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1. Introducción 
El siguiente documento es la idónea comunicación de resultados para obtener el grado de 

Maestro en Ciencias Naturales e Ingeniería. El proyecto de investigación en el que se basa este 

documento, se realizó en el Laboratorio de Superficies e Interfases y en el Laboratorio de 

Caracterización de Farmacoquímica de la Universidad Autónoma Metropolitana en la Unidad 

Cuajimalpa, así como en la Escuela de Ingeniería Química, en el Departamento de Bioproductos 

y Biosistemas (School of Chemical Engineering, Department of Bioproducts and Biosystems), 

de la Universidad de Aalto, Finlandia, durante el periodo comprendido entre septiembre del 2015 

y julio del 2017. 

El objetivo del trabajo fue la síntesis y caracterización de sistemas fotodinámicos basados en oro; 

y evaluar su interacción con películas de hidrogeles de los polisacáridos alginato y quitosano. 

Se formaron películas en lugar de un hidrogel trimensional, por la capacidad de generarse sobre 

sensores de técnicas como la microbalanza de cuarzo con disipación (QCM-D, por sus siglas en 

inglés) y resonancia del plasmón superficial (SPR, por sus siglas en inglés), ya que estas técnicas 

permiten un seguimiento en tiempo real de las interacciones, midiendo cambios de frecuencia y 

de refracción de las superficies respectivamente. 

Las superficies resultantes fueron evaluadas con técnicas de microscopía, en específico de fuerza 

atómica (AFM, por sus siglas en inglés) y electrónica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés); 

así como con técnicas espectroscópicas: difracción de rayos X (DRX) e infrarroja por 

transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés). 

En la Figura 1 se presenta el esquema general del trabajo realizado, así como los sistemas 

fotodinámicos estudiados con las distintas superficies de los hidrogeles que fueron generadas 

sobre los sensores necesarios para las técnicas. En el esquema se observa la generación de las 

películas de los hidrogeles sobre las superficies de oro de los sensores de QCM-D y SPR, así 

como la utilización de buffer de fosfatos con pH 7.4 como medio en el que se dan las 

interacciones, esto para simular condiciones fisiológicas. 
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Además, se presentan los cuatro sistemas que se utilizan para interactuar con las películas, que 

son las nanosemillas de oro (Nseeds), la proteina albúmina de suero bovina (BSA), los sistemas 

de nanocorazas espiculadas de oro con núcleo poliméricos (NPAu) y los complejos de estos 

ultimos con la proteina (NPAu-BSA). Finalmente, se muestran las técnicas por las cuales se 

evaluaron las superficies resultantes. 

 

Figura 1. Esquema general del proyecto. 

Las condiciones y materiales para este trabajo fueron determinadas buscando apoyar el desarrollo 

de implantes de tejido cardiaco generado mediante ingeniería de tejidos, trabajo que se realiza 

en el Departamento de Procesos y Tecnología de la División de Ciencias Naturales e Ingeniería 

de la misma unidad; así como el proyecto de Ciencia Básica llamado “Estudio de los efectos de 

la biofuncionalización de nanoplataformas teranósticas con anticuerpos monoclonales 

humanizados en el diagnóstico y tratamiento selectivo de cáncer epitelial de ovario” que tiene 

como responsable al Dr. Antonio Topete Camacho de la Universidad de Guadalajara, y que 

representa un trabajo multidisciplinario y interinstitucional entre la Universidad Autónoma 

Metropolitana, la Universidad de Guadalajara y la Universidad de Santiago de Compostela.  
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2. Justificación 
Las enfermedades cardíacas son uno de los principales problemas a nivel mundial y de acuerdo 

con los pronósticos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) es la principal causa de 

muerte en países desarrollados y de los países pobres o en vías de desarrollo [1]. Según la OMS, 

se calcula que en 2008 fallecieron 17.3 millones de personas a causa de enfermedades 

cardiovasculares, de las cuales 7.3 millones, es decir, el 42 % de estos fallecieron de cardiopatías 

coronarias, también llamadas infartos. También se estima que en el año 2030 cerca de 23.6 

millones de personas morirán a causa de enfermedades cardiovasculares, principalmente de 

infartos y de accidentes cerebrovasculares [2]. Las estadísticas en México tampoco son 

alentadoras, se estima que anualmente hay 75 mil infartos, de los cuales el 25 % están 

relacionados con el estrés y los malos hábitos adquiridos en las oficinas [3].  

El sobrevivir a un infarto conlleva a un cambio de estilo de vida, en el cual la actividad física 

debe de ser mínima, además de presentarse un incremento en la probabilidad de reincidencia [4]. 

Los tratamientos actuales suelen ser paliativos; dentro de estos los más utilizados son la 

angioplastia y el baipás coronario; además son empleados fármacos para combatir los estragos 

que se pueden causar en el ritmo cardiaco y tono muscular [5, 6]. Sin embargo, en los últimos 

años se ha incrementado la investigación en ingeniería de tejidos, siendo el cultivo tridimensional 

uno de los principales retos [7-12]. 

El principio de la ingeniería de tejidos es el crecimiento y diferenciación de células 

especializadas de un tejido fuera del organismo y su reimplantación al sistema, para recuperar 

funciones que pueden haber sido perdidas por accidentes o enfermedades. Uno de los aspectos 

clave para eso es el uso de estructuras tridimensionales, principalmente hidrogeles poliméricos 

o tejidos descelularizados, como andamios (soportes) para la formación del nuevo tejido [10-16]. 

Actualmente, este tipo de tratamiento se encuentra aún en investigación, debido a que en los 

cultivos tridimensionales el crecimiento celular se ve limitado por la capacidad de proliferación 

y diferenciación de las células adultas. Además, los distintos soportes basados en hidrogeles no 

alcanzan los requerimientos mecánicos y eléctricos necesarios para su uso prolongado en 
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aplicaciones como la regeneración de tejido cardiaco [13]. Por lo anterior, se ha propuesto la 

modificación de estos con elementos que incrementen dichas propiedades, principalmente 

nanopartículas de metales nobles por su no reactividad química y biocompatibilidad [14-16]. 

Para poder realizar de forma segura las modificaciones y utilizar estos tejidos cultivados, es 

necesario entender y poder regular las interacciones entre los hidrogeles y los sistemas que 

funcionarán como modificadores de sus propiedades. Hasta ahora, el uso de las nanopartículas 

de oro sobre los hidrogeles ha sido estudiada solamente de forma morfológica y descriptiva [14-

16], pero sin un entendimiento de cuales son las fuerzas de interacción o los procesos que 

dictaminan estas interacciones, ni cuales cambios presentan los hidrogeles después de su 

combinación con sistemas de este tipo. El entender estos cambios y las interacciones permitirá 

el mejor control sobre las propiedades que se desean simular y sustituir. 
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3. Hipótesis 
 

La incorporación de sistemas fotodinámicos (nanopartículas a base de oro) a hidrogeles 

poliméricos de distintas propiedades aniónicas y catiónicas, a través de la modulación de las 

interacciones electroestáticas, permitirá conformar andámios con las propiedades fisicoquímicas 

adecuadas para distintas aplicaciones en las áreas biotecnológica y biomédica.  
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4. Objetivos 

4.1. General 

Entender los mecanismos de interacción y adsorción de los sistemas fotodinámicos con los 

distintos hidrogeles de alginato, quitosano y su combinación. 

4.2. Particulares 

1. Sintetizar nanopartículas de oro (NPAu) y funcionalizarlas con proteína (BSA). 

2. Caracterizar las NPAu y NPAu-BSA mediante técnicas espectrofotométricas (UV-Vis, DLS), 

espectroscópicas (FT-IR y DRX) y microscópicas (AFM y SEM). 

3. Generar superficies modelo de hidrogeles de alginato, quitosano y su combinación. 

4. Evaluar las interacciones entre los hidrogeles poliméricos y los sistemas fotodinámicos mediante 

microbalanza de cuarzo con disipación (QCM-D) y resonancia del plasmón superficial (SPR). 

 



5. Técnicas de formación y 
caracterización de materiales 

Para entender un sistema de estudio se requieren de distintas técnicas para conocer las distintas 

propiedades del mismo. Dependiendo de qué es lo que se quiera conocer serán el tipo de técnicas 

estructurales, cualitativas o cuantitativas que se deban realizar. 

Las técnicas estructurales arrojan información del acomodo de los átomos, moléculas o grupos 

funcionales dentro de las muestras; las cualitativas por su parte indican que átomos o elementos 

están presentes en los sistemas; y finalmente, las cuantitativas darán datos relativos o absolutos 

de los elementos que están interactuando [1]. 

Existen además técnicas que sirven para la preparación de los sistemas antes de realizar las 

mediciones. Este tipo de técnicas de modificación, en el caso de superficies, son importantes ya 

que permiten tener el control de los sustratos a utilizar. Para el caso de las modificaciones 

superficiales, las más comunes son Langmuir-Blodgett [2-5], Langmuir-Schaefer [4, 5] y Spin 

coating [6-9]. 

Otra forma de clasificación de las técnicas está ligada al principio físico que utilizan en vez de 

la finalidad o tipo de resultados que se obtiene. Así existen técnicas espectroscópicas, 

espectrofotométricas, microscópicas, cromatográficas, electro-analíticas, calorimétricas, y de 

superficie, entre otras [10]. 

En esta sección se hablará brevemente de las técnicas que fueron utilizadas durante el desarrollo 

del proyecto tanto para la modificación como para el análisis de las superficies (Spin coating, 

QCM-D y SPR), así como su caracterización por técnicas de microscopía (AFM y SEM) y 

técnicas espectroscópicas (DRX, FTIR) y espectrofotométricas (UV-Vis, DLS). 
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5.1. Técnicas de superficie 

5.1.1. Spin coating 

Esta técnica se basa en la generación de películas delgadas mediante la deposición del material 

en solución sobre una superficie, la cual está unida a un rotor que esparce el material 

homogéneamente sobre la superficie por acción de fuerzas centrífugas y que a la vez evapora el 

solvente mejorando el acomodo sobre la superficie [6]. 

Las dos variables principales en el espesor que se obtendrá del depósito son las revoluciones a 

las que se haga girar la superficie en la que se hará la película; y la viscosidad de la suspensión 

del material a depositar [6-9]. Otro factor importante es la velocidad en la que el solvente se 

evapora, pues éste determina el acomodo que tendrá el material sobre las superficies; ya que, si 

se trata de moléculas pequeñas, la orientación de éstas estará ligada al tiempo que tengan para 

acomodarse sobre la superficie antes de que el solvente se evapore por completo; así el tiempo 

de rotación está ligado a la viscosidad del solvente y a la concentración del material en él [11]. 

En la Figura 2 se ve como al iniciar el giro se elimina el exceso de material, permitiendo que se 

acomoden las moléculas mientras el solvente se evapora para permitir la formación de los 

depósitos delgados. 

 

Figura 2. Generación de una superficie por medio de spin coating. Adaptada de Ossila [11]. 
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Para este trabajo se utilizó un spin coater modelo WS-400B 6NPP/Lite de Laurell Technologies 

(Estados Unidos de América); para la inmovilización de los sensores para QCM-D se utilizó un 

adaptador de teflón que permite la inmovilización del disco en el rotor y la salida de la solución 

que se añade en exceso; el equipo se encuentra ubicado en el Laboratorio de Superficies e 

Interfases de la UAM-C. 

En concreto, se utilizó para la generación de las películas modelo de los hidrogeles sobre los 

discos sensores de QCM-D y de SPR. 
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5.1.2. Microbalanza de cuarzo (QCM-D) 

La manipulación de elementos en el orden de las micras o nanómetros ha llevado al desarrollo 

de múltiples instrumentos para poder detectar su presencia, sus interacciones y efectos sobre 

distintos elementos con los que interactúe. Uno de estos instrumentos es la microbalanza de 

cristal de cuarzo con medición de disipación (Quartz Crystal Microbalance, QCM-D).  

