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RESUMEN 

 

Una de las principales causas de contaminación de los alimentos se encuentra 

ligada a la presencia de hongos y a la producción de toxinas por parte de estos, 

mayormente denominadas micotoxinas. Una de las más peligrosas es la ocratoxina 

A (OTA), la cual debido a su alta toxicidad en el organismo ha generado que se 

establezcan niveles máximos permisibles de consumo por parte de instituciones 

internacionales. 

 

En la actualidad, existen diversas metodologías que permiten la detección de esta 

toxina. Sin embargo, no es fácil acceder a ellas pues requieren de personal 

capacitado, equipos costosos y una alta demanda de tiempo. Este trabajo plantea el 

desarrollo de un biosensor a base de nanovarillas de oro y aptámeros como una 

alternativa en la detección de OTA, que sea más accesible que los métodos 

convencionales. 

En primer lugar, se realizó la síntesis de las nanovarillas de oro empleando el 

método de semillas reportado por Ratto y colaboradores. De esta forma se obtuvo 

varillas de  aproximadamente 54 nm x 17 nm; las cuales fueron caracterizadas 

mediante espectroscopía UV-Vis-NIR y microscopía electrónica de transmisión. 

En segundo lugar, se implementó el proceso de funcionalización de las nanovarillas 

de oro para el desarrollo del biosensor. Se optimizó el número de centrifugaciones y 

la concentración del aptámero, y se utilizó como molécula de relleno al 2-

mercaptoetanol. En estas etapas, se monitoreó el desplazamiento y el ancho de la 

banda plasmónica mediante UV-Vis-NIR y los cambios en los espectros Raman 

para determinar las mejores condiciones de funcionalización. 

En tercer lugar, se evaluó el desempeño del sensor con diferentes concentraciones 

de la toxina (0, 0.25, 0.5, 2, 4 µM) por medio de espectroscopía UV-Vis-NIR y 

espectroscopía Raman. Con esta última, se identificó las señales vibracionales 

características tanto del aptámero como del 2-mercaptoetanol. 

Finalmente, se empleó el método de calibración multivariante de mínimos cuadrados 

parciales para construir un modelo de cuantificación de OTA a partir de los 

espectros obtenidos. Se concluye que mediante espectroscopia Raman es posible 

discernir hasta 0.25 µM (100 ppb) de la toxina; mientras que por espectroscopía UV-

Vis-NIR, solo es posible diferenciar a partir de 2 µM (800 ppb). 
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Capítulo 1: Introducción 

1.1 Micotoxinas y la ocratoxina A 

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por una gran variedad de 

hongos las cuales poseen efectos perjudiciales tanto para los humanos como para 

los animales. Dichos compuestos pueden ser encontrados en diversos productos 

agrícolas y bajo diferentes condiciones en todo el mundo.1 En la actualidad, se 

conocen alrededor de 400 diferentes micotoxinas.2 En la tabla 1, se presentan las 

más importantes desde el punto de vista de la salud, los hongos responsables de 

producirlas, los alimentos en donde pueden ser encontradas, y los daños que 

ocasionan en el organismo. 

Tabla 1. Micotoxinas de mayor ocurrencia, principales hongos que las producen, alimentos 

en donde pueden ser encontradas, y efectos dañinos en el organismo.
3
 

Micotoxinas 
Hongos responsables de su 

producción  
Alimentos Efectos dañinos 

Ocratoxinas A. ochraceus, P. verrucosum 
Café, cereales, vino, 

cerveza 

Agente 
teratogénico, 

afecta al riñón y 
al hígado 

Aflatoxinas A. Flavus, A. parasiticus 
Arroz, maíz, maní, 

especias 

Cáncer hepático, 
retraso en el 

crecimiento en 
los niños, 

lesiones al hígado 

Fumonisinas 
F. proliferatum, F. 

verticillioides 
Maíz, higos Cáncer esofágico 

Zearalenona 
F. culmorum, F. 
graminearum 

Cebada, maíz, trigo, 
avena 

Infertilidad, 
desórdenes 

reproductivos 

Deoxinivalenol F. graminearum Cereales 

Dolores de 
cabeza, diarrea, 

vómitos, 
gastroenteritis 

Patulina 
Especies de Aspergillus, 

Penicillium, Byssochlamys, 
Paecilomyces. 

Manzanas 
Desórdenes 

gastrointestinales 
y neurológicos 
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Dentro de este grupo destacan las ocratoxinas (ver figura 1), y entre ellas la 

ocratoxina A (OTA) es considerada una de las más tóxicas y que suele estar 

presente en alimentos altamente consumidos por los seres humanos.4,5 

 

Figura 1. Estructura química de cuatro de las ocratoxinas más reportadas en la literatura. 

La OTA es un metabolito producido por muchas especies de Aspergillus y 

Penicillium verrucosum. Además de ser considerada una toxina que afecta a los 

riñones e hígado, también actúa como un agente inmunosupresor, teratogénico y 

carcinogénico.1 

Los efectos primarios ocasionados por la ocratoxina A parecen estar relacionados 

con las enzimas en el metabolismo de la fenilalanina, incluyendo a la fenilalanina 

transferasa e hidroxilasa.1 Los estudios indican que la presencia de la fenilalanina 

en la estructura de OTA ocasiona que actúe como un inhibidor directo de las 

enzimas antes mencionadas.  

Adicionalmente, OTA inhibe competitivamente la actividad de la ATPasa, la 

succinato deshidrogenasa y el citocromo C oxidasa, que genera efectos similares a 

una lesión celular y se obtienen radicales hidroxilados por peroxidación lipídica. 

Este fenómeno se encuentra ligado con la inhibición del bombeo y captación de 

calcio a través del retículo endoplasmático del hepatocito. Se ha demostrado tanto 

in vivo como in vitro en animales de laboratorio que la adición de OTA ocasiona un 

descenso en los niveles de calcio.6 
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Esta micotoxina se encuentra presente en una gran variedad de alimentos como la 

cebada, el trigo, el maíz, la avena, el arroz, el café, el cacao y las frutas; así como 

también en distintas bebidas como el vino y la cerveza.7 En 1996, la Organización 

de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) indicó que el 25 

% de los cultivos se encuentran contaminados con ocratoxina A, pero actualmente 

dicho valor es probablemente mayor.8 

Por tales razones, varias organizaciones han establecido límites máximos 

permisibles de consumo de dicha micotoxina. La Joint FAO/WHO Expert Committee 

on Food Additives ha determinado 100 ng/kg de peso; mientras que la European 

Food Safety Authority, 120 ng/kg de peso como consumo semanal tolerable. Por 

otro lado, la European Commission indica que OTA es principalmente ingerida a 

partir de granos (50 %) y vino (13 %). De esta manera, se han establecido límites 

del contenido para la contaminación de OTA en frutos secos (10 µg/kg), en café 

instantáneo y café tostado (5.0 µg/kg), en cereales (3.0 µg/kg), en vino (2.0 µg/kg), 

y en productos destinados exclusivamente para infantes (0.5 µg/kg).9 

1.2 Métodos convencionales para la detección de OTA 

La determinación de OTA enfrenta una serie de dificultades tanto en la detección de 

la micotoxina en alimentos y bebidas; como también, en otros tipos de muestras 

como el suero humano. Por ello, las muestras a analizar deben ser previamente 

tratadas para concentrar a la micotoxina y eliminar a las especies que puedan 

interferir en el momento de la detección,10 siendo las técnicas cromatográficas las 

más recurrentes. 

1.2.1 Cromatografía de capa delgada (TLC) 

Este método fue tradicionalmente el más usado para la detección de OTA, debido a 

que ofrece la posibilidad de detectar un gran número de muestras de manera 

económica. Una variante de este método conocida como cromatografía de capa 

delgada de alto rendimiento (HPTLC) aún sigue siendo empleada para análisis 

cualitativos y cuantitativos por el bajo costo de operación.10,11 

 

En esta técnica, se preparan estándares que son colocados cuidadosamente sobre 

una placa de sílica gel junto con la muestra. La TLC se desarrolla en un sistema de 

solventes adecuado, que generalmente tiene la siguiente composición: tolueno: 

acetato de etilo: ácido fórmico (6:3:1 v/v/v);7,8 luego, la placa es revelada bajo luz 
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ultravioleta y las intensidades de fluorescencia vistas son grabadas con una cámara 

CCD. Finalmente, las intensidades grabadas por la cámara son traducidas y 

cuantificadas con ayuda de un software especializado.11 Este tipo de técnica ha 

llegado a detectar 10 µg/kg en muestras de café verde.12 

 

A pesar de que el método es económico, no es tan fácil de aplicar y cada vez es 

menos usado debido a la necesidad inherente de la preparación de muestra la cual 

puede tomar muchos días. La preparación de la muestra implica la extracción de 

OTA con ayuda de solventes orgánicos que dependen de la matriz de la cual se 

extrae. Luego, la extracción sigue por un largo proceso de purificación con ayuda 

de cartuchos C18, C2, C8, columnas cromatografías de sílica gel o incluso columnas 

de inmunoafinidad. A este problema de demora en toma de resultados, se le añade 

que la técnica es poco automatizable, por lo que queda descartada como un 

método realmente competente.10 

1.2.2 Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

Similar a la TLC, la detección y cuantificación se basa en la fluorescencia tomando 

como longitud de onda de excitación a 333 nm y la longitud de onda de emisión a 

460 nm.13–17 También es necesario extraer la OTA con ayuda de varios solventes 

orgánicos, pero en este caso solo requiere de mini columnas de sílica gel como 

tratamiento previo, debido a que el sistema de separación de HPLC es muy 

superior al de TLC. La elección del programa de solventes para la separación se 

encuentra estrechamente relacionada con la matriz. 

