%, impiden la salida de la muestra del pad y el 

avance de la misma hacia la nitrocelulosa, favoreciendo seguramente fenómenos de agregación 

de los prismas. 
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Figura 3C.35: Tiras TermoTLFIA para la detección de CEA fabricadas con el nuevo diseño y 
materiales optimizados, evaluadas con muestras de plasma al 50% conteniendo una 
concentración de CEA de 50 ng/mL o 0 ng/mL y diversos porcentajes indicados de Tween 20. La 
irradiación se llevó a cabo durante 30 segundos a una potencia de 1786 mW. 

Por último, se evaluaron los dos porcentajes de Tween óptimos, 10 y 15%, utilizando muestras 

de plasma al 50% conteniendo diversas concentraciones de CEA en todo el rango evaluado y se 

irradió la línea de test a una potencia de 1500 mW durante 1 minuto.  Las señales visuales, de 

quemado de la nitrocelulosa y papel termosensible se recogen en la Figura 3C.36, en la que se 

observan señales correlativas en la intensidad del papel termosensible con la concentración de 

CEA para ambos porcentajes de Tween 20, sin existencia de falsos positivos. Para no provocar la 

saturación de la señal, se seleccionó como óptimo el porcentaje de 10% de tween 20. 

 

Figura 3C.36: Tiras TermoTLFIA para la detección de CEA fabricadas con el nuevo diseño y 
materiales optimizados, evaluadas con muestras de plasma al 50% conteniendo una 
concentración de CEA de 50 ng/mL o 0 ng/mL y diversos porcentajes indicados de Tween 20. La 
irradiación se llevó a cabo durante 1 minuto a una potencia de 1500 mW. 

De todos estos estudios, se puede concluir que el problema de la aplicación del plasma a las tiras 
TermoLFIA es la viscosidad de esta muestra. Que como se ha mostrado es posible de resolver 
cambiando el diseño de la tira y su tratamiento, asi como optimizando la composición de la 
disolución amortiguadora de dilución del plasma. En estas condiciones, como se muestra en la 
Figura 3C.36, es posible detectar el analito en plasma en todo el rango de concentraciones, 
diluyendo la muestra al 50%. 
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3C.5. Conclusiones específicas de la sección 3C 
 

En esta sección se ha desarrollado un innovador inmunosensor térmico de flujo lateral. La 

tecnología TermoLFIA desarrollada ha permitido la detección sensible de distintos marcadores de 

cáncer gastrointestinal, de forma rápida y versátil mediante diferentes formatos de transducción; 

semi-cuantitativos (detección visual de la línea de test y quemado directo de la nitrocelulosa) y 

cuantitativo (escala de grises en papel termosensible mediante la medida de las coordenadas RGB). 

Para ello se ha llevado a cabo la optimización secuencial y analítica de diversos factores importantes 

para la construcción del test LFIA: 

- Se ha seleccionado el material 8964 como pad de muestra/conjugado, por presentar las mejores 

propiedades de absorción y desorción del bioconjugado depositado. 

 

- Se ha seleccionado como óptima la deposición del bioconjugado mediante spray, este método, 

además de proporcionar una movilización más homogénea del bioconjugado a través de la tira, 

asegura la reproducibilidad en el proceso de deposición, al tratarse de un método 

automático y no manual. 

 

- Se ha evaluado el pretratamiento de este pad, seleccionándose como óptimo el C (ácido bórico 

50 mM pH8, sacarosa 1%, BSA 5%, PVP 0.5% y tween 20 (1%), asi como, la formulación del 

bioconjugado óptima para su deposición, seleccionándose la disolución amortiguadora Ac. 

Bórico 0.05 M pH 8. Estas condiciones permiten una mayor estabilidad en el tiempo del 

bioconjugado depositado, así como una mayor sensibilidad, libre de falsos positivos. 

 

- Como pad de absorción se ha seleccionado el material 222, por presentar la mejor capacidad 

de absorción.  

 

- Se han optimizado además las condiciones de deposición por spray del bioconjugado. La 

pulverización de 3 líneas y 4 pasadas sobre cada línea, proporciona una mayor 

homogeneidad del conjugado en el pad y una mayor sensibilidad del test. 

 

- Se ha seleccionado como óptimo el papel termosensible B, que permite obtener señal 

térmica a menor temperatura. El esquema de irradiación donde el papel termosensible se 

sitúa detrás de la tira, ha proporcionado una mayor sensibilidad. 

Con todos estos parámetros optimizados, se ha llevado a cabo el análisis de las características 

analíticas del método para las tiras TermoLFIA fabricadas para la detección de los tres 

marcadores cancerígenos CEA, VEGF y CA19.9. En todos los casos, el uso del papel termosensible 

y el análisis de las coordenas RGB, ha permitido la cuantificación de los analitos en PBS, 

mostrando, en algunos casos LD y LC mejores que los presentados por el ELISA colorimétrico o 

el TermoLISA. De esta forma, a pesar de ser un método rápido, la metodología TermoLFIA 

permite la cuantificación de los marcadores estudiados dentro del rango de interés clinico, 

presentándose como un método sencillo y rápido, que no necesita de personal cualificado. 

Además, en esta sección se han optimizado las tiras TermoLFIA para su aplicación a muestras de 

plasma, evitando así, los problemas derivados de la viscosidad del plasma, que producen la 

pérdida de sensibilidad del test, para ello: 
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- Se ha llevado a cabo el rediseño de la tira (pad de muestra separado del pad de conjugado). 

Manteniendo el pad de conjugado y sus condiciones ya optimizadas, se ha seleccionado 

como pad de muestra el material 8964, que proporciona mayor sensibilidad junto con el 

pretratamiento plasma B (ácido bórico 0,003 M, perborato de sodio 0,004 M, cloruro de 

sodio al 0,5% (p/v), BSA al 0,5% (p/v) y Tween-20 al 2% (v/v)). 

 

- Se ha optimizado también la disolución amortiguadora de dilución del plasma. Así, 

añadiendo un porcentaje de 10% de tween 20 y diluyendo el plasma un 50%, es posible 

detectar el analito en plasma con buena sensibilidad en todo el rango de concentraciones 

Los resultados mostrados han permitido confirmar las posibilidades de la metodología en su uso 

clínico y la facilidad en su uso, sin necesidad de personal cualificado, registrando resultados de forma 

rápida y sencilla. 
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3C.6. Anexo 3C 
 

Análisis de la regresión rango concentraciones bajas 

 

 

 

Estadísticas de la regresión 

Coeficiente de correlación 
múltiple 0.98 
Coeficiente de determinación 
R^2 0.97 

R^2 ajustado 0.95 

Error típico 9.33 

Observaciones 4.00 

 

Análisis de varianza 

 

Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Promedio de los 
cuadrados F 

Valor crítico 
de F 

Regresión 1 5299.74 5299.74 60.82 0.02 

Residuos 2 174.26 87.13   

Total 3 5474.00    
 

 Coeficientes 
Error 
típico 

Estadístico t Probabilidad 
Superior 

95% 
Inferior 
95.0% 

Intercepción 22.14 20.65 1.07 0.40 110.98 -66.70 

Variable X 1 0.88 0.11 7.80 0.02 1.37 0.40 

 

 

 

 

 

 

[CEA] ng/mL Coordenada B [CEA] ng/mL Coordenada B

10 111.5 10 125

5 174.5 5 165

1 207.5 1 208

0 216.5 0 218

Rango concentraciones bajas

Lote 1 Lote 2
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Análisis de la regresión rango concentraciones altas 

 

 

Estadísticas de la regresión 

Coeficiente de correlación 
múltiple 0.96 
Coeficiente de determinación 
R^2 0.93 

R^2 ajustado 0.89 

Error típico 20.88 

Observaciones 4.00 

 
 

Análisis de varianza 

 

Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Promedio de los 
cuadrados F 

Valor crítico 
de F 

Regresión 1 11009.74 11009.74 25.25 0.04 

Residuos 2 871.95 435.98   

Total 3 11881.69    
 

  Coeficientes 
Error 
típico 

Estadístico t Probabilidad 
Superior 

95% 
Inferior 
95.0% 

Intercepción  -8.90 28.92 -0.31 0.79 115.53 -133.34 

Variable X 1  0.98 0.20 5.03 0.04 1.82 0.14 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

[CEA] ng/mL Coordenada B [CEA] ng/mL Coordenada B

100 81 100 77.5

50 97 50 91

25 157.5 25 121

0 216 0 217

Lote 1 Lote 2

Rango concentraciones altas
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3.4. Conclusiones y análisis crítico del capítulo 3. Perspectivas de 

futuro. 
 

Los inmunosensores fototérmicos desarrollados en este capítulo presentan diversas 
posibilidades en el campo de la clínica. 

Por su parte, la metodología TermoLISA, se presenta como una mejora de los métodos clásicos 
ELISA colorimétricos o fluorescentes, empleados ampliamente en hospitales para el diagnóstico 
inmunológico con alta sensibilidad y especificidad. Estos, son métodos cuantitativos robustos, 
que permiten analizar un gran número de muestras a la vez y que se han incorporado 
exitosamente a sistemas automáticos de alto rendimiento. Con estas mismas motivaciones, el 
método TermoLISA se presenta como una novedosa opción de diagnóstico inmunológico a 
través de la implementación de la transducción térmica ultrasensible a los métodos clásicos, 
permitiendo, como se ha demostrado, disminuir los LD y LC.  

Sin embargo, las tecnologías térmicas no son métodos de lectura estándar en la clínica, por lo 
que la aplicación del método TermoLISA en hospitales requeriría de la construcción de sistemas 
automatizados de irradiación y medida de imagen térmica. El diseño de este tipo de sistemas 
seria sencillo y viable económicamente, compuesto por una fuente de excitación y un detector, 
con una estructura no tan diferente a los lectores de placas de fluorescencia automáticos. Este 
sistema podría utilizar como fuente de excitación un led diodo laser de 1064 nm acoplado a una 
fibra óptica (estos componentes pueden encontrarse en el mercado por precios que oscilan los 
200-1000 € en función de la potencia) y como detector, podría acoplarse o bien cualquier tipo 
de sensor de temperatura más económico como termopares y termorresistencias (precios 
inferiores a 50€) o bien sistemas de imagen térmica IR más robustos, como cámaras 
termográficas que aunque supondrían el encarecimiento del producto (precios que oscilan los 
800-2000€ en función de la precisión y calidad), mejorarían el proceso de detección. Además, 
en la actualidad, casas comerciales como FLIR, están desarrollando nuevos sistemas y accesorios 
más sencillos y accesibles, que permiten la medida de temperatura in situ incluso con un 
teléfono móvil (Figura 3.28) por precios de en torno a 200€, estos nuevos dispositivos 
permitirián incluso la miniaturización del equipo de medida. 

 

Figura 3.28: Cámara térmica FLIR ONE Gen 3, con una precisión de ±3 °C o ±5 y con un rango 
dinámico de -20 a 120°C. 

Por otro lado, la búsqueda de otras opciones para la estandarización de esta metodología, 
motivó el desarrollo de la metodología TermoTRFIA, mediante la transducción de la señal 
térmica a señal fluorescente. TermoTRFIA, facilita la trasferencia a la clínica de la tecnología 
térmica de detección desarrollada, de una forma más sencilla, utilizando la fluorescencia como 
método de detección estándar. Además, el desarrollo de esta metodología, ha evaluado el uso 
de incipientes e interesantes herramientas de reconocimiento biológico como son los 
nanobodies, permitiendo mejorar los límites de detección gracias a la transducción térmico-
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fluorescente combinada. Sin embargo, esta metodología necesita mejorar el método de lectura 
fluorescente e irradiación simultánea; como perspectivas futuras se plantea la posibilidad de 
fabricación de soportes automáticos de irradiación que puedan ser fácilmente acoplados a una 
placa multipocillos (Figura 3.29). Estos sistemas permitirián la irradiación automática del pocillo 
y la medida de la fluorescencia simultanea por cualquier lector de placas de fluorescencia, lo 
que posibilitaría la transferencia de esta metodología a cualquier laboratorio o centro clínico. 

 

Figura 3.29: Prototipo de soporte de irradiación automática acoplable a una placa multipocillos. 

Por otro lado, la aplicación del método TermoLISA a la detección de marcadores de cáncer 
gastrointestinal y la posterior aplicación de la tecnología TermoTRFIA a la detección de 
exosomas, muestra la facilidad de transferencia de esta tecnología térmica a la detección de 
diferentes analíticos. Resaltando además la versatilidad de la metodología, a través del marcaje 
de diferentes elementos de reconocimiento con AuNPrs como etiquetas térmicas. 

En cuanto a la tecnología TermoLFIA desarrollada, se trata de un formato de inmunoensayo 
completamente diferente a los dos métodos anteriores. TermoLISA y TermoTRFIA, son métodos 
robustos que permiten el análisis simultaneo de un gran número de muestras e incluso la fácil 
multidetección. Por otro lado, la metodología TermoLFIA pretende acercar esta tecnología 
térmica a la población. Se trata de un método POC, rápido y ultrasensible, que frente a otros 
LFIA presentes en el mercado, permite la detección sensible y cuantitativa mediante la 
amplificación del papel termosensible. TermoTRFIA, ha mostrado LD y LC similares e incluso en 
algunos casos mejores respecto al método clásico ELISA o al método TermoLISA. Sin embargo, 
la puesta a punto de esta metodología LFIA, es mucho más difícil y laboriosa, debido a la gran 
cantidad de factores a tener en cuenta en su optimización.  

Otro de los puntos pendientes en el desarrollo de esta metodología es su miniaturización. Para 

ello se pretende desarollar un dispositivo portátil que posea en su interior un láser colimado de 

baja potencia e incida en la línea test durante un tiempo determinado. Las tiras TermoLFIA se 

colocarian dentro de un casete con un diseño especial (Figura 3.30), así, la forma de uso y lectura 

de este test se plantea de la siguiente manera:  
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1) En la parte superior del casete se encuentra el pocillo de muestra, donde se añaden los 100 

μL de la misma. 

2) Una vez transcurridos 5 minutos, a través de la ventana superior podemos observar en la 

nitrocelulosa la línea de control y la línea de test en caso de muestra positiva. 

3) En caso de no ser visible esta línea de test, para amplificar esta señal, se lleva a cabo la 

irradiación de las tiras (15 minutos después de añadir la muestra) introduciendo el casete 

en el dispositivo.  

4) El láser incide por la ventana superior del casete exactamente en la línea de test, durante 

un tiempo determinado. 

5) El casete se extrae del dispositivo portátil 

6) Una ventana en la parte posterior del casete permitiría observar la señal en escala de grises 

generada en el papel termosensible tras la irradiación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.30: Diseño del casete TermoLFIA y modo de colocación en su interior de la tira de flujo lateral 

y papel termosensible. 

Este sistema ampliaría aun más las posibilidades de la metodología en aplicación a la clínica, 
debido a la facilidad en su uso, sin necesidad de personal cualificado, siendo capaz de registrar 
resultados de forma rápida y sencilla. 
 
Se han llevado a cabo algunas pruebas de concepto inciales, irradiando con un laser colimado de baja 
potencia (400 mW) los casetes TermoLFIA CA19.9. Los resultados que se muestran en la Figura 3.31 
dan muestra de las opciones prometedoras de este sistema. Se observó quemado de la nitrocelulosa 
en las concentraciones de 50 a 10 U/mL, así como señal en el papel termosensible. Para la 
concentración más baja evaluada, de 5 U/mL, no se observó quemado en la nitrocelulosa, pero si 
señal en el papel termosensible. Los resultados obtenidos pronostican sensibilidades similares a las 
obtenidas con el sistema laser experimental, con potencias muy inferiores, debido a la colimación 
del láser en el prototipo y a la cercanía entre el mismo y la línea test. 
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Figura 3.31: Tiras TermoLFIA para la detección de CA19.9 en el rango de 0 a 50 U/mL, evaluadas 

dentro de los casetes con un laser colimaod de baja potencia. 

Por otro lado, la evaluación de estas tiras TermoLFIA con muestras clínicas es el siguiente paso 
futuro. Para ello, como parte de una colaboración continua con el Dr. Roberto Pazo, se nos 
proporcionarán muestras de pacientes oncológicos del Hospital Univeristario Miguel Servet 
(Zaragoza). Se han recopilado 40 muestras de plasma (20 antes/20 después de un ciclo de 
tratamiento) de 20 pacientes con cáncer de páncreas metastásico, de los que disponemos de la 
base de datos actualizada con su evolución clínica. Desde el biobanco HUMS, se ha realizado un 
estudio de arrays de proteínas, con el fin de conocer la concentración de las proteínas CEA y 
CA19.9 antes y después del tratamiento. Así el objetivo inmediato consistirá en la evaluación de 
estas mismas muestras mediante la metodología TermoLFIA y su comparativa. 

Por último, otra de las perspectivas futuras que se plantea respecto a la metodología TermoLFIA, 
es la posibilidad de multidetección a través de la deposición de varias líneas de test en la misma 
tira, tantas como analitos se quieran detectar. Este formato de sería muy interesante para el 
estudio de las muestras reales citadas y de manera más general, para la aplicación de este test 
TermoLFIA a otros casos de diagnóstico clínico, donde la medida simultanea de varios analitos 
puede ayudar a la toma rápida de decisiones clínicas.  

De los tres sensores desarrollados, la metodología TermoLFIA es la que presenta más 
posibilidades reales de transferencia comercial, ya que además de tratarse de una novedosa 
técnica POC ultrasensible, su fácil miniaturización y los primeros resultados obtenidos usando el 
prototipo laser miniaturilaser colimado de baja potencia, aseguran resultados prometedores en 
la transferencia comercial. Como prueba de ello, en la actualidad esta metodología está siendo 
evaluada para su aplicación a la detección del coronavirus SARS CoV-2, gracias a la financiación 
recibida por Aena, a través de la Plataforma Tecnológica Interdisciplinar Salud Global del CSIC. 
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This Doctoral Thesis has led to open new horizons in the design of nanobiosensors. New 

transduction strategies and detection schemes have been developed in order to achieve novel 

and highly sensitive analytical devices, through the application of the optical properties of 

AuNMs in the development of photonic biosensors. 

Chapter 1 and 2 have explored the development of optical-based enzymatic nanobiosensors: 

- The fluorescence changes of AuNCs covalently linked to choline oxidase have been used for 

the development of an enzymatic nanobiosensor for the determination of 

neurotransmitter acetylcholine, through the coupling of the acetylcholine esterase 

enzymatic reaction. The detection mechanism has been studied observing two different 

effects on the fluorescence of AuNCs at 700 nm: the fluorescence resonance energy 

transfer (FRET) between AuNCs-FAD and the quenching effect of O2 (which is consumed 

during the enzymatic reaction). A mathematical model capable of adjusting to the 

fluorescence behaviour of AuNCs has been designed. The analytical parameters of the 

method have been obtained, showing its wide possibilities for the determination of Ch and 

ACh. 

 

- The quenching mechanism on the fluorescence of AuNCs has been studied, showing that 

its interaction with O2 follows the Stern-Volmer collisional model. In the view of these 

results, the coupling of AuNCs as oxygen probes in enzymatic reactions has been evaluated. 

The reaction of the enzyme diamine oxidase (DAO) with its substrate cadaverine has been 

studied in order to obtain a rapid and in situ determination of biogenic amines in food. 

Homemade cellulose supports with entrapped AuNCs-DAO has allowed to develop a rapid 

enzymatic method for the determination of cadaverine relating the increase in the 

fluorescence of the AuNCs-DAO test strip with the consumption of O2 in the enzymatic 

reaction. This methodology allows the quantification of this biogenic amine and shows 

potential for its application to other enzymatic reactions with consumption of O2.  

 

- The use of immobilized AuNCs-silica as high-temperature O2 probes has been also studied, 

observing the permanence of fluorescence up to 200 °C. The response to O2 at high 

temperatures has been evaluated in the temperature range from 30 to 100 °C, the sensor 

has a detection limit of 3% (V/V) of O2. This new type of sensor based on fluorescence AuNCs 

is as an interesting alternative for non-invasive monitoring of O2 in thermally aggressive 

environments or for the monitoring of enzymatic reactions that show their maximum 

activity at high temperatures. 

 
- The in-situ synthesis of enzyme-encapsulated gold nanoclusters has been carried out 

through a bottom up methodology consisting in the use of the amino acid residues of the 

enzymes as reductants of Au(III). The flavoenzyme L-phenylalanine oxidase (LAAO) has been 

chosen as model and the synthesis methodology has been optimized. The spectroscopic 

properties of the obtained nanostructures, have been studied. Finally, the possibilities of 

synthesized AuNMs in their application to the enzymatic detection of L-phenylalanine has 

been evaluated. The results obtained have shown faster reaction kinetics of the LAAO 

enzyme (FAD) with its substrate and the variation in the fluorescence of AuNCs. This 

variation in fluorescence was proportional to the oxygen concentration, which in turn 

correlates with the substrate concentration. However, the observed reaction times are still 

considered too long to establish this as a useful determination method. Nevertheless, it has 
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been probed that the in situ synthesis of AuNCs and the monitoring of their fluorescent 

properties is a suitable method for the determination of substrates without the use of 

indicator reactions, that can be applied to other enzymatic reactions, with more favourable 

reaction kinetics and allow their use in the development of analytical techniques.  

 

- An enzymatic-colorimetric method has been developed based on the reaction between L-

phenylalanine and the LAAO in presence of Au (III), which lead to the formation of gold 

nanoparticles that can be related to the concentration of L-Phe in the sample. The 

mechanism has been studied and the experimental synthesis conditions have been 

optimized. The calibration of the method for the detection of L-Phe has been carried out, 

observing a sigmoid response between the concentration of the substrate and the 

absorbance of the nanoparticles generated after the enzymatic reaction. The kinetics has 

been optimized and the sensitivity of the method improved through the coupling of the 

enzyme catalase to the reaction. The developed methodology shows analytical properties 

comparable with those obtained by HPLC or bacterial inhibition methods used as gold 

standard methodologies. Finally, an interference study has shown that this method as a 

good candidate for the determination of the target amino acid in blood serum samples. 

Chapter 3 have explored the development of photothermal plasmonic immuno-nanobiosensors 

for the detection of different cancer markers. High sensitivity diagnosis platforms have been 

developed based on gold nanoprism (AuNPrs) thermal detection: 

- First, the possibilities of the thermo-sensing technology for the detection of gastrointestinal 

cancer markers, has been evaluated through the design of a new thermal nano-

immunoassay (ThermoLISA), comparing its sensitivity with that of the classic colorimetric 

ELISA. The streptavidin-biotin strategy has been used to obtain a versatile bioconjugate 

AuNPrs@strep, that can be subsequently linked to any biotinylated detection antibody of 

interest. In the presence of the analyte to be detected, a "sandwich" of biomolecule-

nanoparticles is formed and the irradiation of the wells with a NIR laser source allows 

thermal transduction of the biological signal. The evaluation of these signals with an IR 

camera by extracting the emission-decay signal area provides an analytical correlation 

between local heat triggered and the concentration of the target analyte. The final 

ThermoLISA developed greatly increases the sensitivity, decreases the LOD and LOQ , and 

shows low RSD compared to the classic colorimetric ELISA. The method has been 

successfully applied in plasma samples without observing significant matrix interferences. 

 

- The combination of ThermoLISA and fluorescent detection (time resolved fluorescence 

immunoassays), has led to the development of a new ThermoTRFIA methodology, based 

on transferring the heat changes to a fluorescent output signal, for prostate-derived EVs 

detection. This methodology has used bacteriophages (M13) with single domain 

nanonodies as specific detection elements and Europium as fluorescent probe. The 

detection scheme promotes the exchange of thermal energy between AuNPrs and the 

Europium labels of the Anti-M13 antibody. Thus, it has been shown that the fluorescence 

of europium decreases due to the local heating triggered on the AuNPrs during IR laser 

irradiation and afterwards, an increase in the fluorescence intensity is observed due to the 

progressive cooling of the well. The analytical treatment of these signals allows the 

quantitative detection, significantly reducing the LOD of fluorescent methods developed in 

recent years. Furthermore, these results show the possibility of transferring thermal sensor 
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technology to the detection of more complex analytes, improving the analytical properties 

of the method. 

 

- Finally, an innovative and sensitive thermal lateral flow immunoassay ThermoLFIA, has 

been developed for the detection of gastrointestinal cancer markers, using the AuNPrs 

bioconjugate optimized for the ThermoELISA biosensing scheme. For the manufacturing of 

the LFIA test, the analytical optimization of various important factors has been carried out. 

If the analyte is present in the sample, the irradiation of the test line area by a NIR laser 

source causes the AuNPrs retained on the test line to release large amounts of heat. This 

allows the quantification of the analyte through the gray-scale signal imprinted in a 

thermosensitive paper coupled to the nitrocellulose strip. These signals have been 

evaluated by means of the study of their RGB coordinates with a mobile phone camera and 

a RGB app. This simple and fast methodology allows the quantification of the studied 

markers within the range of clinical interest, showing in some cases LOD and LOQ better 

than those presented by the colorimetric ELISA or even the also developed TermoLISA 

detection methodology. TermoLFIA strips have been optimized for their application to 

plasma samples, thus avoiding the problems derived from plasma viscosity. The results 

obtained have confirmed the great potential of this POC methodology in cancer diagnosis. 
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Thesis summary 

Photonic applications of gold nanomaterials in the development 

of enzymatic and immunological biosensors 
 

Biosensors are defined as integrated receptor–transducer devices that use specific biochemical 

reactions mediated by biorecognition reagents such as isolated enzymes, DNA aptamers, 

immunosystems, tissues, organelles or whole cells to detect chemical compounds providing 

selective quantitative or semi-quantitative analytical information usually by electrical, thermal 

or optical signals1,2 . Biosensors are becoming essential in the fields of health care diagnostics 

for chemical and biological analysis3. During the last two decades, attention has been focused 

on the use of biosensors for specific analysis by selectively binding the target compounds. In this 

context, the use of the optical properties of nanomaterials has opened new and promising lines 

of research for the development of transducer systems that can be the basis of ultrasensitive 

optical nanobiosensors4. Their dimensions ranging in the nanometric scale, display unique 

structural, chemical, optical and mechanical features due to effects such as the quantum size 

effect, their large surface to mass ratio and their ability to interact with bio-molecules such as 

proteins, nucleic acids, lipids and even biological metabolites5. Nanoparticles (NPs) properties 

find importance in biomedical applications, more particularly for multimodal disease 

diagnostics, imaging and sensing6.  

Nanomaterials are generally incorporated as labelling agents of the biological recognition 

elements used, but they can act also as solid support of the bioreceptor besides as an indicator7. 