Esta técnica se basa en los efectos piezoeléctricos del cuarzo, elemento principal de sus discos 

sensores, que se rodea de unos electrodos (usualmente de oro) que al transmitir un determinado 

voltaje activan la frecuencia de resonancia natural de los discos sensores que se encuentra entre 

los 5 y 20 mHz; esta resonancia es medida y al presentarse una adsorción sobre su superficie 

muestra un cambio en la frecuencia. Este cambio puede ser traducido a una variación de masa, 

viscosidad, disipación, rugosidad o hidrofobicidad de la superficie dependiendo del modelo que 

se utilice para procesar los datos. [12] 

La Figura 3 muestra el proceso de fabricación de los discos sensores usados en la QCM-D, desde 

cómo se obtienen los discos a partir de los cristales de cuarzo para que tengan las propiedades 

de resonancia necesarias y la colocación de los electrodos en el disco. Los discos sensores son 

después recubiertos con distintos materiales para que sean las superficies con las que se 

interactúe, siendo las de SiO2 y Au las más comunes [13].  
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Figura 3. Origen de discos de QCM-D a partir del corte de un cristal de silicio. Adaptada de 

Marx [13]. 

 

En 1959 Sauerbrey [14] describió que, para superficies rígidas, es decir con adsorciones en mono 

capas y no proteicas, existe una correlación directa entre el cambio de frecuencia con respecto al 

cambio de masa mediante la siguiente ecuación (Ecuación 1): 

∆𝑚 =
𝐶

𝑛
∆𝑓      Ecuación 1 

donde m es la masa, C es la constante característica (17.7 ng cm-2 Hz-1 en la frecuencia de 

resonancia 5 MHz), n es el armónico y f la frecuencia. 

En general, los discos sensores tienen un espesor máximo de aproximadamente 5 mm con un 

área activa de ~ 20 mm2 y un rango de frecuencia entre 3-50 MHz con una sensibilidad en 

frecuencia de: 

• ~ 0.05 Hz en aire/gas 

• ~ 0.21 Hz en agua 
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Lo que se traduce a una sensibilidad en los cambios de masa de: 

• ~ 1 ng/cm2 en aire/gas 

• ~ 5 ng/cm2 en líquido 

y una sensibilidad en disipación de [12,13]: 

• ~ 2x10-8 en aire 

• ~ 3x10-8 en líquido 

Por lo general, los gráficos obtenidos por el software son de cambio de frecuencia en función de 

tiempo; esto es porque permite un análisis de adsorción continuo para poder percibir los cambios 

que se den al interactuar los distintos elementos en solución que se le presenten. Es importante 

recordar que, al medir adsorción, los cambios de masa están ligados a las interacciones que 

presente la superficie y los elementos añadidos, pudiendo ser de cualquier carácter y fuerza. Un 

ejemplo de esto es que el cambio de aire a agua, mismos que presentará cambios en la frecuencia 

de resonancia aun cuando las interacciones son sólo momentáneas y serán sustituidas al fluir el 

líquido; debido a ello es importante dejar estabilizar las mediciones y hacer lavados para obtener 

sólo las mediciones de interacciones estables en caso de ser lo buscado. 

Por su parte, la disipación (D) nos permite identificar los cambios de rigidez que presenta una 

superficie. Esto se debe a que matemáticamente, la disipación es el inverso del factor Q, que se 

define en la ecuación 2: 

D =  Q−1 =  2Γ/f    Ecuación 2 

Donde Γ es la mitad del ancho de banda de la frecuencia contra la conductancia, y f es la 

frecuencia del máximo de la curva. El factor D es menos sensible a las perturbaciones por su 

relación con la conductancia de la superficie y no a su resonancia; esto es relevante ya que los 

cambios en el ancho de banda se relacionan proporcionalmente a la energía transferida por el 

cristal a la muestra por unidad de tiempo [15]. 

Los discos sensores usados en este trabajo tienen frecuencia de resonancia a 5 MHz y están 

cubiertos de Au, el equipo utilizado fue la QCM-2500 de KSV Instruments Lsd. (Finlandia) el 
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software para análisis de datos fue el QcmZBrowse de la misma compañía; esto se encuentra en 

el Laboratorio de Superficies e Interfases de la UAM-C. Su principal uso fue la medición de los 

cambios de frecuencia, masa y disipación de las películas modelos de hidrogeles al interactuar 

con los sistemas fotodinámicos, esto para poder indicar cual es la afinidad de cada uno de estos 

por los distintos polímeros que conforman los hidrogeles. 
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5.1.3. Plasmón de resonancia superficial (SPR) 

Esta técnica es un método óptico para la medición del índice de refracción en capas delgadas 

adsorbidas en un metal, estas capas se generan por la interacción de una superficie con elementos 

que se encuentran en un flujo que corre sobre el sensor, promoviendo la interacción y adsorción 

de estos materiales a la superficie. Para los sensores se utilizan principalmente metales que no 

sea magnetizables, pero sí polarizable, e.g. oro. Se basa en la medición del cambio de ángulo de 

incidencia de un haz que es proyectado sobre la superficie donde éste excita la superficie 

deslocalizando electrones y generando el plasmón superficial; es éste el que refleja el haz con la 

misma intensidad a no ser que haya un adsorbato que modifique el ángulo de refracción [16]. 

 

 

Figura 4. Configuración clásica de un sensor de SPR, en el que el láser pasa por el cristal para 

excitar la superficie. Adaptada de Meyer [17]. 

 

En la Figura 4 se observa el acomodo óptico más común para la medición mediante SPR, la 

configuración geométrica de Kretschmann en la cual el emisor incide en un solo punto el cual es 

reflejado con la misma intensidad por el plasmón de la superficie al no tener un analito, pero 

cuando este se presenta, el plasmón es modificado dando entonces un cambio de intensidad [17]. 
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Los medios no son visibles en esta técnica por un fenómeno denominado “Reflexión interna total 

(TIR)”; este fenómeno se presenta cuando un haz, que pasa por dos medios no absorbentes (de 

mayor índice de reflexión a menor), presenta una interferencia, la cual genera un campo eléctrico 

llamado “onda de campo evanescente” que no está relacionado con la pérdida de intensidad o 

energía. Este campo es el que polariza la superficie del metal generando un cambio en el ángulo 

de reflexión censable a lo largo del medio, permitiendo la medición del espesor y viscosidad de 

la película sin que la variación de la intensidad del haz por el cambio del medio sea perceptible 

[17]. 

El SPR genera dos tipos de gráficas principales: una es la medición del ángulo contra la 

intensidad, en donde se observa el ángulo en el cual se pierde la intensidad por la activación del 

plasmón superficial; además, el cambio inicial se puede relacionar con el índice de refracción 

del medio por lo que su cambio indica una modificación en el bulto, que se puede relacionar 

cuando se ve el ángulo TIR a través del tiempo. En la Figura 5a se ve un ejemplo de curvas SPR 

generadas con láseres con dos longitudes de onda diferentes. 

El segundo tipo de gráfica es el sensograma, el cual es la medición en el tiempo del ángulo en el 

que se activa el plasmón superficial; en la Figura 5b se puede ver un ejemplo de este tipo de 

gráfico. En general el sensograma se utiliza dando el ángulo en el que se encuentra el mínimo 

del pico, pero también puede hacerse con el centroide o con el valor del mínimo en intensidad.  
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Figura 5. Ejemplo de las gráficas de SPR a) curva de SPR b) sensograma. 

En este trabajo el SPR permitió dilucidar la acción de los sistemas fotodinámicos a nivel 

superficial sin tomar en cuenta la interacción que pueda tener el medio (agua o buffer) con el 

hidrogel. El equipo utilizado fue un equipo de BioNavis Ltd (Finland) Bionavis SPR Navi 200 y 

el software de análisis es el SPR-Navi Data Viewer 4:2:5:1. El equipo utilizado se encuentra en 

el cuarto limpio del Departamento de Bioproductos y Biosistemas de la Universidad de Aalto en 

Esbo, Finlandia.  
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5.2. Técnicas de espectrofotometría 

5.2.1. Ultravioleta-Visible (UV-Vis) 

La base de esta técnica es la interacción de la materia con la energía electromagnética, en 

específico la absorción del espectro en las regiones ultravioleta y el visible, que van de la longitud 

de onda 200 a 400 nm y 400 a 800 nm respectivamente. La absorción presentada está regida por 

las transiciones electrónicas de un estado basal a un estado llamado excitado, donde esta energía 

absorbida da la dislocación electrónica permitiendo el cambio de estado energético. 

Los cambios que son detectables en esta técnica son los de π  π* y de n  π* además de 

transiciones en los iones metálicos entre electrones localizados en los orbitales d-d. [18-21] 

Los picos generados por la medición son el resultado de la absorción específica que tiene el 

analito ante una longitud de onda determinada. Matemáticamente (ver Ecuación 3), esta 

absorción se reporta como:  

𝐴 = − log (
𝐼

𝐼𝑜
)     Ecuación 3 

donde I es la incidencia o también conocida como la intensidad de luz recibida; e Io es la 

intensidad de luz emitida.  

En casos donde los valores de absorbancia sean menores o iguales a 1, se puede presumir que su 

comportamiento es lineal, lo cual Lambert y Beer relacionaron proporcionalmente con la 

concentración de analito presente en la muestra; la ecuación resultante es: 

𝐴 = 𝜀 𝑙 𝐶      Ecuación 4 

Donde ε es el coeficiente de absortividad molar, l la longitud de paso y C la concentración del 

analito. [18, 19] 

La conformación general de estos equipos es: un emisor de luz, el cual debe de tener lámparas 

con la capacidad de emitir en la región adecuada; un filtro de dispersión que permite que se 

seleccione la longitud de onda en la que se desea trabajar; y finalmente un detector (ver  
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Figura 6) [19].  

 

 

Figura 6. Esquema del funcionamiento de un espectroscopio UV-Vis. Adaptada de Poole et al 

[19]. 

 

Dentro de los usos de esta técnica se encuentran la detección de moléculas orgánicas aromáticas, 

metales, identificación de proteínas, estudios cinéticos y de estabilidad de componentes. En este 

proyecto se utilizó para la detección de la longitud de onda máxima en la cual absorben las NPAu, 

también conocido como pico de resonancia del plasmón superficial, el cual está directamente 

relacionado con el tamaño y forma de las NPAu. El equipo utilizado fue un espectrofotómetro 

Cary UV-Vis-NIR de Agilent (Estados Unidos de América) y el software: The Agilent Cary Win 

UV software; este equipo se encuentra en el Laboratorio de Cromatografía I de la UAM-C. 
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5.2.2. Dispersión Dinámica de Luz (DLS) y Potencial Zeta  

La incidencia de luz sobre la materia, en especial elementos absorbentes, genera una polarización 

de los electrones superficiales que da como resultado la dispersión de la luz. Es conocido que las 

partículas de mayor tamaño se desplazan menos en el espacio en un mismo lapso de tiempo con 

respecto a las partículas de menor tamaño, esto es conocido como movimiento browniano. Si 

este fenómeno se relaciona con un haz de luz continuo, la intensidad de fluctuaciones de la luz 

incidida sobre las partículas será distinta y proporcional al número de partículas que se tenga y 

al tamaño de las mismas, entonces se puede conocer la distribución de tamaños o perfiles 

hidrostáticos de éstas. [23, 24] 

Conforme al mismo principio, se puede inducir un campo eléctrico que haga mover a las 

partículas debido a su carga hidrodinámica, la cual es medida como potencial zeta, este es un 

principio similar al de la electroforesis, pero realizado en suspensión líquida. La incidencia de la 

luz y la intensidad de fluctuaciones determinan la movilidad que presente, y esta es proporcional 

a la carga que presente su potencial zeta. La Figura 7 ejemplifica el potencial zeta; que es la carga 

presente en la superficie de una partícula, referido a su radio hidrodinámico. Para las partículas 

en suspensión coloidal, éste además determina la estabilidad que puede tener en la suspensión, 

buscándose valores menores a -30 mV o mayores a los 30 mV, pues en esos valores se espera la 

repulsión entre partículas. [20, 22, 23] 
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Figura 7. Definición esquemática del potencial zeta. Adaptada de Malvern Instruments [23]. 

 

Al igual que la espectroscopia UV-Vis, esta técnica necesita de un emisor de luz (láser), un 

atenuador para que no se modifique la muestra, de un receptor que analiza los datos y de un 

procesamiento digital. En la Figura 8 se puede apreciar las partes que componen a los equipos 

para DLS. 
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Figura 8. Esquema general de requerimientos de un equipo para dispersión dinámica de luz. 

Adaptada de Malvern Instruments [23]. 