 

En este método, el tiempo de obtención del resultado es mínimo, de hecho es el 

menor de todos los métodos cromatográficos. Si a esto se le suma que el método 

puede ser fácilmente automatizable, entonces se tiene un método muy rápido para 

el análisis de varias muestras el cual puede llegar a detectar hasta 0.04 µg/kg.18,12 

 

Este método parece ser el ideal, sin embargo, se requiere de personal altamente 

calificado para operar correctamente el equipo de HPLC e interpretar 

adecuadamente los resultados. Además, el equipo y su mantenimiento son 

costosos, así como también es necesario contar con instalaciones adecuadas para 

su correcto funcionamiento.  Debido a estas dos razones, este método no puede 

ser considerado como una solución definitiva, pero sí puede ser tenido en cuenta 

como una muy buena alternativa, de hecho la mejor hasta el momento.18 
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1.2.3 Cromatografía de gases (GC) 

La detección generalmente se da por espectrometría de masas de cuadrupolo (GC-

MS) debido a que se cuenta con librerías que ayudan a la rápida determinación del 

compuesto. Sin embargo, en algunos casos, también se utilizan detectores FID.9 

Similar al método de HPLC, la muestra realmente no requiere un proceso de 

purificación debido al buen sistema de separación que ofrecen los equipos, pero sí 

un proceso de derivatización pues la OTA no es lo suficientemente volátil para 

realizar el análisis directamente. Además, el programa de temperaturas del horno 

varía también dependiendo de la matriz que se desea analizar.19 Sin embargo, esta 

derivatización toma tiempo y requiere de condiciones controladas para evitar la 

formación de productos secundarios, lo cual ocasiona que esta técnica no sea tan 

rápida como la HPLC.20 

 

De manera alternativa, es posible realizar una extracción en fase sólida (SPE), 

compatible con la cromatografía de gases y que implica un menor uso de solventes. 

Con la extracción en fase sólida, la OTA derivatizada y el resto de contaminantes 

de la matriz se pasan directamente por un tubo de vidrio que contiene una fibra 

adsorbente selectiva. La fibra depende de la matriz, aunque la de CarbowaxTM es la 

más empleada. La OTA derivatizada se queda atrapada en la fibra y esta es 

desorbida térmicamente en el GC por lo que es posible rescindir del uso de varios 

solventes, como en el caso de las columnas de purificación para eluir al analito y 

separarlo de especies contaminantes o interferentes.10 Similar al HPLC, el método 

es muy automatizable, pero los equipos a utilizar son muy costosos y requieren de 

un profesional altamente capacitado para llevar a cabo los análisis. 

1.2.4 Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-

MS/MS) 

Esta técnica es principalmente utilizada en la detección de varios tipos de 

micotoxinas debido a su selectividad. El paso crucial es la extracción de estas 

micotoxinas mediante el uso de columnas C18 o solventes orgánicos;21,22 también 

existen otras alternativas de extracción como la dispersión en fase sólida de la 

matriz (MSPD, por sus siglas en inglés) la cual incrementa el rendimiento de la 

extracción.23 

 

A pesar de ser un método rápido, el límite de detección alcanzado no es superior 

comparado con las otras técnicas convencionales como se aprecia en la tabla 2. 
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Además, la implementación y el mantenimiento del equipo son costosos; así como 

también la necesidad de contar con personal calificado el cual sepa operar 

correctamente el equipo nos señala que se requiere otra técnica la cual no 

contenga dichas desventajas. En la tabla 2, se resume el uso de los distintos 

métodos de concentración de OTA, así como las diferentes técnicas de análisis 

para su determinación. 

Tabla 2. Técnicas de separación y técnicas de análisis convencionales para el análisis de 
OTA. SPE (extracción en fase sólida), IAC (columnas de inmunoafinidad), MISPE 
(extracción en fase sólida de impresión molecular). 

Muestra 
Técnica de 
separación 

Técnica de 
análisis 

LOD LOQ Referencia 

Vino SPE HPLC-FLD 0.01 µg/L 0.03 µg/L 21 

Vino 
IAC 

HPLC-FLD 
0.01 µg/L 0.04 µg/L 

10 SPE 0.09 µg/L 0.30 µg/L 

Vino 

IAC 

HPLC-FLD 

0.0106 µg/L  - 

11 

SPE 0.0109 µg/L  - 

Extracción 
líquido - 
líquido 

0.0136 µg/L 

 - 

Vino MISPE HPLC-FLD 0.075 ng/mL 
0.225 
ng/mL 12 

Cereales IAC HPLC-FLD 0.03 ng/g  - 13 

Café IAC HPLC-FLD 0.5 µg/kg  - 14 

Suero 
humano 

SPE HPLC-FLD 0.1 ng/mL 
 - 22 

Café IAC HPLC-FLD 0.2 µg/kg  - 17 

Maíz, arroz, 
soya, maní 

Extracción 
sólido - 
líquido 

LC-MS/MS 5.0 µg/kg 

 - 18 

Maíz, trigo SPE GCMS 0.1 µg/kg  - 16 

 

1.3 Biosensores aptaméricos como una alternativa en la detección de OTA 

Si bien las técnicas convencionales antes descritas nos proporcionan una vía 

confiable y efectiva para la determinación de esta micotoxina, en los últimos años 

los biosensores han aparecido como un reemplazo prometedor, no solo en el 

campo de la seguridad alimentaria, sino también en otras áreas como el de control 

de calidad o el control de procesos. Su uso en determinaciones analíticas se puede 
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llevar a cabo de forma rápida y con una alta especificidad y sensibilidad para la 

detección del analito en matrices complejas.24 

Un biosensor es un dispositivo analítico que incorpora de manera conjunta un 

elemento biológico y un transductor fisicoquímico (figura 2). Las moléculas 

desempeñan la labor de reconocimiento, las cuales pueden ser enzimas, 

anticuerpos o secuencias de ADN o ARN. Por otro lado, el elemento de 

transducción es el encargado de medir los cambios en la propiedad fisicoquímica 

(óptica, masa, electroquímica) que se desea analizar.  

De esta manera, el biosensor ofrece una elevada selectividad y afinidad por parte 

del componente biológico como también la capacidad de transformar un cambio 

físico o químico a una señal que puede posteriormente ser procesada e 

interpretada. 

 

Figura 2. Esquema de un biosensor.
25

 

1.3.1 Aptámeros como elementos de reconocimiento 

En la presente investigación, se empleó aptámeros como elementos de 

reconocimiento. Los aptámeros son cadenas cortas de ADN o ARN capaces de 

adoptar conformaciones tridimensionales e interaccionar específicamente con una 

molécula en particular. Estas secuencias de oligonucleótidos poseen la capacidad 

de reconocer la presencia o ausencia de grupos funcionales, así como también 

tienen la propiedad de poder diferenciar enantiómeros.26,27 De esta manera, se han 

desarrollado aptámeros que pueden reconocer iones metálicos, drogas, 

aminoácidos, co-factores, antibióticos y hasta péptidos.28 
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Para lograr esta alta especificidad y afinidad, los aptámeros son sintetizados por un 

proceso conocido como SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential 

Enrichments) el cual se ilustra en la figura 3. En este proceso, se parte de una gran 

librería de alrededor de 1013 a 1015 oligonucleótidos. Estos oligonucleótidos son 

incubados con el analito de interés. Durante esta etapa, algunas secuencias 

interaccionarán en mucha mayor medida que otras con el analito. Las secuencias 

no afines son separadas del resto luego de un lavado. A continuación, se realiza 

una elución para poder separar al analito de las secuencias. Luego, dichas 

secuencias son amplificadas por PCR si se trata de ADN o RT-PCR en el caso de 

ARN. Finalmente, son purificadas para poder comenzar el siguiente ciclo. El 

número de ciclos empleados oscila entre 8 y 15; y depende del rigor impuesto a 

cada ronda como también de la naturaleza del analito. Luego del proceso, las 

secuencias obtenidas son clonadas para luego ser caracterizadas.25,28 

 

Figura 3. Proceso SELEX. Los oligonucleótidos, provenientes de una librería, entran en un 
ciclo donde primero es evaluada la afinidad de los oligonucleótidos con el analito. El 
siguiente paso es el lavado para remover las secuencias no afines; luego la elución de las 
secuencias que sí son afines al analito. Dichas secuencias afines son amplificadas por PCR 
o RT-PCR; y por último, son purificadas para volver a repetir el ciclo. Finalmente, luego de 
tener las secuencias más afines al analito se procede a clonarlas y caracterizarlas.