In this way, optical nanobiosensors use metallic nanoparticles bound to detection biomolecules 

to promote biorecognition interactions on their surface. The binding of target analytes induced 

the change in the optical properties of these nanomaterials that could be transduced into a 

clearly detectable optical signal through the amplification of the biological signal. 

Metallic NPs, in particular gold nanomaterials (AuNMs), excited with light of proper 

wavelengths (usually UV-visible or vis-NIR), produce strong absorption bands and high scattering 

of radiation. These bands are due to the coupling of the conduction electrons, located on the 

surface of the nanomaterial, with radiation phenomenon known as localized surface plasmon 

resonance (LSPR). AuNMs has also been used as highly efficient long-range fluorescence 

 
1 Iupac. Glossary for Chemist for Terms Used in Biotechnology. Compend. Chem. Terminol. (The Golden 
Book) 1997, 64 (1), 143–168.  
2 Thévenot, D. R.; Toth, K.; Durst, R. A.; Wilson, G. S. Electrochemical Biosensors: Recommended 
Definitions and Classification. Biosens. Bioelectron. 2001, 16 (1–2), 121–131.  
3 Altintas, Z. Biosensors and Nanotechnology: Applications in Health Care Diagnostics.; John Wiley & Sons, 
2017. 
4 Jianrong, C.; Yuqing, M.; Nongyue, H.; Xiaohua, W.; Sijiao, L. Nanotechnology and Biosensors. Biotechnol. 
Adv. 2004, 22 (7), 505–518.  
5 Saptarshi, S. R.; Duschl, A.; Lopata, A. L. Interaction of Nanoparticles with Proteins: Relation to Bio-
Reactivity of the Nanoparticle. J. Nanobiotechnology 2013, 11 (1), 1–12.  
6 Ramesh Raliya, Tandeep Singh Chadha, Kelsey Hadad, and P. B. Perspective on Nanoparticle Technology 
for Biomedical Use. Curr Pharm Des. 2016, 22 (17), 2481–2490.  
7 Willner, I.; Willner, B. Biomolecule-Based Nanomaterials and Nanostructures. Nano Lett. 2010, 10 (10), 
3805–3815.  
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acceptors in energy transfer processes (FRET)8 or in fluorescence quenching9,10 for biological and 

medical applications due to its higher quenching efficiency in a wide spectral range. The key 

point of all these types of optical process is the distance between the nanoparticle and the 

recognition biomolecule, as well as its interaction with the analyte or events associated to this 

binding that could affect this key distance. 

Additionally, in the field of optical nanobiosensors, the capacity of nanomaterials of also be able 

to act as solid supports, facilitates not only miniaturization (point of care biosensors), but also 

operational stability and even their ease of handling. However, the incorporation of the AuNMs 

as labels to the recognition biomolecules has the most impact in diagnosis systems due to its 

ability to provide novel indicator schemes11. They represent an improvement in sensitivity, 

stability and biocompatibility with respect to conventional colorimetric and fluorimetric 

labelling systems. In consequence, AuNMs can lead to the development of optical biosensors 

not only for ex situ but also for in situ monitoring of parameters of biomedical and 

biotechnological interest. 

The design of AuNMs as labels requires considering important aspects as:  

1) The election of nanomaterials with suitable optical properties to be used as indicators and 

to solve specific problems for each application (biological interferences, lack of sensitivity, 

non-selectivity, long-term stability…) 

2) Selection of an appropriate (bio)chemical receptor as a basis for specific biological 

recognition. 

3) Nanomaterial-receptor binding strategies: the nanomaterial must be linked to the 

receptor in an oriented and stable way, guaranteeing the synergy between its optical 

properties with the specificity of the receptor  

4) Physical basis of transduction: knowledge of the optical analytical signal and its 

relationship with the biological interaction and the concentration of the analyte to be 

determined. 

 

The aim of this PhD Thesis is the application of the optical properties of AuNMs in the 

development of photonic biosensors for the determination of biomedical interest biomarkers. 

During this work, it has been synthetized and characterized various AuNMs and implemented in 

specific enzymatic reaction or immunoassays with improved sensitivity and point-of-care 

adaptability with respect to traditional biosensing schemes. The selectivity of these systems 

focuses on the selection of the appropriate biological receptors for each target analyte and the 

study of oriented binding strategies of AuMNs to them, considering optimal conditions to ensure 

the most effective transduction between the biological recognition and the photonic 

mechanisms involved in each case. 

 
8 Shi, J.; Tian, F.; Lyu, J.; Yang, M. Nanoparticle Based Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) for 
Biosensing Applications. J. Mater. Chem. B 2015, 3 (35), 6989–7005.  
9 Halawa, M. I.; Gao, W.; Saqib, M.; Kitte, S. A.; Wu, F.; Xu, G. Sensitive Detection of Alkaline Phosphatase 
by Switching on Gold Nanoclusters Fluorescence Quenched by Pyridoxal Phosphate. Biosens. Bioelectron. 
2017, 95 (March), 8–14.  
10 Liu, J.; Guan, Z.; Lv, Z.; Jiang, X.; Yang, S.; Chen, A. Improving Sensitivity of Gold Nanoparticle Based 
Fluorescence Quenching and Colorimetric Aptasensor by Using Water Resuspended Gold Nanoparticle. 
Biosens. Bioelectron. 2014, 52, 265–270.  
11 Holzinger, M.; Goff, A. Le; Cosnier, S. Nanomaterials for Biosensing Applications: A Review. Front. Chem. 
2014, 2 (AUG), 1–10.  



Thesis summary 

341 
 

The optimization and the evaluation of the analytical response of the developed 

nanobiosensors, has allowed the quantitative determination of analytes of importance for 

cancer detection (gastrointestinal and prostate cancer markers), control food quality (biogenic 

amines) and for other biomedical applications such as the determination of neurotransmitters 

(acetylcholine) and amino acids (L-phenylalanine), related to specific diseases. Chapter 1 and 2 

are related to the different approaches explored for the development of optical based enzymatic 

nanobiosensors, and Chapter 3 is focused on the development of nanoimunosensors. In all 

cases, new biosensing schemes were developed having good analytical features such as high 

sensitivity and fast response. Indeed, several of them have sufficient potential to initiate a 

feasibility study of a possible further maturation of their Technology Readiness Level (TRL). In 

particular, the use of thermal labels for the development of a Thermal Nano-linked immune 

Sorbent Assay (ThermoLISA) and a Thermal Lateral Flow immunoassay (ThermoLFIA) has been 

done in collaboration with Nanoimmunotech SL. 

 

Chapter 1: Enzymatic nano(bio)sensors based on the fluorescence of gold 

nanoclusters. 
 
The main objective of this Chapter is to study the possibilities of the use of gold nanoclusters 

(AuNCs) with Vis-NIR fluorescence12 in the development of nanobiosensors for the analytical 

determination of small molecules of biomedical interest13. The basis of these systems focuses 

on monitoring the variation of the fluorescent properties of AuNCs due to their interaction with 

molecules involved in the mechanism of reaction of redox enzymes used as biological 

recognition elements in the biosensing schemes proposed14.  

The use of AuNCs seeks to take the advantage of these nanomaterials compared to the use of 

conventional fluorophores which can present problems such as chemical degradation, the 

existence of spectral interferences in biological samples (minimized when the signal to be 

detected is shifted from the Vis to the Vis-NIR region of light spectra) and in many cases low 

biocompatibility. 

 
Section 1A. Enzymatic nanobiosensor based on the fluorescence of gold nanocluster for the 

determination of acetylcholine:  

The most commonly used method for the optical determination of the neurotransmitter 
acetylcholine (ACh) is based on coupling the enzymatic reaction of acetylcholinesterase (ACE) 
with that of choline oxidase (ChOx) and an indicating auxiliary reaction (peroxidase plus an 
appropriate dye), where the determination of acetylcholine is carried out as a function of the 
concentration of choline (Ch) formed15.  

 
12 Yu, P.; Wen, X.; Toh, Y. R.; Ma, X.; Tang, J. Fluorescent Metallic Nanoclusters: Electron Dynamics, 
Structure, and Applications. Part. Part. Syst. Charact. 2015, 32 (2), 142–163.  
13 Lin, C. A. J.; Lee, C. H.; Hsieh, J. T.; Wang, H. H.; Li, J. K.; Shen, J. L.; Chan, W. H.; Yeh, H. I.; Chang, W. H. 
Synthesis of Fluorescent Metallic Nanoclusters toward Biomedical Application: Recent Progress and 
Present Challenges. J. Med. Biol. Eng. 2009, 29 (6), 276–283. 
14 Aldeek, F.; Muhammed, M. A. H.; Palui, G.; Zhan, N.; Mattoussi, H. Growth of Highly Fluorescent 
Polyethylene Glycol- and Zwitterion- Functionalized Gold Nanoclusters. ACS Nano 2013, 7 (3), 2509–
2521.  
15 Galbán, J.; Sanz-Vicente, I.; Navarro, J.; De Marcos, S. The Intrinsic Fluorescence of FAD and Its 
Application in Analytical Chemistry: A Review. Methods Appl. Fluoresc. 2016, 4 (4).  
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The objective of this section is the development of a method for the indirect determination of 
the neurotransmitter ACh based on the measurement of the fluorescent signal of AuNCs. The 
nanobiosensor design seeks to promote FRET between AuNCs and the flavin adenine 
dinucleotide (FAD) cofactor of the enzyme ChOx, in order to shift the Ch detection to the Vis-
NIR zone, thus avoiding both the issues related with using colorimetric labels in the Vis region 
of the spectra and the need of coupling a colorimetric auxiliary indicator reaction. To do this, 
the synthetized AuNCs have been biofunctionalized using carbodiimide chemistry to obtain 
oriented-covalent binding of AuNCs in the proximities of the active site of the enzyme, where 
the FAD cofactor is located. (Figure 1A)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: A) Enzymatic reaction and scheme of the enzymatic nanobiosensor B) Variation of 

fluorescence during the reaction of the AuNCs-ChOx bioconjugate with acetylcholine 2,5 · 10-5 

M with λext= 405 nm. 

The bioconjugates obtained have been characterized by molecular fluorescence and agarose gel 
electrophoresis, concluding that, 1 molecule of ChOx per 2 AuNCs is the optimal ratio for the 
biofunctionalization. In these conditions, the Vis-NIR fluorescence of AuNCs-ChOx varies during 
the enzymatic reaction proportionally to the ACh concentration.  
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The origin of this analytical signal has been studied (Figure 1B) and it has been concluded that 
the variation of the AuNCs-ChOx fluorescence is due to two differentiated effects: the 
fluorescence energy transfer between AuNCs and FAD (ChOx) and the O2 quenching effect on 
the fluorescence of AuNCs. This methodology allows the determination of acetylcholine in a 
concentration range from 1.0·10-6 to 7.5·10-5 M and a DER=4%. This new approach can 
potentially be applied to the determination of other substrates which oxidation is catalyzed by 
a flavo-enzyme, in order to both increase their FAD fluorescence properties and move the 
fluorescence measurement to the vis-NIR region. The biosensor is reversible and avoids the 
problems due to the use of conventional fluorophores. 
 
 
Section 1B. Gold nanoclusters as fluorescent probes for the detection of oxygen in enzymatic 

reactions: 

As O2 consumption during the enzymatic reaction produced an increase in the intensity of the 

fluorescence of AuNCs (see section A), the O2 quenching effect was further studied, 

demonstrating that AuNCs can act in solution as fluorescent probes for oxygen O2 through 

collisional Stern-Volmer model. Two types of AuNCs were evaluated; to do that, their lifetimes 

in aqueous solution, and their quenching constants (Ksv) and efficiencies (γ) were obtained.  

Once the deactivation mechanism was studied, the main objective of this section was the 

evaluation of the possibilities of AuNCs as oxygen probes for monitoring enzymatic reactions 

that involve oxygen consumption. To do this, the reaction of the diamino oxidase enzyme (DAO) 

with its substrate cadaverine was studied (Figure 2A), in order to obtain an in situ determination 

of biogenic amines (BA) in food. Rapid and economical methods for the control of BA (mainly, 

histamine, tyramine, cadaverine and putrescine) are required by food industries and public 

health agencies  Their levels are indicators of food quality and freshness; in addition, at certain 

levels, their presence is related to intoxication and intolerance.16  

The O2 consumption in the DAO-cadaverine enzymatic reaction produces the increase in the 

AuNCs fluorescence which can be related to the concentration of AB. For the development of a 

rapid and point of care method, AuNCs and DAO were deposited into a cellulose support (Figure 

2B). Then, the reaction was studied on this solid support with a portable fibre optic device 

equipped with a 450 nm LED as the excitation source and measuring the emission at 670 nm. 

The increase on the fluorescence (∆F) of the AuNCs-DAO test strip, can be related to the 

concentration of BA (Figure 2C). The method allows the determination of cadaverine with a limit 

of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 2,17·10-5 M and 7,25·10-5 M respectively. 

 
16 Ordóñez, J. L.; Troncoso, A. M.; García-Parrilla, M. D. C.; Callejón, R. M. Recent Trends in the 
Determination of Biogenic Amines in Fermented Beverages – A Review. Anal. Chim. Acta 2016, 939, 10–
25.  
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Figure 2: A) Scheme of the enzymatic reaction of DAO and BA. B) AuNCs and DAO immobilised 

into a cellulose support C) Variation on the fluorescence of AuNCs strip with the cadaverine 

addition. 

In addition, the use of AuNCs as gas phase oxygen sensors was also evaluated. AuNCs were 

deposited on a silica support and tested for response to O2 in gas phase using a miniaturized 

sensor (Figure 3A). These studies verified its functionality in the range of 0-100% O2 (V/V) 

ensuring the reversibility of the O2 deactivation process on the fluorescence of AuNCs deposited 

on solid supports, making it possible to use this sensor for at least 6 months with robust and 

reproducible response. 

Some enzymes show their maximum activity at high temperatures17,18, furthermore, the 
measurement of O2 at high temperatures is also important in different industrial applications 
(automotive industry, power generation, food processing or chemical and biochemical reactors). 
However, commercial sensors based on organic fluorophores have limitations in O2 detection at 
high temperatures (low stability that produces structural changes and therefore the 
modification of their optical properties). Due to their metallic nature, AuNCs are interesting 
candidates in this application, therefore the effect of the temperature on the fluorescence of 
AuNCs was studied in the range from 30 to 210°C, showing that the fluorescence intensity 
slightly decreases with the temperature in a first heating cycle but remains constant in further 
cycles. Then, the response of AuNCs fluorescence to O2 was evaluated (Figure 3B), 
demonstrating that the sensor has a Ksv that slightly drops with increasing temperature (Figure 
3C).  Measuring in gas phase at 100 °C, the sensor has a detection limit of 3% (V/V) O2 at a signal-
to-noise ratio of 3. These results have demonstrated for the first time the collisional deactivation 
mechanism to explain the effect of O2 on gold nanocluster fluorescence. Also checking the 
possibility of its use in harsh reaction conditions that are needed by some enzymatic reactions. 
 

 
17 Turner, N. A.; Vulfson, E. N. At What Temperature Can Enzymes Maintain Their Catalytic Activity? 
Enzyme Microb. Technol. 2000, 27 (1–2), 108–113.  
18 Daniel, R. M.; Danson, M. J. Temperature and the Catalytic Activity of Enzymes: A Fresh 
Understanding. FEBS Lett. 2013, 587 (17), 2738–2743.  
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Figure 3: A) Miniaturized optical sensor modified with AuNCs immobilized on silica support. 
B) Scheme of the fluorescence response of AuNCs to the presence of O2 at high temperatures. 
C) Effect of temperature on the Stern-Volmer constant for AuNCs immobilized on a silica 
support.  
 

Chapter 2: Enzymatic in situ synthesis of gold nanoparticles and their application 

on the development of nanobiosensors 
 

The molecular recognition ability of biofunctionalized gold nanoparticles (AuNPs) as well as their 

optical properties constitute, in most of the cases, the basis for biological detection. One of the 

most common options for the development of nanobiosensors is the prior synthesis of 

nanoparticles and their subsequent functionalization with the recognition biomolecules of 

interest (strategy used in Chapter 1: section A of this doctoral thesis). However, in many cases, 

the design of AuNPs through directed and in situ specific synthesis using the biological 

recognition ligands as reducing and capping agents constitutes a very interesting strategy to 

achieve the synthesis and biofunctionalization of the AuNPs in a single step. Thus, monitoring 

the optical properties of the AuNPs synthetized during the interaction with the biological 

recognition compound, allows the development of very interesting new mixed synthetic-sensory 

techniques, in which the optical signal of the in situ generated biofunctionalized nanoparticles 

is proportional to the concentration of the target compound.  

In this chapter, two methods for in situ synthesis of AuNPs or AuNCs are proposed, exploring 

two different synthetic-sensory concepts; the in-situ synthesis of gold nanomaterials from the 

reducing residues of the enzyme; or the formation of gold nanoparticles, from the redox 
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properties of the enzyme and its interaction with the substrate, as an indicator of enzymatic 

reactions. 

The flavoenzyme L-amino acid oxidase (LAAO) was selected as a model, an oxidoreductase that 

catalyses the oxidative deamination of L-amino acids to keto acids releasing ammonia and 

hydrogen peroxide. The reduction of its FAD cofactor is mediated by the substrate consumption 

and subsequently an oxidative reaction completes the catalytic cycle by reoxidizing the FAD with 

molecular oxygen19
. 

The final goal of both sections is the evaluation of the optical properties of the synthetized 

AuNPs or AuNCs and their application for the quantitative determination of L-phenylalanine (L-

Phe) in physiological fluids, which is critical for the diagnosis and treatment of disorders of its 

catabolism, such as phenylketonuria (PKU).20 

 
Section 2A. In situ synthesis of gold nanomaterials from the reducing residues of the enzyme 

L-amino acid oxidase. 

The objective of this section is the synthesis of nanomaterials using an enzyme of biological 

interest as reducing and stabilizing molecules. These new nano-bio hybrids propose interesting 

strategies and aspects to explore; the possibility of tuning the optical properties of the 

synthetized AuNMs as a function of the protein used as reductant and ligand; and the use of its 

intrinsic optical properties for enzymatic determination.  

This methodology consists in the use of amino acid residues of the enzymes to carry out the 

chemical reduction of Au(III): 1) The reducing residues tyrosine (tyr) and tryptophan (trp) reduce 

the Au ions; 2) the positively charged amino acids arginine (arg), lysine (lys) and histidine (his) 

are responsible for the coordination of the AuCl- ions and determine the amount of Au 

incorporated in the enzyme; 3) and additionally cysteines (cys) stabilize the formation of AuNCs 

due to the well-kwon and very stable thiol-gold interaction21. 

For the in situ synthesis of enzyme-encapsulated gold nanoclusters, the structure of the LAAO 

enzyme22 has been studied; as a conclusion, the possibilities for the nanoparticle synthesis 

mediated by its protein residues have been checked (Figure 4A). Through the optimization of 

the factors involved in the synthesis, two types of nanostructures have been obtained. The 

characterization of their structural and optical properties has shown the formation of one AuNCs 

(8.3 ± 2.7 nm) population with Vis-NIR fluorescence and another population of larger 

nanoparticles (AuNPs, 27.1 ± 6.9 nm) grouped and surrounded by organic matter, showing 

fluorescence at 420 nm and surface plasmon at 530 nm. (Figure 4B). The results obtained in the 

characterization have led to the proposal of a hypothesis that could explain the synthesis 

 
19 Castellano, F.; Molinier-Frenkel, V. An Overview of L-Amino Acid Oxidase Functions from Bacteria to 
Mammals: Focus on the Immunoregulatory Phenylalanine Oxidase IL4I1. Molecules 2017, 22 (12), 1–11.  
20 (1)  Blau, N.; Van Spronsen, F. J.; Levy, H. L. Phenylketonuria. Lancet 2010, 376 (9750), 1417–1427. 
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(10)60961-0. 
21 Xu, Y.; Sherwood, J.; Qin, Y.; Crowley, D.; Bonizzoni, M.; Bao, Y. The Role of Protein Characteristics in 
the Formation and Fluorescence of Au Nanoclusters. Nanoscale 2014, 6 (3), 1515–1524.  
22 Moustafa, I. M.; Foster, S.; Lyubimov, A. Y.; Vrielink, A. Crystal Structure of LAAO from Calloselasma 
Rhodostoma with an L-Phenylalanine Substrate: Insights into Structure and Mechanism. J. Mol. Biol. 2006, 
364 (5), 991–1002. 
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mechanism of these type of nanoparticles. The possibilities of synthesized nanoparticles have 

been studied in their application to the enzymatic detection of L-phenylalanine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: A) LAAO structure and availability of its amino acid residues; B) LAAO encapsulated 

AuNPs/AuNCs appearance and the size distribution of both nanomaterials extracted from the 

image obtained by transmission electron microscopy (TEM) 

The results have shown a faster reaction kinetics of the LAAO enzyme with its substrate, 

however, the observed changes of FAD fluorescence during the reaction are insufficient for the 

development of an analytical method. Regarding the analytical application of the optical 

properties of the synthesized nanomaterials, although the variation of AuNCs fluorescence is 

proportional to the oxygen concentration, the reaction times are considered too long to 

establish a useful analytical method. 

In view of these results, the following section 2B, explores the possibility of in situ synthesis of 

nanoparticles during the enzymatic reaction. This synthesis involves, in addition to the amino 

acid residues of the enzyme, the oxidation-reduction cycle of the enzyme during the reaction 

with the substrate. 

 
Section 2B. Formation of gold nanoparticles as an indicator of enzymatic methods: 

colorimetric determination of L-phenylalanine 

In this section, an enzymatic-colorimetric method has been developed based on the reaction 

between L-Phe and the L-aminoacid oxidase (LAAO) in the presence of Au (III), which have led 

to the formation of gold nanoparticles. Thus, the colour or intensity of the LSPR band of the 

generated nanoparticles (550 nm) can be related to the concentration of L-Phe in the sample. 

(Figure 5A)  
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Figure 5: A) Scheme of the reaction of the LAAO with its analyte L-phe in the presence of Au (III) 

and appearance of the AuNPs formed for different [Phe] B) Molecular absorption spectra of the 

LSPR band obtained after 3 hours of reaction for different concentrations of L-phe 

(corresponding to the cuvettes shown in figure A). 

For this, the mechanism of the LAAO-L-phenylalanine enzyme reaction in the presence of Au (III) 

has been studied, through the evaluation and optimization of experimental conditions such as 

the order of addition of reagents, the amount of LAAO enzyme, the concentration of Au (III), the 

nature of the buffer and its pH, and the LAAO-Phe enzymatic reaction-time before the addition 

of gold. These studies have reinforced the hypothesis that the active center of the enzyme may 

be responsible for the formation of AuNPs. If so, after the LAAO-L-phenylalanine enzymatic 

reaction, the catalytic center of the reduced enzyme would be regenerated by the Au (III), which 

would be reduced to Au0, producing the reoxidation of the active center of the enzyme. Thanks 

to the protein present, the Au0 form is stabilized as AuNPs.  

The calibration of the method for the detection of L-phenylalanine has been carried out, 

observing a sigmoid response in the relationship between the concentration of the substrate 

and LSPR of the nanoparticles generated after the enzymatic reaction (Figure 5B). The 

linearization of the method has allowed obtaining its analytical properties with LOD of 10 µM 

and LOQ of 17 µM of L-phenylalanine. In addition, an interference study has shown that this 

methodology can be applied to the determination of Phe in presence of other common amino 

acids present in human serum samples. Highly competitive results were obtained for the further 

development of a rapid method based on colorimetry compared to those currently used as gold 

standards that are more complex (chromatographic ones) or slower (bacterial inhibition 

methods). 

 

Chapter 3: Gold nanoprisms as transducers for the development of photothermal 

plasmonic immuno-nanobiosensors 
 
Gold nanoprisms (AuNPrs) are anisotropic nanoparticles that exhibit localized surface plasmon 

resonance (LSRP) in the near infrared region (NIR).23 This optical property allows low 

 
23 Alfranca, G.; Artiga, Á.; Stepien, G.; Moros, M.; Mitchell, S. G.; De La Fuente, J. M. Gold Nanoprism-
Nanorod Face off: Comparing the Heating Efficiency, Cellular Internalization and Thermoablation 
Capacity. Nanomedicine 2016, 11 (22), 2903–2916.  
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concentrations of AuNPRs to convert light energy into quantifiable heat (photothermal effect)24 

and makes their application interesting in the development of biological assays. AuNPrs linked 

to a biological receptor can act as physical-chemical transducers, interpreting the biological 

recognition with the analyte as a quantifiable thermal signal. 

The main goal of this section is to evaluate the possibilities of the AuNPrs thermo-sensing 

technology in the development of different format of immune-nanobiosensor and its application 

to the detection of various types of cancer markers; 1) for the detection of gastric cancer 

(Section A and C), through the quantification of related tumour markers in plasma samples25 

such as carbohydrate antigen 19.9 (CA 19.9), vascular endothelial growth factor (VEGF) and 

carcinoembryonic antigen (CEA); 2) for the detection of exosomal markers on prostate-derived 

extracellular vesicle (EVs).26 

The main challenge in the diagnosis of both types of cancer is focused on the specific and early 

detection of the mentioned biomarkers, through the development of new methods that allow 

their ultrasensitive detection up to limits that classical methods cannot reach. In this case, a 

large number of antibodies could be found commercially, specific for these tumour markers. 

This added to their high specificity and affinity constants for the analytes against which they are 

developed, is why they were chosen as recognition molecules for the development of these 

other optical biosensor formats. 

Thus, the objective is the use of gold nanoprisms as thermal nanotransducers in the biological 

recognition of carcinogenic markers. The technology to be developed uses specific detection 

antibodies (Abdet) coupled to AuNPrs, which in the presence of the antigen to be detected 

(previously captured by capture antibodies (Abcap)), will form an AuNPrs-Abdet-antigen-Abcap 

"sandwich". The irradiation of this set by a NIR laser source, generates the release of amounts 

of heat proportional to the analyte concentration.  

The development of this chapter implied the optimization, synthesis and characterization of 

different types of AuNPrs. Its functionalization with antibodies led to investigate new 

functionalization strategies, giving rise to totally different schemes from those used in Chapters 

1 and 2 of this thesis. 