 

En este trabajo, se usa el Zetasizer Nano ZS modelo ZEN 3500 de Malvern Instruments 

(England) y el software correspondiente versión 7.03 para el análisis de los datos obtenidos 

relacionados con el tamaño y potencial zeta de los sistemas; este equipo se encuentra en el 

Laboratorio de Caracterización de Farmacoquímica de la UAM-C. Su uso fue para encontrar las 

distribuciones de tamaño y de potencial zeta de los sistemas fotodinámicos en solución como 

parte de la caracterización. 

.  
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5.3. Técnicas de espectroscopia 

5.3.1. Infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) 

Esta técnica cualitativa se basa en la diferenciación de los niveles vibracionales de los enlaces 

en las moléculas dentro de la región infrarrojo del espectro electromagnético. El número de onda 

de esta región va de los 13000 cm-1 a los 10 cm-1 o entre 0.8 a 1000 µm en longitud de onda. 

Para que un enlace sea activo en esta región, es decir, que absorba energía y presente vibraciones 

en sus enlaces, las moléculas deben de presentar un dipolo eléctrico o bien tener un cambio 

momentáneo en su dipolo inducido por el campo eléctrico generado. Cada enlace tiene una 

frecuencia de vibración distinta de acuerdo con el tipo movimiento que presente, ya sea 

estiramiento o flexión, ésta es observada en distinto número de onda, lo que permite identificar 

el tipo de enlace y los grupos funcionales presentes en éste vía transformada de Fourier [1, 20]. 

Al contrario de la espectroscopia UV-Vis, en los espectros generados por el FTIR se ve la 

transmitancia contra el número de onda. El número de onda es el inverso de la longitud de onda, 

por lo que se muestra de mayor a menor energía; las bandas por su parte muestran el número de 

onda en los que los enlaces absorben por lo que se ve una pérdida en la línea base de transmisión.  
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Figura 9. Ejemplo de las zonas en las que se pueden visualizar cada uno de los grupos 

funcionales de una molécula. Adaptada de Patrick [20] 

En la Figura 9 se puede observar esta relación de enlaces y movimientos. Se puede observar 

cómo se requiere de una mayor energía para generar estiramientos que para una flexión, esto 

también es proporcional a la movilidad que tengan los enlaces dictados por los grupos vecinos, 

por lo que los C-H que se encuentran en una conformación con enlaces dobles o triples requieren 

de mayor energía para su movilidad que los que están conformados por enlaces sencillos. 

Esta técnica permite identificar qué tipo de interacción es la que se está dando entre los elementos 

presentes en el sistema, pues si existen enlaces covalentes o de coordinación estos emitirán una 

señal de transmitancia en los espectros generados, caso contrario si son interacciones 

electrostáticas o iónicas. Todo esto tomando en cuenta la diferencia de polaridad que tengan los 

átomos involucrados. 

 

En este trabajo se utilizó un espectroscopio infrarrojo Bruker (Estados Unidos de América) 

modelo Tensor 27 con el aditamento de reflectancia especular, el cual consiste en la medición 
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indirecta de los haces reflejados por un polvo o superficie que fue incidida y reflejó a una serie 

de espejos que están conectados al sensor. El análisis se hizo con el software OPUS de la misma 

compañía; el equipo se encuentra en el Laboratorio de Caracterización de Farmacoquímica de la 

UAM-C y fue utilizado para el análisis de los grupos funcionales de los hidrogeles y su 

modificación al momento de interactuar con los sistemas fotodinámicos, pudiendo así encontrar 

los cambios estructurales y si la interacción se da por covalencia. 
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5.3.2. Difracción de rayos X (DRX) 

El estudio estructural de la materia se simplificó al poder manipular y analizar la energía 

electromagnética a longitudes de onda del mismo orden que la distancia entre los átomos; los 

tipos de onda que corresponden a esta distancia son los rayos X [25]. 

De los diferentes tipos de interacciones entre la materia y la energía, el que se ha estudiado para 

proporcionar dicha información es la difracción; esto debido a el fenómeno de interferencia 

constructiva que se da con un haz monocromático y el material a estudiar. Este fenómeno se da 

siempre y cuando se siga la Ley de Bragg: 

𝑛 𝜆 = 2𝑑 sin 𝜃     Ecuación 5 

Donde n es el número entero del orden de reflexión, λ es la longitud de onda, d es la distancia 

entre los planos y θ es el ángulo de incidencia. Como se puede ver en la Figura 10, la interferencia 

constructiva se da entonces cuando la distancia entre los distintos haces y su reflexión se da en 

un número entero de longitud de onda, que corresponde a la distancia entre los átomos del mismo 

plano y es dependiente del ángulo de incidencia [26]. 

 

Figura 10. Reflexión según la Ley de Bragg, en donde la difracción de los rayos X da una 

interferencia constructiva cuando las distancias entre los haces difractados son proporcionales 

en un número entero de longitud de onda. Adaptada de Henry et al [26]. 
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La técnica de difracción de polvos se basa en la generación de electrones a partir de un filamento 

metálico mediante la aplicación de un voltaje, estos electrones son disparados a una placa 

metálica; si estos electrones tienen suficiente energía para impactar en los electrones internos se 

generan rayos X que son incididos en la muestra y posteriormente recolectados por el sensor que 

gira en un ángulo de 2θ. En caso de que estos cumplan con la Ley de Bragg, entonces su conteo 

será mayor y esto se puede relacionar con los planos estructurales del material [27].  

Los difractogramas muestran en el eje de las ordenadas el ángulo 2θ y en el eje de las abscisas 

el número de incidentes por segundo. En la Figura 11 se ven los difractogramas de nanopartículas 

de plata y oro respectivamente, los picos en determinados valores de 2θ están relacionados con 

diferentes planos estructurales en los que hay átomos ordenados de la celda unitaria [28]. Los 

difractogramas son diferentes para cada material, por lo que son considerados como huellas 

dactilares con las que se pueden identificar compuestos.  

 

Figura 11. Difractogramas de nanopartículas de (a) plata y de (b) oro. Adaptada de Belmares-

Perales et al [28]. 

Para este trabajo se utilizó un equipo Bunker (Estados Unidos de América) modelo D2 Phaser 

de 2da generación con el software EVA de Bunker para su análisis; este se encuentra de igual 

forma en el Laboratorio de Caracterización de Farmacoquímica de la UAM-C y su uso fue para 

identificar los cambios estructurales que se presentaron en la superficie de los hidrogeles.  
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5.4. Técnicas de microscopía 

5.4.1. Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 

Las imágenes siempre han sido la forma predilecta para comprobar la existencia o ausencia de 

algo; en el caso de estar trabajando a escalas microscópicas, o nanoscópicas como es este caso, 

se requiere de un mayor nivel de instrumentación por su mayor complejidad de visualización. 

Entre ellas se encuentra la microscopía de fuerza atómica que se basa en la interacción de una 

punta llamada “de prueba”, con la nube electrónica de los átomos superficiales del objeto a 

observar. Son las interacciones de Van der Waals y las electrostáticas las que generan el perfil 

característico y dan en consecuencia la atracción o repulsión de la punta a la superficie y la 

desviación de un láser que incide sobre la punta de prueba, esta deflexión genera los patrones 

que serán traducidos computacionalmente a una imagen tridimensional. Este equipo permite el 

uso de muestras húmedas ya que no necesita que tengan un recubrimiento metálico para su 

observación, como sería en muchos de los microscopios electrónicos utilizados actualmente. [18] 

Al ser consecuencia de la nube electrónica se pueden dar complicaciones a la hora de obtener 

información debido a que las interacciones no sean lo suficientemente claras, sin embargo, esta 

microscopía da una alta resolución en la dimensión de los Å o de nm. [19, 29] 

El funcionamiento general de estos equipos está sustentado en la punta (la cual puede variar 

dependiendo del tipo de superficie y especificidad que se busque), está unida a una ménsula o 

placa que reflecta un láser incidente llegando a un sensor que evalúa el cambio de posición y da 

información a la base donde está la superficie y utiliza sus propiedades piezoeléctricas para 

moverlo y mantener así equidistante la superficie de la punta (>10 nm). En la Figura 12 muestra 

las partes principales del sistema de obtención de datos de un AFM. [19, 29] 
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Figura 12. Esquema del funcionamiento de obtención de imagen por AFM. Adaptada de Poole et 

al [19]. 

Al ser una medición de la topografía de la superficie, las imágenes permiten el análisis de la 

rugosidad de la superficie (R), que de acuerdo a como se decida hacer el promedio tiene distintos 

subíndices que nos dan distintos tipos de información. Los más comunes son Ra, que es un 

promedio de los distintos picos y valles a lo largo de la longitud analizada; Rq que es el promedio 

cuadrático; Rx (ISO) que es el promedio de los 5 picos más altos y los 5 valles más bajos; 

Finalmente, la comparación entre Ry que es el pico más alto, Rv el punto más bajo y Rt que es la 

diferencia entre Ry y Rv [30]. 

Para el análisis de las superficies generadas de los hidrogeles y la caracterización de los 

conjugados adsorbidos se utilizó el equipo NaioAFM de la compañía Nanosurf (Suiza) con su 

software NaioSTM versión 3.5.0.32., el equipo se encuentra en el Laboratorio de Caracterización 

de Farmacoquímica de la UAM-C. 
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5.4.2. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

A diferencia de la microscopía óptica que utiliza fotones, la microscopía electrónica se basa en 

el uso de electrones para la observación de superficies. Para su funcionamiento, se necesita de la 

generación de electrones que serán irradiados a los analitos en un medio al vacío, y que 

posteriormente emitirán electrones secundarios que serán recolectados y amplificados por un 

detector. En la Figura 13 se puede observar un esquema general del funcionamiento de un 

microscopio electrónico de barrido [31, 32]. 

 

 

Figura 13. Esquema del funcionamiento de un microscopio electrónico de barrido. Adaptada de 

JEOL Application Notes [31]. 
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La calidad de la imagen depende de la energía con la que los electrones son incididos sobre la 

muestra, pues a distintos voltajes, la intensidad de los electrones secundarios varía y se pueden 

ver distintos estratos de la muestra; el rango general de emisión va de 5 a 30 keV. Así mismo, 

los átomos que se encuentran en los vértices o en los bordes tienden a generar una mayor 

intensidad por atraer de manera distinta a los electrones [33]. 

Además de la detección de los electrones secundarios, existen otros detectores que pueden ver 

electrones retrodispersados, cato-luminiscentes, de rayos X o de electrones Auger. De los 

detectores, los más eficientes para ver partículas metálicas son los retrodispersados [31]. 

La señal de electrones retrodispersados se da con aquellos electrones que son liberados por la 

muestra que contiene átomos de un número atómico grande, estos tienen que tener una energía 

superior a los 50 eV (electronVolts). La diferencia en las imágenes se da porque con los 

electrones retrodispersados, los que tengan mayor energía, tendrán un mayor brillo en la imagen. 

Con esto es más factible identificar los elementos que están presentes en la superficie debido al 

contraste de intensidad [31]. 

Para este trabajo, se utilizó un microscopio Hitachi (Alemania) modelo TM3030PLUS; las 

superficies fueron puestas sin recubrimiento y se observaron por electrones retrodispersados a 

15 kV; el equipo se encuentra en el Laboratorio de Caracterización de Farmacoquímica de la 

UAM-C. 
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6. Síntesis y caracterización de 
nanopartículas de oro 

6.1. Antecedentes 

En la regulación de la Unión Europea, un nanomaterial está definido como: “Un material 

manufacturado, de origen natural o incidental que contiene partículas, en un estado libre, 

agregado o como aglomerados, y que 50 % o más de estas partículas tienen un valor de 

distribución de su tamaño, en una o más dimensiones externas en un rango de tamaño entre 1-

100 nm” [1]. 

El interés de producir materiales con estas dimensiones se debe a que, en general, se ha 

encontrado que los nanomateriales presentan propiedades diferentes comparadas contra los 

formados por los mismos elementos, pero a una escala macroscópica [2]. La gran mayoría de las 

propiedades que presentan los nanomateriales se deben a que una mayor proporción de átomos, 

que forman la estructura, se encuentran en la superficie, la cual presenta una mayor reactividad 

generando distintos fenómenos fisicoquímicos y electrónicos. 