25
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- Aptámeros específicos para OTA 

Se han reportado diversas secuencias de aptámeros para esta micotoxina las 

cuales se encuentran resumidas en la tabla 3. El aptámero desarrollado para OTA 

que se utilizó en esta investigación es el número 1 de dicha tabla. Además de tener 

una gran afinidad por OTA, el aptámero seleccionado también exhibe un alto grado 

de especificidad. Se ha demostrado que con moléculas como la warfarina y la                   

N-acetilfenilalanina, que tienen en su estructura a la fenilalanina y a un heterociclo 

cumarínico respectivamente, como en el caso de OTA, el aptámero no es 

específico a ellas. Así mismo, comparándolo con la ocratoxina B (OTB, figura 1), la 

cual difiere de OTA solo por el intercambio de un H por un Cl, se logra una 

especificidad por OTA 100 veces mayor.29 

Los distintos aptámeros utilizados para la determinación de OTA tienen dos 

segmentos en sus secuencias que son comunes entre ellos. Según L. Barthelmebs 

y colaboradores,30 proponen que el primer segmento en común (GGGTGTGGG) 

estabiliza a la misma estructura del aptámero; mientras que el segundo segmento 

en común (AGGGAGT) es necesario para que interaccione satisfactoriamente con 

OTA.  

El primer aptámero reportado para la detección de OTA fue desarrollado por Cruz-

Aguado y Penner.29 Este aptámero fue mejorado reduciendo su Kd (constante de 

disociación) de 0.36 µM a 0.2 µM mediante la siguiente secuencia: GAT–CGG–

GTG–TGG–GTG–GCG–TAA–AGG–GAG–CAT–CGG–ACA (aptámero 1, tabla 3).29 

Además, se estudió los efectos que ofrecen las especies catiónicas en el medio 

sobre Kd. Se vio que la concentración de cationes divalentes como Mg2+ y Ca2+ 

influyen de manera favorable reduciendo la constante de disociación hasta 50 nM. 

Estudios previos sugieren que estos cationes interaccionan con los grupos carboxilo 

y 8-hidroxilo de la estructura de OTA.31 Es por ello, que en un medio ácido se ve un 

incremento en el valor de Kd debido a que dichos grupos se encuentran protonados 

y disminuye la posibilidad de que puedan interaccionar con dichos cationes. Por 

otro lado, se verifica que la presencia de cationes monovalentes como Na+ o K+ no 

tiene efecto alguno en dicha constante.  

Los aptámeros al momento en que interaccionan con su analito pueden adoptar 

formas tridimensionales como horquillas, lazos, tricales y tétradas.25 En el caso del 

aptámero empleado en esta investigación, este forma un complejo denominado G-
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cuádruplex (figura 4)32 al interaccionar con la toxina gracias a que la secuencia de 

reconocimiento es rica en guaninas.33 Dichas guaninas interaccionan entre sí por 

medio de puentes de hidrógeno para formar G-tétradas (Figura 4.A).34 Los G-

cuádruplex pueden ser clasificados según su topología: paralelo o antiparalelo. En 

el primero, las hebras se encuentran dispuestas en la misma dirección; mientras 

que en la segunda, se encuentran en direcciones opuestas (Figura 4.B-D).35
 

Tabla 3. Aptámeros desarrollados para OTA 

# Secuencia Método LOD Referencia 

1 
GAT CGG GTG TGG 
GTG GCG TAA AGG 
GAG CAT CGG ACA 

Fluorescencia 5 nM 26 

Fluorescencia 0.002 ng/mL 28 

Colorimétrico 20 nM 29 

Fluorescencia --- 30 

Fluorescencia 24.1 nM 31 

HPLC 0.2 ng/mL 32 

Fluorescencia 1.9 µM 33 

Fluorescencia 

0.3 µg/kg (Harina 
de trigo) 

34 0.5 µg/kg (Café) 

0.3 µg/kg 
(Cereales) 

Fluorescencia 2 nM 35 

Quimioluminiscencia 0.3 pg/mL 36 

Electroquímico 0.03 ng/mL 37 

Electroquímico 0.2 pg/mL 38 

2 

AAA GAT CGG GTG 
TGG GTG GCG TAA 
AGG GAG CAT CGG 

ACA 

Electroquímico 0.004 ng/mL 36 

3 
CGG GTG TGG GTG 
CCT TGA TCC AGG 

GAG TCT 
Colorimétrico 1 ng/mL 27 

4 
GAT CGG GTGCGC 
TAA AGG GAG CAT 

CGG ACA 
Fluorescencia 1.9 ng/mL 41 

6 

TCC GAT CGG GTG 
TGG GTG GCG TAA 
AGG GAG CAT CGG  

ATC GAA AAA 

Electroquímico 0.4 pg/mL 42 
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Por otro lado, también pueden ser clasificados en estructuras intermoleculares o 

intramoleculares según el número de hebras que participan en la formación de la 

estructura. En el primero, múltiples hebras son las que participan en la formación 

del G-cuádruplex (figura 4.B-C); mientras que, en la segunda, la formación del G-

cuádruplex depende de solo una hebra (figura 4.D). 37 

 

Figura 4. G-tétrada y G-cuádruplex. (A) G-tétrada, cuatro guaninas formando una estructura 
plana. (B) G-cuádruplex paralelo. (C) G-cuádruplex intermolecular. (D) G-cuádruplex 
intramolecular. Cada paralelogramo en B, C, D representa una G-tétrada.

38
 

- Ventajas del uso de los aptámeros frente a los anticuerpos 

Si bien existen estrategias para la detección de toxinas empleando anticuerpos, hay 

ciertas limitaciones asociadas con estos: 28, 39 

- La generación del anticuerpo por parte del organismo depende de cuán 

inmunogénico sea el antígeno. De esta manera, se hace más o menos 

complicado la producción de un anticuerpo en particular. 
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- El desempeño del mismo anticuerpo tiende a variar de lote en lote de 

producción. 

- La producción de anticuerpos monoclonales resulta laboriosa y las células 

encargadas de la producción deben conservarse en varios sitios para 

superar la posible pérdida de estas células.  

- Los anticuerpos solo pueden reconocer al antígeno respectivo en 

condiciones fisiológicas.  

Por tales razones, los aptámeros ofrecen una excelente alternativa de cambio a los 

anticuerpos debido a las siguientes ventajas: 

- Los aptámeros son sintetizados por un proceso in vitro y no dependen de 

animales y células para su producción. 

- Como su producción no involucra un organismo viviente, no se encuentra 

restringido por condiciones in vivo y es posible la síntesis en condiciones 

diferentes a esta. 

- Los aptámeros son sintetizados con una alta reproducibilidad y exactitud. 

Por tal razón, no hay prácticamente variaciones en su secuencia al 

momento de producir distintos lotes. 

- Pueden ser unidos a distintas moléculas como la biotina, fluoresceína o 

cadenas de alcanos con grupos funcionales de interés lo cual amplía su 

campo de aplicación.  

- Los aptámeros pueden sufrir desnaturalización, pero esta es reversible. De 

esta manera, es posible hacer una serie de análisis con el mismo lote. 

Además, son estables al almacenamiento a largo plazo y pueden ser 

transportados a temperatura ambiente. 
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1.4 Nanovarillas metálicas 

Mientras que los aptámeros son los elementos de reconocimiento del biososensor 

que se desarrolló; las nanovarillas de oro vienen a ser el componente de 

transducción de nuestro sistema. Las características de estas nanoestructuras – la 

aparición de las bandas del plasmón de resonancia de superficie y la posible 

modificación o funcionalización de su gran área superficial- hacen posible su uso 

como sensores ópticos, transportadores de moléculas de interés dentro del cuerpo, 

así como agentes de imágenes celulares.40 

Es así que las nanopartículas nos permiten integrar compuestos tanto sintéticos 

como biológicos para diversas aplicaciones. Existe una amplia gama de materiales 

que son utilizados para la fabricación de dichas nanoestructuras: metales,41 óxidos 

metálicos42 y semiconductores.41 La composición resulta muy importante debido a 

que las características del material influyen tanto en las propiedades ópticas como 

en las magnéticas a nanoescala. Además, su funcionalización, solubilidad y 

estabilidad difieren según el material de la nanoestructura.43 

1.4.1 Propiedades ópticas de las nanoestructuras de oro 

- Plasmones de resonancia 

Dentro de los diferentes materiales empleados, las nanoestructuras de oro 

despliegan propiedades ópticas interesantes. Al ser irradiadas con luz de 

determinada longitud de onda, los electrones libres que se encuentran en la 

nanopartícula comienzan a oscilar en resonancia en zonas específicas de la 

interfase entre el material nanoestructurado y el entorno, a este efecto se le 

denomina plasmón de resonancia de superficie localizada (LSPR, por sus siglas en 

inglés). Esta banda plasmónica puede ser modulada por el material empleado, la 

geometría de la nanoestructura y el tamaño de la misma, pero también por el 

entorno que la rodea. De esta forma, nos permite verificar de algún cambio posible 

en la superficie de la nanopartícula debido al desplazamiento de la banda 

plasmónica. En la figura 5, se muestran ejemplos de la modulación de las bandas 

plasmónicas en resonancia en función del material y la forma de este, los cuales se 

encuentran a distintos rangos del espectro electromagnético.44  
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Figura 5. Ejemplos de los plasmones de resonancia para una variedad de morfologías de 

las nanoestructuras.
45

 

En el caso particular de las nanovarillas de oro, existen dos tipos de bandas 

plasmónicas como se observa en la figura 6. Una se encuentra asociada a un modo 

transversal y la otra al modo longitudinal, que en el caso de las nanovarillas de oro 

se encuentran a longitudes de onda alrededor de 520 nm y a longitudes de onda 

mayores a 600 nm, respectivamente.46  

 

Figura 6. Izquierda: Representación de los dos tipos de oscilaciones de los electrones libres 
en la nanovarilla.