Bearing this in mind, thermal detection has been combined with immunoassay applied to the 

detection of the mentioned biomarkers; two different conceptual alternatives have led to the 

development of three different immunoassays formats (Section A, B and C):  

1) A new methodology similar to the classic colorimetric Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay (ELISA) but with a different detection system, using the AuNPrs as thermal labels and 

applied to two different types of samples; Section 3A uses ThermoLISA  to the detection of 

gastrointestinal cancer markers; Section 3B uses the combination of ThermoLISA and 

fluorescent detection (time resolved fluorescence immunoassays, TRFIA), based on 

transferring the heat changes to the fluorescent signal (ThermoTRFIA). In this case, for the 

 
24 Pelaz, B.; Grazu, V.; Ibarra, A.; Magen, C.; Del Pino, P.; De La Fuente, J. M. Tailoring the Synthesis and 
Heating Ability of Gold Nanoprisms for Bioapplications. Langmuir 2012, 28 (24), 8965–8970.  
25 Baniak, N.; Senger, J. L.; Ahmed, S.; Kanthan, S. C.; Kanthan, R. Gastric Biomarkers: A Global Review. 
World J. Surg. Oncol. 2016, 14 (1), 1–14.  
26 Hartjes, T. A.; Mytnyk, S.; Jenster, G. W.; van Steijn, V.; van Royen, M. E. Extracellular Vesicle 
Quantification and Characterization: Common Methods and Emerging Approaches. Bioengineering 2019, 
6 (1).  
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detection of prostate-derived extracellular vesicle (exosomes) as diagnostic markers of this 

type of cancer. 

2) An innovative and sensitive thermal transduction biosensor based on a lateral flow 

immunoassay (LFIA) for the rapid detection and quantification of ultra-low protein 

concentrations in this case gastrointestinal cancer markers. (Section 3C) 

 

Section 3A. Thermal nano-immunoassay (ThermoLISA) for the detection of gastrointestinal 

cancer markers 

Colorimetric or fluorescent ELISAs are well established in the clinic, but in many cases their 

sensitivity is limited. To achieve greater sensitivity, complex systems such as immunoPCR (100 

to 10,000 times more compared with routine ELISA)27,28 are generally necessary, which involve 

more steps, cost and complexity in the detection process. Simpler as well as robust methods are 

needed to improve the sensitivity of classical methods. This fact has motivated the objective of 

this section:  the evaluation of the possibilities of the thermo-sensing technology in the 

development of a new thermal nano-immunoassay for the detection of gastrointestinal cancer 

markers, comparing its sensitivity with that of the classic colorimetric ELISA. 

For this goal, the binding of the different Abdet with AuNPrs has been optimized by means of an 

oriented functionalization strategy using streptavidin as the linker between the AuNPrs and 

different biotynilated Abdet (biotin@Abdet). This strategy provides a versatile bioconjugate that 

can be subsequently linked to any biotinylated antibody which allows extending the 

methodology in a simple way to other cancer biomarkers. In the presence of the analyte to be 

detected, a "sandwich" of biomolecule-nanoparticles is formed and the irradiation of the wells 

with a NIR laser source allows thermal transduction of the biological signal. (Figure 6A). Finally, 

with an IR camera the thermal image is obtained, from which it can be extracted temperature 

variation versus time records (Figure 6B), for each cancer marker concentration. The evaluation 

of these signals by extracting the emission-decay signal area, provides the analytical correlation 

between local heat triggered and concentration of the target analyte. 

 

Figure 6: A) Scheme of the ThermoLISA assay B) Thermal signal for each CEA concentration 

(ng/mL) 

 
27 Sano, T.; Smith, C. L.; Cantor, C. R. Immuno-PCR: Very Sensitive Antigen Detection by Means of 
Specific Antibody-DNA Conjugates. Science (80- ). 1992, 258 (5079), 120–122.  
28 Pourhassan-Moghaddam, M.; Rahmati-Yamchi, M.; Akbarzadeh, A.; Daraee, H.; Nejati-Koshki, K.; 
Hanifehpour, Y.; Joo, S. W. Protein Detection through Different Platforms of Immuno-Loop-Mediated 
Isothermal Amplification. Nanoscale Res. Lett. 2013, 8 (1), 1–11. 
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The final ThermoLISA developed greatly increases the sensitivity and decreases the LOD and LOQ 

with a low RSD compared to the classic colorimetric ELISA for the determination of the different 

gastric tumour markers; CEA (LOQ 3.01 ng/mL and LOD 0.91 ng/mL); VEGF (LOQ 1.88 and LOD 

0.56 ng/mL); and CA19.9 (LOQ 0.60 U/ml and LOD 0.1 U/mL). The method has been successfully 

applied in plasma samples without matrix interferences. These results highlight the transduction 

capacity of these nanomaterials in biological assays, as well as their possibilities in the 

development of others kind of biosensors. 

The methodology developed has a similar scheme to the classic ELISA but changing the label to 

an AuNPr instead of an enzyme or fluorophore, being able to achieve detection levels similar to 

immunoPCR but with simpler detection process. 

 
Section 3B. Time-resolved fluorescence thermal nano-immunoassay (TermoTRFIA) for the 

detection of exosomes 

ThermoLISA methodology requires thermal sensors (infrared camera or thermo-resistances) to 

quantify the signal, which makes its practical application in medical centres more complex. For 

this reason, the combination of the thermal properties of AuNPrs as labels, with fluorescent 

detection has been tested to be able to transfer heat changes to a fluorescent output signal. 

This could facilitate the translation of this new scheme of detection into the clinic, in addition to 

introducing a possible signal amplification step and thus the improvement of the LOD reached 

previously.  

For this goal the work in this section was developed in Rotterdam (The Netherlands) in 

collaboration with Dr. Jenster, taking advantage of its experience in the development of ELISA 

and fluorescence over time immunoassays (TR-FIA). In addition, we have selected extracellular 

vesicles (EV) as model analyte to test the feasibility of this new ThermoLISA configuration, due 

to the large experience of Dr. Jenster in the field of prostate cancer and immuno- based 

detection of extracellular vesicles (EVs) in urine as a marker of this tumour.  

The TRFIA methodology previously developed by the host group, uses bacteriophages with 

single domain nanonodies (Nb-phages) as specific detection elements of EVs and a secondary 

antibody, anti-M13 labeled with Europium, a fluorescent probe with a long decay time, which 

allows to measure its fluorescence resolved over time (TRF) and relate this to the phage 

concentration and therefore with that of EVs.  

The proposed Thermo-TRFIA scheme aims to combine fluorescent and thermal detection based 

on the fact that Europium fluorescence intensity decreases with the increase of temperature. 

Thus to promote the exchange of thermal energy between AuNPrs and the Europium labels of 

the Anti-M13, they were brought close by conjugating the AuNPrs to the Nb-phage used for the 

specific detection of exosomes expressing CD9 as biomarker (Nb-phage H6). (Figure 7A) 

Once the initial fluorescence has been measured, the wells are irradiated with a portable low 

power 980 nm infrared diode laser (200 mW) for 3 minutes, causing the excitation of the AuNPrs 

and the release consequent heat. In this way, the europium fluorescence decreases during 

irradiation and when the laser turn off, the plate is introduced again in the fluorimeter to 

measure its minimum fluorescence (which coincides with the maximum heat released after 3 

minutes of irradiation). From this point, europium fluorescence was measured every minute for 

7 minutes, observing the increase in fluorescence to its initial value due to progressive cooling 

of the well. (Figure 7B). The analytical treatment of these signals was carried out through the 
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extraction of the area within the curve and the representation of these values against the 

concentration of exosomes used for calibration of the assay. The TermoTRFIA method allows 

the detection of up to 7.77·104 particles/mL, significantly reducing the LOD of fluorescent 

methods developed in recent years.29 Furthermore, these results show the possibility of 

transferring thermal sensor technology to the detection of more complex analytes, improving 

the analytical properties of the method. 

 

Figure 7: A) Scheme of the ThermoTRFIA B) Time resolved fluorescence variation with the laser 

irradiation time (A) from TRF areas are extracted. 

Section 3C. Thermal lateral flow immunoassay (ThermoLFIA) for the detection of 

gastrointestinal carcinogenic markers 

The results obtained from the ThermoLISA for the determination of gastrointestinal cancer 

markers (see section 3A), raised the possibility of transforming this methodology into a point of 

care biosensors device, adapting the use of these thermal labels to a lateral flow format. Some 

of the advantages of this type of test are its simplicity of design, small size and quick response. 

Furthermore, its easy use and interpretation of its results (such as a pregnancy test) makes this 

type of analysis accessible to the population. However, thy type of immunobiosensor has low 

sensitivity and is mainly used for qualitative or semiquantitative monitoring of the target 

analyte, as quantitative LFIA test are much less developed. The introduction of AuNPrs ad labels 

in this type of immunoassay could led to overcome these weaknesses. 

Thus, the main objective of this section is the development of an innovative and sensitive 

thermal transduction biosensor based on a LFIA for the detection and quantification of ultra-low 

protein concentrations in a fast, economical and versatile way. In this methodology the 

bioconjugate AuNPrs@streptavidin – biotin@Abdet, optimized for ThermoLISA, is deposited in 

the conjugate PAD; the capture antibodies are immobilized on a dual support, consisting of a 

nitrocellulose strip attached to thermographic paper. This thermosensitive paper acts as a 

photographic detection element and operates as a thermal signal transducer, producing a 

 
29 Martin-Gracia, B.; Martin-Barreiro, A.; Cuestas-Ayllon, C.; Grazu, V.; Line, A.; Llorente, A.; Martinez de 
la Fuente, J.; Moros, M. Nanoparticle-Based Biosensors for Detection of Extracellular Vesicles in Liquid 
Biopsies. J. Mater. Chem. B 2020.  
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change in the colour intensity of the gray scale of the imprinted signal onto the thermographic 

paper. (Figure 8A) 

 
Figure 8: A) Scheme of the ThermoLFIA biosensor B) Lateral flow strips manufactured for the 

detection of CEA in the range of 0-100 ng/mL and all three possible signal transductions. Before 

irradiation (visual transduction) and after irradiation 2 min (for 25-100 ng/mL) and 4 min (for 0-

10 ng/mL) with a NIR laser power of 1500 mW (nitrocellulose burned and grayscale signals on 

heat-sensitive paper). 

Irradiation of the test line area by a NIR laser source cause any AuNPrs present to release large 

amounts of heat proportional to the analyte concentration, which can be interpreted in three 

different transduction formats (Figure 8B): 

- High analyte concentrations allow visual detection of the test line (colorimetric) and, after laser 
irradiation, they cause the direct burning of the nitrocellulose. 
- Intermediate analyte concentrations do not allow the visual detection of the test line in a clear 
way, but they do cause the direct burning of the nitrocellulose after laser irradiation and also its 
quantification by means of attaching thermosensitive paper to the lateral flow strip. 
 
- Low analyte concentrations do neither allow the visual detection of the test line or the direct 
burning of the nitrocellulose, but they do allow detection and quantification through the signal 
imprinted on the thermosensitive paper attached to the strip. 
 
Consequently, the presence of the analyte is quantifiable down to an ultra-low concentration 

range and the most amplified final output signal, collected on the thermosensitive paper, could 

be read through a mobile application that analyses the RGB colour coordinates. 

The optimization of the use of AuNPrs as thermal labels for LFIA is not as straightforward as in 

the case of the development of a Thermo-LISA assay. In this case, it is necessary to deposit and 

dry the AuNPrs@streptavidin-biotin@Abdet bioconjugate in one of the components (conjugate 

pad) of the lateral flow strip, which involves i) ensuring the stability of the AuNPrs in dry 

conditions, avoiding their aggregation ii) checking the activity of the detection antibody and 

confirming its recognition ability along the strip. 



Thesis summary 

354 
 

To achieve an efficient resuspension of the deposited AuNPrs and ensure an accurate and 

controlled flow of the sample, it was necessary to select the best materials to prepare the strips 

through the development of a battery of evaluation methods (RGB, IR thermal image and 

thermosensitive paper). Thus, based on a quantitatively comparison, the best materials for this 

type of label have been selected as: i) sample/conjugate pad (where the bioconjugate is 

deposited), nitrocellulose (along which the sample moves and where the test and control lines 

are loaded), and iii) the absorbent pad (that collect the liquid processed through the strip by 

capillary action). 

The optimization of the bioconjugate for lateral flow (blocking of the bioconjugate, optimization 

of the formulation buffer, stability of the conjugate) was carried out, as well as the optimization 

of the methods for the manufacture of ThermoLFIA strips (conditions and deposition of 

bioconjugate and concentration of antibodies in the lines loaded in the strip). Finally, for the 

analysis process, the coupling of thermosensitive paper, the irradiation schemes and the laser 

power has been optimized. The final ThermoLFIA enables the detection of different 

gastrointestinal biomarkers with higher sensitivity than ELISA: i) CEA with a LOD of 0.60 ng/mL 

an a LOQ of 2.01 ng/mL;ii) VEGF with a LOD of 0.019 ng/mL an a LOQ of 0.064 ng/mL; iii) CA19.9 

with a LOD of 0.92 U/mL an a LOQ of 3.08 U/mL; all of them within the concentration ranges of 

active disease. 

Finally, the application of these ThermoLFIA strips to real plasma samples has led to their 

optimization through the selection of a new strip design and materials, sample buffer and 

plasma dilution. Finally, the irradiation of these strips with a portable and miniaturized laser 

device allowed confirming the transference possibilities of the methodology for its clinical use. 

Compared to other biosensing schemes this methodology has several advantages such as its 

ease of use without the need of qualified personnel, ultrasensitivity and quick quantitative 

results (30 minutes). 
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Abstract
Gold nanoclusters (AuNCs) capped with lipoic acid (LA) or templated with bovine serum albumin (BSA) are shown to be viable
fluorescent probes for oxygen (O2) which acts as a collisional quencher. Quenching of fluorescence, with its lifetimes in the order
of 123 ± 9 ns (LA) and 153 ± 15 ns (BSA) (in aqueous solution), is best measured at excitation/emission wavelengths of 400/
680 nm and 375/650 nm respectively. It follows the Stern-Volmer model, whose quenching constants (Ksv) and quenching
efficiencies (γ) are 1400M−1 and 0.52 for AuNC@LA and 4479M−1 and 0.90 for AuNC@BSA. The probes were immobilized
on a silica support and tested for response to O2 in gas phase using a commercial instrument. The effect of temperature on the
fluorescence of AuNC@LAwas studied in the range from 30 to 210 °C. Fluorescence intensity slightly decreases with temper-
ature in the first heating cycle but remains constant in further cycles. The AuNC@LAwere studied for their response to O2 in the
temperature range from 30 to 100 °C, and even at 100 °C they respond to O2, with a Ksv that slightly drops with increasing
temperature. Measuring in gas phase at 100 °C, the sensor has a detection limit of 3% (V/V) of O2 at a signal-to-noise ratio of 3.

Keywords Fluorescence quenching . Collisional quenching . Oxygen sensor . BSA-template . Lipoic acid-capped . Commercial
device . Elevated temperature . Stern-Volmer equation . Nanomaterial

Introduction

Gold nanoclusters (AuNCs) are perhaps the kind of NCs which
are acquiringmore importance in analytical chemistry because of
their interesting optical properties [1, 2]. Like other nanomaterials
(such as quantum dots), their Stokes’ shift and emission peaks
(λem) depend on the number of gold atoms forming the AuNCs.
However, for larger AuNCs, the λem also depends on the ligand
used for AuNC stabilization, i.e., the chemical pathway used for
their synthesis so that variations in the synthesis method usually
produce modifications in their spectroscopic properties.

The analytical applications of AuNCs fluorescence for sens-
ing and bioimaging [3] have become more widespread [4–6].
According to Li et al. [6], these methods are mainly based on

three mechanisms: 1) fluorescence quenching, which is the
basis of the determination of ion metals such as Hg(II) and
Cu(II), or small molecules such as dopamine [7] or histamine;
2) AuNCs aggregation for protein determination; and 3) ener-
gy transfer (FRET) for bioimaging. Unlike other nanomaterials
[8, 9], AuNCs have been scarcely used to sense gases.

O2 determination is one of the most interesting real world
applications of molecular luminescence [10–14]. Compared to
other sensing principles, as the amperometric Clark electrode or
the Lambda sensor, present several advantages as the possibility
of remote and non-invasive sensing, greater miniaturization, an-
alyte imaging and the lack of analyte consumption [10].
Although a mechanism assisted by O2 singlet and luminophore
triplet assisted (O2*-T) has been described demonstrating that
O2 can produce fluorescence enhancement in some compounds
[15, 16], these methods are generally based on the collisional
quenching that the analyte produces in the excited state, so re-
agents having long luminescent (fluorescence or phosphores-
cence) lifetimes are used. For this application, probes have been
proposed [10, 11] such as polycyclic aromatic hydrocarbons,
fullerenes and especially different kinds of metal-ligands com-
plex, being those based on Ru-dilphenylphenanthroline and Pt
or Pd tetrakisfluorophenyl porphyrins (PtTFPP or PdTFPP)
which present better analytical figures of merit and applicability,
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and being the reagent of choice in different commercial O2

monitoring systems.
Some types of nanomaterials, especially nanoclusters hav-

ing long luminescence lifetimes, are also potential candidates
for O2 sensing. However, very few references can be found in
the literature addressing this possibility (the paper by Ghost
et al., using Mo chloride NCs being an exception [17]) and
none of these few papers mention collisional quenching to
explain the O2 effect in AuNCs. Thus, Wang [18] designed a
fluorescence biosensor for proteases based on the degradative
effect of these proteins on AuNC@BSA; after the degrada-
tion, O2 comes into the reagent and the Au fluorescence be-
comes quenched by a mechanism not clearly explained. Das
et al. [19], studied the O2 effect on two AuNC@BSA (2 nm
and 2.5 nm in diameter) having blue (410 nm) and red
(645 nm) fluorescence respectively; the authors found a fluo-
rescence enhancement in the blue AuNCs, explained by the
O2*-T mechanism, and fluorescence quenching in the red
ones, due to AuNCs aggregation.

O2 sensing at high temperatures is important in several
applications as automotive industry, power generation,
food processing or chemical and biochemical reactors.
For these proposals, O2 sensors based on organic
fluorophores present limited applications. In this paper,
we study the fluorescence quenching caused by O2 in two
different types of AuNCs, in the light of the Stern-Volmer
model at ambient temperature. Because of their metallic
nature, AuNCs also tolerate elevated temperatures, leading
to their use as O2 sensors at higher temperature that organic
fluorophores, an aspect also evaluated in this paper.

Experimental

Reagents

Hydrogen tetrachloroaurate (III) hydrate (99.8%-Au)
(AuCl4Na·2H2O) was purchased from Stream Chemicals
(https://secure.strem.com). Sodium borohydride and (±)-α-
lipoic acid, were purchased from Sigma-Aldrich Co. LLC.
(http://www.sigma-aldrich.com). Alphagaz1 (99.999%)
compressed oxygen and nitrogen, were purchased from Air
Liquide (Madrid, Spain, https://industrial.airliquide.es/). Pre-
coated TLC-sheets Polygram Sil G and DC-Fertigfolien
Alugram Sil G were purchased from Macherey-Nagel
(Düren, Germany, https://www.mn-net.com/).

Apparatus

Purification of the synthetized gold nanoclusters (AuNCs)
was carried out using a Koch centrifuge from Bunsen
(Spain, http://www.bunsen.es) and Amicon-Ultra 10 kDa cen-
trifugal filters from Millipore (Germany).

ATecnai F30H–7650 microscope (scanning and transmis-
sion mode, STEM) (FEI, The Netherlands, https://
www.fei.com) was used for AuNCs characterization.

Steady state fluorescence measurements were carried out
with a Photon Technology International (PTI) Time Master
fluorescence spectrometer (TM-272003). For lifetime mea-
surements this instrument has a N2 laser (GL-3300) that
pumps a dye laser, as a radiation source, and a stroboscopic
system as the detector.

A Foxy-R fluorescence O2 sensor from Ocean Optics (EW
Duiven, The Netherlands, https://oceanoptics.com/) consisted
of a QE65000 CCD-array spectrometer coupled to an oxygen
probe FOXY-R (by a QBIF600-UV/Vis optical fiber), using a
blue LED light pulsed Ocean Optics LS-450 as radiation
source. This sensor was calibrated in gas phase (and in solu-
tion (ESM 1, Fig. S1.1 and S1.2) with the help of the visocolor
ECO Test 5–88 for O2 (Macherey-Nagel) which is based in
the classical Winkler method.

LS-450 light source and QE65000 CCD-array spectrome-
ter coupled to a QF600–8-VIS/NIR optical fiber was used for
AuNC fluorescence measurements.

A LuminOx™ gas phase optical oxygen sensor (static
type) from SST (www.sstsensing.com) consisting of a
420 nm excitation LED, a photodiode (Fig. 2) and a
Ruthenium compound as the sensing element. This sensor
measures O2 concentration from 0 to 25% (V/V) (see
ESM1, Fig. S1.3 for original sensor calibration).

For high temperature AuNC fluorescence measure-
ments, the optical fiber illuminated (across a quartz trans-
parent window) a homemade heating system (Pervaporator)
previously described [20] (ESM2, Fig. S2.1). In brief, the
system consists of a measuring chamber with two quartz
windows. The system is heated using a cylindrical resis-
tance and the temperature is controlled by a home-made
digital controller (accuracy, ±1 °C). The maximum temper-
ature provided by the resistance was 250 °C. The whole
pervaporator was placed on a PTFE support.

Gold nanoclusters synthesis

Lipoic acid stabilized gold nanoclusters (AuNC@LA)
were synthesized by a chemical reduction method using
NaBH4 as the reducer and lipoic acid as the capping
agent, applying a previously described procedure [21]
(ESM 3.1) . Albumin bovine gold nanoclus te rs
(AuNC@BSA) were also synthesized according to the
procedure described by Lianzhe et al. [22] (ESM 4.1).

Fluorescence characterization and O2 effect on AuNCs
in batch

The effect of the O2 on AuNC fluorescence was moni-
tored with the PTI in Timebased mode, using the
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following instrumental conditions (excepting where indi-
cated): 15 nm excitation and fluorescence slits, 1000 nm
min−1 scanning speed, measured at λexc /λflu, 400/680 nm
(for AuNC@LA) and 375/650 nm (for AuNC@BSA).
Gas flows of different oxygen concentrations were
pumped through the cuvette containing AuNCs and the
fluorescence variation was continuously measured over
time. The average fluorescence intensity value was taken.
In parallel, the O2 concentration was monitored using the
Foxy-R fluorescence sensor.

Measurements of fluorescence decays were performedwith
a pulsed dye laser. The N2 laser pumped the dye PLD457,
which emits in the range from 440 to 478 nmwith a maximum
at 457 nm. The following instrumental parameters were ap-
plied: 100 ns offset, 1000 μs integration time, 20 averages
(complete offset intervals) with 5 shots at each offset for each
of the sweeps performed and 10 Hz frequency of firing of the
laser. From the fluorescence decay and lamp profile registers,
the lifetimes were calculated both manually and through the
program by adjustment to a function.

Immobilization of AuNCs on silica support

AuNCs were immobilized either: 1) on pre-coated TLC-
sheets Polygram SilL G, in which the silica is supported
on polyethylene and whose transparency allows to im-
plement them in an optical sensor, and 2) on pre-coated
DC- Fertigfolien Alugram Sil G, a silica supported on
aluminum and suitable for studies at temperature higher
than 25 °C. In both cases, the immobilization was
carr ied out by immersing the TLC-sheets in a
preconcentrated solution of nanoclusters (840 mg mL−1

Au) and allowing the system to dry at room temperature;
to obtain homogeneous deposition, three immersion/
drying cycles were applied.

Fluorescence characterization and O2 effect of AuNCs
immobilized on silica support

The emission spectra at ambient temperature of the
AuNCs immobilized on silica support, were carried out
with the QE65000 spectrometer coupled to the QF600–
8-VIS/NIR optical fiber.

To study the O2 effect, the Ruthenium fluorophore initially
placed in the the LuminOx™, was replaced by the AuNCs-
silica platform (cut to an appropriated size). The whole system
was then inserted into a homemade chamber consisting of a
PVC vessel with inlet and outlet for gases (ESM2, Fig. S2.2).
In parallel to these measurements, the O2 in the chamber was
monitored with the FOXY-R oxygen probe in order to know
the concentrations of O2 in each moment.

Measurement of the AuNCs-silica platform
fluorescence at high temperature: O2 effect

AuNC@LA immobilized onto the silica support were placed
in the measuring chamber of the pervaporator. The variation
of the fluorescence intensity with the temperature was moni-
tored with the QE65000 spectrometer coupled to the optical
fiber QF600–8-VIS/NIR.

Results and discussion

AuNCs characterization

The synthesized AuNC@LA were characterized by
STEM; the images showed spherical morphology and
homogeneous particles, with an average diameter of
1.60 ± 0.23 nm (ESM3.2, Fig. S3.1). The gold content
in the AuNCs stock was obtained by ICP-AES resulting
in 0.28 gL−1. The excitation and fluorescence maximum
of these AuNCs appear at 400 nm and 680 nm, respec-
tively (Fig. 1A). The wavelength of the maximum exci-
tation slightly depended on the AuNCs concentration but
not the fluorescence spectra (ESM3.3, Fig. S3.2); the
fluorescence lifetime of these nanoclusters was 123 ±
9 ns (in aqueous solution at 2.2·10−4 M O2) which en-
ables the use of these nanomaterials as O2 fluorescence
probes to be evaluated.

Similar studies were performed with AuNC@BSA.
The STEM image (ESM4.1, Fig. S4.1) also showed
spherical morphology with a mean diameter of 1.80 ±
0,35 nm (and large masses of protein surrounding the
nanoclusters). AuNC@BSA showed excitation and emis-
sion maxima at 375 nm and 650 nm, respectively
(Fig. 1B) and its fluorescence lifetime was 153 ± 15 ns
(in aqueous solution at 2.2·10−4 M O2).

Chevrier et al. [23] found that AuNCs have low
photobleaching. Our results agree with these observations:
AuNC@LA did not show photobleaching during at least 3 h
under continuous excitation; in the same experimental condi-
tions, AuNC@BSA showed a slight instability during the first
1.5 h but during the following 1.5 (at least) the fluorescence
remained constant. (ESM3.4, Fig. S3.3).

The fluorescence quantum yield (Φ) for both types of
AuNCs was obtained using tris(bipyridine)ruthenium(II)
chloride as a reference standard. Values of 0.018 (see
ESM3.5) and 0.089 (ESM 4.3) for AuNC@LA and
AuNC@BSA were obtained which reasonably agree
with those previously reported in the bibliography of
0.018 [24] and 0.080 [25], respectively. These yields
are comparable to those of organic fluorophores and
they are in the range of what is necessary for their
application as optical sensors.
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AuNC fluorescence quenching in solution

The effect of the O2 concentration on the AuNC@LA
fluorescence was first studied in solution following the
procedure explained in the Experimental section. The re-
sults led us to conclude that:

1) The O2 fluorescence quenching fits the conventional
Stern-Volmer eq. (1) and not the modified equation for
two populations of fluorophores (accessible and not
accessible). This result is consistent with the idea of
nanoclusters behave as an entity with a specific energy
level structure. The Stern-Volmer constant (Ksv) is in-
dependent of the AuNC@LA concentration used. Five
Ksv values were obtained using different AuNC@LA
concentrations (ESM3.6, Fig. S3.6, Table S3.1). The
average value obtained was 1400 M−1 (RSD = 8.8%).
This Ksv is smaller than that obtained for the Ru(II)
complex of the Foxy-R probe which is consistent with
its lower fluorescence lifetime.