Los nanomateriales engloban a un gran número de estructuras. Por lo general se clasifican en 

orgánicos e inorgánicos; dentro de los orgánicos se encuentran los de origen proteico, los 

formadas a base de polisacáridos o bien con estructuras de carbono como el grafeno y los 

fulerenos; además de estructuras como los dendrímeros [3-5]. Dentro de los de origen inorgánico 

se encuentran nanocerámicos, las nanopartículas metálicas, los quantum dots y las nanopartículas 

superparamagnéticas [5-8]. 

Para muchas aplicaciones en el campo médico los nanomateriales inorgánicos son de interés por 

la diversidad de sus propiedades que permiten aplicaciones como la obtención de imágenes 

mediante técnicas como la resonancia magnética; la generación de tratamientos alternativos por 

efectos magnéticos, fotodinámicos o por hipertermia; la distribución de fármacos; o bien 

funcionar como transductores para biosensores [8-9]. En la Figura 14 se puede ver que las 

estructuras más estudiadas han sido los nanotubos de carbono (CNT), las partículas mesoporosas 
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de sílice (MSN), los quantum dots (QD), las nanopartículas de oro (Au) y de óxido de hierro 

(Fe3O4). 

 

Figura 14. Distintas nanoestructuras inorgánicas y su uso en la biomédica. Adaptada de Yang et 

al [9]. 

 

Las nanopartículas de oro, como otras nanopartículas metálicas, presentan una alta conductividad 

eléctrica, así como propiedades ópticas y catalíticas. [2-8]. Además, por ser un metal noble 

presentan poca reactividad, biocompatibilidad y química superficial selectiva, lo que las hace 

idóneas para su modificación superficial selectiva [2-19]. 

También presentan un comportamiento fotodinámico, que es consecuencia de la absorción de 

una longitud de onda específica, usualmente aplicada mediante láseres, [2, 8] y que tiene como 

consecuencia un cambio en la temperatura, aumento de su porosidad y disminución de los 

electrones superficiales (ver Figura 15) [8] 
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Figura 15. Comportamiento fotodinámico de las nanopartículas de oro. Adaptada de Virlan et al 

[4]. 

 

La morfología de las NPAu está ampliamente ligada con el método de síntesis que se utilice para 

su obtención y esto relaciona también la longitud de onda que estimula su plasmón; en la Figura 

16 se puede observar esquemáticamente esta relación entre forma y longitud de absorción 

[2,20,21]. 

Dentro de los métodos químicos más comunes para la síntesis de las NPAu se encuentran la 

reducción por citratos, las micro-emulsiones, la formación de semillas, y el método Brust-

Schiffrin; para los métodos físicos, los más comunes son la fotoquímica, sono-química, 

termólisis y radiólisis [7,20-24]. Así mismo, se ha encontrado que los extractos de algunas 

plantas, tales como Rosa Berberifolia, Geranium Maculatum, Aloe Barbadensis y Cucurbita 

Digitata pueden servir como agentes reductores para su formación [25] o incluso son capaces de 

sintetizar las nanopartículas en sus raíces [26].  
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Figura 16. Rango del plasmón de resonancia de las nanopartículas de oro en función de su 

forma. Adaptada de Poole et al [2]. 

 

Un factor importante por considerar al hablar del uso de las nanopartículas es el estabilizante 

utilizado o los modificadores superficiales que presente, pues serán estos los que dicten las 

interacciones biológicas que se presentarán entre los sistemas y las células. Dentro de los más 

comunes son surfactantes, biomoléculas, polímeros y dendrimeros [2-23]. 

La modificación con proteínas ha sido estudiada por la capacidad que éstas tienen de conferir 

especificidad a las NPAu, sobre todo para terapias dirigidas, y de mejorar la biocompatibilidad 

por la corona proteica que se forma [12]. Dentro de estos estudios, el seguimiento de las 

interacciones de BSA con nanopartículas metálicas resulta interesante por su capacidad de 

dilucidar los mecanismos de unión entre estos; un estudio realizado por Brewer et al. en 2005 

[13], demuestra que la interacción entre nanopartículas de oro recubiertas por citrato y BSA se 
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da por efectos electrostáticos y no por desplazamiento de los citratos. Sin embargo, también se 

menciona que, en superficies altamente cargadas como el oro, la adsorción de proteínas genera 

inicialmente una desnaturalización de éstas y posteriormente una interacción por todos los 

grupos cargados, además de la acción de mecanismos hidrofóbicos [13,15] 

En el área de ingeniería de tejidos, algunos grupos están trabajando con sistemas similares, dentro 

de estos se pueden destacar el grupo de Bakere et al [16] que utilizó un sistema conjugado de 

nanopartículas de plata con BSA que unió a un andamio de poli (3-hidroxilbutirato-co-3-

hidroxilvalerato) (PHBV) con colágeno para crecimiento de tejido óseo, mientras que el grupo de 

Mandal et al [17] utilizó las nanopartículas de plata con un sistema recubierto de PEG/TritonX-

100, ambos con el fin de utilizar sus propiedades antibacterianas en los andamios; finalmente, el 

grupo de Encabo-Berzosa et al [18] generó un sistema de nanopartículas de corazas de oro con 

núcleos de PEG para promover la migración de células madres en andamios a base de fibrina 

buscando su diferenciación a osteoblastos, esto por la mejora que da al andamio el oro en cuanto 

a biocompatibilidad. 

En esta sección se analizará la caracterización de nanopartículas generadas por reducción 

química con borohidruro de sodio, utilizando citrato como estabilizador y un sistema de 

nanocoraza de oro en un núcleo polimérico, que posteriormente fue modificado con proteína 

(BSA). 

6.2. Metodología 

6.2.1. Generación de nanosemillas de Au (Nseeds) 

Las nanopartículas de oro, también llamadas nanosemillas, fueron generadas siguiendo la 

metodología de Jana et al [7]. Se preparó una solución de HAuCl4 al 0.1 M, de ésta se tomaron 

125 mL y se añadieron a 10 mL de solución de citrato trisódico al 2.56 x 10-4 M que funciona 

como estabilizador. Posteriormente, se le agregaron 0.3 mL de NaBH4 al 0.1 M a 4 °C, como 

agente reductor. La solución se deja pernoctar para que se complete la reacción. 
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6.2.2. Generación de nanocorazas espiculadas de oro (NPAu) 

Este sistema fue adaptado a partir de la metodología generada por Topete et al [11]. Ésta consiste 

en el crecimiento de una coraza de oro a partir de un núcleo de ácido poli láctico-co-glicólico 

(PGLA) que está estabilizado con quitosano y el copolímero tribloque Pluronic F-127. 

6.2.3. Preparación y obtención de núcleo polimérico 

Los núcleos de PGLA se formaron a partir de micelas inversas. Se preparó una solución al 10 % 

m/v de PLGA en acetona; ésta se añadió a una solución acuosa estabilizante de F-127 al 1 % m/v 

en proporción 1:20. El proceso se llevó a cabo con agitación de 250 rpm a 10 °C. 

La solución resultante fue homogenizada por 10 min en baño de hielo con una punta sonicadora 

(Vibra Cell de Sonics (Estados Unidos de América) modelo VCX 750) de 750 W, frecuencia de 

20 kHz y al 40 % de amplitud y se dejó en agitación por 4 horas para volatilizar la acetona 

sobrante. Posteriormente se hicieron 3 ciclos de lavado mediante centrifugación a 6000 rpm por 

15 min a 25 °C; el sobrenadante se retiró y se resuspendió en agua desionizada. 

6.2.4. Modificación superficial de los núcleos de ácido poli 
láctico-co-glicólico (PGLA) con quitosano y Nseeds 

A la dispersión resultante de nanopartículas de PGLA se le añadió una solución de quitosano 

(1 % m/v en ácido acético al 1 % v/v) en una proporción 1:20 y se dejó en agitación de 2 a 4 

horas. Se hicieron ciclos de lavados en centrifugación como en el paso anterior.  

Al resuspender los núcleos recubiertos con quitosano en agua desionizada, se les añadieron 

Nseeds en proporción 1:5 en agitación a 400 rpm y se dejaron en agitación por 4 horas para 

propiciar la interacción con las nanopartículas. Finalmente, se hizo un ciclo de lavados por 

centrifugación.  
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6.2.5. Crecimiento de la coraza 

Para la formación de la coraza se generaron previamente las soluciones necesarias: 

1. Una solución acuosa 3.69 mM de K2CO3 que funciona como el nuevo agente reductor. Ésta se 

dejó estabilizar por 30 minutos. 

2. Una solución 0.025 M de HAuCl4·3H2O, llamada solución de crecimiento. 

Se agregaron 2 mL de la solución 0.025 M de HAuCl4·3H2O a 98 mL de solución de K2CO3 y 

se dejó sin agitación por cerca de 24 horas en condiciones de oscuridad para evitar la 

fotooxidación.  

3. Una solución iniciadora de ácido ascórbico 0.5 M con un pH ≈ 1.95. 

L de precursores (núcleos de PLGA con semillas) fueron añadidos en agitación a 20 mL 

de solución de crecimiento. Finalmente, 100 L de solución de ácido ascórbico fueron agregadas 

abruptamente para la reducción de la sal de oro. 

6.2.6. Formación de conjugados NPAu-BSA (albúmina de suero 
bovino) 

Se añadieron 0.5 mL de una solución de BSA al 2.5 µM en tampón salino de fosfatos (PBS) a 2 

mL de NPAu en agua desionizada después de la síntesis. Esta mezcla se dejó en agitación 

constante a 350 rpm por 48 horas. Después se hicieron dos lavados por centrifugación a 8000 

rpm a 15 °C por 10 minutos, resuspendiendo en agua desionizada. 

6.2.7. Caracterización de los sistemas fotodinámicos 

La caracterización de tamaño y carga en solución líquida de los sistemas fotodinámicos se realizó 

mediante mediciones en UV-Vis y DLS, que fueron realizadas con una dilución 1:10 en agua 

desionizada. El índice de refracción fue medido con un refractómetro Anton Paar (EUA) modelo 

Abbemat 300 utilizando la solución concentrada. 

Por otro lado, la caracterización morfológica de las Nseeds, NPAu y los complejos NPAu-BSA 

se realizó mediante las técnicas de microscopías y difracción de rayos X. Para ello se prepararon 
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superficies sobre cubreobjetos de vidrio, estos fueron limpiados previamente con chorros de H2O 

desionizada y etanol usando pisetas, y después se pusieron por 20 minutos en un limpiador de 

plasma. Una vez limpios, en una mesa con flujo laminar, se les añadieron 15 L de las distintas 

nanopartículas y se dejaron hasta que todo el solvente evaporara; esto se realizó 3 veces para 

tener un volumen final de 45 L depositados en la superficie.  

La concentración de las soluciones de los sistemas fue calculada de acuerdo a los resultados que 

se obtienen en UV-Vis, por lo que serán explicados en la sección 7.2.6. 

6.3. Resultados y discusión  

6.3.1. Caracterización de Nseeds 

La medición en UV-Vis muestra un pico definido a los 511 nm (ver Figura 17), el cual es 

correspondiente con lo reportado para las nanopartículas de oro de forma esférica y de tamaño 

menor a los 15 nm [2].  

 

Figura 17. Espectro UV-Vis de las Nseeds. Donde se observa un único máximo de absorción a 

511 nm. 

En la Figura 18 se observa el proceso por el cual se generan las nanoestructuras y como el agente 

estabilizante, que son los citratos, rodean a la estructura, exponiendo únicamente uno de los 

grupos carboxilo y el hidroxilo. O bien, elimina la parte central y genera radicales cetónicos [14]. 
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Figura 18. Esquema de la estructura de las Nseeds. Adaptada de Harrison et al [14]. 

Respecto a su tamaño, fue medido con DLS y presentó un pico máximo en su distribución a 7 nm, 

mientras que el potencial zeta fue de -33.1 mV, este valor se encuentra en el rango donde las 

soluciones coloidales son estables [13] y una conductividad de 0.30 mS cm-1(ver Figura 19); 

además su índice de refracción fue de 1.33275 nD. 

 

Figura 19. Distribuciones de tamaño y de potencial zeta de las Nseeds.  