47
 Derecha: Espectro UV-Vis-NIR típico de una solución de nanovarillas de 

oro. 

Es el modo longitudinal el cual es altamente sensible a la proporción entre el largo y 

el ancho de la nanovarilla.48 Es así que un aumento de dicha proporción se verá 

reflejado en un desplazamiento de la banda plasmónica hacia longitudes de onda 
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mayores; mientras que una disminución, en un desplazamiento hacia menores 

longitudes de onda.49 De esta manera, se hace posible la modulación de la banda 

plasmónica correspondiente a dicho modo desde la región visible hasta el infrarrojo 

cercano.48 

- Capacidad de actuar como antena 

Estas nanoestructuras de oro no solo permiten monitorear el desplazamiento del 

plasmón debido a un cambio en el entorno de la nanopartícula; sino también 

permiten conocer el espectro vibracional de las moléculas absorbidas a la superficie 

metálica gracias a una técnica conocida como espectroscopía Raman de superficie 

amplificada (SERS, por sus siglas en inglés). Dicha técnica proporciona una “huella 

dactilar” química única para cada sistema molecular. En este caso, las 

nanopartículas actúan como antenas resonantes de las señales espectrales y las 

amplifican varios órdenes de magnitud. Es así que los espectros vibracionales 

amplificados han encontrado aplicación en una amplia gama de análisis como por 

ejemplo: la detección de trazas de biomoléculas como el ADN,50 detección de 

material de guerra,51 análisis no destructivos de muestras de arte52 o en la 

detección de glucosa.53  

Estas propiedades ópticas de amplificación han sido interpretadas en la literatura 

mediante dos distintos mecanismos: uno de origen químico, y otro del tipo 

electromagnético. El primero se debe a la transferencia de carga entre el orbital 

molecular desocupado más bajo (LUMO) y el orbital molecular ocupado más alto 

(HOMO) de las moléculas próximas a la superficie metálica y el nivel Fermi de 

energía del metal. El factor de incremento de la señal por este mecanismo depende 

del tipo de analito y sustrato empleado, pero usualmente se tiene un factor de 

amplificación por debajo de 102.54 Por otro lado, el segundo mecanismo se asocia a 

la oscilación colectiva de los electrones libres del metal que originan un aumento en 

la intensidad del campo eléctrico cercano a la nanoestructura. En este caso, se 

tiene un factor de amplificación mucho mayor, que se encuentra en el rango de 106 

a 108.44 La geometría de la nanoestructura influye también en el incremento de la 

señal. En el caso de la nanovarilla, es posible concentrar campos magnéticos en los 

extremos de la estructura como se muestra en la figura 7 donde es posible 

conseguir un incremento en las señales Raman.55 
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Figura 7. Distribución del campo eléctrico alrededor de la nanovarilla excitado a 720 nm.
56

 

1.4.2 Método de bioconjugación del aptámero con la nanopartícula 

Tanto el aptámero como la nanovarilla de oro son vitales para el biosensor que se 

fabricó. Por un lado, el aptámero asegura la especificidad hacia la toxina; mientras 

que por otro, la nanovarilla de oro permite detectar dicha interacción. De esta 

manera, se busca que la interacción entre estos dos elementos sea óptima. Para 

ello, es necesario conocer qué vías existen para lograr dicho objetivo. En la 

literatura, aparecen diversas estrategias para lograr el sistema nanopartícula-

ligando que uno necesita. Entre dichas estrategias se encuentran: la quimisorción 

en la cual se aprovecha, por ejemplo, la gran afinidad entre el oro y el grupo tiol; las 

interacciones electrostáticas, donde las cargas tanto de la nanopartícula como del 

elemento con el cual interacciona hacen posible dicha bioconjugación; la 

encapsulación, donde el bioelemento reside dentro de la nanopartícula.57  

Sin embargo, hay un obstáculo que se presenta. La nanovarilla se encuentra 

recubierta por una capa empaquetada de CTAB;58 esta molécula, si bien cumple la 

función de estabilizante, dificulta la interacción entre la nanoestructura y el grupo tiol 

de la cadena aptamérica. Para ello, se necesita desorber la mayor parte posible de 

CTAB de la superficie para lograr una óptima interacción.  

Por otro lado, la presencia de un espaciador como parte de la cadena aptamérica 

modificada, como una cadena alquílica o una de bases nitrogenadas, tiene el 

propósito de alejar la secuencia de oligonucleótidos de la nanopartícula para poder 

reducir el efecto estérico en el momento que tenga que interaccionar con la toxina.59 

Ya que las cadenas de los aptámeros poseen una carga negativa debido a los 

grupos fosfatos que la conforman, esto origina una repulsión entre las distintas 

cadenas y por ende un menor grado de funcionalización. Por tal motivo, en el 

proceso de funcionalización, la adición tanto del SDS como del NaCl favorecen la 

disminución de dichas repulsiones. El SDS ayuda a disminuir las repulsiones 
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hidrofóbicas originadas por la cadena alquílica del espaciador; mientras que el NaCl 

ayuda a disminuir las repulsiones hidrofílicas propias de la cadena de ADN.59  

Por último, el buffer de fosfato empleado (ver parte experimental) se ha utilizado ya 

en varias publicaciones donde el objetivo era lograr una óptima funcionalización.60,61 

Por ejemplo, S. J. Hurst et al 59 selecciona el buffer de fosfato en lugar del de Tris 

debido a que el aptámero posee un menor volumen efectivo en la superficie de la 

nanopartícula lo cual favorece a incrementar la cantidad de aptámero que pueda 

enlazarse a ella.  

1.5 Calibración multivariante: regresión de mínimos cuadrados parciales  

El uso de la regresión de mínimos cuadrados parciales (PLS) para llevar a cabo 

análisis cuantitativos de diversas micotoxinas ha sido empleado en varias 

investigaciones.62–64 Este tipo de regresión es utilizado cuando es necesario 

predecir una variable dependiente o de respuesta a partir de un gran número de 

variables independientes o predictoras. En nuestro caso, predecir la concentración 

de la toxina a partir de los espectros analizados. 

Antes de llevar a cabo el análisis por PLS, es necesario establecer tanto el 

preprocesamiento como la validación cruzada (cross-validation) de los datos que se 

van a analizar.  

 Preprocesamiento 

Es posible ejecutar acciones como por ejemplo: la línea de base, la 

normalización o el suavizado (smoothing). En este caso, las correcciones de 

la línea de base pueden ser realizadas de diferentes maneras, como el uso 

de ecuaciones polinómicas que se ajusten a puntos específicos, o la 

evaluación del peso de los mínimos cuadrados o mediante el método del 

filtro de Whittaker. Estas dos últimas son muy similares y empleadas en 

análisis de espectros ya que generan un algoritmo que permiten discriminar 

qué señales son propias de las variables y cuáles representan solo a la línea 

de base.65 En el último caso, la línea de base que se utilizó fue el Automatic 

Whittaker Filter en la cual se tiene que definir los parámetros lambda y p. El 

primer parámetro define la curvatura de la línea de base, a menor valor de 

lambda, mayor será la curvatura de la línea de base. Por otro lado, el 

segundo parámetro define la asimetría de la línea de base, valores altos 
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permiten regiones negativas; mientras que valores bajos restringen dichas 

regiones.65 

Además de la línea de base, se realizó el suavizado o smoothing. Este 

suavizado fue desarrollado por Savitzki y Golay66 en el cual el espectro es 

dividido en secciones iguales las cuales son determinadas por el usuario 

donde en cada sección se lleva a cabo un ajuste del grado polinómico que el 

usuario ha definido previamente.67 

 Validación cruzada o Cross-validation 

Luego de la etapa de preprocesamiento, se procede con la etapa de la 

validación cruzada. Esta permite tanto conocer el desempeño del modelo 

para lograr una acertada predicción como también conocer el número de 

componentes necesarias para lograr dicho propósito. En esta etapa, se 

desarrolla una serie de pruebas con un porcentaje de los datos para 

construir con ellos el modelo (building set); mientras que los datos 

remanentes son empleados para probar dicho modelo (test set).  

 

En la tabla 4, se resumen algunas de las formas de validación cruzada existentes, 

donde “n” es el número total de elementos y “s” es el número por el cual se 

encuentra dividida toda la data.68,69 

Ahora bien, una vez ejecutado el preprocesamiento y definido el método de 

validación cruzada a emplear se procede al desarrollo del modelo. Para ello, se 

realizan combinaciones lineales de las variables predictoras que puedan explicar la 

variación entre ellas, pero también la correlación entre dichas variables y las que se 

intentan predecir. Estas variables que se desean predecir son determinadas al 

principio por el usuario, y en el caso de la presente investigación, son las que 

indican las concentraciones de la toxina. 

De esta manera, se obtienen nuevos componentes o variables latentes las cuales 

explican dichas variaciones y correlaciones según la ecuación (1):  

 ̂                         … (1) 

donde  ̂ es la variable latente que se emplea para predecir la concentración de la 

toxina, los valores de   son los coeficientes de regresión (loadings) determinados 

por el modelo, y los valores de   son las absorbancias o intensidades (según la 

muestra provenga de medidas realizadas por UV-Vis o Raman respectivamente) 
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medidas a diferentes longitudes de onda o desplazamiento Raman 

correspondientes al rango espectral analizado. 