2) The lifetime values obtained for three O2 concentrations
(ESM3.7, Table S3.2), confirm that the quenching fol-
lows a collisional mechanism (1). The Ksv obtained from
lifetime measurements was 1346 M−1 (RSD = 10%)
which statistically (t-test, 95% confidence) agrees with
the value measured from the intensity values (1400 M−1).

F0

F
¼ τ0

τ
¼ 1þ Ksv O2½ � ¼ 1þ k0γτ0 O2½ � ð1Þ

3) The O2 quenching efficiency (γ) on the AuNC@LA fluo-
rescence was estimated to be 0.52 (ESM5.1), which is
lower than that of most of molecular fluorophores (≈1),
and is also consistent with the idea that the energy levels
responsible for the fluorescence are partially shielded by
this AuNCs structure.

4) The quenching is fully reversible. Fig. S3.7 (ESM3.8)
gives the fluorescence intensity variations obtained with
consecutive N2-O2 flow cycles, although more complete

additional results dealing with the reversibility of the sen-
sor will be given in gas phase.

Similar studies were carried out with AuNC@BSA. A
higher sensitivity to O2 quenching was observed with
these nanoclusters compared to AuNC@LA with a
4479 M−1 Ksv value (RSD = 10.0%, n = 3) (ESM4.2,
Fig. S4.2) only half of that obtained with the Foxy sensor,
and a quencher efficiency of 0.9 (ESM5.2). Considering
that the O2 accessibility to the energy levels of both types
of nanocluster is the same, this higher efficiency can be
explained considering that in BSA, the nanoclusters are
close to each other (see Figs. S3.1 and S4.1), giving
higher apparent kinetic radium and shortening the mean
pathway for the oxygen between collisions. The Ksv value
was also calculated from lifetime measurements,
obtaining 3576 M−1 (RSD = 9.8%, n = 3) (ESM4.4). This
value was statistically compared to that obtained by fluo-
rescence intensity (t-test); a texperimental of 2.75 was ob-
tained, which is nearly the limit at 95% confidence (t =
2.78) and higher than that at 90%; the differences between
these Ksv values is attributed to the difficulty of reproduc-
ing laser operation conditions.

Immobilization of the AuNCs to obtain solid state
sensors in gas phase: read-out possibilities

Once the viability of an effective O2 quencher was tested, the
possibility of using this effect for designing an O2 gas sensor
was studied. AuNC@LAwere immobilized on a silica support
following the previously described procedure. This platform
showed worse-defined excitation and emission spectra than
those obtained in solutions, due to both the nature of the sup-
port and the design of the system used for measuring
(ESM6.1, Fig. S6.1).

AuNC@LA immobilized on the silica support was tested
as the chemical basis of the Luminox™ O2 sensor (Fig. 2)
described in the experimental section. For the calibration of
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A BFig. 1 Excitation (left) and
emission (right) spectra of
AuNCs in solution. A)
AuNC@LA (λext = 400 nm and
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(λext = 375 nm and λem =
650 nm). Other instrumental
conditions as indicated in the
Experimental section
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this new sensor, its response to different concentrations of O2

inside a gas chamber was studied, making the measurement of
O2 in parallel with the Foxy-R probe (Fig. S2.2).

The commercial sensor gives voltage signals (instead of
fluorescence intensity). However, the Ksv is not sensitive to
the units of magnitude used for measuring the O2 effect on
the fluorescence of the fluorophore, so eq. (1) can also be
applied but replacing fluorescence intensity (F) by voltage
(V). Figure 3 shows the calibration graph obtained with the
AuNC@LA-silica platform located in the Luminox™. As
can be seen, the results fit the Stern-Volmer equation very
well. The Ksv obtained was 0.0059 (RSD = 4.9% n = 3),
quantitatively worse than that of the commercial sensor
(0.0369), but approximately in the same proportion as in
solution. However, it is less than 2 times lower than that of
the Foxy-R, which is due to the physical structure of the
sensor. The three Ksv used for calculating the averaged value
were obtained on three different days with the same
AuNC@LA-silica platform, which demonstrates the system
stability. As has been indicated, this platform was prepared
submitting the silica to three immersion-drying cycles in a
AuNC@LA solution. Additional assays were done submit-
ting the support to a higher number of immersion-drying
cycles, but no improvements were observed; in fact, for
ten cycles the Ksv showed a shorter linear response range,
probably due to the effect of autoabsorption at high fluores-
cence intensities. These studies confirm the optimal

fabrication at the established concentration of AuNC@LA
(three immersing-dry cycles) as well as the stability and
reproducibility of the sensor system for the entire range of
% of O2 in air at room temperature. The reversibility of
quenching effects on the AuNC-silica platform has been
confirmed, by carrying out several consecutive N2-O2 cy-
cles (ESM6.2, Fig. S6.2). Moreover, the O2 quenching on
the AuNC-silica platform was periodically measured during
6 months (after its manufacture) giving reproducible results.

AuNC@BSA immobilized on the silica support were also
tested on the Luminox™ O2 sensor. Figure 3 shows the cali-
bration graph. The Ksv obtained was 0.0031% V/V, smaller
than that obtained for AuNC@LA. A possible explanation of
this result is the fact that the optical arrangement of the
Luminox™ sensor (excitation source, filter and detector) are
not optimized for the measurement of the fluorescence of the
AuNC@BSA, and its LED source (420 nm) is more shifted
from its excitation maximum than in the case of AuNC@LA,
which causes a loss of sensitivity with this measuring system.

However, the excess protein (BSA) that stabilizes these
AuNCs makes it difficult to use them at high tempera-
tures, causing the darkening of the silica platform due to
the organic matter burning and making it difficult to mea-
sure the fluorescence. Therefore AuNC@LA will be used
in the following studies.

Sensing behavior at high temperatures in gas phase

As has been indicated above, one the most interesting possibil-
ities of using AuNCs for O2 sensing comes from its metallic
nature which allows us to use it at temperatures where organic
fluorophores decompose. To test this, first the effect of temper-
ature on the AuNC@LA stability and fluorescence was stud-
ied, using the system described in the experimental section
(ESM2, Fig. S2.1). Once the AuNC@LA-silica was placed
inside the optical cell of the pervaporator, the temperature of
the resistance was increased from 30 °C to 210 °C (10 °C
stepwise) and simultaneously the emission spectra was record-
ed; after that, the temperature was returned to 30 °C and the
cycle was repeated. Figure 4 shows the averaged fluorescence
intensity, at the excitation and fluorescence maxima wave-
length, at each of these temperatures. As expected, the fluores-
cence intensity decreased with the temperature, but only during
the first cycle. After cooling the cell the intensity slightly in-
creases, and during the second cycle the fluorescence intensity
was not dependant on the temperature. This result indicates that
during the first cycle, the fluorescence intensity variation was
not only due to the expected behaviour but also to some sort of
change in the AuNC@LA-silica structure.

This is somehow reflected in the fluorescence spectra
(ESM7, Fig. S7.1) which shows slight changes in the 690–
700 nm wavelength interval. This result is very important
because it demonstrates that, after the first pretreatment, the
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platform can be used as an O2 sensor at different temperatures
without affecting the fluorescence.

In order to study the AuNC@LA-silica response to O2 at
different temperatures, air flows with different oxygen con-
centrations were passed through the pervaporator where a pre-
viously pretreated (after being submitted to the first tempera-
ture cycle) AuNC@LA-silica platform was placed; the fluo-
rescence variations were measured with the same optical fiber
system as in the previous case. A systematic study was carried
out at four temperatures (3 oxygen concentrations at each
temperature). By evaluating each of the O2 concentrations
and recording the fluorescence values at the maximum emis-
sion of AuNC@LA-silica (λem = 690 nm) in each case, we
obtained a fluorescence vs %O2 calibration line for each tem-
perature, from which we derived the different Ksv values
(Fig. 5). As can be seen, the Ksv values were similar from 45
to 100 °C (ESM7.1, Fig. S7.2). It is difficult to predict the
temperature effect of the Ksv. On the one hand, the higher
the temperature, the higher the k0 (the O2 diffusion coefficient
increases with the temperature). On the other hand, the τ is
expected to decrease with the temperature [26, 27] (the non-
radiative decay constant increases [28, 29]), so a balanced
response is finally observed.

To demonstrate the ability of the sensor to retain the sens-
ing capability and reversibility after heating, the following
experiment was carried out: the Ksv was obtained at ambient
temperature (from three O2 concentrations), then the sensor
was heated at 100 °C, cooled down at ambient temperature
and the Ksv was measured again. This cycle was repeated 5
times. The results are detailed in ESM7.2 (Fig. S7.3). As can
be seen, no drift is observed and similar Ksv values were
obtained (RSD = 9.9%,n = 5). From the calibration graphs a
limit of detection of 3% (V/V) O2 (3σ) is obtained.

Conclusions

This paper shows that AuNCs can be used as efficient
fluorophores in O2 collisional quenching, following the
Stern-Volmer model. AuNC@BSA are more efficient than
AuNC@LA but the latter can be used at higher temperatures.
Future experiments should be done in order to test the possi-
bility of using AuNCs as an O2 probe at even higher temper-
atures. This new type of sensor based on AuNC fluorescence
would be an interesting alternative for non-invasive O2 mon-
itoring in thermically aggressive environments. Considering
that the mechanism of the fluorescence quenching is collision-
al, interferences in the gas phase will come from the same
substances as in the case of other O2 fluorescence based sen-
sors, i.e. paramagnetic species (NO). Working in liquid phase,
interferences will come from compounds able to react with
AuNCs, especially thiols, so caution should be taken with
samples containing these types of components.
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A B S T R A C T

Gold nanoclusters (AuNCs) have been covalently linked to a FAD-dependent enzyme, choline oxidase
(AuNCs@ChOx), with the objective of using the AuNCs fluorescence at 700 nm for monitoring the enzymatic
reaction. The linking methodology has been optimized to obtain oriented binding and as a result the structure of
the enzyme changes leading to an enhancement of the intrinsic FAD fluorescence of the enzyme (at 525 nm).
During the enzymatic reaction with choline, the AuNCs@ChOx fluorescence intensity at both wavelengths
(700 nm and 525 nm) changes proportionally to the choline concentration and can be simultaneously monitored.
The mechanism of the analytical signal has been studied and a combination of FRET and O2 quenching was
found to be responsible for the changes. A mathematical equation is proposed for modelling the signal. The
combination of AuNCs@ChOx with acetylcholinesterase permitted the determination of acetylcholine in a
concentration range from 1·10−6 to 1·10-5 M and RSD = 4%. This new approach can potentially be applied to
any other flavo-enzyme in order to both increase their FAD fluorescence properties and to move the fluorescence
measurement to the NIR region. The biosensor is reversible and avoids the use of conventional fluorophores,
which are prone to chemical degradation and present worse biocompatibility.

1. Introduction

Gold nanoclusters (AuNCs) belong to the group of metallic nano-
materials having fluorescence properties [1]. Their emission wave-
lengths, Stokes displacements, quantum yields and lifetimes depend on
their size but also on the stabilizing agents or ligands used during their
(bio)chemical synthesis. There is no single mechanism explaining the
fluorescence of all AuNCs. In fact, Zheng [2] proposes three types of
luminescent gold nanoparticles depending on the mechanism involved:
those containing a few atoms (which follow the classical jellium
model), those having small nanometer sizes (whose fluorescence in-
volves S-Au transitions, and/or surface Au(I) interactions) and those
with larger plasmonic nanoparticles. This means that the analytical
possibilities and applications of AuNCs will depend on the group in
which they are included. Moreover, AuNCs have additional interesting
properties such as good biocompatibility and excellent photostability
[3,4] which make them a convincing alternative to semiconductor
quantum-dots in analytical applications.

The analytical applications of AuNCs have been compiled in recent
reviews [5–8]. Three main fields are highlighted: inorganic analyte
determination, especially of Hg(II), Cu(II) and H2O2 (based on the
quenching of fluorescence these compounds produce), protein de-
terminations (generally based on quenching by AuNCs aggregation or
by products of the reaction) and bioimaging. The use of AuNCs for the
analytical determination of small organic molecules is less frequent but
is now gaining in importance. The most representative examples are
based on three strategies: 1) the direct analyte/AuNCs interaction
produces fluorescence quenching (glucose [9], clenbuterol [10], as-
corbic acid [11]) or enhancement (cysteine [12]) by different me-
chanisms; 2) the analyte, such as dopamine [13] or histidine [14], in-
teracts with an AuNCs quencher (Cu(II) and Ni(II) respectively), giving
a fluorescence enhancement; and 3) the analyte produces AuNCs
fluorescence quenching by aggregation [15]. These methodologies
usually have good sensitivity, but the selectivity is not optimal for some
types of sample.

To design more selective methods, AuNCs fluorescence can be
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coupled with enzymatic reactions. To date there are not many ex-
amples, but the following schemes can be postulated: 1) the substrate
and its product show different quenching/enhancement on the AuNCs
fluorescence; this has been applied to the determination of acetylcho-
line after being hydrolyzed by acetylcholinesterase (ACE) to choline
(which quenches the fluorescence [16]) and also for the measurement
of the activity of several enzymes such as ACE [17] or alkaline phos-
phatase [18]; 2) the substrate inhibits the activity of an enzyme (which
produces a quencher during the reaction), proposed for organopho-
sphate pesticide determination by its inhibition in the tyrosinase/do-
pamine reaction [19]; and 3) the H2O2 formed (in the enzymatic re-
action) quenches the fluorescence of the AuNCs, proposed in particular
for glucose determination mediated by glucose oxidase [20–22].

Many optical enzymatic methods are based on flavo-enzymes con-
taining FAD as a coenzyme. The mechanism of these enzymatic reac-
tions involves the cofactor reduction to FAD.H2 and the subsequent re-
oxidation to FAD (when the reaction is over) [23]. Both FAD and
FAD.H2 have different absorption and fluorescence properties [24]. The
absorption remains nearly unaltered in flavo-enzymes, but fluorescence
is highly quenched by the chemical environment surrounding the fla-
vine in the active center and is only observable in some cases. The
utilization of FAD spectroscopic properties as signals in analytical
methods would avoid the necessity of coupling an indicating reaction,
which is the “Achilles heel” when a biosensor for a monitorization
system is being designed. Three alternatives could be applied [25]: 1)
the enhancement of the FAD fluorescence (as far as we know, no pro-
cedures have been described), 2) the measurement of the FRET between
the intrinsic tryptophan fluorescence of the enzyme and FAD (this
moves the working wavelengths to the 300 nm zone), and 3) the cou-
pling of a fluorophore to the enzyme which is able to produce FRET
with FAD. This last option is preferred; however, its limitation is that
the measurement wavelength of the majority of available fluorophores
is limited to the 450–550 nm region, in which we can find spectral
interferences when it is applied in biological samples; moreover, che-
mical fluorophores are prone to chemical degradation and in many
cases lack biocompatibility.

The essential neurotransmitter acetylcholine (ACh) is produced in
the neurons and is necessary for the transmission of the nervous im-
pulse. It is specific in various synapses, being the main neurotransmitter
of the cholinergic system. Variations of acetylcholine are associated
with various neurodegenerative diseases such as Parkinson's and
Alzheimer's, both increases and decreases, respectively. Therefore, the
development of methods for the rapid and sensitive determination of
neurotransmitters such as acetylcholine, provides invaluable informa-
tion about its effect on the nervous system [26].

In addition, Ch is one of the fundamental components of cell
membranes and the major component of phospholipids (phosphati-
dylcholine and sphingomyelin), the precursor of acetylcholine and a
source of methyl groups. Therefore, it is important for the integrity of
the cellular membranes, neurotransmission, intracellular signaling and
for the lipid transport and metabolism. Furthermore, choline is a pre-
cursor of betaine, methionine and glycine, all of which are required to
regulate osmotic stress [27].

The analytes ACh and Ch are traditionally detected by high-per-
formance liquid chromatography (HPLC) [28]. However, this technique
involves long analysis times, expensive equipment and the need for
qualified technical personnel. In this context, enzymatic biosensors [29]
are presented as an alternative to conventional methods that allow in
situ analysis in short times and that provide high sensitivities com-
parable to HPLC for lower costs. Due to the fast-enzymatic hydrolysis of
ACh to choline (Ch) by acetylcholinesterase, most enzymatic methods
of ACh determination are based on the hydrolysis of ACh and the de-
tection/quantification of the Ch generated during the reaction.

In this paper, we propose a general working scheme for the detec-
tion of enzymatic reactions. This is based on linking the AuNCs as close
as possible to the active center of the enzyme, in order both to facilitate

the FRET with FAD (moving the detection to around 700 nm to allow
the interference free determination of choline/acetylcholine in biolo-
gical samples), and to try to change the environment surrounding the
FAD to enhance its fluorescence quantum yield. Choline Oxidase is used
as a model flavo-enzyme, first for choline determination and later, after
coupling to the ACE enzymatic reaction, for acetylcholine determina-
tion.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Hydrogen tetrachloroaurate (III) hydrate (99.8%-Au) (Chloroauric
acid) was purchased from Stream Chemicals (https://secure.strem.
com). ( ± )-α-Lipoic acid, sodium borohydride, 2-(N-morpholino)
ethane-sulfonicacid (MES), N-Hydroxysulfosuccinimide sodium salt, N-
(3-Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC),
Acetylcholine (ACh) chloride ≥99%, Choline chloride ≥99% and the
enzymes Choline Oxidase (ChOx) from Alcaligenes sp. (15 U/mg pro-
tein, EC 1.1.2.17) and Acetylcholinesterase (ACE) from Electrophorus
electricus Type V-S, (electric eel) (987 U/mg protein, EC 3.1.1.7) were
purchased from Sigma-Aldrich Co. LLC. (http://www.sigma-aldrich.
com). Tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS), Na2CO3, NaOH and
NaH2PO4.2H2O from Panreac AppliChem (http://www.panreac.com).
For agarose electrophoresis, Seakem LE Agarose from Lonza (http://
www.lonza.com) and Tris-Borate-EDTA Buffer (10xTBE) from Merck
Millipore (http://www.merckmillipore.com). All fluorescence mea-
surements were carried out in a 3 x 3 mm path length ultra-micro quartz
cell (0.045 mL) Hellma 105.251-QS (www.hellma-analytics.com).

2.2. Apparatus

For the purification of synthetized gold nanoclusters (AuNCs) by
ultracentrifugation, Amicon-Ultra 10 kDa centrifugal filters from
Millipore (Germany) and a Koch centrifuge from Bunsen (http://www.
bunsen.es) were used. The nanoparticles size and morphology of AuNCs
were detected by transmission electron microscopy using a Tecnai
F30H–7650 microscope (scanning and transmission mode, STEM) and a
Titan High-base for High Resolution (0.09 nm) Imaging (HRSTEM) (FEI,
The Netherlands, https://www.fei.com). The electrophoresis equip-
ment consisted of a Mini-Sub Cell GT BIO-RAD (150VDC, 10 W) and a
PAGEr MiniGel Chamber LONZA (250VDC/30 W/150 mA/ 60 °C).
Fluorescence measurements were made on a LS 55 fluorescence spec-
trometer (Perkin-Elmer, UK, https://www.perkinelmer.com), equipped
with a xenon lamp as the excitation light source, using the emission and
excitation band passes of 10 nm, at a scan rate of 1000 nm·min−1.
Lifetime measurements were carried out with a Photon Technology
International (PTI) Time Master fluorescence spectrometer (TM-
272003) equipped with a N2 laser (GL-3300) that pumps a dye laser (as
a radiation source), and a stroboscopic system as the detector. A Perkin-
Elmer Avio 200 ICP-OES was used for the determination of Au con-
centration in AuNCs. An Analytic Jena, high-resolution continuum
source atomic absorption spectrometer, ContraAA 700 was used for
AuNCs characterization.

2.3. Synthesis of AuNCs

AuNCs were synthesized by a chemical reduction synthesis method
of a gold salt using NaBH4 as reducer and lipoic acid as capping agent,
using a procedure previously described [30]. In short, 20 mL of miliQ-
H2O, 0.05 mL of NaOH and 3·10−5 moL of lipoic acid (LA) are mixed (in
a 50 mL glass bottle protected from light) and subjected to an ultra-
sound bath for 15 min. Then, 0.2 mL of the 0.05 M gold salt
(AuCl4Na·2H2O) are added (Au:ligand ratio 1:3) and the mixture is
stirred constantly for 5 min. The reducing agent is then added, 0.4 mL of
a 0.05 M sodium tetrahydroborate (NaBH4) solution, dropwise. The
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reaction takes place at room temperature for 15 h and with constant
stirring. After that, a purification step for removing the reagent excess
and the by-products is carried out, consisting of ultracentrifugation
(10 K membrane filter), according to the following optimized protocol:
first spin cycle at 1676 g for 25 min. 1 st wash with 2 mL Mili-Q H2O;
second spin cycle at 1676 g for 20 min; second wash with 1 mL Mili-Q
H2O; third spin cycle at 1676 g for 20 min. The synthesis product was
kept at room temperature in the absence of light and characterized by
several analytical techniques (see below).

2.4. Atomic spectrometry measurements

For the determination of the Au concentration in AuNCs, the AuNCs
solution (0.2 mL) was submitted to acid attack (0.3 mL aqua regia, two
hours at room temperature and another 15 min at 60 °C) and then was
diluted to 20 mL with bi-distilled water; this solution was measured in
the Perkin-Elmer Avio 200 ICP-OES at 267.595 nm. For the GFAAS
measurements a wavelength of 242.795 nm was chosen and the fol-
lowing temperature program was applied:

2.5. Bioconjugation of AuNCs with choline oxidase

The preparation of AuNCs bioconjugated to ChOx (AuNCs@ChOx)
was carried out using the carbodiimide method (ESM3) according to a
four stage procedure.

Stage 1. Activation of AuNCs with EDC and NHS-Sulfo: This stage is
designed by adjusting the molar ratios EDC:Enzyme and EDC:NHs-
Sulfo:EDC to 1:1500 and 1:2 respectively. In a 2 mL Eppendorf, 0.35 mg
of EDC and 0.98 mg of NHS-Sulfo are weighed and dissolved in 0.25 mL
of 0.1 M MES buffer pH 7; then 0.05 mL of the AuNCs are added,
leaving the mixture to react for 30 min under continuous stirring.

Stage 2. Purification of activated AuNCs: The activated mixture is
transferred to a 10 K centrifugal filters of 0.5 mL and the purification is
performed by centrifugal ultrafiltration at 4 °C according to the fol-
lowing protocol (this temperature is intended to avoid the possibility of
hydrolysis of intermediate 1, see ESM3): first spin cycle at 3000 g for
5 min; first wash, 0.2 mL of 0.05 M PBS pH 8; second spin cycle at
3000 g for 5 min; second wash, 0.2 mL of 0.05 M PBS pH 8; third spin
cycle at 3000 g for 5 min.

Stage 3. Bioconjugation of the AuNCs with the enzyme: A
1670 mg L−1 (4.2 U·mL-1) ChOx solution is prepared by dissolving the
appropriate ChOx weight in 0.05 M PBS pH 8. Then, in a 2 mL
Eppendorf 0.05 mL of purified and activated AuNCs and 0.2 mL of
0.05 M PBS pH 8 and 0.055 mL of ChOx solution are mixed. The mix-
ture is kept in orbital stirring for 2 h at room temperature.

Stage 4. Blocking of Activated Carboxyls: 0.015 mL of TRIS 2 M
pH = 8 are mixed with 0.3 mL of the final bioconjugate solution. This
mixture was labelled as the AuNCs@ChOx stock solution and kept at
4 °C until use.

2.6. Study of the enzymatic reaction

The PTI luminometer is able to measure the fluorescence intensity
nearly simultaneously at two fluorescence wavelengths (λem) if both
are excited at the same excitation wavelength (λexc). Therefore,

405 nm was chosen as λexc and 525 nm and 700 nm as λem. For cho-
line determination, 0.05 mL of the AuNCs@ChOx stock solution were
added to the cuvette and the fluorescence measurement began; after
stabilization, 0.01 mL of the choline solution were added, and the
fluorescence versus time measurement was taken to signal stabilization;
the areas of the signals at both wavelengths (A505 and A700) were
taken as the measurement parameters. For ACh determination, a similar
procedure was used, excepting that 0.080 mL of the AuNCs@ChOx
stock solution and 0.010 mL of 10 U·mL−1 ACE, are added initially
mixed in the cuvette.

2.7. Agarose electrophoresis

To prepare the agarose gel the corresponding amounts of agarose
and 0.5xTBE electrophoresis buffer are mixed: 1% (1 g of agarose in
100 mL of TBE 0.5x) or 4% (4 g of agarose in 100 ml of 0.5xTBE). These
solutions are heated in microwaves to obtain a homogeneous solution.
The resulting mixture, already cooled but not solidified, is poured onto
the electrophoresis mould and the comb is properly placed to create the
wells. After solidification, the mould is immersed in the horizontal

electrophoresis cell filled with 0.5xTBE buffer, the comb is removed and
the samples are injected into the wells with the aid of a micropipette
(Vinyection = 0.012 mL). The electrophoresis is carried out at 200 V for
30 min and can be stopped at intermediate times to observe the pro-
gression of the samples. Since it is a non-denaturing electrophoresis, the
structure of the AuNCs and the enzyme are not affected, and their
fluorescence properties remain, which allows their bands to be detected
by means of a UV lamp.

2.8. Study of the ChOxmolecules:AuNCs/mL ratio in bioconjugation

In order to know the optimal ChOx:AuNCs ratio for biofunctiona-
lization, different proportions were studied, maintaining in all cases the
amount of ChOx molecules (300 g·L−1, which is equivalent to 3.01·1015

molecules of ChOx per mL) and changing the amount of AuNCs per mL.
The ChOx:AuNCs ratios studied were 1:1, 1:2, 1:3, 1:5, 1:6, 1:7 and
1:10.

2.9. AuNCs@ChOx bioconjugates fluorescence and electrophoresis
characterization

During the fluorescence and electrophoresis AuNCs@ChOx bio-
conjugate (BioCon) characterization studies, several control samples
were simultaneously measured:

- AuNCs control (AuNCs-c): containing AuNCs that were not acti-
vated or incubated with ChOx at the same concentration as the final
BioCon.