En el espectro de FTIR presentado en la Figura 20, se comparan los espectros de las Nseeds 

contra el del citrato trisódico solo. Se ve que las bandas principales de los carboxilos que se 

encuentran en los 1590 y 1460 cm-1 se recorren a números de onda menores al estar unidas al 

oro. Además de que se pierde la intensidad de las bandas de C-H (3000 cm-1), lo cual corresponde 

a lo que se esperaba según la Figura 18.  
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Figura 20. FTIR de las a) Nseeds y b) del citrato. Espectro del citrato adaptado de Spectral 

Database for Organic Compounds. 

 

Como se mencionó anteriormente, la caracterización morfológica de las Nseeds formadas se 

realizó mediante AFM y en SEM. En la Figura 21 se muestran las imágenes de AFM, en donde 

se observan agregados de distinto tamaño, estos pueden ser consecuencia del proceso de secado 

y formación de la película, el Rq (rugosidad media) es de 9 nm, Ra de 7.3 y Rm es de -7 mientras 

que el Ry (Rugosidad total) es de 37.7 nm; esta diferencia de rugosidad muestra que hay 

agregados muy diferentes sobre la superficie. Esta diferencia en el tamaño de los agregados es 

visible de igual forma en las imágenes de SEM (ver Figura 22), donde los agregados presentan 

distintos tamaños y morfologías, pero que, al ser observadas a una mayor magnificación, tienen 

la forma semi esférica que se espera de ellas y están de forma similar a las microscopias de AFM. 
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Figura 21. Imágenes de fuerza atómica de depósitos de las nanosemillas de oro (Nseeds).  

 

Figura 22. Micrografías de SEM de las Nseeds. 
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6.3.2. Caracterización de NPAu y NPAu-BSA 

En la Figura 23 se encuentra el espectro de UV-Vis de las NPAu obtenido y se puede observar 

un máximo de absorción cercano a 700 nm de longitud de onda. Esto también es congruente con 

el tamaño y con una superficie cubierta de espículas [2]. Así mismo, se observa que éste máximo 

se conserva cuando se forman los conjugados, lo que significa que se está conservando el tamaño 

y la forma, incluso con los cambios que presenta la curva a lo largo del barrido, estos cambios 

están relacionados con la estabilidad del plasmón, de forma parecida a lo que ocurre en la técnica 

de SPR pues el desplazamiento se da por la presencia de una capa adsorbida sobre el metal [35].  

En esa misma figura, se observa que el color de las nanopartículas cambia al hacerle alguna 

modificación; de izquierda a derecha se pueden ver las nanoseeds, las NPAu y las NPAu-BSA. 

Aun cuando la concentración de BSA utilizada para la modificación de las NPAu es del orden 

micromolar, es lo suficiente para que cambie su índice de refracción y por consecuencia. la 

coloración. 

 

 

Figura 23. Espectro UV-Vis de las NPAu (verde), los conjugados (rojo) y la proteína (azul).  

En la  
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Figura 24, se presentan en a) los correlogramas, b) las curvas de distribución de tamaño por 

volumen y c) las curvas de potencial zeta para NPAu (cada curva representa una medición del 

equipo en la misma muestra y muestras diferentes a diferentes tiempos fueron similares). En los 

correlogramas se observa que la muestra se acopla al modelo matemático utilizado por el equipo 

para el análisis de las mediciones considerando un movimiento browniano clásico y, por lo tanto, 

es posible considerar una conversión de los valores de distribución de intensidad a distribución 

en volumen. El tamaño promedio observado fue de 125 nm con una polidispersidad de 0.239 y 

un máximo en la distribución de 139 nm. Sin embargo, es importante hacer notar que también se 

presentan valores de tamaño de entre 200 y 500 nm. Su potencial zeta fue de -18.8 mV y su 

conductividad de 0.096 mS cm-1. 

 

Figura 24. Información de DLS de las NPAu. a) correlograma b) curva de distribución de 

tamaño por volumen y c) curva de distribución de potencial zeta. 

 

Como control, de igual forma se caracterizó a la proteína BSA previo a la formación de los 

conjugados con las NPAu. Como se observa en la  

Figura 25, su máximo de tamaño fue de 8.3 nm, su potencial zeta de -10 mV y su conductividad 

de 15.9 mS cm-1; todo esto es concordante con lo reportado previamente [28]. 
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Figura 25. a) correlograma y b) distribución de tamaño de la proteína BSA. 

 

Finalmente, se observó que los conjugados NPAu-BSA mantienen un tamaño similar a las NPAu 

antes de su modificación, sin embargo, posterior a las 48 horas el cambio notable se presenta en 

los cambios de potencial zeta, este cambio fue de -18.8 mV a -36.9 mV (ver Figura 26). 

El proceso de conjugación fue evaluado midiendo la solución en donde se formaban los 

complejos a distintos tiempos; durante estas mediciones se lograban diferenciar 3 poblaciones, 

siendo aproximadamente el 70 % en t0 el valor de potencial de las NPAu solas y el restante, a -

10 mV, el potencial de la BSA sola. Al transcurso del tiempo se observa la disminución de estas 

diferencias hasta que se obtuvo una medición con una sola población al finalizar las 48 horas. 

Otros parámetros que se modificaron fueron los índices de refracción, que para las NPAu fue de 

1.33278 y para los conjugados de 1.33310 y la conductividad 0.096 mS cm-1 a 5.1 mS cm-1. 
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Figura 26. Información de DLS de los conjugados de NPAu y BSA. a) correlograma, b) curva de 

distribución de tamaño por volumen y c) curva de distribución de potencial zeta. 

Si comparamos las distribuciones de tamaño antes y después de la interacción con la proteína 

BSA (ver Figura 27), se puede ver que todos los segmentos después del máximo se ven reducidos, 

esto puede ser resultado de que la BSA no sólo sirve como modificador superficial, sino también 

permite la mejor dispersión de las NPAu en el medio, ayudando así a romper los dímeros o 

agregados que se hayan formado.  
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Figura 27. Comparación entre las distribuciones de NPAu y NPAu-BSA. 

En la Figura 28 se presentan los espectros FTIR de las NPAu, donde también se puede identificar 

los cambios superficiales que presentan estas al momento de ser modificadas con la proteína 

BSA. En el espectro de las NPAu (azul) se logran ver bandas correspondientes a los grupos 

presentes en el PGLA, como los CO y los CH3 en 2900 y 1000 cm-1 respectivamente, por lo que 

se puede afirmar que no todas las NPAu están completamente recubiertas de oro. Así mismo las 

bandas en 1573 y 1423 cm-1 que se encontraron en las Nseeds por los grupos del citrato [29], se 

ven reducidas, pero no son completamente eliminadas por lo que debe de haber oro coloidal 

estructurado y recubierto en la superficie. Para la BSA (verde) se pueden observar bandas 

características de los aminoácidos como son los de estiramiento de N-H en 3600 cm-1, -OH en 

3400 cm-1 y C-N cerca de los 1600 cm-1.  

Finalmente, en el espectro de los conjugados (rojo) se puede ver aun la presencia de las bandas 

a 1573 y 1423 cm-1 pero también se encuentran sobrepuestas las bandas de los grupos funcionales 

de los aminoácidos, así como el sobre tono de los grupos aromáticos. Los grupos N-H están 

apantallados, esto podría ser por la interacción de las aminas con la superficie de oro, que es un 
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punto de interacción conocido entre estos para la formación de enlaces [34] como es el caso de 

la polietilenimida (PEI).  

 

Figura 28. FTIR de las NPAu (azul), NPAu-BSA (rojo) y BSA (verde). 

En la Figura 29 se presentan los difractogramas de las NPAu y NPAu-BSA. Éste va de los 5 a 

50 ° en el ángulo 2θ, se ven los picos en 27, 38 y 41 ° para las NPAu, además del pico ancho en 

20 ° que corresponde al SiO2 [35]. Los picos en 38 ° o 41 ° deben de corresponder al plano (111), 

estos representan el plano de mayor densidad del oro estructurado, pues su celda unitaria es una 

cubica centrada en la cara; siendo pico más estructurado a buscar; el cual se pierde en los 

conjugados. La ausencia de los picos presentes en las Nseeds con respecto a las NPAu puede ser 

por el mayor número de acomodos estructurales dado por las espículas superficiales. 

 



  
 

46 

 

 

Figura 29. Difractogramas de las NPAu (azul) y NPAu-BSA (negro).  

En la observación morfológica, se compararon las imágenes de microscopía obtenidas en AFM 

y SEM. Al evaluar la rugosidad de las microscopias que se muestran en la Figura 30 de las NPAu, 

se puede ver que en el pico se tiene una altura de 88 nm, correspondiente a la población medida 

en el DLS pues el Ry es de 120 nm siendo un valor muy cercano al promedio encontrado. 
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Figura 30. Imágenes de AFM de las NPAu donde se puede ver que la rugosidad concuerda con 

lo medido en DLS. 

 

Es interesante mencionar que estos sistemas al ser depositados parecen organizarse de forma 

similar a un dendrímero o fractal, y esto se ve mucho más claro en otras imágenes donde la 

concentración es mayor, como se observa en la Figura 31. Esto fue también observado en las 

imágenes de SEM que se muestran también en la Figura 31 en donde se ve un tipo de formación 

de agregados similar al que fue encontrado por Dvir et al. [35] pero con nanorods sobre una 

matriz de alginato. Este grupo no da una explicación a este fenómeno, pero puede ser 

consecuencia tanto del proceso de secado, como de la formación de agregados en solución o 

cristalización en la superficie. 
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Figura 31. Micrografías SEM e imágenes AFM de las NPAu. 

En las imágenes de AFM y SEM de los conjugados NPAu-BSA presentadas en la Figura 32 y  

Figura 33 respectivamente, se distinguen las diferencias entre las NPAu y los conjugados, éstos 

últimos el tener proteína en la superficie genera que se encuentren más dispersas sobre la 

superficie del cubreobjetos y no presentan estructuras tan complejas como con las NPAu, esto 

puede deberse a su mayor potencial zeta y la estabilidad superficial que le da la conjugación con 

la proteína. Así mismo, la rugosidad de la superficie se muestra congruente con las mediciones 

de DLS, pues el Ry es de 143 nm, valor cercano al máximo en la distribución de tamaños. 
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Figura 32. Imágenes de AFM de los conjugados NPAu-BSA. 

 

Figura 33. Micrografías de SEM de las NPAu-BSA. 
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6.4. Conclusiones y Perspectivas 

La síntesis de las Nseeds genera las nanopartículas esperadas con diámetro de 9 nm 

aproximadamente; esto confirmado por microscopías de fuerza atómica (Figura 21) y electrónica 

de barrido (Figura 22), así como técnicas espectroscopias y espectrofotométricas: de infrarrojo 

por transformada de Fourier (Figura 20), dispersión dinámica de luz (Figura 19), ultravioleta-

visible (Figura 17). 

La metodología propuesta para la síntesis de los sistemas de núcleo de PGLA-quitosano y coraza 

de oro denominados NPAu fue exitosa, en cuanto al efecto del plasmón (Figura 23), tamaño ( 

Figura 24) y morfología (Figura 30 y Figura 31); sin embargo, en FTIR (Figura 28) se observó 

que no hay un recubrimiento completo de todos los elementos por lo que hay que adaptar la 

concentración de los reactivos para optimizar el proceso. Principalmente tratar de controlar la 

concentración de ácido que se añade, controlando mejor la temperatura para que crezcan las 

corazas de una forma lenta y completa. 

La conjugación de los sistemas NPAu con la proteína BSA se da después de 48 horas de 

interacción, esta modificación superficial le provee de mayor estabilidad coloidal y disminuye la 

campana de distribución de tamaño (Figura 27), además de un cambio en su índice de refracción 

de 1.33278 a 1.3331 y en su conductividad de 0.096 mS cm-1 a 5.1 mS cm-1. El cambio de 

estabilidad fue medido con DLS (Figura 26), AFM (Figura 32), SEM (Figura 33), FTIR (Figura 

28) y DRX (Figura 29). 

Finalmente, las NPAu al secarse en superficies a altas concentraciones adquieren una 

estructuración en forma dendrímerica y que fue observada en las distintas microscopías (Figura 

31). Sin embargo, esto deja de suceder al modificarse con BSA (Figura 32 y Figura 33). 