Tabla 4. Esquema de análisis y descripción de los métodos de validación cruzada en el 

software Solo. 

Esquema 
 

Descripción 

Persianas venecianas 
 

Cada test set está 
compuesto de cada  
s-avo elemento de 
la data total, 
empezando por los 
elementos desde el 
1 al s.                                

 Bloques continuos 
 

Cada test set está 
compuesto por n/s 
objetos de la data 
total.                               

 Aleatorio 
 

Se tiene s diferentes 
test sets donde los 
n/s elementos de 
cada set son 
seleccionados al 
azar.                               

 Dejando uno fuera 
 

Cada objeto de la 
data total es 
empleado como test 
set.                                

  

Dichos coeficientes de regresión o loadings son los que otorgan un mayor o menor 

peso a los distintos valores de x según estos posean mayor o menor efectividad en 

la predicción.67,68 De esta manera, en un loading plot, o gráfica de una variable 

latente (  ̂ ), es posible identificar cuáles son las señales responsables de la 

efectividad del modelo obtenido.  

Otro concepto que ayuda a visualizar cuáles son las señales más importantes para 

el desarrollo del modelo son los valores de la importancia de la variable en la 

proyección (VIP, por sus siglas en inglés).70,71 Estos valores nos indican que las 

señales son importantes para el modelo si es que poseen un valor cercano a 1 o 

mayor a este; o son menos importantes para valores inferiores a 1.70,71 

Como se ha descrito, la validación cruzada ayuda a obtener el número de variables 

latentes necesarias para obtener el modelo óptimo. La elección del número de 

variables latentes se logra gracias a un parámetro definido como el error cuadrático 
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medio de validación cruzada (RMSECV, por sus siglas en inglés) el cual está 

definido por la siguiente ecuación: 

       √
 

    
 ∑  ̂     

 

  

   

 

donde    es el número de espectros del test set, o set de entrenamiento,  ̂  es la 

concentración predicha a partir de la validación cruzada, y    es la concentración de 

referencia. Este tipo de error proviene directamente de los resultados de la 

validación cruzada e indica cuán lejos se encuentra nuestro modelo de una óptima 

predicción. De esta manera, se selecciona el número de variables latentes que se 

encuentre ligado al menor valor de dicho error. 

Otra manera más que nos ayuda a complementar la efectividad de la predicción del 

modelo es por medio de una gráfica en la cual se pueda comparar los valores de 

las concentraciones de referencia con los valores de las concentraciones predichas, 

esto es la recta de calibración. A partir de estas es posible obtener parámetros 

como el coeficiente de determinación (R2) el cual nos indica la correlación que 

existe entre las concentraciones de referencia y las concentraciones predichas 

donde el valor máximo de 1 indica una perfecta correlación mientras que un valor 

mínimo de 0 indica que no existe correlación alguna.  
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1.6 Objetivos 

De esta manera, el trabajo descrito en esta tesis tiene como principal objetivo 

establecer un método para el desarrollo de un biosensor para la cuantificación de 

ocratoxina A. En primer lugar, implementar una metodología para la síntesis de las 

nanovarillas de oro que tienen el objeto de ser el transductor. En segundo lugar, 

emplear el oligonucleótido (aptámero 1, tabla 3) modificado en su extremo 5’ con 

una cadena alquílica de seis carbonos y con un extremo tiolado (C6-SH)72 para el 

desarrollo del sensor. En tercer lugar, detectar y cuantificar soluciones estándar de 

OTA, en el rango de los ppb, mediante el uso de la espectroscopía UV-Vis-NIR y 

Raman. Por último, analizar los datos obtenidos a través de ambas técnicas por 

medio del análisis multivariante empleando la técnica de mínimos cuadrados 

parciales para llegar a establecer un modelo de cuantificación de la toxina. 
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Capítulo 2: Materiales y métodos 

2.1 Reactivos y equipos 

El ácido tetracloroáurico trihidratado (HAuCl4), el dodecilsulfato sódico (SDS), el 

borohidruro de sodio (NaBH4), el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), el 2-

mercaptoetanol (MET), el fosfato de potasio monobásico, el fosfato de potasio 

dibásico, el cloruro de potasio y la ocratoxina A de Aspergillus ochraceus (cat 

#32937) fueron obtenidos de Sigma Aldrich. El hidróxido de sodio, el cloruro de 

sodio, el ácido clorhídrico y el ácido nítrico se obtuvo de J.T. Baker. El EDTA fue 

adquirido de Riedel-de Haën; el ácido ascórbico de Formont; el nitrato de plata, el 

cloruro de calcio dihidratado y el Tris HCl de Merck. La secuencia de 

oligonucleótido tiolada de 36 bases: 5’-HS-(CH2)6-GAT-CGG-GTG-TGG-GTG-GCG-

TAA-AGG-GAG-CAT-CGG-ACA-3’ fue sintetizada, purificada por RP-HPLC y 

analizada mediante MALDI-MS por Eurogentec. Finalmente, todos los ensayos 

fueron realizados utilizando agua ultra pura, grado Milli Q. 

Los equipos utilizados se encontraron en la sección Química de la Pontificia 

Universidad Católica del Perú a menos que se indique lo contrario.  

La preparación de los sensores y del proceso de detección de la toxina requirió del 

uso de un agitador vortex MVOR-03 de SBS, una centrifugadora Sorvall Biofuge 

Stratos, un pH-metro Basic 20 de Crison, un sonicador VWR modelo 97043-930. 

Los espectros de extinción en el rango UV-Vis-NIR fueron adquiridos utilizando el 

espectrofotómetro UV-Vis modelo Genesys 10S de Thermo Scientific empleando 

una celda de cuarzo semi-micro con un paso óptico de 10 mm y 1 mL de volumen 

de Agilent. Las mediciones se realizaron en un rango de 200 nm a 1100 nm. Se 

utilizó el software VISIONlite™ versión 5.2.  

Los espectros Raman fueron obtenidos mediante el uso de un espectrómetro i-

Raman plus 785H con láser de diodos centrado a 785 nm y una potencia continua    

< 300 mW con conectores de fibra óptica FC/PC. Este sistema permite la detección 

en el rango de 175 – 2700 cm-1 con una resolución de 3.5 cm-1 a 912 nm y con un 

rango dinámico de 50000:1. Además, el sistema estuvo acoplado a un soporte para 

muestras de cubetas modelo BCR100A 9.5 mm de BWTEK el cual estuvo acoplado 

al espectrómetro Raman. Los espectros obtenidos fueron el resultado de 100 s de 

irradiación, 5 acumulaciones, y 50 % de intensidad del láser. Se utilizó el software 

BWSpec versión 4.10. 
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Los análisis de microscopía electrónica de transmisión (TEM, por sus siglas en 

inglés) se realizaron en el Instituto Universitario de Investigación en Nanociencia de 

Aragón de la Universidad de Zaragoza. Se empleó un microscopio con cañón 

termoiónico y acelerador de voltaje de hasta 200 kV, modelo Tecnai T20 de FEI. 

Cada una de las muestras fue homogenizada antes de tomar una alícuota que fue 

depositada sobre una rejilla de cobre recubierta con carbono proveniente de 

Electron Microscopy Science para proceder con el análisis. 

El análisis estadístico se llevó a cabo empleando el software Solo versión 8.5.2 

(2017) de Eigenvector. 

2.2 Metodología 

2.2.1 Síntesis y caracterización de las nanovarillas de oro 

Todos los viales empleados en la síntesis se lavaron previamente con una solución 

de agua regia (HNO3:HCl, 1:3 v/v); luego con Alconox®; y finalmente, se 

enjuagaron con agua ultrapura. Las nanovarillas de oro se sintetizaron tomando 

como referencia el método empleado por Ratto73 a partir de una solución de 

semillas y otra solución de crecimiento. 

La solución que contiene a las semillas se prepara mezclando 24 µL de                

HAuCl4 · 3 H2O 50 mM, 4.7 mL de una solución de CTAB 0.1 M y 96 µL de agua 

ultrapura. Enseguida, se adiciona 290 µL de NaBH4 10 mM previamente enfriada en 

un baño de hielo. La solución cambia de color amarillo oscuro a marrón y se coloca 

bajo agitación por dos horas a 25°C. Esta solución se emplea inmediatamente 

después de dos horas desde el inicio de su preparación. 

Por otro lado, la solución de crecimiento se obtiene de la mezcla de las siguientes 

soluciones en el orden en el cual aparecen descritas: 192 µL de HAuCl4 · 3 H2O          

50 mM, 768 µL de agua ultrapura, 19 mL de CTAB 0.1 M, 190 µL de AgNO3 10 mM 

y 110 µL de ácido ascórbico 0.1 M. Luego de añadir cada solución, se agita 

suavemente. Inmediatamente después de añadir el ácido ascórbico, el color de la 

solución cambia de amarillo oscuro a incoloro. Por último, y en este caso sin 

ninguna agitación, se añade 40 µL de la solución de las semillas. Esta mezcla 

resultante se deja en reposo, bajo oscuridad y a 25°C durante dos días. 

Una vez transcurridos esos dos días, se toman 1.6 mL de la solución de crecimiento 

y se adiciona 30 µL de ácido ascórbico 10 mM. Finalmente, se deja dicha solución 
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en reposo, bajo oscuridad y a 25°C durante dos días más. Culminado ese tiempo, 

se obtiene la solución matriz de las nanovarillas, las cuales se encuentran listas 

para ser utilizadas. 