- Bioconjugate Control (Bcontrol): containing unbounded AuNCs
that were not activated with EDC and ChOx at the same concentration
as in the final BioCon.

- ChOx control (ChOx-c): containing ChOx at the same dilution as in
the final BioCon.

Step Drying 1 Drying 2 Pyrolysis 3 Pyrolysis 4 Adaptation Atomization Cleaning

T (ºC) 90 110 500 500 500 2200 2450
Ramp (ºCs−1) 3 5 50 — — 150 500
Hold (s) 20 10 20 10 5 10 4
Air flow (Lmin−1) 2 2 2 2 — — 2
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3. Results and discussion

3.1. AuNCs characterization

The morphology of AuNCs was characterized by STEM. They are
spherical in shape and fairly uniform in size, the average diameters
being 1.60 ± 0.23 nm (see ESM1 Figure S1.1 and S1.2). The agarose
electrophoresis shows a large migration of these AuNCs to the positive
pole as a narrow band indicating not only a narrow size distribution but
also small sizes and/or a high net charge.

In order to optimize the bioconjugation procedure it was necessary
to obtain the concentration of AuNCs in the stock prepared according to
the procedure given in Section 2.2. First, the Au total concentration was
determined by ICP-AES, resulting in 1.57 ± 0.03 g L−1, which corre-
sponds to a synthesis yield of 85.6%. In the literature [31,32] it is
shown that the crystalline structure of AuNCs (determined from the
diffraction pattern by HRTEM) is face-centered cubic and therefore the
unit-cell mass is 1.31·10-21 g. Considering the Au density (19.3 g·cm-3),
a unit-cell volume of 6.79·10-2 nm3 is obtained. With this value and the
diameter of the AuNCs, it is possible to determine the Au atomic
number (∼127) and the mass (2.11·10-22 g) of each AuNC and subse-
quently the AuNCs concentration in the prepared stock (3.77·1016

AuNCs per mL). This value is generally consistent with the STEM image
of the AuNCs shown in Fig. 1 and it will be taken as the reference for the
subsequent optimization studies.

The emission spectrum shows a maximum at about 700 nm. The
excitation spectrum is very broad and shows a maximum at 300 nm,
and a nearly continuous excitation up to 600 nm (ESM1, figure S1.3).
To determine whether AuNCs fluorescence depends linearly on the
concentration, several diluted solutions were prepared. Figure S1.4
(ESM1) shows saturation for high AuNCs concentrations. The AuNCs
are stable during at least 30 days (7.0% RSD). The fluorescence lifetime
of AuNCs greatly depends on the size and synthetic pathways used, so
values from a few [33] to several hundred [6] ns have been reported in
the literature. The AuNCs synthesized here showed a lifetime of
120 ± 10 ns. Finally, O2 produces collisional quenching of the fluor-
escence of these AuNCs with a Stern-Volmer constant of 1500 ± 200
M−1 (ESM1 Figure S1.5). The synthesized clusters showed high col-
loidal stability at a broad range of pH and ionic strength (see Supple-
mentary Info for more details). This allowed the use of different media
conditions to ensure ChOx oriented binding.

3.2. Optimization of bioconjugation of AuNCs with choline oxidase

3.2.1. Analysis of the crystal structure of the enzyme choline oxidase
It is well known that energy transfer is highly dependent on the

donor-acceptor distance. Therefore, to succeed in the FAD-AuNCs en-
ergy transfer, it would be very useful to test if ChOx has amine terminal
aminoacids located close to the FAD group (i.e., the active site). To
obtain this information, the ChOx structure needs to be known. Several
databases compile the three-dimensional (3D) structures of proteins,
the Protein Data Bank (PDB) [34] being one of the most important. PDB
contains structural information about ChOx from Arthrobacter globi-
formis which is an organism belonging to the same microbiological
genus as Alcaligenes sp; in fact, ChOx coming from both organisms has
similar fluorescent and kinetic properties [35]. Once the 3D structure is
obtained, the search focuses on finding amino acids which can act as
nucleophiles in covalent binding reactions or ionic adsorption, located
close to the active center. The literature [36] indicates that different
conformations of the loop 250–255 (amino acid zone of the protein) are
fundamental in the control of access to the active site in ChOx. For-
tunately, this loop has two terminal amines (see ESM2) (the enzyme is a
dimer), so it is worth testing for biofunctionalization with the terminal
carboxyl of AuNCs.

3.2.2. Study of the pH
The carbodiimide method was chosen for the covalently oriented

attachment of the enzyme to the AuNCs (see ESM3). On the one hand,
this method ensures the covalently bonding of proteins through amine
groups to the carboxyl groups in the NCs. As only deprotonated amines
are able to establish a covalent bond, by changing the pH of the buffer it
is possible to promote the bonding through the terminal amine groups
of the protein instead of the lysine side chain. Thus, the pH should be
higher than 6.5 (to have the N-terminal amines totally or partially de-
protonated), and lower than 9 (to avoid deprotonation of the e-amine
groups of lysines). On the other hand, the buffer composition and the
ionic strength of the solution should lead to AuNCs colloidal stability
during the whole process. A series of phosphate and MES buffered so-
lutions with different pH and ionic strengths were tested (see ESM4). As
a result of these studies and considering the corresponding require-
ments of the different stages of the biofunctionalization, MES 0.1 M pH
7 was chosen for AuNCs activation (with EDC/NHS) and PBS 0.050 M
pH 8 for the rest of the steps in the biofunctionalization process.

3.2.3. AuNCs:ChOx ratio
Optimization of the ChOx:AuNCs ratio is essential in order to

achieve a sensitive sensor. As has been indicated, each enzyme dimer
has two terminal amines (both close to the active site), so the theore-
tical optimum ratio should be 1:2. However, carbodiimide-activated
carboxyl groups are poorly stable over time and sometimes it is ne-
cessary to use higher ratios to ensure the bonding of all the enzyme
molecules; in addition, it is not appropriate to use very large AuNCs
excesses because the binding to the ε-amines of lysines can be
strengthened, increasing the background signal. Different molecular
ChOx:AuNCs ratios were tested (see experimental section; in all cases
the concentration of ChOx was kept at 3.01·1015 molecules·mL−1).

First, agarose electrophoresis was used to evaluate the variations in
motility, charge and target size of the resulting bioconjugated com-
pound. Fig. 2 shows the electrophoretic plate obtained for different
ratios. For each ratio, AuNCs-c, Bcontrol and BioCon lanes (see experi-
mental section) are shown; in addition, a ChOx-c lane has also been
included. As can be seen, three bands are highlighted.

These are:
1) At the end of the lane, which corresponds to the free enzyme; this

band does not appear in the BioCon line, indicating that there is no free
ChOx in these solutions.

Fig. 1. HRSTEM image of one AuNCs obtained with a Titan High-base instru-
ment for High Resolution Imaging. The individual atoms can be visualized.
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2) In the middle of the lane; since this band appears in Bcontrol, it
may be the result of physical interaction (ionic and/or hydrophobic)
between both entities. Interestingly, this band is fuzzy in the Bcontrol
solution, and its intensity does not depend on the AuNCs concentration.
However, in the BioCon, the intensity of this band increases with the
ratio.

3) At the beginning of the lane, which should correspond to the
BioCon. The intensity of this band reaches a maximum for 1:2 and 1:3
ratios and then decreases but does not show a correlation with the
ratio.

Fig. 2. Agarose electrophoresis of ChOx-control and ChOx:AuNCs at different ratio (1:n). For each ChOx:AuNCs ratio a block of three lanes corresponding to AuNCs-
control (left), Bioconjugate control (centrum) and BioCon (right) are shown.

Fig. 3. Fluorescence spectra.
A) with λext 300 nm, of the control samples ( ) AuNCs-c, ( ) Bcontrol and
( ) BioCon for ChOx:AuNCs ratio 1:2.
B) with λext 405 nm, of the control samples (…….) ChOx-c, ( ) Bcontrol, and
( ) BioCon for ChOx:AuNCs ratio 1:2.

Fig. 4. Fluorescence intensity (λexc = 300 nm) of the maximum at 700 nm ( )
(AuNCs) and 370 nm ( ) (tryptophan groups) versus ChOx:AuNCs ratio (1:n):
A) Bcontrol B) BioCon.
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The BioCon presents fluorescence due to both the AuNCs and the
ChOx (Fig. 3); this last consists of aminoacid fluorescence, especially
tryptophan (at about 340 nm under 225–275 nm excitation) and FAD
fluorescence (at 525 nm, excitation at 405 nm). These maxima are also
present in the Bcontrol solutions. However, there are interesting dif-
ferences between them which also depend on the AuNCs:ChOx ratios
(Fig. 4).

* First. The maximum at 700 nm is enhanced in the BioCon com-
pared to the Bcontrol (and even AuNCs-c); however, the difference in
the fluorescence intensity between the BioCon and Bcontrol is nearly the
same for ratios higher than 1:2. This indicates that the bioconjugation
increases the AuNCs fluorescence and also that the AuNCs:ChOx stoi-
chiometry is 2.

* Second. The maximum due to tryptophan (about 350 nm) clearly
decreases with the AuNCs concentration, due to the inner filter effect
produced by the nanomaterial. More interestingly, it appears red-
shifted in the BioCon compared to the Bcontrol; this indicates that
tryptophan groups are exposed to a more hydrophilic environment [37]
in the BioCon, which is consistent with a structural change of the en-
zyme (it becomes more open) due to the bioconjugation.

* Third. The structural change suffered by the ChOx in the BioCon is
also observed when the fluorescence spectra is carried out at a
λexc = 405 nm, which corresponds to the maximum excitation of the
FAD group. Fig. 3B shows that the FAD fluorescence intensity at 525 nm
in the Bcontrol and ChOx-c is very similar, but considerably less intense
than in the BioCon; this enhancement may be due to the fact that the

FAD group, in this configuration, is less prone to be affected by natural
quenchers in proteins [24].

Finally, the possibility of studying the BioCon formation using gra-
phite furnace-atomic absorption spectroscopy (GFAAS) is here pro-
posed. Resano et al [38] have shown that the absorption profiles ob-
tained by GFAAS during the atomization step for Au (III) and AuNP
exhibit some differences. Since the chemical environment of Au will be
different in the AuNCs-c, Bcontrol and BioCon, the absorption profiles
obtained by GFAAS for the three samples would also be expected to
exhibit some differences, if this step is properly designed. Fig. 5A shows
that for AuNCs-c the atomization peak for Au appears at about 11.5 s,
but for Bcontrol this peak change and moves to longer atomization times
in such a way that the higher the AuNCs excess, the longer the atomi-
zation time (and the higher the absorption peak). When BioCon is
submitted to the same process (Fig. 5B), a new peak appears at shorter
atomization times (about 10 s), which is clearly different from that of
the Bcontrol. This new peak (which is due to the BioCon) always appears
at the same atomization time and with nearly the same height (after
subtracting the contribution due to the Bcontrol), which agrees with the
results observed using fluorescence. As can be seen in Fig. 5B, for the
1:2 ratio there is no peak due to free AuNCs, confirming this ratio as the
optimum.

3.3. AuNCs@ChOx bioconjugate fluorescence variation during the
enzymatic reaction: sensing mechanism

According to Fig. 3B, the reaction between BioCon and choline can
be monitored by measuring the FAD fluorescence (λem = 525 nm) or
the AuNCs fluorescence (λem = 700 nm). Each fluorophore presents its
maximum excitation at a different wavelength (405 nm and 300 nm,
respectively). However, it is more interesting to monitor the fluores-
cence of both fluorophores simultaneously. Since the Au still absorbs at
the FAD excitation wavelength, 405 nm was used for both fluorophores.
Fig. 6A shows the kinetic profiles obtained. The observed changes in the
FAD fluorescence agree with the theoretical expectations for ChOx
alone [31]. So, when choline is added (t = 100 s), a decrease is ob-
served due to the dilution. From this point (Fi), the FAD fluorescence
decreases to a minimum (Fmin) due to the FAD reduction to FAD.H2.
After a time, the intensity increases again to the initial value after di-
lution (Fi), which is indicative of the complete regeneration of the en-
zyme by re-oxidation of FAD, and consequently that all the choline has
reacted.

To explain the AuNCs fluorescence reaction profile, two phenomena
should be considered simultaneously: fluorescence quenching by O2

[39] and energy transfer (FRET) with FAD. The O2 consumption during
the enzymatic reaction will increase the fluorescence intensity (this is
observed when the reaction between Bcontrol and choline is monitored
at the 700 nm wavelength shown in figure S5.1, ESM5). This part of the
signal is characterized by a fast increase due to O2 consumption by the
enzymatic reaction, and a later decrease due to O2 diffusion (dotted line
in Fig. 6A, representing the simulated signal due only to O2). Regarding
the FRET, as shown in figure S5.2 (ESM5), the FAD emission spectrum
and the excitation spectrum of the AuNCs overlap, which results in
FRET from the enzyme to the AuNCs. When the FAD is reduced, its
emission decreases and consequently the FRET also decreases. This part
of the signal will be qualitatively similar to that of the FAD and will
overlap that of the O2; in consequence, the AuNCs signal at 700 nm is
the decay due to O2 minus the intensity due to FRET.

3.4. Evaluation of the nanobiosensor for the quantitative determination of
choline

The evaluation of the response of the developed nanobiosensor was
carried out by studying the variation of the BioCon fluorescence signal
with different concentrations of choline. As previously indicated, three
types of analytical signals were tested (Fig. 6A): 1) the area (AFAD) of

Fig. 5. Absorbance versus time recordings obtained using HR CS GFAAS at
different ChOx:AuNCs ratio: AuNCs (blue line); 1:2 (green line); 1:3 (red line);
1:6 (violet line).
A) Bcontrol B) BioCon.
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the FAD fluorescence signal (λexc = 405 nm and λem = 525 nm); 2)
the area of the AuNCs signals (λexc = 405 nm and λem = 700 nm)
corresponding to the FRET (AFRET), which is characterized by a profile
similar to that of FAD; this part of the signal is difficult to differentiate,
so the AuNCs signals during the time of the FAD signal variation are

considered as a measurement of the AFRET; 3) the total area of the
AuNCs profile (AAuNC) which includes the FRET (AFRET) and the O2

effect (AO2), corresponding to the long decay of the fluorescence signal.
The analytical figures of merit corresponding to these parameters are
compiled in Table 1 (see Fig S6.1, ESM6 for calibration graphs). The

Fig. 6. A) BioCon fluorescence intensity (λexc = 405 nm) variation at 525 nm (red line) and 700 nm (blue line) during the enzymatic reaction with choline. Dotted
line indicates the simulated fluorescence profile only due to O2.
B) BioCon fluorescence intensity (λexc = 405 nm) variation at 525 nm (red line) and 700 nm (blue line) during the enzymatic reaction with acetylcholine and ACE.
Dotted line indicates the simulated fluorescence profile due only to O2.

Table 1
Analytical figures of merit for the enzymatic determinations using the BioCon fluorescence.

Linear range (M) Slope RSD% LOD (M) LOQ (M)

Choline determination FRET+O2 1.00·10−6 - 7.50·10-5 4.40·1013 6.66 3.06·10−7 1.02·10−6

FRET [Choline]↓ 1.00·10−6 - 1.00·10-5 1.43·1013 5.90 9.90·10−7 3.30·10−6

[Choline]↑ 1.00·10−5 - 7.50·10-5 4.17·1012 10.04 3.23·10−6 1.07·10−5

FAD [Choline]↓ 5.00·10−6 - 1.50·10-5 1.43·1013 5.40 8.47·10−6 2.82·10−6

[Choline]↑ 1.50·10−5 - 1.00·10-5 1.17·1012 3.33 5.10·10−8 1.70·10−6

Linear range (M) Slope RSD% LOD (M) LOQ (M)

Acetylcholine determination FRET+O2 [Acetylcholine]↓ 1.00·10−6 - 1.00·10-5 4.25·1013 4.35 3.17·10−7 1.05·10−6

[Acetylcholine]↑ 1.00·10−5 - 7.50·10-5 8.83·1012 7.23 1.25·10−6 4.16·10−6

FRET [Acetylcholine]↓ 1.00·10−6 - 1.00·10-5 5.13·1012 5.14 2.33·10−8 7.76·10−8

[Acetylcholine]↑ 1.00·10−5 - 7.50·10-5 1.78·1012 9.17 5.93·10−7 1.97·10−6

FAD [Acetylcholine]↓ 5.00·10−6 - 1.50·10-5 8.43·1012 6.25 2.35·10−7 7.83·10−7

[Acetylcholine]↑ 1.50·10−5 - 1.00·10-5 2.10·1012 3.69 8.75·10−7 2.91·10−6
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values obtained with the AFAD show two linear response ranges, one for
low and the other for high choline concentrations. The most interesting
aspect is that the LOQ was smaller than that obtained with ChOx alone,
which is due to the enhancement observed in the FAD fluorescence
resulting from the structure change of the enzyme. Similar results were
obtained using the AFRET, because this parameter measures the same
interaction as AFAD but with a different sensitivity.

The AFRET is only about 10% of the total area at 700 nm, so the total
area (AAuNCs) is considered as a good approximation of the AO2. We
have developed a model relating the total area with the choline con-
centration (see detailed deduction in ESM7). Considering that the air/
solution O2 diffusion is a first order kinetic process (1) and taking into
account the Stern-Volmer plot for O2 quenching (2), the following
equations can be set out:

O O Cho e[ ] [ ] 2[ ]t
k t

2 2 0 0 d= (1)

F
F

K O1 [ ]a

t
sv t

0,
2= +

(2)

kd and Ksv being the O2 diffusion constant and the Stern-Volmer con-
stant, respectively. After combining (1) and (2), the fluorescence in-
tensity profile (Ft) will be given by:

F
F

e1
t

a
K Cho

K O
k t

0,
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2 0
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F0,a being the BioCon fluorescence intensity before the reaction. The
integration of (3) gives the AAuNCs value for the whole area:

A K
k K O

Choline2
(1 [ ] )

[ ]AuNCs
SV

d SV 2 0
0+ (4)

The experimentally obtained linear relationship between AAuNCs and
the choline concentration (Fig S6.1 and table 1 A) validates equation
(4). In order to reduce the measurement time, it is possible to consider
the area at a given time interval instead of the total area. In this case,
the model can also be applied (see ESM7), but the sensitivity and the
linear range response will be shortened accordingly.

Choline oxidase (ChOx) is currently used as the base of colorimetric
tests and enzymatic kits for Ch determination. By coupling ACh to
ChOx, the same procedure is used for the determination of acetylcho-
line. The selectivity provided by these enzymes is enough for most
applications. The biosensor presented in this paper bases its selectivity
in these enzymes. Moreover, according to the bibliography, the sensi-
tivity is also enough for choline or acetylcholine determination in
several types of samples such as foodstuffs, vitamin preparations or
even biological samples [40,41].

We have observed that the AuNCs@ChOx compound retains its
activity during at least two months. As regards reusability, we have not
used the compound more than five consecutive assays. Exhaustive
studies of the lifetime and reusability of the biosensor will be carried
out using different solid supports.

3.5. Coupling of the acetylcholinesterase-acetylcholine reaction for the
determination of acetylcholine

To determine acetylcholine (ACh), the enzymatic reaction of the
BioCon was coupled with that of the ACE/Ach:

Ch H O ACE Cho Acetate( )2+ = = = = > + (5)

Before evaluating the analytical capabilities of the BioCon, the op-
timal conditions of the enzymatic reaction (5) were considered. The
optimum pH of the reaction has been previously reported to be around
7–8 [42], which is similar to that used for choline determination, so it is
not necessary to find a compromise value for both reactions. The effect
of the enzyme concentration has been studied. ACE is one of the most
active known enzymes [43] so even for low enzyme concentrations it is
possible to achieve a rapid choline formation. After optimization, 2

U·mL−1 was finally chosen (Fig. S6.2). In these conditions, the fluor-
escence versus time profile obtained (Fig. 6B) was very similar to that of
the choline, because the time of the hydrolysis reaction was reduced to
a minimum. The mathematical model given by (4) can also be applied
in this case but replacing [Choline]0 by [ACh]0. Consequently, the same
analytical parameters described for choline determination can also be
applied.

The analytical figures of merit are compiled in table 1B (re-
presentations in Fig. S6.3). The analytical figures of merit are similar to
those obtained with choline. In this case, the values obtained with the
total area (AAuNCs) showed two linear adjustments, one for low con-
centrations and the other for higher concentrations.

4. Conclusions

Several optical enzymatic methods for Ch or ACh determination
based on nanomaterial fluorescence have previously been reported,
including carbon dots [44], quantum dots (QD) [45–49] and AuNCs
[16,20]. In all the cases, the nanomaterials were not previously linked
to the enzyme, inhibiting any FRET process. Moreover, decreases in the
fluorescence signal during the enzymatic reaction were reported in all
cases. These were explained by the H2O2 quenching in the fluorescence,
the mechanism being the oxidation of either the metal-forming nano-
material (for example, Te in QD) or the S-metal bond (giving a –S-S-
bond); both mechanisms imply fluorophore degradation. Some authors
have observed that the nanomaterial oxidation by H2O2 is enhanced by
increasing the temperature and the reaction time; in fact, some of those
methods use an incubation step (at 37 °C) for the enzymatic formation
of H2O2 in the presence of the nanomaterial. As indicated before, we
have observed an increase in the fluorescence of the nanomaterial
which was explained, in addition to FRET, by the decrease of the
quenching of O2 on the AuNCs fluorescence. It seems clear that both the
experimental procedure described in this paper and the AuNCs@ChOx
linkage protect the nanomaterial against the potential oxidation by
H2O2, allowing the O2 fluorescence quenching to be observed (what-
ever the nanomaterial having the fluorescence lifetime large enough)
and the reutilization of the same AuNCs@ChOx aliquot for several
determinations (which is necessary for the design of monitoring sys-
tems). Finally, when the studies cited above are reviewed in depth, it
can be seen that the differences in the quantification limit for H2O2,
choline or acetylcholine are not very significant (1 order of magnitude)
and they are also similar to those obtained in this paper.

In conclusion, this paper demonstrates that AuNCs produce good
analytical performances when used in an enzymatic method based on
the induced fluorescence properties of enzymes. Choline and acet-
ylcholine have been used as model analytes. These fluorescence prop-
erties can be used both considering the O2 quenching effect on the
fluorescence of AuNCs and the FRET with the FAD. Moreover, AuNCs
are able to modify the structure of the enzyme, giving rise to an en-
hancement of the intrinsic fluorescence of FAD which is of considerable
interest for enzymes having this cofactor.
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Nanoparticle-based biosensors for detection of
extracellular vesicles in liquid biopsies
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Marı́a Moros *ab

Tumor-derived extracellular vesicles have emerged as an alternative source of cancer biomarkers in liquid

biopsies. Despite their clinical potential, traditional methods for isolation and analysis have hampered their

translation into the clinic. The use of nanomaterial-based biosensors can speed up the development of

analytical methods for quantifying extracellular vesicles in a specific, highly reproducible, robust, fast and

inexpensive way. Here we review the utility of extracellular vesicles as a novel type of liquid biopsies and the

recent advances in nanoparticle-based biosensors for their analysis. We aim to emphasise the limitations and

challenges that hinder extracellular vesicle analysis using these biosensors and point out potential solutions.

1. Introduction

Liquid biopsies are considered a very promising alternative to
conventional tissue biopsies for cancer detection, monitoring
tumor progression and tracking tumor evolution.1 Recently,
tumor-derived extracellular vesicles (EVs) have emerged as an
alternative source of biomarkers in liquid biopsies. Although
EVs were initially proposed to be cellular waste, to date it is
known that they mediate intercellular communication and play
a major role in a variety of normal and pathological processes,
including cancer.2 As the cargoes that EVs carry largely depend
on their parent cells, EVs hold great promise as prognostic
elements.3 Despite their clinical potential, the use of complex
and time-consuming traditional methods for isolation and
analysis has limited their clinical translation.4 Furthermore,
characterization of EVs can be challenging because of the high
heterogeneity of the isolates, which generally contain a mix of
EVs of different origin, with diverse sizes and cargo content.5,6

In this context, the development of new analytical platforms to
perform high-throughput analyses in an easy and sensitive way
without sample pre-treatment could speed up their clinical
translation. Ideally, point of care (POC) biosensors will allow
for a sensitive, selective and fast detection of EVs while remaining
easy to use and inexpensive. In recent years great efforts have
been devoted to develop novel biosensors for EV analysis based
on microfluidics, nanomaterials or plasmonics to name a few.
However the majority of these platforms are only proof of concept
works that have not entered into the market.

In this review we present the recent progress in the detection
of EVs and describe the state-of-the-art in nanomaterial-based
biosensors. Although several reviews have focused on some
isolation and detection techniques,7–14 this review concentrates
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on the advantages of using nanomaterials, mainly nanoparticles
(NPs) to develop biosensors. We also provide a comprehensive
overview of the potential use of EVs as a novel type of liquid
biopsies and the techniques that are currently used to analyze EV
biomarkers in biofluids. Then, we focus on the advantages of
using NPs to design and develop innovative biosensors, and how
the correct selection of biomolecules and nanostructures and
the way to combine both could improve their analytical perfor-
mance. The main aim of this review is to present in a critical way
the state-of–the-art in NP-based biosensors and finally address
current challenges in the detection of EVs, considering the
advantages and limitations of each technique.