Será de interés la modificación de los sistemas NPAu con diferentes moléculas bioactivas que 

permitan un uso funcional, como podrían ser factores de crecimiento o siRNA, así como 

anticuerpos para uso como terapia dirigida. 
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Además de la integración de fármacos al núcleo de PGLA para su distribución por acción 

fototérmica, ya que el plasmón se encuentra en la ventana biológica del espectro 

electromagnético [11].  
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7. Interacción de hidrogeles y 
sistemas fotodinámicos 

7.1. Antecedentes 

Los hidrogeles son redes poliméricas que tienen la capacidad de retener una gran cantidad de 

líquidos, principalmente agua, como parte fundamental de su estructuración tridimensional. El 

uso de hidrogeles en las áreas médicas es de gran interés por su similitud con los sistemas 

naturales, así como debido a su alta capacidad de absorción y retención de líquidos misma que 

permite el desarrollo y supervivencia celular. Además, estas redes tridimensionales de polímeros 

presentan propiedades viscoelásticas y de biodegradabilidad que los hace materiales ideales para 

el desempeño en ingeniería de tejidos [1]. 

El uso de distintos polímeros para la formación de estos hidrogeles depende de las propiedades 

que se busca maximizar en éstos; en general, los polímeros naturales como los formados por  

sacáridos o proteínas tienen mejores propiedades de biocompatibilidad, degradación y 

suceptibilidad a modificaciones superficiales para generar especificidad en las interacciones, ya 

sea con células o para la distribución y liberación controlada de fármacos; mientras que los 

polímeros sintéticos permiten un mejor control sobre las propiedades mecánicas, eléctricas, 

ópticas u otras propiedades que propicien funciones como la memoria de forma, el autoensamble 

y la transferencia de masa controlada. Es por esto que la mayoría de aplicaciones desarrolladas 

actualmente propone la combinación de polímeros tanto naturales como sintéticos [1-6]. 

Particularmente en ingeniería de tejidos, se han tomado dos aproximaciones principales con los 

hidrogeles (ver Figura 34), la primera consiste en la formación externa del hidrogel con las 

propiedades necesarias para el crecimiento y diferenciación ex vivo de las células, para ser 

posteriormente reimplantado en el sujeto del cual provienen las células. En la segunda propuesta, 

se mezclan los precursores con las células y son reintroducidas al paciente mediante inyecciones, 

para su polimerización en condiciones fisiológicas y así cumpla su función de regeneración de 

tejido y recuperación de función en el sitio específico [1]. 
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Ambas aproximaciones presentan sus ventajas y contratiempos, sin embargo, la aproximación 

ex vivo de la formación de una estructura tridimensional (también llamados andamio) de hidrogel, 

permite un mejor control en la morfología y propiedades por la gran cantidad de técnicas que 

existen para su generación; algunas de estas son el electrohilado, las impresiones en 3D dirigidas 

por diseño computacional, extracción y unión de fibras, liofilizado, generación por lixiviado y la 

formación de aerogeles mediante espumas [7-11]. 

 

Figura 34. Propuestas del uso de hidrogeles para la ingeniería de tejidos, en una se genera un 

andamio en el que se crecen las células y se reimplanta al sujeto; mientras que en el otro se 

inyectan los precursores mezclados con las células y se forma dentro del paciente el hidrogel. 

Adaptada de Peppas [1]. 
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Dentro de las macro moléculas más utilizadas para la generación de andamios se encuentran los 

polisacáridos, y dentro de estos, el alginato y quitosano. El alginato ha sido ampliamente 

utilizado por su probada biocompatibilidad al ser un compuesto comunmente usado como 

emulsificante en alimentos, además de ser abundante en la naturaleza, por lo que es de bajo costo. 

Otras características que hacen del alginato un polisacárido propicio para la construcción de 

andamios son: su fácil entrecruzamiento con Ca+2 , su capacidad de encapsulamiento y la  

homogeneidad de los hidrogeles obtenidos a partir de él, tanto en porosidad como en propiedades 

mecánicas, pues se logran tener módulos de compresibilidad cercanos a 800 kPa y de 

estiramiento de 500 kPa [12-17]. 

Estructuralmente el alginato está formado por bloques repetidos de los ácidos D-manurónico y 

L-gulurónico, unidos por enlaces (1-4) β y α respectivamente; estos se acomodan en bloques 

GGG, MMM y MGM, lo que hace que tengan interacciones distintas, siendo el GGG el que se 

ha demostrado estar relacionado con el entrecruzamiento y con la menor respuesta inmune [18, 

19]. En la Figura 35a se muestran los azúcares que lo conforman, como se observa, los grupos 

funcionales presentes son carboxilos e hidroxilos. Su peso molecular promedio es de entre 32 y 

400 kDa y su pka está entre a 3 -3.5 [18]. 

 

Figura 35. Estructura molecular de los polisacáridos, a) alginato b) quitosano. 

Por su parte, el quitosano, de igual forma es fácilmente obtenible al desacetilar a la quitina, la 

cual es el segundo polímero más abundante en el planeta. Así mismo, es muy utilizado por su 
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alta afinidad por el agua, biocompatibilidad con células animales y propiedades antibacterianas, 

así como su capacidad de respuesta a cambios de pH, capacidad de modificación de grupos 

funcionales con química sencilla y su capacidad de modificar propiedades mecánicas al estar en 

mezcla con otros polímeros y factores de crecimiento celular [20-25]. 

En la Figura 35b se muestra la estructura molecular del quitosano, la cual está formada por 

unidades acetiladas y desacetiladas, intercaladas al azar de 2-deoxi-D-glucopiranosa unidas por 

enlaces β (1-4). Como se ve en esa misma imagen, presenta grupos amino primarios y acetilos 

en la superficie, lo que lo hace un buen policatión con un pKa aproximado de 6.5 [25]. El peso 

molecular del quitosano comercial denominado como medio es de entre 150-700 kDa [26]. 

La combinación de alginato y quitosano ha sido estudiada para la encapsulación tanto de células 

como de fármacos y proteínas, como la insulina. Esto es por la capacidad de encapsulación del 

alginato y la gran densidad de cargas superficiales del quitosano, lo que permite su respuesta a 

cambios de pH y la unión/liberación de los fármacos de forma controlada [24, 27-29]. 

Aun cuando estos polímeros son biocompatibles, la ingeniería de tejidos requiere de más 

elementos para conseguir un tejido funcional y especializado; en la Figura 36 se muestra el 

esquema general para la generación de un tejido obtenido mediante ingeniería de tejidos, en este 

se puede ver que aún cuando el andamio y las células son necesarias, existen otros elementos 

que se deben de añadir para la generación de un andamio que logre la correcta adhesión, 

crecimiento, proliferación, motilidad y diferenciación de las células [7, 10, 16]. 
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Figura 36. Esquema del proceso de ingeniería de tejidos, donde se ve los elementos con los que 

se pueden modificar los andamios para cultivos. Adaptada de Dvir et al [7].  

 

Dentro de los elementos utilizados para modificar los andamios y mejorar así sus propiedades 

tanto físicas como de especificidad, se encuentran las nanopartículas y las proteínas. De acuerdo 

con el tejido que se quiere sustituir se eligen los elementos que se deben de añadir para adquirir 

las propiedades necesarias; por ejemplo, las nanopartículas de titanio e hidroxiapatita son 

ampliamente utilizadas para tejido óseo, así como los nanotubos de carbono [30-35]. Mientras 

que, para el tejido cardiaco, el uso de nanopartículas de oro está siendo utilizado en andamios de 

alginato para mejorar sus propiedades mecánicas y ser puntos de modificación y unión de otros 

elementos [36, 37]. 

El entendimiento de los procesos de interacción de los polímeros y su hinchamiento [38-42], así 

como de los distintos nanomateriales con las superficies de estos , principalmente en su forma 

de hidrogeles [43-48], permite un mejor diseño de los andamios y el control de las características 

que se desean tener para igualar a las del tejido y cumplir su función. 
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En esta sección se presentan las mediciones que se hicieron de las interacciones entre los sistemas 

fotodinámicos (Nseeds, BSA, NPAu y NPAuBSA) y películas delgadas de los hidrogeles de 

alginato, quitosano y una mezcla 1:1 de ambos polímeros. Las mediciones realizadas en QCM-

D para todos los sistemas, y mediante SPR, FTIR y DRX fueron estudiados los sistemas con 

NPAu y NPAu-BSA. 

7.2. Metodología 

7.2.1. Formación de las películas de hidrogeles 

Puesto que ambos tipos de sensores, de QCM-D y SPR, están recubiertos con oro en la zona de 

medición, su modificación se realizó siguiendo el mismo procedimiento descrito a continuación.  

7.2.2. Limpieza de las superficies 

Las superficies fueron limpiadas con de agua desionizada y etanol al 98 % mediante pisetas, 

repitiendo el proceso de 2 a 3 veces con cada solvente. Posteriormente, las superficies se secaron 

con nitrógeno y se colocaron en un limpiador de plasma, generado por inducción magnética, por 

20 minutos. 

Para reuso de los sensores se siguió el siguiente procedimiento: 

Primero se preparó una solución piraña (5:1:1 de NH3OH, H2O, H2O2), añadiendo el hidróxido 

de amonio al agua y finalmente el peróxido de hidrógeno. Esta solución fue llevada a ebullición 

y se sumergieron los sensores por 10 minutos para ser enjuagados inmediatamente con agua 

desionizada. Finalmente, se repitió el proceso de limpieza descrito anteriormente, con el uso de 

chorros de agua y etanol, así como el plasma. 

7.2.3. Modificación de las superficies de oro 

Para mejorar la unión de los hidrogeles a las superficies, éstas se modificaron hidrofobizando 

con una monocapa autoensamblada de moléculas con tioles terminales.  
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Para realizar esto, se preparó una solución de hexadecanotiol 1 mM en etanol absoluto (10 L 

de tioles en 30 mL de etanol). 

Los sensores salidos del plasma fueron sumergidos en un vaso de pesaje con la solución de tioles 

por 20 horas. Después de las 20 horas, los discos se sacaron y se enjuagaron con etanol absoluto 

para finalmente secarlos con nitrógeno. 

7.2.4. Generación de las soluciones de hidrogeles 

Se hizo una solución acuosa de alginato al 0.5 % m/v, con pH final de 5.0. En el caso del 

quitosano se hizo una solución 0.5 % en 1 % v/v de ácido acético, su pH final fue de 3.2. 

Para la mezcla, se usó una solución al 1% de alginato en NaOH 1 M a la que se le añadió una 

solución de quitosano 1 % m/v, 1 % v/v de ácido acético. Esta mezcla se dejó en agitación 

vigorosa toda la noche. 

Todas las soluciones fueron filtradas con membranas de acetato de celulosa con ancho de malla 

promedio de 0.45 m. 

7.2.5. Deposición del hidrogel 

Para la deposición de los hidrogeles, los sensores limpios y secos fueron colocados en la base 

para Spin coating. Una vez que se encontraba en el equipo, pero sin revolucionar, se depositaron 

200 μL de la solución filtrada sobre la superficie, procurando que no fuera en el centro del sensor 

para evitar la formación de un anillo sin recubrimiento o con mayor rugosidad en el centro. 

Posterior a este depósito, se inicia el proceso de giro de la superficie. El programa de giro 

utilizado en el equipo se configuró a 2000 rpm, por 2 minutos, con una aceleración en proporción 

de 0.15. Despúes de un minuto de iniciado el programa y mientras giraba la base del Spin coating, 

se depositaron 100 L adicionales de solución con polímero (o de mezcla de polímeros), esto 

para recubrir los espacios que no hubiesen sido recubiertos en el primer depósito. Posterior a lo 

anterior, es necesario comprobar que se ha formado la película y para ello un cambio de opacidad 
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en el disco es un indicador de un deposito exitoso. Finalmente, las superficies se secaron con 

horno a 60 °C por una hora. 

7.2.6. Cálculo de las concentraciones de los sistemas 
fotodinámicos 

La concentración de las Nseeds, NPAu y NPAu-BSA se calculó utilizando la ecuación de 

Lambert-Beer. Para ello se necesita el coeficiente de extinción molar que se calculó con base a 

la siguiente ecuación [49]: 

𝜀 =
𝑁𝑎∗𝜎

2303
      Ecuación 6 

Donde ε es el coeficiente de extinción molar, Na es el número de Avogadro y σ es la sección 

eficaz en cm2 y 2303 es (ln 10) x 1000 

Para las Nseeds su ε es de 7.66 x 109 M-1 cm-1 y para las NPAu es de 4.18 x 1011 M-1 cm-1. Dando 

una concentración de:  

• 5.02 x 10-10 mM para las NPAu 

• 3 x 10-8 mM para las Nseeds. 