 Las soluciones de nanovarillas se caracterizan mediante TEM. Para ello, se diluye 

cada solución matriz en agua ultrapura (dilución 1:3) y se envían las muestras al 

laboratorio Instituto Universitario de Investigación en Nanociencia de Aragón de la 

Universidad de Zaragoza. Por otro lado, los análisis de caracterización en el rango 

UV-Vis-NIR se realizaron colectando los espectros de extinción de las 

suspensiones diluidas en agua ultrapura (dilución 1:10) en el rango de longitud de 

onda de 200 a 1100 nm. 

2.2.2 Desarrollo del sensor aptamérico para la detección de OTA 

El desarrollo del sensor aptamérico consta esencialmente de tres pasos los cuales 

se presentan en la figura 8. Los dos primeros pasos implican la modificación de la 

superficie de las nanovarillas con los aptámeros como agente de reconocimiento y 

posteriormente con MET como molécula de relleno. El último paso viene a ser el 

ensayo del sensor con OTA donde el aptámero interactúa específicamente con la 

toxina.  

 

Figura 8. Procedimiento general para la fabricación del sensor aptamérico. 

2.2.2.1 Optimización del sensor aptamérico 

La optimización del sensor aptamérico se encuentra conformada por los pasos 1 y 2 

mostrados en la figura 8. Se evalúan tres concentraciones diferentes de aptámero 

para determinar cuál es la concentración óptima en el desarrollo del sensor. 

Además, se determina si una etapa de centrifugación es necesaria en este proceso. 
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Por último, se incluye en el proceso de funcionalización al MET, el cual promueve la 

desorción del CTAB. De esta manera, disminuye así las posibles interacciones no 

específicas y actúa como agente de relleno que reduce el impedimento estérico al 

momento en el que el aptámero se acompleja con OTA. 

- Paso 1: Optimización de la funcionalización de la nanovarilla de oro con el 

aptámero 

Previo a la etapa de funcionalización, la solución de nanovarillas es centrifugada 

dos veces a 6000 rpm por 10 minutos. Para ello, se toman 100 µL de la solución 

matriz de las nanovarillas y se lleva a dilución 1:5 con agua ultrapura. Finalizada la 

primera ronda, se descartan 400 µL del sobrenadante y se añade el mismo 

volumen de agua ultrapura para proseguir con la segunda ronda. Al término de 

esta, se descartan nuevamente 400 µL del sobrenadante y con el volumen restante 

se prosigue con la etapa de funcionalización.  

Para esta etapa, el orden de adición de las soluciones es el siguiente: 100 µL de 

nanovarillas previamente centrifugadas, 2.5 µL SDS 10%, 100 µL del buffer de 

fosfato 0.1 M pH 8, 50 µL NaCl 1 M, 10 µL de la solución del aptámero (50, 100, 

200 µM del aptámero), y por último, se completa con agua ultrapura hasta llegar a 

un volumen final de 950 µL. El cloruro de sodio se añade en dos tandas: 50 µL al 

inicio de la funcionalización y los 50 µL restantes luego de 2 horas de agitación 

horizontal. Después de cada adición de la sal, se sonica la solución por un breve 

instante (< 5s). 

La solución se deja bajo agitación horizontal hasta el día siguiente. Para remover el 

exceso de aptámero, la solución se centrifuga a 6000 rpm durante 10 minutos y al 

término se retira 900 µL del sobrenadante y se resuspende en el volumen 

remanente. La solución es evaluada mediante espectroscopía UV-Vis-NIR. 

-  Paso 2: Funcionalización con el MET 

Una vez culminado el proceso de agitación de 24 h de las nanovarillas con el 

aptámero se añade 2 µL de una solución de MET 28.3 µM. Luego, se deja bajo 

agitación horizontal por 24 h adicionales. Se centrifuga a 6000 rpm por 10 minutos y 

al término se retira 900 µL del sobrenadante y se resuspende en el volumen 

remanente, a fin de obtener los nanosensores aptaméricos. 
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2.2.2.2 Estudio de detección de OTA 

La determinación del contenido de OTA en solución se realiza al mezclar una 

solución de esta toxina con los nanosensores aptaméricos en el buffer compuesto 

por: 10 mM Tris, 120 mM NaCl, 20 mM CaCl2, 5 mM KCl, pH 8.5. Todas las 

diluciones de OTA empleadas fueron preparadas a partir de una solución stock de 

12.5 µM de esta toxina disuelta en el mismo buffer del ensayo. 

- Detección de OTA mediante espectroscopía UV-Vis-NIR y espectroscopía 

Raman 

Para detectar OTA, se toma 25 µL de la solución de las nanovarillas 

funcionalizadas y se mezcla con 30 µL de la solución stock de OTA a diferentes 

concentraciones (concentraciones finales: 0, 0.25, 0.5, 2.0, 4.0 µM). Se añade el 

buffer de OTA necesario dependiendo de la concentración final de OTA como 

también agua ultrapura hasta alcanzar un volumen final de 300 µL. La mezcla se 

mantiene bajo agitación durante 16 minutos a temperatura ambiente antes de 

proceder con la medición. 

2.2.3 Análisis multivariante de los espectros UV-Vis-NIR y Raman 

Los modelos de calibración para la cuantificación de ocratoxina A se obtienen 

aplicando la regresión de mínimos cuadrados parciales (PLS).  

Los análisis de los espectros UV-Vis-NIR se realizan en el rango de 300 a 1100 nm; 

mientras que para los espectros Raman, en el rango desde 600 a 1800 cm-1. Los 

métodos de preprocesamiento empleados para ambos análisis son los siguientes: 

Normalización (normalize) respecto a todo el espectro; suavizado (smoothing por 

Savitzky y Golay) con ancho de filtro (filter width) igual a 15 y orden polinomial 

(polynomial order) de 5; y línea de base (baseline empleando automatic Whittaker 

filter) con valor lambda igual a 100 y p igual a 0.001. El orden del preprocesamiento 

para los espectros UV-Vis-NIR son: (1) línea de base, (2) normalización, y (3) 

suavizado; mientras que para los espectros Raman fueron: (1) suavizado, (2) línea 

de base, y (3) normalización. Los modelos de calibración son sujetos a validación 

cruzada (cross-validation) utilizando el método de persianas venecianas y se evalúa 

comparando los valores de los errores de predicción (RMSECV). 
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Capítulo 3: Resultados y discusión 

3.1 Caracterización de las nanovarillas de oro 

Se caracterizaron por TEM tres tipos de muestras: (1) AuNR, (2) AuNR@MET, y (3) 

AuNR@Apt@MET. Las imágenes TEM y el resumen del análisis de dimensiones 

obtenidas para ensayos de 5 lotes distintos se muestran en la figura 9 y tabla 5. En 

los tres casos es posible distinguir a las nanovarillas ya que tanto el CTAB (AuNR, 2 

lotes), el MET (AuNR@MET, 1 lote) y el aptámero (AuNR@Apt@MET, 2 lotes) 

ofrecen la protección necesaria para mantener la estabilidad que se refleja en las 

micrografías. Sin embargo, también es posible visualizar otros tipos de geometría: 

puede deberse a que la nanovarilla se esté visualizando de manera frontal o que la 

síntesis haya derivado en dicha forma. Además, tanto en las imágenes de AuNR y 

AuNR@MET se muestran partículas pequeñas, amorfas y grises las cuales indican 

la presencia de semillas en la muestra. 

Por otro lado, los diferentes contrastes mostrados están asociados a la masa 

molecular y el espesor del material que se está identificando. Es así que en las 

áreas en las cuales se encuentran localizadas las nanovarillas de oro el contraste 

es más oscuro que en aquellas regiones en las cuales se encuentran el CTAB o 

material orgánico o las semillas de oro.74 

Tabla 5. Dimensiones de las nanovarillas de oro (AuNR, 27 varillas analizadas), las 
nanovarillas de oro funcionalizadas con MET (AuNR@MET, 7 varillas analizadas), y las 
nanovarillas funcionalizadas con el aptámero y MET (AuNR@Apt@MET, 27 varillas 
analizadas). 

Dimensión AuNR AuNR@MET AuNR@Apt@MET 

A 54.2 ± 6.7 47.1 ± 3.5 48.9 ± 3.3 

B 16.9 ± 3.5  14.9 ± 1.6 13.8 ± 5.2 

C 20.0 ± 3.8 16.3 ± 2.1 17.8 ± 1.8 
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Figura 9. Micrografías TEM de AuNR (A,B); AuNR@MET (C,D); y AuNR@Apt@MET (E,F). 

Estos resultados corresponden a diferentes ensayos. 

  

B A B 

E 
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Es importante mencionar que la cantidad de nitrato de plata que se emplea en la 

síntesis de las nanovarillas es la encargada de modular la posición del plasmón 

longitudinal. Se piensa que el nitrato de plata posee una preferencia por la 

superficie lateral que por los extremos de la nanovarilla.75,76 Esto ocasiona un 

bloqueo de dicha superficie, por lo que el crecimiento se realiza únicamente a lo 

largo de la estructura. 