2. Liquid biopsies and extracellular
vesicles
2.1. Liquid biopsies

Liquid biopsies of cancer are samples of biofluids such as
blood or urine that are used for the analysis of cancer cells or

cancer tissue-derived molecules.15,16 Liquid biopsies have emerged
as a very promising alternative to conventional tissue biopsies
since they can be obtained in a noninvasive or minimally invasive
way, thus avoiding the risks related to tissue sampling and
allowing serial sampling during the course of disease. Importantly,
they have been shown to reflect intratumoral heterogeneity better
than tissue biopsies, and are suitable for longitudinal monitoring
of cancer evolution and detection of resistance-conferring tumor
cell subclones.17 Hence, liquid biopsies have a potential utility
for cancer diagnosis, detection of minimal residual disease,
tracking tumor progression and predicting the emergence of
chemoresistance.18 The most common types of liquid biopsies
are circulating tumor cells (CTCs) and circulating cell-free DNA
(cfDNA) or RNA (cfRNA) (Table 1).19–21 CTC analyses range from
the enumeration and immunophenotyping of CTCs to the single
cell genomic, transcriptomic or proteomic profiling and tumor
growth assays.19,22 cfDNA can be exploited for the detection and
quantification of tumor mutations, copy number variations and
methylation markers,21 whereas cfRNA can be used for the
profiling of mRNAs and non-coding RNAs, and the identification

Table 1 Main types of cancer liquid biopsies. The table shows the main liquid biopsies, and their main source and detection methods. The examples are
taken from ref. 25 except for some tumor-derived EV examples, where the readers are referred to ref. 26 and 27. Although many molecules have shown
their potential in liquid biopsies, there are still few of them that have reached the clinic and many need further validation

Types of liquid biopsies Main source Detection Example

Circulating
tumor cells

Cell count Blood Several approaches based
on the biological, physical and
functional properties of CTCs.
After CTC isolation, different
molecular analysis including NGS,
FISH and ICH or testing for drug
sensitivity can be done

Enumeration of CTCs by
CellSearch for metastatic breast,
prostate or colorectal cancer

Single cell analysis:
– genomics
– transcriptomics
– proteomics
– cytogenetics

Tumour-derived
cell-free molecules

Proteins Blood Immunoassays – PSA, prostate cancer
– CA 15–3, breast cancer

ctDNA: Any biofluid in
contact with cancer

PCR (qPCR, dPCR) – EGFR mutation test, NSCLC
mutations
amplifications
deletions
translocations NGS – Epi proColon based on gene

methylation, colorectal cancermethylation
ctRNA: PCR (qPCR, dPCR) – hTERT, prostate cancer
– expression profiles
(i.e. of mRNAs, miRNAs,
lncRNAs)
– mRNA splicing RNA-Seq – PCA3, prostate cancer

Tumor-derived
EVs

EV count Any biofluid in
contact with cancer

Nanoparticle tracking analysis,
tunable resistive pulse sensing.
Other platforms are under
development

Increased in pancreatic cancer

Proteins: expression and
modifications

Mass spectrometry, ELISA Many examples such as Del-1 for
breast cancer

RNA: expression profiles,
i.e. of miRNA, lncRNA, mRNA

PCR, RNA-Seq Many examples such as
– AR-V7, prostate cancer
– ExoDx Prostate test
– miR-196a and miR-1246 for
pancreatic cancer

DNA: presence
and modifications

PCR, NGS Mutations in KRAS and TP53 in
pancreatic cancer

Lipids and metabolites Mass spectrometry See ref. 26 and 27 for examples in
prostate cancer

– exosomes
– microvesicles
– apoptotic bodies

CA: cancer antigen; Ct: circulating tumor; CTC: circulating tumor cell; dPCR: digital PCR; FISH: fluorescence in situ hybridization; hTERT: human
telomerase reverse transcriptase; ICH: immunocytochemistry; NGS: next-generation sequencing; NSCLC: non-small cell lung cancer; lncRNA: long
noncoding RNA; PCA3: prostate cancer antigen 3; PSA: prostate-specific antigen; qPCR: quantitative PCR; RNA-Seq: RNA-sequencing
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of tumor-specific fusion transcripts and splice variants.22 Some
of such tests, for example the enumeration of CTCs using the
CELLSEARCHs CTC Test23 or the detection of epidermal growth
factor receptor (EGFR) mutations using the cobass EGFR Muta-
tion Test,24 have been approved by the Food and Drug Admin-
istration and are available for routine clinical use. More recently,
tumor-educated platelets and tumor-derived EVs have emerged
as an alternative source of cancer tissue-derived biomarkers in
liquid biopsies.18,22

2.2. Extracellular vesicles

The term ‘‘EV’’ refers to all types of particles released from cells
that are enclosed by a lipid bilayer and cannot replicate.28 EVs
contain a large variety of molecules, including proteins, nucleic
acids, lipids and metabolites. According to their biogenesis, three
main subtypes of EVs have been defined: exosomes, microvesicles
(also called ectosomes, shedding vesicles or microparticles) and
apoptotic bodies.29 Exosomes correspond to intraluminal vesicles
of multivesicular bodies that are released from cells after fusion of
the limiting membrane of these organelles with the plasma
membrane. The majority of them range between 30 and
150 nm in diameter.30,31 Microvesicles are generated by budding
from the plasma membrane and range between 50 and 1000 nm
in diameter.31 Apoptotic bodies are highly heterogeneous EVs
formed during apoptotic cell death, and the majority of them
have a diameter ranging between 1 and 5 mm. However, the
release of smaller EVs (o1 mm in diameter) during the progres-
sion of apoptosis has also been reported.32 Some specific types
of cancer cells have been found to release unusually large EVs
(1–10 mm in diameter) referred to as large oncosomes or large
EVs,33,34 but their biogenesis is not fully understood so far. As the
current methods for EV isolation do not allow accurate separation
of EV subtypes, the International Society for Extracellular Vesicles
(ISEV) in the recently updated position paper recommends using
the term ‘‘extracellular vesicle’’ instead of terms like ‘‘exosome’’ or
‘‘microvesicle’’, unless the biogenesis pathway of the studied
vesicles is clearly established.28 In this review, however, in order
to not modify the terminology of the revised manuscripts, we will
utilize the terms employed in the original works.

Although initially considered a waste disposal mechanism,35

both live cell and apoptotic cell-derived EVs have turned out to be
important mediators of intercellular communication acting in a
paracrine and systemic manner.32,36 Overwhelming evidence sug-
gests that cancer-derived EVs promote cancer progression in various
ways. For instance, EVs released by highly aggressive, drug resistant
or hypoxia-experienced cancer cells transfer their phenotypic traits to
other cancer cells.37–39 Cancer-derived EVs can also be taken up by
various cell types constituting the tumor microenvironment leading
to stromal activation, induction of angiogenesis, lymphangiogenesis
and immune suppression.40,41 Furthermore, cancer-derived EVs can
act systemically by helping to establish pre-metastatic niches in
lymph nodes and organ-specific distal sites.42

2.3. Extracellular vesicles as a novel type of liquid biopsies

EVs are released by the vast majority, if not all, cell types in the
body; hence blood and other biofluids contain a mixture of EVs

released by various cells. Multiple studies have shown that the
levels of EVs in biofluids of cancer patients are higher than in
healthy controls.43–50 Furthermore, some studies suggest that
elevated levels of EVs are associated with the presence of minimal
residual disease, therapy failure and disease progression, and that
the level of EVs significantly drops after surgery.51,52 These find-
ings support the idea that the presence of cancer stimulates the
release of EVs; however, whether these EVs are produced by
cancer cells themselves or represent a systemic response to the
disease or treatment is still a matter of debate.18,53 Moreover,
increased levels of EVs have been found in the blood of patients
with various non-cancer diseases and physiological stress condi-
tions, suggesting that the release of EVs is a common response to
various stress cues.18 Thus, the EV level per se does not appear to
be a highly specific biomarker of cancer. On the other hand, EVs
isolated from plasma and other biofluids of cancer patients have
been shown to contain cancer cell-derived molecules such as
truncated epidermal growth factor receptor EGFRvIII,54 mutated
DNA and mRNA fragments and cancer-specific splice variants and
fusion transcripts,55–57 as well as cancer-associated mRNA, protein
and miRNA signatures.55,58 These findings have raised the idea
that cancer-derived EVs may serve as a source of RNA, protein,
lipid, DNA and metabolite-based biomarkers for early detection of
cancer, monitoring cancer progression and tracking tumor evolu-
tion (Table 1 and Fig. 1).

EVs may have several advantages over CTC, cfDNA or cfRNA-
based liquid biopsies. At first, they are more abundant than CTCs
and therefore may reflect intratumor heterogeneity better than CTCs
and/or be easier to detect at earlier stages of cancer, in particular for
tumors that release few CTCs, such as tumors of the central nervous
system.18,59,60 Secondly, in contrast to vesicle-free cfDNA and cfRNA,
EVs contain molecular signatures reminiscent of their parental cells
and protect their cargo from degradation.18,59 Indeed, several studies
have shown that EV-enclosed DNA yields higher sensitivity and
specificity for detecting KRAS, EGFR and BRAF mutations than total
circulating cfDNA.56,61–63 Our recent study demonstrated that some
miRNA biomarkers show better diagnostic performance if tested in
EV-enclosed RNA as compared to total circulating cfRNA.64

Currently, one of the main biological challenges in develop-
ing EV-based blood tests is that the proportion of cancer-
derived EVs in the total pool of EVs present in blood is low
and highly variable among patients leading to high variability
in the assay performance. One of the possible solutions is to
isolate specific EV subpopulations that may serve as biomar-
kers by themselves or may be enriched with cancer-derived
molecules. For instance, glypican-1 (GPC1) has been identified as
a highly specific marker of pancreatic cancer-derived EVs and the
levels of GPC1-positive EVs have been shown to have diagnostic
and prognostic value in pancreatic cancer.65,66 Similarly,
prostate-specific membrane antigen (PSMA) has been used for
the isolation of prostate-specific EVs. Although PSMA is a
prostate-specific, not prostate cancer-specific, protein, the
plasma levels of PSMA-positive EVs could discriminate prostate
cancer from benign prostatic hyperplasia and correlate with the
aggressiveness of the disease.67,68 Conceivably, these EV sub-
populations are also enriched in cancer-derived molecules.
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Furthermore, EVs have been detected in various other biofluids
including lymph, saliva, urine, cerebrospinal fluid, breast milk
and bronchoalveolar lavage fluid;56,69–71 hence these biofluids
may serve as organ-specific liquid biopsies for cancers that are
in contact with the given biofluid.

2.4. State-of-the-art techniques to analyze EV biomarkers in
biofluids

The use of omics methodologies such as mass spectrometry
for protein, lipid and metabolite quantification, and next

generation sequencing for quantification of nucleic acids, has
led to the discovery of numerous EV-based biomarkers for
several diseases.18,72,73 In the biomarker development pipeline,
the validation phase follows the discovery phase. In this phase,
the ability of the biomarker to separate specific patient groups
using larger and independent patient cohorts is verified, and
the best analytical platform to quantify the biomarker is
established. In fact, the quantitative verification of the biomar-
kers identified in the discovery phase studies is considered a
bottleneck in biomarker development. The analytical method
should be able to quantify the biomarker(s) in a specific, highly
reproducible, robust, fast and cheap way in order to facilitate
the implementation of the biomarker test in the clinic. Con-
ventional techniques to analyse EVs include methods such as
nanoparticle tracking analysis (NTA), flow cytometry, dynamic
light scattering (DLS), western blotting (WB) or immunoassays
among others (Table 2). These techniques can provide valuable
information about EV size, concentration or specific markers,
as summarized in excellent reviews where readers are referred
to for detailed information.10,11,74,75 On the other hand, mass
spectrometry and next generation sequencing, although very
useful for the discovery of biomarkers, are currently not widely
used in clinical laboratories. Instead, PCR-based tests, for the
quantification of nucleic acids, and immunological methods,
mainly enzyme linked immunosorbent assays (ELISA), for the
quantification of proteins, are part of clinical lab routines and
are commonly used for diagnostic purposes (Table 1). These
methods have high sensitivity and do not require complex
equipment. In terms of EVs, a polymerase chain reaction
(PCR)-based test for the detection of RNAs in urinary EVs that
can reduce the number of unnecessary biopsies has already
been commercialized.76 The potential of lateral flow immunoas-
says (LFIAs) for detection of protein biomarkers in EVs has also
been shown since a LFIA using the membrane proteins tetra-
spanins as targets is able to detect purified EVs from human
plasma and urine.77 LFIAs are based on similar principles as
ELISA tests, in which a capture antibody is immobilized on a
solid phase, and are ideal POC tests because they require few
resources. Interestingly, immunoisolation is particularly suitable
for liquid biopsies of specific cancer types and several micro-
fluidic devices based on this principle are being developed.78

In addition to the analytical approaches, the standardization
of the preanalytical procedures is essential for robust bio-
marker quantification and data interpretation.85 It is critical

Fig. 1 EV-based biomarkers in liquid biopsies. Human blood and other
biofluids contain a mixture of EVs released by various cell types. Impor-
tantly, EVs isolated from cancer patients’ biofluids contain various cancer-
derived molecules. This has raised the idea that EVs may serve as a source
of protein, RNA, DNA, lipid and metabolite based cancer biomarkers.
Moreover, several studies indicate that the levels of EVs are increased in
cancer patients. Therefore, the count of specific EV subpopulations in
biofluids may be used as a biomarker on its own. Some elements of the
figure originate from Servier Medical Art image bank.

Table 2 Summary of conventional techniques used to characterize EVs. WB = Western Blot; ELISA = Enzyme linked immunosorbent assay; NTA =
Nanoparticle tracking analysis; DLS = dynamic light scattering; Ab = Antibody

WB ELISA Flow cytometry NTA DLS

What is measured Presence and molecular
weight of proteins

Quantification of
surface protein markers

Concentration of
EVs, phenotype

Concentration of EVs, size Size

Signal Colorimetric,
chemiluminescence,
fluorescence

Colorimetric,
chemiluminescence,
fluorescence

Light scattering,
fluorescence

Light scattering Light
scattering

LOD (EVs per mL) 1011–1012 109–1010 107–109 107–109 108–1012

Specificity High (specific
antigen-Ab)

High (specific
antigen-Ab)

High if Abs
are used

Low Low

Ref. 79,80 79–81 82,83 75,80 84
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that the collection and storage of biofluids follows specific
guidelines.86 Moreover, when working with EVs, the way in which
vesicles are isolated/purified should be carefully investigated. The
main goal of EV isolation is to concentrate the molecular signal
contained in the EVs and/or remove contaminants that may mask
the signal or perturb the analytical measurement. At the moment,
several methods to isolate/purify EVs exist, including ultracentri-
fugation, size-exclusion chromatography, precipitation, immuno-
isolation, microfluidics or filtration.78,87–89 These methods have
advantages and disadvantages that have to be considered in
relation with the specific biofluid, the biomolecule that is going
to be measured and the analytical method that is going to be
used. In fact, it has been shown that the yield and purity of EVs
significantly vary between different isolation methods.90,91 There-
fore, the isolation of EVs may introduce a potential error in the
quantification of biomarkers. Thus, ideally, a routine test should
not require a prior isolation of EVs from the biofluids. This could
be possible if the EV-associated biomarker is very abundant and/
or the quantification method is very sensitive and not affected by
other materials found in the biofluid. This strategy has already
given promising results. For example, Duijvesz et al. have devel-
oped a highly sensitive time-resolved fluorescence immunoassay
(TR-FIA) for capture/detection of prostate cancer derived EVs that
allows the quantification of EV proteins directly from urine.46

Other example is the ExoScreen assay, which is able to detect EVs
directly in serum using two antibodies to capture the vesicles that
are then detected using photosensitizer-beads.92

3. Development of nanoparticle-based
biosensors

Currently, a nanomaterial can be defined as ‘‘a natural, incidental
or manufactured material containing particles, in an unbound
state or as an aggregate or as an agglomerate and where, for 50%
or more of the particles in the number size distribution, one or
more external dimensions is in the size range 1–100 nm’’.93 On
the other hand, the International Organization for Standardiza-
tion defines a NP as ‘‘a material with all external dimensions in
the nanoscale, where the lengths of the longest and the shortest
axes of the nano-object do not differ significantly’’. In this
review we will mainly focus on the use of NPs for the develop-
ment of biosensors with enhanced performance. Materials
on the nanometre scale have unique optical, electronic, and
magnetic properties that are different from the bulk material.
Of particular interest is the possibility of changing their physico-
chemical properties by tuning the shape and size of many NPs.
For instance, important features that can be tailored on demand
are the surface plasmon resonance (SPR) of gold NPs (AuNPs), the
emission wavelength of carbon nanotubes (CNTs) or Quantum
Dots (QDs), or the magnetic properties of magnetic nanoparticles
(MNPs). One general advantage of NPs is their large surface area
to volume ratio, enabling the attachment of an enhanced number
of biomolecules.94,95 In addition, as NPs and biomolecules have
similar sizes, they can interact more effectively. NPs therefore
hold huge interest in biomedical applications. Indeed, NP-based

biosensors have become one of the major topics in the field of
diagnostics.96,97 The use of NPs allows the development of
devices with increased sensitivity and lower limits of detection
(LODs), features with growing interest in the sensing field.
Furthermore, lab-on-a-chip based assays allow the rapid analysis
of low amounts of samples, thus reducing clinical care costs.77

In the field of EVs, several detection platforms have been
reported based on diverse sensing techniques, such as colori-
metry, fluorescence, SPR, Surface-enhanced Raman spectroscopy
(SERS), electrochemistry or nuclear magnetic resonance, showing
the potential of NPs in diagnostics.79,98,99 These methods, along
with their advantages and disadvantages, will be discussed in the
next sections.

3.1. Functionalization of NPs with antibodies and aptamers

When developing biosensors, antibodies (Abs) and aptamers
are two of the most commonly used molecular recognition
biomolecules. These molecules are generally coupled to NPs in
order to selectively recognize EVs. The most common targets
to identify and detect EVs are protein markers such as tetra-
spanins (CD63, CD9, CD81), ALIX or TSG101.3 Moreover, EVs
also contain specific markers directly related with their cellular
origin; the analysis of these antigens could be used to detect EVs
derived from cancer cells for instance.2 Aside from proteins, EVs
also contain RNAs; among all RNA species, miRNAs are in general
very abundant, and can be used as biomarkers,100 although
aptamers and Abs are not commonly used to target them.

Different types of Abs or Ab-derived fragments can be used
to functionalize NPs to detect EV antigens.101 The most widely
used is Immunoglobulin G (IgG). IgG consists of four poly-
peptide chains linked together by disulphide bonds, forming a
Y-shaped structure (Fig. 2a and b). The IgG structure can be
subdivided into two parts, the antigen binding fragment (Fab)
and the constant fragment (Fc) (Fig. 2b). The Fab region (arms
of the Ab) contains the antigen-binding site, which confers
antigen specificity. A single IgG has two antigen-binding sites
that are found at the extremity of the arms. In order to improve
the biosensor performance, it is highly important to leave these
antigen binding sites available, so that they can interact with
their antigens. One of the key factors to develop a reliable
biosensor, therefore, is the technique used to immobilize the
Abs on the NP surface, as the selected methodology can impact
the Ab structure and activity, and ultimately the biosensor
sensitivity.102,103 The methodologies used to functionalize Abs
on NPs are based on physical adsorption, covalent binding or the
use of specific adaptor molecules (Fig. 2c–g).104–106 Generally,
strategies that provide a better orientation of the Ab on the NP
surface and without involving the antigen-binding sites will result
in a better outcome than strategies providing a random orienta-
tion of the Ab.107 Here we present some of these strategies, which
could be implemented to build biosensors to detect EVs.

One of the most common strategies to covalently link Abs
to NPs is to use the amine groups from the Abs (Fig. 2d).105

However, using this approach, Abs will be immobilized with a
random orientation, as some Abs will be well oriented, while
others will not have their antigen binding sites available.
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Moreover, taking into account the different pKa values of the
amine groups of the Ab, at the pH conventionally used for this
kind of reaction, the most reactive amine groups are the
terminal ones. Unfortunately, these moieties are located in
the antigen binding area, and their use could reduce the
recognition efficacy of the Abs. In order to overcome this
limitation, other strategies have been developed to improve
the orientation of the Abs. For instance, Puertas et al. demon-
strated that by binding the Ab on MNPs through its sugar
moieties (located in the Fc region, Fig. 2e), by their partial
oxidation and formation of a Schiff base, the LOD of a LFIA
could be greatly improved.109 Other works suggested the use of
bioorthogonal click chemistry to functionalize the surface of
NPs with Abs. The cycloaddition between 1,2,4,5-tetrazines (Tz)
and trans-cyclooctene (TCO) is a straightforward method to
bind Abs on the NP surface.110 Furthermore, it is fast, catalyst
free and chemoselective. Abs modified with TCO have been
used to detect cells and pathogens before being coupled with
MNPs functionalized with Tz.110,111 When compared with
direct Ab binding, the use of bioorthogonal click chemistry
yielded higher sensitivity. This strategy could enhance the
signal to a greater extent than other two-step labelling
strategies that are routinely used, such as the coupling of
avidin-modified Abs with biotin-conjugated MNPs. In addition,
consecutive steps of orthogonal chemistry can further amplify
the signal and increase the sensitivity.112

However, all these examples imply the chemical modification
of the Abs. This modification can ultimately affect Ab structure
and activity. To overcome this concern, other strategies have
been proposed. Some groups have demonstrated that unspecific
reversible interactions between the Ab and the NPs can be
used to orient the Ab before performing a covalent coupling
(Fig. 2g).113,114 In these cases, the incubation pH can be selected
to orient the Ab, as the net protein surface charge depends on
the isoelectric point of the Ab.115 Puertas et al. described this
strategy to bind different types of Abs to MNPs, demonstrating
that in all cases the activity was higher than when using a
random conjugation.12 This approach has been also used for
the binding of Abs to AuNPs116 and multiwalled carbon nano-
tubes (MWCNTs),117 showing an improvement of the analytical
performance of the biosensors when using this approach.

Aside from the orientation, the Ab density is also an important
factor to take into account.114,118 Although the use of adaptor
molecules (Fig. 2f) could provide worse Ab coating, the improve-
ment on the presentation is able to enhance its activity.119 On the
other side, Van der Heide et al. described that using protein A as
an adaptor molecule resulted in higher Ab per AuNP and higher
binding efficacy when compared to random immobilization
through the most reactive amine groups.120

Aptamers are synthetic single-stranded oligonucleotides
(DNA or RNA) that bind to target molecules, such as proteins
or nucleic acids, with high affinity and selectivity. Thus, they

Fig. 2 (a and b) Schematic cartoon showing (a) the Y-shaped structure of an Ab (which is the ligand to be attached to the NP); the two light chains
(variable regions) and the heavy chains (constant regions) are coloured in blue and red respectively. The green colour represents the antigen binding sites.
The purple colour represents groups which can be used for attachment to NPs. (b) Three-dimensional model of an Ab from X-ray crystallography studies.
(c–g) Schematic representation of different strategies used to functionalize NPs with Abs: (c) electrostatic adsorption; (d) covalent binding via amine
groups on the Ab; (e) covalent binding via carbohydrate groups on the Ab; (f) use of adaptor biomolecules (streptavidin–biotin, Protein G); (g) ionic
adsorption plus covalent binding. Adapted from ref. 105 with permission from Elsevier. (h) Schematic illustration of a nanotetrahedron-assisted
electrochemical aptasensor. Aptamer-containing nanotetrahedra were immobilized via three thiol groups onto the gold electrodes for direct capture of
exosomes in suspension. R: reference electrode area; W: working electrode area, with a diameter of 4 mm; C: counter electrode area. Adapted with
permission from ref. 108. Copyright (2017) American Chemical Society.
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have been used in many biomedical applications, including
biosensing. Aptamers are selected from an oligonucleotide
library by Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment (SELEX), a process that can be automatized.121,122

Target recognition and subsequent binding is based on electro-
static and hydrophobic interactions and the three-dimensional
structure that they adopt. Compared to Abs, aptamers are
thermally stable, have a smaller size, are more flexible and lack
immunogenicity.123,124 When developing biosensors, the den-
sity of the aptamers on the surface of the support can be a
critical factor. For instance, a dense coating could end with a
high steric crowding and aptamer entanglement, thus resulting
in poorer accessibility.125 It has been suggested that immobiliza-
tion through the 30 end or the addition of a linker can improve
the target binding, presumably due to a decreased steric hin-
drance or an improved folding.126 In this sense, the use of DNA
nanotetrahedron structures to functionalize the aptamers can
greatly improve the accessibility and binding ability of aptamers
to their targets.127,128 For instance, Wang et al. developed an
electrochemical biosensor to detect EVs where the aptamers
were oriented using a tetrahedron structure (Fig. 2h).108

The sensitivity of the aptasensor was increased 100-fold when
compared with that obtained using single-stranded aptamers.

3.2. NP-based biosensors for EV analysis

3.2.1. Lateral flow immunoassays. LFIA is a well-established
and versatile technology used to detect and quantify analytes by
performing an immunochromatographic assay using a porous
membrane. These assays are good candidates as POC diagnostic
sensors, presenting many advantages in comparison with other
analytical methods used in clinical care. In addition to being
rapid and cost-effective diagnosis devices, these tests are easy to
use since unskilled personnel can perform them, and additional
processing or external equipment is not required.

In a typical LFIA sandwich assay, the sample is added to the
sample-pad and it migrates by capillarity to the conjugate-pad.
There, the analyte finds a conjugate composed of the detection
Ab conjugated to particles such as latex beads or AuNPs
(Fig. 3a).129,130 This complex flows through the nitrocellulose
membrane, where the analyte is now recognised by the capture
Ab immobilized at the test line (TL). Finally, the excess of
conjugate reaches the control line (CL) where a secondary Ab

Fig. 3 (a) Schematic representation of a typical LFIA when the target analyte is present (left panel). Naked eye detection of a negative and positive test
(rigth panel). (b) Steric hindrance model for exosomal detection using LFIA: if a marker is abundant, the exosome is completely covered by the conjugate,
composed of the detection Ab functionalized on NPs. This reduces the availability of epitopes for the capture antibody present at the TL (left panel).
However, if the detection marker is scarcer, the exosome can be captured (right panel). (c) Model of the effect of the Ab concentration coupled to AuNPs.
When AuNPs are conjugated using a high concentration of the Ab, bigger aggregates are generated due to the crosslinking of Abs and exosomes. This
results in an impaired flow of the mixture on the strip and lower capture capacity (left panel). However, if the detection Ab is conjugated at lower
concentration, these complexes are not formed and each exosome can bind to several AuNPs, resulting in a better capture at the TL (right panel).
Adapted from ref. 133. Copyright (2018), with permission from Springer Nature.
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is located. This Ab recognizes the detection Ab, to indicate that
the test worked properly. The excess of sample migrates to the
absorbent pad (Fig. 3a).131,132 In summary, if the target analyte
is present, both the CL and the TL should appear and be
detected visually. If the target analyte is not present, only the
CL appears. The best well-known example of this bioanalytical
method is the human pregnancy test, based on the detection of
human Chorionic Gonadotropin (hCG) in urine.

LFIA test strips are therefore ideal candidates for EV detec-
tion when onsite analysis and simplicity are needed. Oliveira-
Rodrı́guez et al. developed a LFIA using tetraspanins as targets
to detect purified exosomes from cell culture supernatants of
Ma-Mel-86c melanoma cells.77 In this work the authors were
able to detect 8.54 � 108 exosomes per mL when combining
anti-CD9 and anti-CD81 as capture Abs and anti-CD63 as the
detection Ab. The detection Ab was labelled with 40 nm AuNPs.
In addition, and as a proof of concept, these authors managed
to visually detect 5 mg and 20 mg of plasma and urine-derived
exosomes respectively (commercial exosomes from healthy
donors) when different combinations of capture and detection
Abs against CD9, CD81 and CD63 were used. The Ab pair was
selected case-by-case depending on the different protein com-
position (localization and density of tetraspanins) present on
the exosomal surface.