La concentración stock de la albumina de suero bovino (BSA) fue de 2.5 μM en PBS por lo que, 

para los conjugados, considerando que los elementos que va a dictar la concentración serán los 

sistemas NPAu, entonces la concentración de las NPAu-BSA es de: 

• 4.01 x 10-10 mM 

7.2.7. QCM-D 

Los sensores con los hidrogeles fueron sumergidos en PBS la noche previa a su uso para su 

hidratación y lograr una estabilización en la línea base del equipo en un menor tiempo. Todas las 

isotermas de adsorción se hicieron a 25 °C con buffer de fosfatos salino (PBS) con pH 7.4 como 

medio. 
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Se fijó el flujo de inyección a 1 mL/min con una bomba peristáltica, 15 mL de analito fueron 

recirculados sobre la superficie para cada dilución utilizada. Las diluciones con las que se trabajó 

fueron 1:100, 1:50, 1:25 y 1:10 de la solución original de cada uno de los sistemas fotodinámicos. 

El cálculo de la masa adsorbida sobre la superficie fue hecho con la ecuación de Sauerbrey 

(ecuación 1) para superficies rígidas (cuando el cambio de disipación es menor a 5 x 106) [52, 

53]. El armónico reportado en las gráficas es el tercero, elegido para concordar con lo reportado 

en los artículos de divulgación. 

7.2.8. SPR 

El flujo fue fijado con la bomba peristáltica propia del equipo en 10 L/min sin recirculación. 

Para el cálculo del espesor de la película formada se utilizó la siguiente ecuación (Ecuación 7) 

[54]: 

𝑑 =
𝑙𝑑

2
∗

Δá𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜

𝑚(𝑛𝑎−𝑛0)
     Ecuación 7 

Donde d es el espesor; ld es la longitud de evanescencia del campo electromagnético (120 nm) y 

es estimado como 0.37 de la longitud de onda incidente; Δángulo es el cambio de grados medidos 

en SPR; m es el factor de sensibilidad del sensor (109.94 °), no es el índice de refracción de la 

solución, y na el índice de la especie adsorbida. El índice de refracción del PBS se consideró 

como nPBS = 1.33411 [55], y para las NPAu y NPAu-BSA se consideró de 1.33278 y 1.3331, 

respectivamente. 

Las diluciones utilizadas para los experimentos con NPAu y NPAu-BSA fueron 1:5, 1:2 y 1:1; 

esto por la menor sensibilidad del equipo a los cambios en la superficie. 
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7.2.9. Caracterización 

Los sensores modificados con los hidrogeles y con los sistemas fotodinámicos fueron evaluados 

morfológicamente mediante AFM y SEM; algunos hidrogeles fueron evaluados con FTIR y 

DRX para encontrar las principales diferencias estructurales. 

Al salir del equipo de QCM-D y SPR y previo a la observación, las superficies fueron enjuagadas 

con chorros suaves de agua desionizada por unos cuantos segundos para eliminar las sales del 

PBS que quedaban sobre la superficie.  
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7.3. Resultados y discusión 

7.3.1. Caracterización de las superficies de hidrogeles generadas 

7.3.1.1. Alginato 

La solución de alginato fue translúcida y de viscosidad similar al agua, por lo que su uso para 

spin coating se simplificó, ya que al no presentar agregados su filtrado y manipulación con las 

micropipetas fue sencillo. 

En la Figura 37 se presentan las imágenes de AFM del hidrogel de alginato sobre el sensor de 

oro para QCM. La rugosidad promedio de la superficie es de 0.9 pm por lo que se puede 

considerar homogénea; incluso cuando se ven puntos elevados que se observan iluminados en 

las imágenes con mayor amplificación, éstas no superan las unidades de nanómetros, por lo que 

no superan el orden molecular de los polímeros siendo menores que todos los sistemas con los 

que interactuarán los hidrogeles.  

 

Figura 37. Imágenes de AFM del hidrogel de alginato. 
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Al igual que en la figura anterior, en las micrografías electrónicas de barrido presentadas en la 

Figura 38, se ve una superficie homogénea que no presenta agregados o rugosidad notable, 

facilitando su comparación con las imágenes obtenidas después de su interacción con los 

sistemas fotodinámicos. 

Si es comparada con las películas de los hidrogeles de quitosano y de la mezcla de quitosano-

alginato que se presentan posteriormente en esta sección, se ve que la superficie con el hidrogel 

de alginato es el que presenta una menor rugosidad y tiene un aspecto más liso y homogéneo, 

esto puede deberse a la configuración más homogénea de las fibras del polímero en el hidrogel, 

y de las interacciones de éste sobre la superficie modificada con tioles. 

 

Figura 38. Micrografías de SEM del hidrogel de alginato.   
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7.3.1.2. Quitosano 

La solución de quitosano para generar las películas presentó una viscosidad mayor comparada 

con la de alginato o con la de la mezcla de los dos polímeros, a pesar de ello, no presentaba 

agregados observables a simple vista y era translúcida. 

Las superficies modificadas con quitosano no presentaban agregados aparentes, pero presentó 

iridiscencia en algunas zonas de la película, lo que significa que existían zonas más ordenadas 

que otras. En la Figura 39 se pueden ver las distintas microscopías de fuerza atómica, los tres 

tipos de promedio de rugosidad (Ra, Rq y Rm) muestran una variación de picnómetros (1 x 10-

12), lo que hace que esté en tres órdenes de magnitud menor que los sistemas que se están 

manejando actualmente, además de que la escala de magnitud de la variación permite que se 

puedan considerar como homogéneos.  

 

Figura 39. Imágenes de AFM de las superficies modificadas con el hidrogel de quitosano. 
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En las imágenes de AFM (Figura 39) se puede ver que en las superficies el quitosano parece 

estar acomodado en agregados en lugar de fibras, pero al ser observadas en SEM (ver Figura 40) 

se observa que estos aparentes cúmulos están conectados en fibras, además la rugosidad muestra 

que el máximo de altura que tienen los cúmulos está entre 6 y 7 nm, por lo que sigue siendo 

considerado en escala molecular. 

Esta conformación sobre la superficie puede estar ligada a que el pH al momento de depositarlo 

es de 3.2, lo que hace que se encuentre en una forma más lineal. Los cambios estructurales 

pueden se consecuencia al efecto del cambio de pH en las fibras al entrar en contacto con la 

superficie de oro, o bien por efectos hidrofóbicos. También puede estar influenciado por el 

secado que se hace por una hora en el horno a 60 °C, que puede generar un colapso de las fibras 

[2]. 

 

Figura 40. Micrografías de SEM de las películas de quitosano. 
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7.3.1.3. Alginato-Quitosano 

La formación de la solución de alginato-quitosano 1:1 no fue sencilla, las modificaciones en el 

tiempo o en la velocidad de agitación hacen que la consistencia final del hidrogel sea diferente 

entre una y otra, aun cuando el pH sea el mismo. Además, la solución obtenida no es traslucida 

como la de los componentes individuales. 

Aún cuando la viscosidad que se obtiene es menor que la del quitosano, el filtrado no es fluido. 

El hidrogel tiene una gran cantidad de partículas de mayor tamaño que la porosidad del filtro, 

por lo que se deben de hacer varios filtrados para conseguir una solución translucida que todavía 

tenga una viscosidad superior a la del agua. Estos agregados suelen ser resultado de procesos de 

gelificación que se dan entre el alginato y quitosano por el cambio de pH local al combinarlos y 

que pueden formar partículas de geles entrecruzados en emulsión o pequeñas capsulas de 

quitosano recubiertas de alginato. 

En las imágenes de AFM mayor tamaño de la Figura 41 se puede ver una diferencia de altura de 

algunas zonas, esta diferencia es de 20 nm, por lo que no es significativo para las mediciones 

que se harán en los sistemas de mayor tamaño. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la 

formación de distintas fases o capas sobre el sensor.  

En las imagenes de menor magnificación, se ve una mayor homogeneidad, pero no presentan la 

formación de ondas o de cúmulos como en las películas de los hidrogeles de los polímeros 

individuales, por lo que se puede considerar que existen fases distintas, en donde sí existe una 

combinación de ambos polímeros, pero quizá no en las mismas proporciones.  

De igual manera, las películas formadas con la mezcla de alginato y quitosano tienen un 

promedio de rugosidad muy bajo, de solo unos cuantos pm. 
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Figura 41. Imágenes de AFM de la superficie con el hidrogel de alginato-quitosano. 

En las micrografías obtenidas por SEM (ver Figura 42) se puede ver claramente que hay distintas 

fases sobre la superficie del sensor; estas fases están distribuidas equitativamente sobre toda el 

área, además de que los cambios de altura mostrados por las imágenes de AFM (ver Figura 41) 

son de nanómetros, manteniéndose en el orden adecuado para que las interacciones con las 

distintas nanopartículas sean por adsorción y no por otro tipo de efectos, como inclusión entre 

las fibras o acumulación en la superficie por efectos de fricción con la rugosidad de la superficie. 

De las distintas fases visibles, es interesante ver que las zonas que se ven más oscuras se parecen 

a los agregados que se observan en las superficies de quitosano, por lo que se podría asumir que 

están formadas de este polímero; pero de ser éste el componente, tienen una mayor estructuración 

fibrilar comparado con los cúmulos que se formaron en las películas con el hidrogel de quitosano. 

En esa misma idea, la parte más homogénea sería la fase correspondiente al alginato sin 

interactuar; y existe una fase que tiene un arreglo más estructurado, similar a un par de anillos 

irregulares concéntricos, que corresponderían a la fase donde sí interactuaron los polímeros.  
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Figura 42. Micrografías de SEM de la película de alginato-quitosano.  
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7.3.2. Interacción de las superficies de hidrogeles con Nseeds 

7.3.2.1. Alginato  

La Figura 43 presenta la isoterma de adsorción a 25 C de las Nseeds que se encuentran en flujo 

de PBS con pH de 7.4, sobre la película con el hidrogel de alginato medida mediante la QCM-

D, en rojo se muestran los cambios de frecuencia, los cuales tienen una pendiente siempre 

negativa, que se relaciona a un aumento de masa sobre la superficie, y que se le puede atribuir a 

la absorción de agua, de sales presentes en el buffer o bien de las Nseeds a una proporción 

determinada; este tipo de comportamientos con pendientes marcadas durante todo el proceso de 

adsorción se ha encontrado en otros hidrogeles, e.g. los hechos con celulosa [40].  

 

Figura 43. Isoterma a 25 °C de QCM-D de las Nseeds en una superficie con hidrogel de 

alginato. Se presentan los cambios de frecuencia (rojo), así como el cambio de disipación (azul). 

Aun con la absorción de agua por parte del hidrogel, se ve que posterior a la deposición de las 

Nseeds sobre la superficie, al volver a inyectar el PBS, la muestra se estabiliza y presenta 

menores cambios, incluso la disipación (en azul) se mantiene constante. Esto es hasta que se 

llega a la dilución 1:25, donde parece haber un cambio importante en la estructura del hidrogel 

por la rápida disminución de la disipación; esto podría referirse que la interacción deja de ser 

superficial y las redes del gel se abren para permitir la entrada de las Nseeds y de agua, por lo 
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que el cambio de la disipación puede ser explicado como la transformación del hidrogel a un 

estado de menor rígidez. 

Hasta antes de la inyección de la dilución 1:25, la isoterma puede ser relacionada con la ecuación 

de Sauerbrey (ecuación 1) para superficies rígidas, hasta ese punto, la masa adsorbida sobre el 

hidrogel sería de 147.5 ng cm-2, lo cual podría atribuirse principalmente a las Nseeds y no al agua 

porque los cambios de disipación son muy pequeños hasta este punto. 

En la Figura 44 se muestran las imagenes de AFM del hidrogel de alginato con Nseeds. Esta 

superficie muestra Rm, Rq y Ra similares a los de la superficie de alginato antes de ponerse a 

interactuar con una diferencia de 1 nanometro, pero hay un aumento en Ry de 5 nm, lo cual 

corresponde al orden de tamaño de las Nseeds; además se ve una superficie con más 

protuberancias y menos lisa, así como un mayor número de agregados en las imagenes de mayor 

magnificación.  