3.2 Desarrollo del sensor aptamérico para la detección de OTA 

El desarrollo del sensor aptamérico involucró las siguientes etapas: (1) la 

centrifugación de las nanovarillas para remover el exceso de CTAB, (2) la búsqueda 

de la concentración óptima de aptámero para la funcionalización de la nanovarilla y 

(3) la funcionalización con el MET como molécula de relleno. Estas etapas fueron 

monitoreadas mediante el análisis de los espectros UV-Vis-NIR y Raman. 

3.2.1 Optimización del sensor aptamérico 

 En este proceso de funcionalización, los componentes de la mezcla juegan un 

papel importante en el claro objetivo de asegurar que el aptámero entre en contacto 

con la superficie de la nanoestructura. Para lograrlo, en primer lugar, se debe retirar 

la mayor cantidad posible de CTAB que se encuentra recubriendo la nanovarilla. Si 

bien dicha molécula previene la agregación de las nanovarillas en agua vía 

repulsión electrostática, ofrece una dificultad al momento de la funcionalización 

debido a su empaquetamiento.77 Para ello, se procedió a dos centrifugaciones 

continuas previas a la funcionalización con el aptámero. El CTAB retirado por este 

método proviene principalmente de los extremos de la nanovarilla, donde la 

curvatura de la nanoestructura ocasiona que dichas moléculas no se encuentren 

tan empaquetadas en comparación con las que se encuentran localizadas en la 

superficie plana.56 Sin embargo, según el análisis de las imágenes TEM (figura 

9.B,E,F), se observa que en realidad la nanopartícula tiene la apariencia de un 

hueso. Debido a esta forma, se cree que la curvatura de los extremos favorece el 

reemplazo del CTAB por las moléculas tioladas de interés.  

En la figura 10, se muestra los espectros Raman de las nanovarillas recubiertas 

solo con CTAB, aquellas incubadas con una solución 2 µM de aptámero pero sin 

centrifugar, y un tercer caso donde las nanovarillas han sido previamente 

centrifugadas dos veces consecutivas a 6000 rpm por 10 minutos y posteriormente 

mezcladas con una solución 2 µM de aptámero. A partir de estos espectros Raman 
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es posible confirmar que el proceso de centrifugación previa es necesario para 

poder funcionalizar las nanovarillas con el aptámero y visualizar las señales 

características del oligonucleótido.   

 

Figura 10. Comparación de los espectros Raman del CTAB (negro), funcionalización sin 
centrifugación previa (rojo), funcionalización con centrifugación previa (azul). Todos los 
espectros mostrados han sido procesados con una corrección de la línea de base 

 

Una vez retirado el exceso de CTAB de las nanovarillas, se procedió a funcionalizar 

con las hebras de aptámero. Se evaluaron tres concentraciones de oligonucleótidos  

(0.5, 1.0, 2.0 µM) a fin de determinar la estabilidad de las nanovarillas luego de la 

funcionalización. A mayor concentración del aptámero, es posible adsorber una 

mayor cantidad de este en la superficie de la nanovarilla y mantener la estabilidad 

de la nanoestructura. Por otro lado, a una menor concentración, la probabilidad de 

agregación de las nanovarillas aumenta debido a espacios disponibles de la 

superficie que no han podido ser cubiertos. La agregación de nanopartículas de 

metales nobles puede ser detectada mediante incrementos en el valor del FWHM 

de las bandas plasmónicas.78 

Como se ve en la figura 11, a medida que aumenta la concentración del aptámero, 

el valor del FWHM del plasmón longitudinal (λ ≈ 785 nm) disminuye. Es así que se 

selecciona 2 µM como la concentración óptima de aptámero para llevar a cabo la 

funcionalización. 
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Figura 11. (A) Espectro Vis-NIR de las nanovarillas funcionalizadas a diferentes 
concentraciones del aptámero. (B) FWHM de la banda a λ= 785 nm según la concentración 
del aptámero. 

La adición de NaCl se realizó en dos tandas para evitar el choque electrostático en 

lugar de una sola ya que haría posible la agregación de las nanoestructuras.79 

Además, esto ayuda a disminuir las repulsiones hidrofílicas propias de la cadena de 

ADN y facilita una mayor funcionalización de la superficie de la nanoestructura.59 

Además, luego de cada adición, se realiza una corta sonicación la cual se piensa 

que ayuda a romper la interacción entre la hebra y la superficie de la nanovarilla. 

Esto promueve el acceso de más hebras hacia la superficie.59 

3.2.2 Detección de OTA mediante espectroscopía de Raman 

Previo al análisis de las muestras con OTA, se identificaron las señales 

vibracionales propias del aptámero. En la figura 12 y la tabla 6, se muestra el 

espectro Raman de los aptámeros adsorbidos en la superficie de las nanovarillas 

de oro previamente centrifugadas y la asignación de las señales, respectivamente. 

Siendo el aptámero selectivo a OTA un oligonucleótido con 17 guaninas, no es de 

sorprender que la mayor parte de las señales corresponden a los modos 

vibracionales de dicha base nitrogenada. Resaltan también las señales de la 

adenina y timina, como también de los grupos fosfato característicos de la hebra de 

ADN. 
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Figura 12.  Espectro Raman de la nanovarilla de oro funcionalizada con el aptámero con 

centrifugación previa. 

 

Tabla 6. Señales Raman características del aptámero. 

Desplazamiento Raman (cm-1) Asignación Referencia 

497 PO2

-
, dT 80 

526 G   81 

678 G  82 

724 A  82 

764 Estiramiento OPO   81 

797 Estiramiento simétrico OPO   83 

894 Vibración del azúcar  83 

913 G, vibración del azúcar  81 

963 Estiramiento CC y/o CO 82  

1100 Estiramiento simétrico OPO   83 

1170 Vibración CN   84 

1242 dT, estiramiento CN   83 

1360 G (N2)C2 - endo/anti  85,86 

1387 Estiramiento del anillo G   87 

1444 Flexión CH2   82 

1460 Flexión CH2  82  

1582 Estiramiento dG   83 

1619 Estiramiento CO  87  

Antes de continuar con el desarrollo del sensor, se deseaba saber si era posible 

detectar algún cambio en las señales del aptámero al encontrarse en contacto con 
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OTA (1 µM). Para ello, se analizó la interacción a distintos tiempos en los cuales se 

observan cambios en algunas señales (región sombreada) luego de por lo menos 

16 minutos después de iniciada la interacción tal como se muestra en la figura 13. 

Se registran cambios en los siguientes rangos espectrales: 490 cm-1 a 515 cm-1,            

610 cm-1 a 680 cm-1, 710 cm-1 a 735 cm-1. Debido a ello, en los ensayos posteriores, 

entre el sensor y la toxina, se registró el espectro después de 16 minutos de estar 

bajo agitación. 

 

Figura 13. Espectros Raman de la interacción entre AuNR@Apt y OTA a diferentes 
tiempos. Los espectros se muestran desfasados en el eje Y a fin de facilitar la visualización 
de la variación en las señales. 

Debido a que en el proceso de fabricación del sensor se involucra la 

funcionalización con el MET, se determinó también las señales Raman 

pertenecientes a dicha molécula (ver Figura 14 y tabla 7).  
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Figura 14. Espectro Raman del MET adsorbido en la superficie de las AuNRs. 

Tabla 7. Señales Raman características del MET. 

Desplazamiento Raman (cm-1) Asignación Referencia 

639 Estiramiento CS  88 

727 Estiramiento CS  88 

1015 Estiramiento CCO  88 

En la figura 15, es posible identificar más fácilmente las diferencias espectrales 

entre AuNR@Apt (espectro rojo), AuNR@MET (espectro azul) y AuNR@Apt@MET 

(espectro negro). Se ve cómo las bandas pertenecientes al MET, indicadas por las 

regiones sombreadas en la figura 15, ocultan parte de las señales del aptámero. 
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Figura 15. Comparación de los espectros Raman de AuNR@Apt, AuNR@MET, y 

AuNR@Apt@MET. Las regiones sombreadas corresponden a las señales del MET. 

3.2.3 Detección de OTA mediante espectroscopía UV-Vis-NIR 

Mediante el uso de la espectroscopía UV-Vis-NIR se visualiza un desplazamiento 

de la banda plasmónica longitudinal. En la figura 16, se puede apreciar una serie de 

experimentos realizados con OTA a diferentes concentraciones donde el cambio en 

la banda plasmónica no es fácil de detectar a simple vista y por lo tanto requiere de 

un análisis quimométrico para armar la curva de calibrado. 
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Figura 16.  Espectros UV-Vis-NIR del sensor a diferentes concentraciones de OTA.  

Si bien se emplearon ambas técnicas espectroscópicas para la construcción de la 

recta de calibración de la toxina, la información obtenida por los espectros Raman 

es mucho más rica que los obtenidos por UV-Vis y permite discriminar mejor las 

interacciones no específicas.  

3.3 Calibración multivariante 

Los espectros UV-Vis-NIR y Raman tanto del sensor como de los controles a 

diferentes concentraciones de la toxina fueron analizados por PLS. Se empleó 

distintos tipos de preprocesamiento para evaluar cuál resulta en un modelo con una 

mejor predicción. En la tabla 8, se muestran, para ambas espectroscopías, los 

resultados estadísticos del modelo obtenido a partir de los diferentes 

preprocesamientos aplicados a los espectros. El menor valor de RMSECV 

determina el preprocesamiento adecuado para obtener el mejor modelo y el valor 

del coeficiente de correlación complementa dicha elección. Para ambas técnicas 

espectroscópicas, el preprocesamiento seleccionado se encuentra resaltado en rojo 

y muestran tanto un menor valor de RMSECV y un alto coeficiente de correlación. 