Some studies have been carried out to evaluate the perfor-
mance of different NPs as labels, including AuNPs, carbon black
nanoparticles (CB) and MNPs. To select the best option, the
following parameters were compared: simplicity for the biocon-
jugate formation, stability over time and ease of visualization on
the strips.134 NPs were functionalized with anti-CD63 and tested
to detect EVs purified from plasma of healthy donors on strips
containing anti-CD9 as the capture antibody. Conjugates made
using AuNPs provided the best performance providing similar
sensitivity results as CB (E109 EVs per mL), but providing a
better fitting in the linear range. Moreover, AuNPs are easier to
get functionalized with Abs. In contrast, MNPs provided
low sensitivity and generated a retention-like line at the end of
the sample pad during the test. This study also explored a
multiple-targeted approach, incorporating the anti-CD81 Ab in
an additional capture line. Although single-targeted and multiple-
targeted detection provided similar LODs when using a reflec-
tance reader, the multiple-targeted detection had a broader
detection range. Since EVs from different origin express diverse
proteins on the surface, the incorporation of several test lines may
allow the detection of a broader range of EVs, opening the
possibility to study a concrete disease marker.

LFIA immunoassays using AuNPs as labels have been success-
fully employed for the detection of the endogenously expressed
tumour-derived antigen MICA (MHC class I chain-related
protein A) in exosomes.133 In this case it was very important
to consider potential competition events and steric effects in
LFIA assays, highlighting the importance of targeting scarce
proteins with the detection Ab present on the NPs (Fig. 3b). In
fact, targeting abundant proteins on the exosomal surface
could lead to steric impediments, impairing the subsequent
binding of the EVs with the capture Ab present at the TL.77

Furthermore, controlling the density of the detection Ab on the
AuNP surface allowed an improvement of the LOD, mainly
driven by the decrease of the aggregates because of the cross-
linking of Abs and exosomes (Fig. 3c). Taking into account all
these considerations, MICA-containing exosomes purified from
metastatic melanoma cell lines were detected at a concentration
of 5 � 1010 exosomes per mL, using anti-CD9 and anti-MICA Abs
as capture and detection Abs respectively. This was the first time
that canonical exosome markers as well as an endogenously
expressed tumour-derived antigen were detected using a LFIA.

In order to increase the sensitivity of LFIA sensors, an ampli-
fication step could be carried out. Wu et al. recently reported a
LFIA system using two different AuNP bioconjugates.135 The first
one included a monoclonal anti-CD9 Ab, while the second
bioconjugate was labelled with an anti-BSA Ab. The first biocon-
jugate recognized the exosomes and could be retained at the TL,
where a polyclonal anti-CD9 Ab was immobilized. The second
bioconjugate was then added, enhancing the staining, as the
first bioconjugate was blocked with BSA. This enhancement
improved the optical intensity of the red band formed by the
AuNPs on the TL. This system was used to detect isolated
exosomes from MCF-7 human breast cancer cells, showing a
LOD of 1.3 � 106 particles per mL, improving the sensitivity by
two orders of magnitude when compared to conventional LFIAs.
This LFIA was also successfully used for detecting MCF-7 exo-
somes diluted in ultracentrifuged foetal bovine serum, proving
its potential application in practical diagnostics.

Besides, it is also possible to detect exosomes through the
phospholipids present within their lipid bilayer. Dong et al.
studied this possibility using biotin-tagged 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine-poly(ethylene glycol) (DSE-PEG-
biotin) to label exosomes through the strong hydrophobic
interaction of the fatty acid tails and the phospholipid
membrane.136 Based on the high affinity between streptavidin
and biotin, fluorescent nanospheres conjugated to streptavidin
(FNs-SA) were used as the detection system. On the other hand,
streptavidin was deposited at the TL in the LFIA test strips. In
this complex system, the biotin-EVs formed a complex with the
FNs-SA and with the streptavidin present at the TL. With this
approach, ultracentrifuged exosomes from human epithelial
Cal 27 cells were tested in the test strips and the minimal
detectable concentration using a portable UV lamp was
2.0 � 106 particles per mL. To collect the exosomes, however,
two rounds of ultracentrifugation were performed, consequently
increasing the time: (i) to isolate the exosomes from cell culture
media, and (ii) to remove the excess of reagents after labelling
with DSPE–PEG–biotin.

As an alternative to standard LFIA performed using Abs, a
lateral flow aptamer assay (LFAA) was proposed by Yu et al.137

This LFAA system was based on a competitive format, where in
the presence of exosomes, a CD63 aptamer functionalized on
AuNPs could interact with the CD63 exosomal proteins. On
the other hand, a CD63 aptamer complementary strand was
deposited at the TL. In the presence of exosomes, the aptamers
present on the AuNPs will interact with them, avoiding the
subsequent binding of the AuNPs to the TL. However, in the
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absence of exosomes, the AuNPs@aptamer could interact with
the complementary aptamer present at the TL, and give a
positive signal. Some parameters such as the concentration of
the blocking buffer to pre-treat the strips, the streptavidin
ratio to AuNP aptamer and the optimal incubation time were
optimized, reaching a LOD of 6.4 � 108 particles per mL for
exosomes derived from lung carcinoma A459 cells. Although
the idea of using aptamers instead of Abs could be advanta-
geous, further work should be conducted to validate this LFAA:
the addition of a CL on the test strips, the control of AuNP
aggregation and the possibility to assemble the strips in a more
reproducible way could all help to improve the system.

3.2.2. Colorimetric detection. Colorimetric detection of EVs
attracts significant interest due to its simplicity, as the colour
changes can be distinguished with the naked eye without
requiring sophisticated equipment. Thus, colorimetric platforms
are ideal candidates as POC biosensors. In some cases, however,
a relatively low sensitivity is obtained, and the colorimetric
signal has to be analysed using a spectrophotometer. In order
to enhance the signal, additional steps such as recombinase
polymerase amplification can be included, but this can compli-
cate the whole process. Many of these colorimetric biosensors
are based on the colour change associated to AuNP aggregation
or on the peroxidase (HRP)-like activity of some NPs and the
colour change induced when H2O2 and a substrate are present.

For instance, Chen et al. used positively charged MNPs to
isolate exosomes directly from plasma.138 The exosomes were
thereafter eluted using a high concentration of sodium chloride.
By performing this anion exchange-based isolation, exosomes
were recovered with high efficiency and high purity in a fast way.
Once isolated, aptamer-coated iron oxide nanoparticles were
added for the visual detection of exosomes (Fig. 4). The rationale
behind this experiment is that iron oxide nanoparticles have
weak intrinsic HRP-like activity, catalyzing a change of color
when 3,3,5,50-tetramethylbenzidine (TMB-substrate of peroxi-
dase) and H2O2 are present. Interestingly, the presence of
aptamers on the MNP surface increased the HRP-like activity
when compared with naked MNPs. In the presence of exosomes,
these aptamers could bind to them by molecular recognition,
getting desorbed from the MNP surface. Once the aptamers were
desorbed, a decrease in the catalytic activity of those NPs was
achieved, followed by a decrease in the colour change when TMB
and H2O2 were present. This color change could be detected by
UV-vis spectroscopy, and a linear correlation between the absor-
bance and the concentration of exosomes was found. The LOD of
this aptasensor was 7.0 � 106 particles per mL for exosomes
isolated from plasma (healthy donors) and 3.58 � 106 particles
per mL for exosomes isolated from simulated prostate cancer
(PCa) plasma samples. Similarly, single-walled carbon nano-
tubes (s-SWCNTs) coated with CD63 aptamers were used to
detect exosomes due to their HRP-like intrinsic activity.139 The
detection limit was 5.2 � 108 particles per mL and the whole
detection process took 40 minutes. Interestingly, no complex
technologies to enhance the signal were needed. Using graphitic
nitride nanosheets and a similar detection approach, a LOD of
13.52 � 108 particles per mL was reported.140

AuNPs are commonly used to design colorimetric-based
biosensors as their optical properties depend on the NP separa-
tion. Aggregation causes a shift in the extinction coefficient that
can be appreciated with a colour change. Taking advantage of this
phenomenon, Jiang et al. described a biosensor composed of
aptamers and AuNPs to detect and profile exosomes.141 Com-
plexation of aptamers with AuNPs protected them from aggrega-
tion at high ionic strength, as aptamers stabilized the AuNPs by
steric repulsion. When exosomes were present, these could bind
to the aptamers, resulting in the displacement of these ligands
from the AuNP surface, destabilizing the AuNPs under high ionic
strength conditions. This led to AuNP aggregation, resulting in a
red-to-blue color change that could be measured by UV-vis
spectroscopy. This sensor was used to differentiate exosomes
derived from different cancer cell lines depending on the CD63
expression level. Furthermore, the authors were able to detect
exosomal proteins restricted to a unique cell line by using an
aptamer that could bind to protein tyrosine kinase-7, over-
expressed in human acute lymphoblastic leukemia cells.

The aggregation of AuNPs in combination with other steps
to amplify the signal has also been reported. For instance, Liu
et al. designed a pair of DNA-labelled Abs that could bind to
the same target biomarker present on exosomes.142 Upon
synchronous recognition of the protein on the exosome surface,
the DNA strands could hybridize, generating a unique DNA
signal. This double-stranded DNA signal was amplified twice by
recombinase polymerase amplification combined with transcription-
mediated amplification to produce RNA strands. The RNA
products were proportional to the initial concentration of the
biomarker and could be detected by using oligonucleotide-
coated AuNPs, complementary to the RNA. RNA recognition
by the AuNPs promoted their aggregation and a red-to-blue

Fig. 4 Visible detection of exosomes. (A) Schematic representation of the
detection mechanism for the visible detection of exosomes. (B) UV-vis-
absorption spectra of TMB–H2O2 (curve a); TMB–H2O2 and iron oxide
NPs (curve b); TMB–H2O2 and aptamer–iron oxide NPs (curve c); and
TMB–H2O2, aptamer–iron oxide NPs, and exosomes (curve d). (C) Digital
images of TMB–H2O2 (image a); TMB–H2O2 and iron oxide NPs (image b);
TMB–H2O2 and aptamer–iron oxide NPs (image c); and TMB–H2O2,
aptamer–iron oxide NPs, and exosomes (image d). Reprinted with permis-
sion from ref. 138. Copyright (2018) American Chemical Society.
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color change that could be measured by absorption spectro-
scopy. With this technique, the authors demonstrated the
possibility to detect EGFR and Epstein–Barr virus latent
membrane protein 1 (LMP1)-positive exosomes derived from
nasopharyngeal carcinoma cells. Despite being more complex
than other colorimetric methods, the developed biosensor was
highly sensitive, and was able to detect 100 particles per mL.

DNA hybridization chain reaction (HCR) has also been used
to enhance the signal in colorimetric biosensors.143,144 Zhang
et al. used aptamer-conjugated MNPs to isolate exosomes from
cell culture media.144 Thereafter, a bivalent-cholesterol-labelled
DNA probe was incorporated into the exosome membrane
by hydrophobic interactions. The sticky end of this anchor
triggered an enzyme-linked HCR, where alkaline phosphatase
(ALP) was introduced. ALP enables the removal of the phosphate
group from ascorbic acid 2-phosphate to produce ascorbic acid,
which can further reduce Ag+. This reaction led to the formation
of silver shells on gold nanorods (AuNRs), and gave rise to a
change of colour that could be distinguished with the naked eye.
Interestingly, the colour changed from pink to brown, green or
purple with increasing concentration of exosomes. This allowed
an easier detection with the naked eye when compared with the
development of a unique colour. The reported LOD was 1.6� 105

particles per mL by UV-vis spectroscopy. The sensor was tested
with plasma from donors, obtaining similar concentration
values as standard techniques, that is, ultracentrifugation
followed by NTA.

3.2.3. Fluorescence detection. Fluorescence spectroscopy con-
sists in the emission of light by atoms when, after a previous
excitation process, they return to the fundamental state. Fluores-
cent probes are widely used for optical bioassays and for the
development of fluorescence-based biosensors.145,146 Their trans-
duction method is based on the changes in the fluorescence
intensity or wavelength that occurs as a consequence of the
interaction of the fluorescent probes with the analyte. After this
successful interaction, it is possible to specifically quantify the
analyte by correlating the changes in fluorescence to the initial
concentration. In this review we will mainly focus on the use of
NPs with fluorescence properties as transduction elements.

Traditional assays for the identification of EVs by fluorescence
techniques are based on immunoassays, such as ELISA and
western blot, where Abs are coupled to organic fluorophores.147

These methods have excellent analytical performances, but
sometimes the stability of the fluorophore is compromised,
thus limiting their application. Fluorescent NPs have advanta-
geous optical properties, such as high photostability and quan-
tum yields, low photobleaching, size-tunable emission,
extremely broad excitation range and narrow emission which
allow large Stokes shift, that can overcome the limitations of
current fluorophores.148 These properties allow improving the
LOD and even enabling single molecule detection, making
fluorescence-based nanobiosensor devices more sensitive and
reliable when compared to the classic fluorescence detection
methodologies. Fluorescent NPs include NPs made with silica
and organically modified silica,149 metals,150 metal oxides,151

metal nanoclusters,152,153 upconversion NPs (UCNPs),154,155

organic polymers,156 quantum dots (QDs),157,158 silicon
quantum dots159 and different carbonaceous nanomaterials
such as carbon dots, carbon nanotubes, carbon nanoclusters
and nanodiamonds.160,161

Lanthanide-doped UCNPs undergo a non-linear photophysi-
cal process whereby low-energy radiation, usually in the near
infrared (NIR) range, is converted to higher-energy radiation, for
example, visible light (anti-Stokes shift). Thus, the fluorescence
emission of UCNPs takes place at shorter wavelengths than the
absorbed light. This feature makes them especially attractive for
biological applications and nanobiosensor development, since it
avoids the use of ultraviolet (UV) light, therefore minimizing the
autofluorescence of biological samples.162,163 UCNPs coupled to
aptamers have been used as energy donors in the development
of aptasensors based on Luminescence Resonance Energy Trans-
fer (LRET) in combination with other fluorophores or NPs that
act as acceptors. LRET and Fluorescence Resonance Energy
Transfer (FRET) are mechanisms that occur due to the very short
distance interaction between the energy levels of two lumines-
cent/fluorescent molecules in which the emission wavelength of
the donor molecule coincides with the excitation wavelength of
the acceptor molecule. In this way, the excited donor transfers its
energy to the acceptor, which emits a photon. Wang et al. used
tetramethyl rhodamine (TAMRA) and UCNPs functionalized with
two DNA aptamers to target the epithelial cell adhesion molecule
(EpCAM) present on the exosome membrane of some cell
lines.164 After the aptamer–exosome binding, both DNA strands
got closer and the distance between the energy donor (UCNPs)
and the acceptor (TAMRA) was reduced, promoting the LRET
process (Fig. 5). Due to the coincidence between the emission
wavelength of the donor and the excitation spectrum of the
acceptor, the excitation of UCNPs by IR light produces a UV
emission that excites the TAMRA molecule, leading to a yellow
emission (585 nm) that is linearly correlated with the exosome
concentration. This LRET sensor reached a LOD of 8 � 104

particles per mL.

Fig. 5 Aptasensor based on LRET between UCNP donor and TAMRA
acceptor for highly sensitive detection of exosomes. The two DNA strands
from the EpCAM aptamer are labeled with UCNPs and TAMRA, which get
closer to each other when recognition of EpCAM exosomes occurs.
The LRET fluorescence response enables the quantitative detection of
exosomes. Reprinted with permission from ref. 164. Copyright (2019)
American Chemical Society.
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The possibility of immobilizing this type of sensors in a user-
friendly POC format makes them even more interesting. This is
the case of an exosomal aptasensor based on a LRET system that
used AuNRs as the acceptor and UCNPs immobilized on a paper
support as the donor.165 As before, the sequence of the CD63
aptamer was split into two different fragments, and AuNRs and
UCNPs were decorated with only one of the fragments. In the
presence of exosomes, the CD63 protein present on their surface
was combined with both strands of the aptamer bound to AuNR
and UCNP-paper respectively; this reduced the distance between
acceptor and donor, allowing the LRET to take place. The
analytical signal was the quenching effect produced by AuNRs
over the green luminescence of UCNPs under IR excitation,
reporting a LOD of 1.1 � 106 particles per mL.

QDs are also widely used in fluorescence-based biosensing,
due to their high emission quantum yield, size tunable emission
profiles with a narrow spectral band and unique photophysical
properties.166 Bai et al. used QDs to build a bead-based exosome
microfluidic chip for exosome isolation and multiplexed
detection.167 Anti-CD9-labeled magnetic beads were used to
isolate exosomes, while three QD probes labelled with Abs to
detect tumoral markers were used for multiplexed detection of
exosome surface markers (carcinoma embryonic antigen, CEA;
Cytokeratin 19; Progastrin-releasing peptide, proGRP). With this
novel microfluidic immunoassay system and using an inverted
fluorescence microscope, it was possible to discriminate
between plasma-derived exosomes from lung cancer patients
and healthy controls. Further, minimal differences were found
between these experimental results and clinical data obtained
using traditional methods for the detection of CEA in real
samples. Although CdSe-based QDs are the most used QDs,
works that use other kind of QDs as fluorescent labels for EV
detection combined with fluorescence microscopy have been
reported: InP/ZnS QDs,168 silicon QDs169 and gold–carbon
dots170 among others.

Although metallic NPs can be used as fluorescent labels
because of their intrinsic fluorescence, not many works have
employed them to detect EVs. He et al. used CuO NPs modified
with CD63 aptamers to form sandwich complexes with exo-
somes previously isolated with magnetic beads.171 These com-
plexes were subsequently dissolved in acidic medium to obtain
copper(II) ions which were thereafter reduced to fluorescent
CuNPs (copper nanoparticles) in the presence of sodium
ascorbate and poly(thymine) (Fig. 6a). CuNPs’ concentration
and fluorescence were proportional to the exosome content,
obtaining a LOD of 4.8 � 107 particles per mL. Many times the
fluorescence of these metallic NPs is not intrinsic, but comes
from ligands placed on their surface during their synthesis. For
instance, Gao et al. designed a complex exosome detection
method using a rolling circle amplification (RCA) reaction.172

A series of long DNA hairpin structures with components such
as CD63 aptamer, linker and spacer sequences were obtained
using the RCA reaction. In the presence of exosomes, the RCA
product could attach to the exosomal membrane, opening its
hairpin structure and exposing a linker sequence. A fluorescent
AuNP-linker/complementor bioconjugate (AuNP-L/cL) could

then pair with this linker sequence by toehold-mediated strand
displacement, releasing the fluorescent cL probe. The fluorescence
signal was proportional to exosome concentration, reaching detec-
tion limits in the order of 1 � 108 particles per mL.

Other metallic materials reported in the literature are
MXenes, new nanosheet structures that combine transition
metal carbides and thus metallic conductivity with hydrophilic
nature due to their oxygen or hydroxyl terminated surfaces.
This property facilitates their interaction with biomolecules,
positioning them as highly interesting nanobiointerfaces for
the development of biosensors, where they are used as nano-
quenchers.174 The detection mechanism is based on a FRET
phenomenon in which a fluorophore (donor) transfers energy
to the nano-quencher (acceptor) by distance-dependent fluores-
cence quenching coupling. When this distance increases, the
fluorescence of the donor is recovered, as the nano-quencher
does not act anymore. This phenomenon has been exploited to
detect EVs using a fluorescent-labelled Cyanine (Cy3)-CD63
aptamer and Ti3C2 MXenes as the 2D nano-quencher
interface.175 MXenes could absorb the aptamer by chelation
interaction of the hydrogen–metal bond, turning off the Cy3
fluorescence. When exosomes were added, the Cy3 fluores-
cence was recovered because of the release of the aptamer from
the nanosheet, as a consequence of its higher affinity with the
surface of the exosome. A LOD of 1.4 � 103 particles per mL was
obtained. This FRET mechanism has been also exploited to detect
EVs using s-SWCNTs, MoS2–multiwall carbon nanotubes (MWCNT),
graphene oxide (GO) or MoS2 nanosheets (Fig. 6b).139,173,176–178

Finally, polymeric NPs such as lanthanide chelate-doped
polystyrene beads are also being used as sensing platforms.
Islam et al. used these NPs with long-lifetime fluorescence when
compared with the fluorescence of highly effective markers, such
as europium, to develop a NP-based time resolved fluorescence
immunoassay (NP-TRFIA).179 The polystyrene beads were con-
jugated with Abs or lectins against tetraspanins present on the
exosome surface. Anti-CD9 Abs were immobilized on the surface
of a microwell plate so that they could capture the exosomes.
Thereafter, polystyrene beads were added and TRF detection was
performed. It was demonstrated that beads coated with lectins
showed a 2–10 fold higher signal when compared to Eu-chelates.
EVs from minimally processed urine samples were detected with
a LOD of 0.03 ng mL�1. Another example for the development
of a fluorescence-based immunosensor was the use of poly-
diacetylene liposomes conjugated to anti-CD63 Abs.180 Based
on the optical properties of polydiacetylene, the interaction
with exosomes isolated from human plasma led to changes in
the fluorescence signal, achieving a detection limit of 3 � 108

particles per mL.
3.2.4. Electrochemical detection. In electrochemical bio-

sensors the signal is generated as a consequence of an electro-
chemical interaction (redox reaction) between the analyte and
the electrode surface. This influences the electric or potential
current, and ultimately generates an electronic signal with
the help of a transducer. Electrochemical biosensors such as
potentiometric, amperometric, and voltammetric ones have
notable advantages such as low detection limits, high stability,
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real-time response and reproducibility, together with a high
surface to volume ratio, which facilitates electronic transfer-
ence and direct attachment of biomolecules.181 Nanomaterials
based on noble metals, metallic oxides,182 QDs, carbon-based
materials such as CNTs183 and some polymeric biomaterials184

have interesting properties that make them attractive to be
exploited in this type of biosensors. They can be used directly
because of their own redox properties, or indirectly if they have
electrocatalytic properties toward other species.185

For instance, Boriachek et al. used QDs and a voltammetric
immunoassay for the electrochemical detection of exosomes.186

To this end, biotinylated CdSe QDs were functionalized with
Abs against HER-2 and FAM134B, as potential markers of
breast and colon cancer respectively. After acid dissolution of
the CdSe QDs and anodic stripping voltammetric quantifica-
tion of Cd2+, a sensitive detection of 105 exosomes per mL was
achieved in exosomes derived from serum samples of patients
with colorectal adenocarcinoma. The same authors developed a
more sophisticated dual isolation and electrochemical detection
using gold-loaded ferric oxide nanocubes (Au-NPFe2O3NCs)

functionalized with CD63 Abs. Exosomes derived from BeWo
placental choriocarcinoma cells were first isolated using these
magnetic nanocubes (Fig. 7a and b).187 The exosomes were
subsequently transferred to screen-printed electrodes previously
functionalized with an anti-placental exosome Ab. The oxidation
of TMB in the presence of H2O2 was accomplished because
of the HRP-like activity of the Au-NPFe2O3NCs. Subsequent
addition of stop solution produced diimine, a product that is
electroactive and stable. Naked eye detection along with electro-
chemical quantification reported a LOD of 103 exosomes per mL.
In addition, electrochemical biosensors based on metallic NPs
have been successfully applied for multiplexing. For instance,
Zhou et al. designed an electrochemical sensor for exosome and
microsome detection by direct electro-oxidation of AgNPs and
CuNPs labelled with anti-EpCAM and anti-PSMA respectively.
The platform required only 25 mL of sample and exhibited a LOD
of 50 exosomes per sensor.188

Electrochemiluminescent (ECL) biosensors are based on
the emission of light (chemiluminescence) when an electro-
chemical reaction takes place, commonly on an electrode.

Fig. 6 (a) Direct capture and rapid detection of exosomes using a copper-mediated signal amplification strategy. After the formation of sandwich
complexes (Magnetic Bead–exosome–CuO NP), the unbound CuO NP probes are separated by a magnet and dissolved by acidolysis to convert CuO
NPs into copper(II) ions (Cu2+) and reduced to fluorescent copper nanoparticles (CuNPs) by sodium ascorbate in the presence of poly(thymine). The
fluorescence intensity of CuNPs increases with the increase of Cu2+ concentration, which is directly proportional to the concentration of exosomes.
Reprinted with permission from ref. 173. Copyright (2018) American Chemical Society. (b) A MoS2–MWCNT fluorescence nanosensor based on FRET in
which the fluorophore-CD63 (donor) transfers energy to the nano-quencher MoS2–MWCNT (acceptor) and provides an ‘‘on–off’’ sensor to detect the
exosome–antibody recognition. Reprinted with permission from ref. 173. Published by the Royal Society of Chemistry.
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Therefore, this methodology combines electrochemical and
luminescence techniques, and merges the advantages of both
methods.190 The use of NPs to build this type of sensors offers
advantages such as amplification of the ECL signal, or the
possibility to use NPs as the sensor nucleus (ECL comes directly
from the NP) or as resonance energy transfer acceptors (NPs
and fluorophores-combined ECL). Zhanga et al.189 developed
a sensor using Ti3C2 MXene nanosheets to enhance the ECL
signals of luminol. Exosomes were first captured onto an
electrode surface functionalized with an aptamer to recognize
the exosomal EpCAM protein. On the other side, Ti3C2 MXene
nanosheets were modified with CD63 aptamers to recognize the
exosomes that were already captured (Fig. 7c). The catalytic and
conductivity characteristics of the nanosheets together with the
possibility of improving the electron transfer on the electrode
interface led to a luminol amplification signal. A LOD of
1.25 � 105 particles per mL for EVs derived from MCF-7 cells
was reported. Similarly, black phosphorus quantum dots
(BPQDs) functionalized with MXenes have also been used
to develop a ECL biosensor to detect EVs with a LOD of

3.7 � 104 exosomes per mL.191 Other examples could be found
in the literature reporting ECL aptasensors for exosome detec-
tion using mercaptopropionic acid (MPA)-modified Eu3+-doped
CdS nanocrystals (MPA-CdS:Eu NCs) functionalized with CD63
aptamers.192 MPA-CdS:Eu NCs were immobilized on glassy
carbon electrodes and they behaved as ECL emitters in the
presence of H2O2. Exosomes were added and the ECL intensity
recorded. Subsequently, a DNA sequence that could fold into a
G-quadruplex/hemin DNAzyme was introduced. This structure
had HRP-like activity, and could catalyze the reduction of H2O2.
This decomposition of H2O2 resulted in a decrease of the ECL signal
of the MPA-CdS:Eu NCs. A LOD of 7.41 � 104 exosomes per mL
for MCF-7 breast tumor cells was achieved. The platform was
applied to detect exosomes in serum, showing potential appli-
cation in real sample diagnosis.