En el caso de los controles se observa que en ninguno de los casos los modelos 

logran alcanzar valores de RMSECV menores de 0.65 o de R2 mayores a 0.83. 

Esto último es esperado ya que los controles no se encuentran modificados con los 



 

37 
 

aptámeros y por lo tanto no debe existir correlación alguna a las diferentes 

concentraciones de la toxina que se ha empleado. 

Tabla 8. Resultados estadísticos del modelo PLS para los espectros UV-Vis-NIR y Raman. 

    
Datos 

empleados 
Preprocesamiento* 

Variables 
latentes 

RMSECV R2 
U

V
-V

is
-N

IR
 

Se
n

so
r 

22 

1 4 0.25 0.96 

2 5 0.34 0.94 

3 7 1.50 0.01 

4 6 0.50 0.92 

C
o

n
tr

o
l 

25 

1 6 1.18 0.31 

2 4 0.65 0.83 

3 6 2.13 0.16 

4 3 1.32 0.17 

              

R
am

an
 Se

n
so

r 

20 

1 5 0.44 0.90 

2 8 1.13 0.59 

3 5 1.21 0.27 

4 5 0.79 0.73 

C
o

n
tr

o
l 

16 

5 7 1.29 0.26 

6 5 1.17 0.38 

3 7 1.84 0 

4 5 1.27 0.25 

*Tipos de procesamiento: (1) baseline, normalize, smoothing; (2) mean center, normalize, 
smoothing; (3) derivative (2° derivada, orden 5ta polinomial), normalize; (4) baseline, 
normalize, autoscale; (5) smoothing, baseline, normalize; (6) mean center, baseline, 
normalize. 

En la figura 17, se muestran los modelos de cuantificación desarrollados para 

ambas espectroscopías utilizando el análisis multivariante basado en PLS. Si bien 

tanto el control como el sensor muestran valores cercanos de R2 cercanos a 1, los 

errores relacionados con las distintas concentraciones son mayores en los controles 

que en los sensores. Y en el caso particular de Raman, en el control no es posible 

discriminar entre las concentraciones de 0 y 0.25 µM de la toxina. 

Por otro lado, se puede ver que a bajas concentraciones de la toxina                            

(0.25 µM – 0.50 µM), hay una menor discriminación en el caso de la espectroscopía 

UV-Vis-NIR en comparación con la de Raman. Esto es importante, ya que, si se 

desea realizar un análisis exploratorio de una muestra problema, se sugeriría iniciar 

con un ensayo mediante espectroscopía UV-Vis-NIR ya que este análisis es más 

rápido en comparación con el de Raman; y además, te otorga un resultado 
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preliminar de la concentración de OTA de la muestra que si no resulta satisfactorio, 

se procedería a analizar la muestra mediante Raman.  

 

Figura 17. Modelos de cuantificación desarrollados utilizando los espectros UV-Vis-NIR y 

Raman. 

Una de las ventajas del uso de la espectroscopía Raman es que ofrece un espectro 

lleno de señales vibracionales del analito en estudio. En esta investigación, las dos 

primeras variables latentes son responsables de explicar mejor el modelo (92.1%). 

Se han identificado las señales más relevantes que provienen de dicha variable 

(figura 18, tabla 9) que influyen en el desarrollo del modelo.  

En la gráfica de las variables latentes 1 y 2 (loading plot) es posible identificar las 

señales espectrales relacionadas al modelo de cuantificación (figura 18, arriba). Los 

valores de los loadings positivos indican una relación directamente proporcional a la 

concentración de OTA en el modelo; y los negativos, una relación inversa. Si bien 

parecería que la variable latente 1 es la opuesta a la variable latente 2, la suma de 

ambas (figura 18, abajo) presenta algunas diferencias. En la figura 18, se han 

resaltado algunas de las señales Raman del aptámero y del MET por ser las que 
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más influyen en el desarrollo del modelo de cuantificación. La tabla 9 resume estos 

valores y describe los modos vibracionales responsables.  

 

Figura 18. Arriba: dos primeras variables latentes del modelo desarrollado a partir de los 
espectros Raman. Las señales indicadas con «M» son las que provienen del MET. Abajo: 
suma de las dos primeras variables latentes. 
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Tabla 9. Señales Raman características de las variables latentes del modelo desarrollado a 

partir de los espectros Raman. 

Desplazamiento Raman (cm-1) Asignación Referencia 

639 Estiramiento CS de MET 
88 

722 Estiramiento CS de MET 
88 

895 Vibración asimétrica del azúcar  
80 

939 Vibración simétrica del azúcar 
80 

 1012 Estiramiento COO de MET 
88 

1206 dT (C2'-endo/anti) 
80 

1278 CH – deformación de la timina  
83 

1332 dG (C2'-endo/anti) 
83 

1420 C5'H2 deformación en C2' endo 
83 

1466 
dT C4=O4 def (H-bond), C5=C6 

estiramiento 
80 

 

Adicionalmente, en la figura 19, se muestra la media de los espectros Raman del 

sensor y del control antes de realizar el preprocesamiento, y se asigna un color 

respecto a los valores VIP correspondientes al modelo. De esta forma, al igual que 

con la gráfica de la suma de los loadings de la variable latente 1 y 2 (figura 18, 

abajo), se pueden identificar las señales importantes para el modelo desarrollado.  
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Figura 19. Valores VIP de la media de los espectros Raman del control y del sensor antes 

de proceder con el preprocesamiento. 

Si bien las señales del MET contribuyen en el modelo de cuantificación (639, 727, 

1015 cm-1), su influencia es mínima en el modelo desarrollado con los espectros 

Raman del control (valores de VIP < 3). Además, existe un ligero ensanchamiento 
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de dichas señales lo cual lleva a pensar que los responsables de dichos efectos son 

las señales provenientes del aptámero. 

Por otro lado, también es posible identificar las señales provenientes del aptámero 

que son importantes para el modelo. En el rango de 1195 – 1203 cm-1 es posible 

asignar la señal a dT.80 De la misma forma, en el rango de 1608 – 1676 cm-1 es 

asignado a dG y dT.80   
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Capítulo 4: Conclusiones y recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

 Se logró sintetizar y caracterizar nanovarillas de oro de 54.2 ± 6.7 nm x 16.9 

± 3.5 nm a partir del protocolo reportado por Ratto y colaboradores.  

 

 Se desarrolló un biosensor que permite la detección de ocratoxina A 

mediante la funcionalización de las nanovarillas con aptámeros selectivos de 

OTA. El proceso optimizado en este trabajo contempla una doble 

centrifugación de las nanovarillas, la incubación de estas en una solución 2 

µM del aptámero, añadiendo cloruro de sodio en dos pasos y, finalmente la 

adsorción de 2-mercaptoetanol como agente de relleno. Mediante la 

espectroscopía UV-Vis-NIR y Raman se pueden monitorear todas las etapas 

de desarrollo del biosensor.  

 

 El empleo del método de regresión multivariante de mínimos cuadrados 

parciales en el procesamiento de los datos resultó una estrategia apropiada 

para la construcción de un modelo de cuantificación de OTA a partir de los 

análisis realizados por espectroscopía UV-Vis-NIR y espectroscopía Raman. 

Es posible llegar a detectar hasta 100 ppb (0.25 µM) mediante la 

espectroscopia Raman; mientras que por la espectroscopía UV-Vis-NIR, es 

posible discernir a partir de los 800 ppb (2 µM). 

 

 Se obtuvo un biosensor bimodal para la detección de ocratoxina A. Es 

posible realizar ensayos preliminares por medio de la espectroscopía UV-

Vis-NIR, y poder confirmarlo mediante cambios en las señales vibracionales 

de los espectros Raman en menos de 25 minutos. 
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4.2 Recomendaciones 

 Si bien se logró desarrollar un proceso de preparación de nanosensores 

aptaméricos para la detección de OTA, se recomienda evaluar si el  

aumento de las tandas de la adición del cloruro de sodio mejora la adsorción 

del aptámero en la superficie de las nanovarillas sin perder sensibilidad de 

detección. Del mismo modo, en cuanto al aptámero, es posible modificar la 

composición del espaciador o intercambiar el extremo de la secuencia de 

reconocimiento a la cual se encuentra ligada al espaciador.  Por último, el 

MET podría ser reemplazado por otra molécula tiolada que desempeñe la 

misma función, como el ácido mercaptopropiónico, pero que no llegue a 

ocultar las bandas espectrales propias del aptámero. 

 

 Contemplar otros métodos de detección de la toxina con este biosensor a fin 

de identificar concentraciones de OTA más bajas. Por ejemplo: aumentando 

la concentración del biosensor, modificando el espaciador del aptámero, o la 

adición de nanopartículas de oro funcionalizadas con una hebra 

complementaria del aptámero específico para OTA. 

 

 

 Se debe evaluar el desempeño del sensor en muestras reales. Es 

importante mencionar que el proceso de extracción de OTA en alimentos se 

realiza en un medio orgánico, y que es importante el contemplar la transición 

a un medio acuoso para determinar el contenido de esta micotoxina 

mediante el uso de este tipo de biosensores. 
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