3.2.5. Surface enhanced Raman spectroscopy. Raman spectro-
scopy based biosensors can be used to detect and analyse the
composition of EVs. This spectroscopy technique is based on the
light that is inelastically scattered from a sample when a source
of light (laser) interacts with it.193 The scattered photons have a

Fig. 7 (a and b) Electrochemical biosensor based on dual isolation and electrochemical detection using Au-NPFe2O3NCs. (a) Schematic representation
of the assay for direct exosome isolation and detection from cell culture media. In this method, the Au-NPFe2O3NCs were initially functionalized with
a generic antibody (CD63) and dispersed in cell culture media to capture bulk exosomes. After magnetic capture and purification, exosome-bound
Au-NPFe2O3NCs were transferred to specific Ab-modified, screen-printed electrodes. (b) The HRP-like activity of Au-NPFe2O3NCs was then used to
achieve naked-eye detection along with electrochemical quantification of specific exosomes present in cell culture media. Reproduced from ref. 187
with permission from The Royal Society of Chemistry. (c) The principle of an ECL biosensor for exosome detection using Ti3C2 MXene nanosheets to
enhance the signal. Reprinted from ref. 189. Copyright (2018), with permission from Elsevier.
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different wavelength than the incident photons, and this
difference in energy depends on the chemical bonds present
in the sample. By measuring the wavelength of these scattered
photons, it is possible to obtain a detailed molecular
fingerprint.194 The main advantages of this technique are the
high spatial resolution, combined with a non-invasive label
free methodology. By contrast, the Raman scattering effect is
generally very weak.

The presence of metals can solve this weakness, as they can
enhance the signal up to 1015 times, depending of the geometry
(thickness, size and shape) and the composition of the metal
nanostructures.195,196 This technique is referred to as SERS
(Fig. 8).197 SERS is a plasmonic-based spectroscopic technique
that combines a laser with the optical properties of metallic
nanostructures to obtain detailed chemical information of
molecules adsorbed or attached to them.198 The technique is
supported by the formation of regions of intense field enhance-
ment, caused by local surface plasmon resonances (LSPR) at the
metal–dielectric interface.199 LSPR excitation will induce an
enhanced electromagnetic field, increasing the number of
scattered photons in the presence of a Raman-active molecule.
Therefore, SERS is a powerful technique that can provide
particular signals in complex environments, offering at the
same time high sensitivity and multiplexing ability. Further-
more, it allows the analysis of small sample concentrations
with short acquisition times, which is ideal for the measure-
ment of biological samples in the clinic and medical research.
Because of these advantages, SERS biosensors comprising NPs
are currently being used to detect and identify the molecular
differences between different groups of EVs.

SERS biosensors can be divided into two types:8 (i) solution-
based, where an EV is generally captured between 2 NPs and
afterwards deposited on a substrate to perform the measurement
(Fig. 9a and b); (ii) solid-based, where an EV is directly captured on
a substrate where the measurement will be done. Glass slides
non-coated or coated with a metal layer or NPs (to increase the
sensitivity) can be used as the substrate (Fig. 9c and d).

Zong et al.203 were the first to report a SERS-based strategy to
detect exosomes from tumor cell lines. The methodology used
magnetic beads and SERS nanoprobes (Au@Ag NRs@SERS
reporter) functionalized with specific Abs able to recognize
CD63 and the tumoral marker HER2 (epidermal growth factor
receptor-2). When exosomes were present, both the magnetic
beads and SERS nanoprobes attached to the exosome, forming

a sandwich type immunocomplex. Magnetic beads were then
used to separate the exosomes from the cell media and SERS
signals were detected in the isolated vesicles. Exosomes derived
from a breast cancer cell line were specifically detected,
reaching a LOD of 6 � 104 exosomes per mL. Going a step
forward, Wang et al. used aptamers and the multiplexing ability
of SERS to simultaneously detect multiple exosomes.204

Magnetic beads coated with a layer of silica and a layer of Au
(MB@SiO2@Au) were functionalized with CD63 aptamers
to capture extracellular vesicles. On the other hand, AuNPs
decorated with a SERS reporter and with a specific aptamer
were fabricated (AuNP@aptamer) as SERS probes. To allow
multiplexing, three kinds of SERS probes were synthesized
using different SERS reporters. Breast cancer (SKBR3), prostate
cancer (LNCaP) and colorectal cancer (T84) cells were selected
as model cells, and the aptamers designed accordingly to target
proteins overexpressed in exosomes derived from these cancer
cell lines. If only one type of exosomes is present, its specific probe
will recognize it, forming a sandwich-type apta-immunocomplex
containing MB@SiO2@Au, the target exosomes and the SERS
probes. After magnetic separation, SERS signals of the super-
natant are measured, finding a decreased signal of this probe
when compared with the other SERS probes. If three populations
of exosomes are present, the signal of the three types of probes
will decrease. The possibility to detect and distinguish different
types of exosomes at the same time was demonstrated experi-
mentally. The methodology was tested using exosomes already
purified from the aforementioned cell lines, obtaining LODs of
32, 73 and 203 � 103 exosomes per mL for SKBR3, T84 and
LNCaP, respectively. The biosensor was also used to detect
exosomes from patients suffering from breast, colorectal and
prostate cancer, matching in all cases their corresponding type
of exosomes.

Other groups have reported the possibility to detect EVs in a
non-specific way, that is, without adding Abs or aptamers to
recognize the EVs. For instance, Tian et al. reported the use of
SERS probes composed of gold nanostars and reporter mole-
cules, further modified with a bivalent cholesterol-labelled DNA
anchor (Fig. 9a and b).200 Target exosomes were captured using
magnetic beads functionalized with anti CD9 Abs. The captured
exosomes were then labelled with the SERS nanoprobes via
hydrophobic interactions between the cholesterol moieties and
the exosomal lipid membranes, resulting in a sandwich
complex. This complex could be magnetically captured and

Fig. 8 Comparison between the Raman technique and the SERS technique. The main difference lies in the enhanced Raman scattering from the
nanostructures used as substrates in SERS. Reproduced from ref. 197 with permission from The Royal Society of Chemistry.
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Fig. 9 Different SERS-based biosensors for the detection of exosomes. (a) Fabrication of SERS probes: Au nanostars containing reporter molecules
(4-MBA) and modified with a bivalent cholesterol-labelled DNA anchor. (b) SERS sensing strategy for exosome detection. Reproduced from ref. 200 with
permission from The Royal Society of Chemistry. (c) A schematic view of a PDA chip and Au@Ag@PDA SERS tag-based exosome sensors. Reproduced
from ref. 201 with permission from The Royal Society of Chemistry. (d) Schematic illustration of the experimental process of AgNCs on a specified high-
density hot-ring diameter area Au NR array substrate. (e) Field-emission scanning electron microscopy images of as-fabricated samples and (f) schematic
illustration of electromagnetic enhancement. Adapted from ref. 202 with permission from Elsevier.
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deposited on a silica slide for detection using a Raman spectro-
meter. Exosomes derived from HepG2 hepatocellular carcinoma
cells were used as a model for liver cancer diagnosis. A LOD of
27 � 103 exosomes per mL was reported, with a linear relation
between exosome concentration and corresponding SERS signal
ranging from 40 to 4 � 107 exosomes per mL. As a proof of
concept, serum samples from healthy and liver cancer patients
were tested. As already reported, the number of exosomes was
elevated in cancer patients, and the results were comparable
with those obtained using state-of-the-art technologies (purifica-
tion using the ExoEasy kit and quantification with qNano).
Meanwhile, Stremersch et al. used cationic AuNPs to ionically
adsorb exosome-like vesicles (ELVs), demonstrating the possibi-
lity to discriminate ELVs isolated from B16F10 melanoma cell
cultures and red blood cells (RBCs) with SERS.205 The same
group subsequently improved the system by applying an extra
silver layer in situ to remove interfering signals generated by the
AuNP coating.206 The Au@AgNPs core–shell system resulted in
SERS signals with improved signal-to-noise ratio, and conse-
quently, more vibrational modes could be identified. Further-
more, the improved system decreased the acquisition time by a
factor of 20. Lee et al. took advantage of a3b1 integrin over-
expression in exosomes derived from some cancerous cell lines
to detect exosomes isolated and purified from human ovarian
carcinoma cell lines (SKOV-3).207 In this case, SERS probes were
prepared using AgNPs functionalized with the LXY30 peptide,
able to selectively label the aforementioned integrin, and allowed
a specific detection of exosomes derived from SKOV-3 cells.

Recently, Pang et al. developed a smart system to test the
expression of programmed death-ligand 1 (PD-L1) on the exo-
some membrane using magnetite@TiO2 particles to capture the
exosomes.208 In recent years, several reports have revealed the
correlation of exosomal PD-L1 expression and anti-PD-L1/PD-1
therapy in order to treat tumours.209,210 The possibility to predict
if a patient will respond to anti-PD-L1/PD-1 therapy is of utmost
importance, considering the high price and side effects of
immune drugs. To study PD-L1 expression, exosomes purified
from A549 non-small cell lung cancer (NSCLC) cells and BEAS-2B
normal human bronchial epithelial cells were incubated with
magnetite@TiO2 particles to enrich and separate exosomes from
cell culture media or serum samples. No aptamers or Abs were
needed, as TiO2 can specifically interact with the phosphate
groups present on the lipid bilayer of exosomes.211 Once sepa-
rated, exosomes were labelled with the SERS tags, consisting
of Ag@Au@SERS reporter nanoprobes functionalized with anti
PD-L1 Abs. With this methodology exosomes containing PD-L1
were detected with a LOD of 1000 exosomes per mL. Interestingly,
the authors tested the possibility to detect the individual level of
exosomal PD-L1 in NSCLC patients at different stages, using
undiluted serum. Differences in exosomal PD-L1 expression could
be found among healthy patients and both early and late NSCLC
groups. Moreover, only 4 mL of serum sample and 40 minutes
were needed to complete the assay.

SERS biosensors can also be built by directly immobilizing
the EVs on a substrate before adding the SERS tag. For instance,
Li et al. created a SERS immunosensor for clinical pancreatic

cancer diagnosis using a polydopamine (PDA) polymerized
substrate to encapsulate Abs in order to capture exosomes
isolated from real samples or from culture media (Fig. 9c).201

Au@Ag@Raman reporter@PDA NPs modified with an Ab were
subsequently used as SERS tags. PDA substrates were used
to capture exosomes and Au@Ag@PDA SERS tags. Both the
substrate and the NPs were functionalized with diverse Abs to
detect common exosomal proteins (CD63 and CD9) or specific
pancreatic cancer-derived exosomal proteins (GPC1, EGFR,
EpCAM and Macrophage migration inhibitory factor). Impor-
tantly, this immunosensor was able to distinguish healthy from
pancreatic cancer patients, as well as metastatic from non-
metastatic tumors.

On the other side, efforts have been also devoted to enhance
the SERS signal by improving the SERS substrate. Kwizera et al.
combined SERS technology with a 3D printing methodology to
develop a chip platform functionalized with Abs to detect
exosomes.212 In this case, 35 nm AuNRs functionalized with a
Raman reporter were used as SERS tags. This platform had
microliter sample requirement and allowed the detection of
2� 106 exosomes per mL from breast cancer cell lines in 2 hours.
Further, they showed that exosomes derived from different
cancer cells gave different protein profiles when compared to
exosomes derived from healthy cells. Other authors have devel-
oped a strong plasmonic gap-mode SERS substrate by assembling
silver nanocubes (AgNCs) on an AuNR pillar array surface, in
order to enhance the SERS signal (Fig. 9d–f).202 The Raman
reporter molecule was directly deposited on this substrate. Using
this approach, the possibility to distinguish exosomes derived
from lung normal and cancer cell lines was demonstrated.
Exosomes could be detected at concentrations 104–105 times
lower than that found in general blood samples (1011 exosomes
per mL) in a short time.

Remarkably, SERS can also serve as a valuable tool to
characterize subpopulations of exosomes from different origin
if combined with a multivariate method able to condense the
SERS data. For instance, Carmicheal et al. used principal
component and differential function analyses (PC-DFA) in
conjunction with SERS data in order to classify exosomes from
various cellular origins.213 Using this method, the authors were
able to differentiate serum-derived exosomes isolated from
healthy and pancreatic cancer patients with high sensitivity
and specificity. Meanwhile, Choi et al. used PCA to classify
SERS spectra (Fig. 10).214,215 By using this approach, NSCLC
derived exosomes were distinguished from normal alveolar cell-
derived exosomes with 95.3% sensitivity and 97.3% specificity.
Thereafter, the same group identified the unique SERS profiles
of NSCLC derived exosomes and correlated the unique peaks
with the Raman profiles of different exosomal protein markers
that could contribute to them (Fig. 10).215 In these approaches
exosomes were deposited onto a slide containing AuNPs.

Lastly, SERS-based biosensors have been also used for the
detection of microRNAs in EVs. In this context, exosomal
microRNAs have attracted attention in recent years due to their
significant role in regulating cancer progression.216 Pang et al.
proposed a one-step and one-pot assay for exosomal microRNA
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detection, based on a duplex-specific nuclease (DSN) assisted
SERS biosensor.217 To this end, Fe3O4@Ag-DNA NPs were used
to capture the exosomes and as SERS substrate, while Au@
Ag@SERS reporter structures were used as SERS tags. The
Fe3O4@Ag–Au@Ag SERS tag conjugates were formed through
the DNA linking between both types of structures. DNA probes
were specifically designed to recognize miRNA from plasma-
derived exosomes from pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC) and chronic pancreatitis (CP) patients. The Raman
signal was induced by the ‘‘hot spots’’ between the Au@Ag of
SERS tag and the Ag shell of the Fe3O4@Ag substrate, especially
after magnetic isolation. When exosomal microRNA was pre-
sent, DNA could hybridize with it. DSN nuclease was added to
selectively cleave the DNA of the DNA/microRNA duplex, so that
the SERS tags could be separated from the Fe3O4@Ag substrate.
This induced SERS signal quenching which could be correlated
with the original concentration of microRNA. Using this tech-
nology, a detection limit of 1 aM (microRNA 10b) was achieved.
It was also reported that microRNA 10b levels were higher in
exosomes derived from PDAC patients when compared to those
derived from CP or normal patients. Similarly, Ma et al. proposed
the use of MNPs linked via DNA to Au@SERS reporter@AgAu
nanoparticles (SERS tags).218 DNA could specifically bind with

the complementary exosomal miRNA, while MNPs were used to
separate exosomes from serum and plasma media. Once again
miRNA/DNA duplexes could be specifically cleaved by DSN,
releasing SERS tags while miRNA was involved in other rounds
of signal amplification. This technique could detect a concen-
tration of 5 fM of miRNA21.

3.2.6. Surface plasmon resonance. SPR is a label-free tech-
nology that has been used to detect in real time the binding of
biomolecules onto a metal surface.219 Planar metal surfaces
composed of for instance gold or silver or nanostructured
surfaces can be used to fabricate these biosensors. The receptor
molecules such as Abs or aptamers are generally immobilized
on these surfaces; the subsequent binding of an EV will cause
changes in the local refractive index that will affect the optical
properties of the SP modes, and can be detected. Therefore,
SPR platforms are a label-free and powerful tool to detect and
quantify EVs. The presence of AuNPs can enhance the sensitiv-
ity by electronic coupling interaction of their LSPR and the SP
wave associated with the metal surface.185 Currently, however,
the great majority of examples to detect EVs do not include NPs,
but only surfaces.8,9

A remarkable example of a SPR-based platform was reported
by Im et al.79 The nano-plasmonic exosome (nPLEX) sensor
comprised arrays of periodic nanoholes patterned in a gold
film. Nanoholes were designed for matching their dimensions
(o200 nm) to exosome size, enhancing the detection sensitivity.
Three-dimensional simulation studies were performed to optimize
the geometry of the nanoholes, finding enhanced electromagnetic
fields tightly confined within the exosome size range. A multi-
channel multifluidics system was integrated to perform high-
throughput analyses. The surface was passivated using PEG, and
anti CD63 Abs were functionalized onto PEG chains. As a proof of
concept, exosomes isolated from a human ovarian cancer cell line
(CaOV3) were tested. Upon binding of exosomes, a change in
the local refractive index took place, shifting the spectral peaks.
The magnitude of spectral shift correlated with the molecular
mass density covering the sensor surface and thus enabled
quantitative analysis of EV proteins. The LOD was B3000
exosomes, 102-fold higher than that of an ELISA performed
using the same exosomes. Importantly, the signal could be
significantly increased by using AuNPs as secondary labels.
10 nm spherical AuNPs showed a 20% increase, while the signal
could be enhanced by 300% when using 50 nm Au nanostars.
Subsequently, the platform was functionalized with Abs against
various exosomal targets and tested using samples from ovarian
cancer patients and healthy patients as controls. It was found
that the levels of EpCAM and CD24 were elevated in the ovarian
cancer patient samples. An intrinsic diagnosis accuracy of
97% was reported, although a larger cohort of patients should
be used to validate the platform. Importantly, the whole analysis
could be accomplished in less than 30 min, and ascites samples
from patients were used with minimal processing, as they were
only membrane filtered to remove cells and debris.

3.2.7. Micronuclear magnetic resonance. Using MNPs and
magnetic resonance, Shao et al. developed a miniaturized
micronuclear magnetic resonance (mNMR) biosensor enabling

Fig. 10 Detection of unique Raman scattering profiles of lung cancer
cell-derived exosomes and comparison to the profiles of their potential
surface protein markers. Cancerous exosome-specific protein markers are
associated in terms of signal similarity. Reprinted with permission from
ref. 215. Copyright (2018) American Chemical Society.
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detection and protein profiling of exosomes.80 Importantly, this
sensing technique employs NMR magnetic fields, which can
penetrate even turbid samples. Thus, assays can be done in
complex samples such as blood with minimal interference.220

Click chemistry was used to label the exosomes with the
MNPs.80 The microfluidic platform also included a membrane
where these targeted exosomes were concentrated, and a micro-
coil for NMR detection. Placed in the NMR system, the presence
of MNPs caused a change in the transverse relaxation time of
the surrounding water molecules. As the signal change is
proportional to the concentration of MNPs, CD63-targeted
exosomes could be detected with a LOD of 104 exosomes.
Interestingly, it was possible to profile and differentiate exo-
somes in blood samples of patients with glioblastoma multi-
forme from healthy controls. Although the results were really
promising, adapting NMR to exosome detection presented
many engineering challenges.7 The same authors have also
reported different integrated platforms using MNPs to capture
the exosomes. Subsequently, quantitative polymerase chain
reaction or an electrochemical assay was used to detect mRNA
or to profile exosomes, respectively.221,222

4. Conclusions

In recent years, much effort has been put into the development
of POC devices for the isolation and analysis of EVs.223 For
instance, the Exochip and Exosearch are smart microfluidic
platforms able to capture and quantify EVs, using external
fluorometers.224,225 Going a step forward, other groups have
developed microfluidic devices where the detection system is
also included,222,226 or have demonstrated the possibility to
detect EVs using smartphones.227,228 The combination of these
platforms with NPs could enhance their performance, speeding
up the translation of EVs into clinical settings. Indeed, NPs
offer many advantages when compared to bulk materials, such
as unique optical properties or a high surface area that can be
exploited to design innovative biosensors. Among the different
sensing methodologies that can be used to detect EVs, each
technique has inherent advantages and drawbacks that need to
be taken into account (Table 4). For instance, LFIA tests are easy
to use and do not require sophisticated equipment, but their
sensitivity is lower than that reported using more complex
methodologies. Similarly, colorimetric biosensors using NPs
could be implemented as POC assays, as detection can be done
by the naked eye; however, an amplification method is routi-
nely needed to enhance the sensitivity, hampering in many
cases this portability. Electrochemical and fluorescence-based
biosensors are promising candidates for POC analysis as they
can be portable and sensitive at the same time,227,228 but the
use of NPs in these completely portable systems has not been
reported. Other methodologies such as SPR in combination
with NPs, while promising, have not been extensively explored
to date. For instance, although AuNPs have been shown to
increase the sensitivity of SPR platforms, their use is still
limited.79 Similarly, MNPs are widely used to separate EVs,

but their use to analyse them using RMN is limited because of
the small size of EVs.80

Currently, the majority of the devices reported to detect EVs
(Table 3) use Abs or aptamers to recognize them. Although the
chemistry to functionalize these biomolecules onto the NPs is
crucial, almost any work takes this point into account. As can
be seen in Table 3, these NP-based devices can provide higher
sensitivities than the ones obtained using standard techniques
for EV analyses, such as NTA (107–109 EVs per mL), flow
cytometry (107–109 EVs per mL), ELISA (109–1010 EVs per mL)
or WB (1011–1012 EVs per mL) (Table 2).79–81,229,230 Selecting the
appropriate chemistry to couple the biomolecule could further
enhance it.

Despite progressive advances in the field, the majority of the
devices where NPs are used to analyse EVs require their
previous isolation using traditional methods (Table 3). Meth-
odologies such as ultracentrifugation, density gradient centri-
fugation or size exclusion chromatography are generally time
consuming, should be performed by skilled personal and can
incur sample loss. On top of that, more than 1000 different
protocols to retrieve EVs from biological fluids have been
reported.236 Thus, without standard isolation procedures it is
difficult to establish detailed comparisons to evaluate the
performance of these detection platforms. These complications
are exacerbated by the fact that many reports lack minimal
information about the EVs, or important analytical information
of the device such as limit of quantification, precision, accuracy
or LOD. Even when the LOD is reported, as the units of
quantification differ between studies, it is difficult to establish
a real comparison. To overcome this issue, recommendations
for EV analysis and reporting can be followed.28,237

Lastly, the majority of the studies listed in Table 3 are at the
level of proof-of-concept, having being performed with EVs
isolated from cell lines. Although some of them included
patient samples, statistics should be improved by using large
patient cohorts. Advances in these fields will enable the accel-
eration of EVs incorporation into the clinic.

5. Future outlook

Nowadays the potential of EVs as a source of biomarkers is
widely accepted and we believe that liquid biopsies will open a
new avenue for early detection of cancer. Proof of this is the fact
that the first EV-based biopsies have started to reach the
market. One example is the ExoDx Prostate Test, a test based
on measurement of specific EV-RNA in urine by PCR that can
be used to predict high-grade prostate cancer.238 We expect that
during the next years additional tests will be generated for
other cancer types and diseases and that the first EV-protein
tests will be developed.

In the last few years, lab on a chip platforms have been
attracting more attention as they can improve portability,
efficiency, automation and miniaturization among others.
The combination of NPs with these platforms could enhance
their performance and speed up the translation of liquid
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biopsies into the clinic; however, there is still a long way to
reach this goal as the field faces several important challenges.
For instance, EV-based markers should be detectable with a few
and simple processing steps, preferentially directly in the cell-
free biofluid. Further technology advancements to specifically
detect tumor-derived subpopulations of EVs in a complex
mixture are also necessary, as human biofluids contain a
mixture of EVs released from diverse cell types. Lastly, high-
throughput EV separation along with high purity recovery and
device standardization should be also pursued.

In conclusion, although nanomaterials are playing a key role
in developing novel biosensors with enhanced sensitivity for
the detection of EVs, major efforts should be devoted to
enhance the portability and reproducibility of the devices to
be used in clinical settings. For future prospective, prototypes
where EVs isolation and analysis are integrated into the
same device are highly promising towards automated and
user-friendly POC devices. We also believe that orientation of
molecules on NPs could greatly improve the sensitivity, and
that by controlling the functionalization processes, many
platforms could enhance their performance. We expect that
in the next few decades, by addressing the aforementioned
challenges, the nanobiosensor field will result in the develop-
ment of easy platforms with the capacity to test clinical samples
with high selectivity and accuracy.
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EGFR Epidermal growth factor receptor
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
EM Electron microscope
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LFIA Lateral flow immunoassay
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LOD Limit of detection
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immunoassay
nPLEX Nano-plasmonic exosome
NPs Nanoparticles
NRs Nanorods
NSCLC Non-small cell lung cancer
NTA Nanoparticle tracking analysis
PC-DFA Principal component differential function

analysis
PCa Prostate cancer
PCA Principal component analysis
PCR Polymerase chain reaction
PD-1 Programmed cell death-1
PD-L1 Programed cell death-ligand 1
PDA Polydopamine
PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma
PEG Poly ethylene glycol
POC Point-of-care
proGRP Progastrin-releasing peptide
PSMA Prostate-specific membrane antigen
QDs Quantum dots
RCA Rolling circle amplification reaction
RNA Ribonucleic acid
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SELEX Systematic evolution of ligands by expo-
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SERS Surface-enhanced Raman spectroscopy
SPR Surface plasmon resonance
TAMRA Tetramethyl rhodamine
TCO trans-Cyclooctene
TL Test line
TMB 3,30,5,50-Tetramethylbenzidine
TR-FIA Time-revolved fluorescence immunoassay
Tz Tetrazines
UC FBS Ultracentrifuged fetal bovine serum
UCNPs Upconversion nanoparticles
UV-vis Ultraviolet-visible spectroscopy
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1005, 1–15.

14 W. Wang, J. Luo and S. Wang, Adv. Healthcare Mater., 2018,
7, 1800484.

15 P. G. Febbo, A. M. Martin, H. I. Scher, J. C. Barrett and
J. A. Beaver, et al., Clin. Pharmacol. Ther., 2020, 1–5.

16 A. Babayan and K. Pantel, Genome Med., 2018, 10, 21.
17 A. R. Parikh, I. Leshchiner, L. Elagina, L. Goyal and

C. Levovitz, et al., Nat. Med., 2019, 25, 1415–1421.
18 M. H. Vasconcelos, H. R. Caires, A. Ābols, C. P. R. Xavier
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28 C. Théry, K. W. Witwer, E. Aikawa, M. J. Alcaraz and
J. D. Anderson, et al., J. Extracell. Vesicles, 2018, 7, 1535750.
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F. Schäffler and S. Howorka, Small, 2012, 8, 89–97.

129 NanoComposix, Lateral Flow Assay Development Guide v
1.4, 2018.

130 InnovaBioscience, Guide to Lateral Flow Immunoassays,
2017.

131 H. V. Hsieh, J. L. Dantzler and B. H. Weigl, Diagnostics,
2017, 7, 29.

132 K. M. Koczula and A. Gallotta, Essays Biochem., 2016, 60,
111–120.
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