 

Figura 44. Imágenes de AFM de la superficie con el hidrogel de alginato con Nseeds.  

 



  
 

74 

 

Por otra parte, en la Figura 45 se encuentran los espectros de FTIR de la superficie del hidrogel 

de alginato y la superficie del hidrogel después de interactuar con las Nseeds. Se puede ver que 

la banda de hidroxilos en 3400 cm-1, así como las bandas representativas de los carboxilos en 

1600 y 1400 cm-1 desaparecen después de la interacción con las Nseeds. Las bandas de las aminas 

3600 y 3750 cm-1 se encuentran desde el disco sensor de QCM-D, por lo que no parecen 

modificarse después de la interacción con las Nseeds; y el hecho de que no se vean las bandas 

correspondientes a los citratos que rodean a las Nseeds puede deberse a la baja concentración de 

estas en comparación con el alginato, siendo apantallado, o bien un proceso de desplazamiento 

de estos citratos por el alginato como agente estabilizante.  

 

Figura 45. FTIR de la superficie de alginato (azul) y la superficie de alginato con Nseeds 

(negro). 

En la Figura 46 se presenta el difractograma de ambas superficies, en esta se ve que no hay picos 

de intensidad cuando se observa la superficie con el hidrogel de alginato solo (en negro); pero, 

sí hay picos en la superficie con las Nseeds, los picos se encuentran en 27 ° y 39 °. Estos picos 

se encuentran también en los difractogramas de las Nseeds, siendo el cercano a 40 ° el 

correspondiente al plano (111), confirmando nuevamente la presencia de oro estructurado de las 

Nseeds en la superficie. 
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Figura 46. Difractograma de las superficies de alginato (negro) y la de alginato después de la 

interacción con las Nseeds (azul). 

La interacción de nanopartículas de oro con alginato ya había sido estudiada por Dvir et al., para 

la modificación de andamios de alginato con nanorods de oro; este estudio sólo se basa en la 

visualización por microscopías y medición de altura en AFM, a la par de estudios de crecimientos 

y viabilidad celular [36]. 

La homogeneidad en la rugosidad de las superficies observadas puede deberse a la formación de 

una capa que cubra toda la superficie, que se formaría antes de usar la dilución 1:25, esta 

interacción confirmada con el FTIR y DRX; puede ser debido a que después de formar la 

monocapa, el excedente de las Nseeds empieza a modificar la matriz del hidrogel generando los 

cambios que llevan a una mayor disipación y a absorber tanto agua como Nseeds, a una mayor 

tasa. 

Las mediciones que son reportadas aquí, así como la información bibliográfica encontrada, 

permite dilucidar una clara interacción de las nanopartículas de oro con el alginato, mostrando 

incluso estructura sobre la superficie.   
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7.3.2.2. Quitosano 

Para el caso de las Nseeds interactuando con los hidrogeles de quitosano, en la Figura 47 se 

presenta la isoterma de adsorción por QCM-D de la película de quitosano y las Nseeds. Los 

cambios en frecuencia (rojo) al igual que en el caso del alginato, son negativos lo que confirma 

el aumento de masa sobre la superficie; sin embargo, esta superficie se estabiliza más rápido que 

la del hidrogel de alginato, pues no se ve una tendencia de disminución de frecuencia continua 

como en el caso anterior. Después de la interacción con las nanopartículas, la estabilización en 

PBS es casi inmediata, lo que confirma que es una superficie más rígida a este pH de 7.4. 

En cuanto a la disipación los cambios son pequeños, de solo 6 x 10-6, y estos son positivos. De 

acuerdo con esos valores y al cambio positivo se puede decir que la superficie se vuelve más 

rígida por lo que el hidrogel se inmoviliza por la cantidad de interacciones que forma con las 

Nseeds. Así mismo, como los cambios de disipación son pequeños la ecuación para relacionar 

la masa con los cambios de frecuencia en una superficie rígida aplican; dando así un cambio de 

masa total de 949.9 ng cm-2, tomando el punto hasta antes de la inyección de 1:25, el cambio de 

masa es de 649 ng cm-2. 

La diferencia entre la cantidad de Nseeds del hidrogel de alginato con el de quitosano es de 501.5 

ng cm-2; es decir, es 4.5 veces mayor la cantidad de Nseeds contenidas en el quitosano que en el 

alginato. Esto indica una mayor afinidad de las Nseeds por la superficie con menor cantidad de 

cargas superficiales de quitosano que por la de alginato que tiene principalmente cargas negativas 

en su superficie; esta falta de afinidad con el alginato, puede deberse a que se encuentra en un 

pH de 7.4, lo cual desfavorece la interacción entre el alginato y de las Nseeds que también tiene 

carga superficial negativa por los grupos carboxilos de los citratos. Por otra parte, si se piensa en 

un desplazamiento de estos grupos, también se explica la menor afinidad que se da por parte de 

las Nseeds por el alginato. 
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Figura 47. Isoterma de adsorción por QCM-D de la interacción de película con hidrogel de 

quitosano y Nseeds. Se puede ver que los cambios de frecuencia (rojo) y la disipación (azul). 

En la Figura 48 se muestran las imágenes de AFM de la superficie de quitosano con las Nseeds; 

la Rm es de 4.86 nm y el valor de Ra de 5 nm, lo cual entra dentro de la escala de tamaño de las 

Nseeds, pero su Ry es de 27 nm por lo que según las mediciones de DLS de la Figura 19, serían 

tres Nseeds agregadas. La presencia de agregados explicaría los cambios en la superficie y la 

cantidad de zonas altas en las imágenes de mayores dimensiones. 
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Figura 48. Imágenes de AFM del hidrogel de quitosano con Nseeds. 

En la Figura 49 se observan los FTIR de la superficie de quitosano antes y después de interactuar 

en la QCM-D con las Nseeds; las diferencias se presentan en que las bandas de los grupos amina 

en 3600 y 3750 cm-1 ya que desaparecen por completo, la intensidad crece en las bandas entre 

1700 y 1100 cm-1; mismas que están relacionadas con los grupos citrato de las Nseeds por lo que 

se podría decir que interacción es fuerte entre el quitosano y las Nseeds, además de que las 

interacciones pueden estar mediadas por los grupos amino, siendo consistente con lo que se 

espera de algunos polímeros con aminas al interactuar con superficies de oro [50]. El que se 

mantengan los grupos citratos indica que la interacción no esta dirigida por un intercambio de 

recubrimiento, sino por la interacción entre el citrato y el quitosano, permitiendo así una 

interacción más rápida y dirigida.  
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Figura 49. FTIR de la superficie de quitosano antes (azul) y después de la interacción con 

Nseeds (negra). 

En la Figura 50 se presentan los difractogramas de las superficies de quitosano y de quitosano 

con Nseeds. Hay dos picos en ambas superficies, las cuales corresponden al oro, pero para el 

caso de la superficie de quitosano debe de ser el oro que se encuentra en el sensor, por lo que la 

película debe de ser más delgada para permitir la interacción del oro con la radiación de los rayos 

X. El cambio principal se da en la disminución de las intensidades del pico en 40 ° y el aumento 

en el de 27 °, lo que indica que hay oro en otra estructuración sobre la superficie, lo cual estaría 

ligado con la estructura de las Nseeds.  
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Figura 50. DRX de la superficie de quitosano y la superficie de quitosano con Nseeds. 

La interacción entre este polímero y las Nseeds son el principio para generar las NPAu [56], por 

lo que se esperaba que se dieran un resultado positivo, pero el conocimiento de la cantidad 

necesaria por área superficial nos da un indicio de cómo mejorar y optimizar los procesos de 

generación de las NPAu y de diferentes andamios que utilicen el quitosano como material 

biocompatible.  
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7.3.2.3. Alginato-Quitosano 

En la Figura 51 se presenta la isoterma de adsorción en QCM-D del hidrogel de alginato-

quitosano con las Nseeds. Se ve que los cambios de frecuencia (rojo) son siempre negativos, 

mientras que los cambios de disipación (azul) parecen nulos, el punto inicial es en -5.7 x 10-6 y 

el final está en 2.5 x 10-6, por lo que la superficie se puso más rígida de lo que estaba al iniciar 

el experimento. En los cambios de frecuencia, se ve que al igual que con los dos componentes 

individuales, que el cambio de frecuencia negativo se presenta, pero a diferencia del alginato, la 

estabilización es más rápida y similar al caso del quitosano; de igual manera, el cambio positivo 

en la disipación después de la adsorción de las Nseeds es un comportamiento similar al hidrogel 

de quitosano. 

 

Figura 51. Isoterma de adsorción por QCM-D del hidrogel de alginato-quitosano con Nseeds, 

cambio de frecuencia (rojo) y de disipación (azul). 

Aun cuando el cambio es superior al margen de 5 x 10-6 que se tiene para usar la ecuación de 

Sauerbrey (Ecuación 1) [51-53], usándola para hacer una estimación del cambio de masa se 

obtiene que el cambio total es de 2,576.5 ng cm-2. Este cambio como se puede ver por la 

disminución de frecuencia aun cuando interactúa solamente con el PBS que sirve de flujo para 

enjuague, es una combinación de agua, sales y Nseeds, pero incluso así es más de cuatro veces 

superior a la interacción con quitosano solo.  
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Este cambio en la frecuencia y disipación cuando se está en presencia del flujo de enjuague de 

PBS es muy similar a lo que sucede con el alginato cuando estaba en presencia de Nseeds en 

exceso, por lo que quizá la hidratación está dirigida por este polímero, pero limitado por el 

quitosano, que es el que tiene mayor interacción con las Nseeds y da rigidez a la película como 

se esperaba [41]. 

En la Figura 52 se muestran las micrografías electrónicas de barrido y las imágenes por 

microscopía de fuerza atómica de la superficie de alginato-quitosano con las Nseeds. En las 

imágenes de mayores magnificaciones se ve la presencia de zonas más oscuras, estas pudieran 

ser agregados o las fases en donde se encuentra el quitosano. Comparando con la Figura 42, las 

zonas oscuras corresponderían a las fases de quitosano, pero con una apariencia diferente, mucho 

menos fibrilar y más compacta, lo que puede ser consecuencia de la interacción con las Nseeds. 

Al ver las microscopías de magnificaciones menores, en concreto la última fila de la Figura 52, 

se ve la presencia de las Nseeds sobre la superficie en un acomodo aleatorio, pero se ve que 

pueden formar estructuras cuando se aumenta la concentración como sucede en los depósitos 

que se muestran en la Figura 22. 

La alta capacidad de integración de las Nseeds al hidrogel demuestra que es un elemento 

utilizable para la modificación de andamios para cultivo celular, además de que la cantidad de 

quitosano que se utilice modificará tanto la rigidez del andamio como la cantidad de Nseeds que 

se puedan adsorber al material. 

Así mismo, la presencia de las Nseeds cumple un papel de modificador mecánico de los 

andamios, pues les provee de una mayor rigidez y probablemente también modifica las 

propiedades eléctricas, lo que es una propiedad necesaria para la generación de tejido cardiaco. 

Aun cuando la presencia de Nseeds dé rigidez al andamio, esta puede ser modulada con la 

cantidad de alginato que se utilice, pues presenta interacciones con las Nseeds mediante los 

grupos hidroxilos y carboxilos, y además permite la modulación de la capacidad del material de 

absorber agua, pues la presencia de altas concentraciones de Nseeds ha demostrado aumentar 

esta capacidad. 
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Figura 52. Microscopías de SEM e imágenes AFM de la superficie de alginato-quitosano con 

Nseeds. 
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7.3.3. Interacción de las superficies de hidrogeles con BSA 

7.3.3.1. Alginato 

En la Figura 53 se puede ver la isoterma de QCM-D a 25 °C de una película de alginato con 

BSA, de igual manera se ve un cambio negativo en la frecuencia, lo que indica que hay una 

interacción entre el hidrogel y la proteína. El cambio en la disipación es positivo y de un valor 

cercano a 20 x 10-6 por lo que no se está tratando con una superficie rígida al inicio del 

experimento, pero que va adquiriendo una mayor rigidez conforme interactúa con la BSA.  

 

Figura 53. Isoterma de QCM-D entre una superficie de alginato y BSA. El cambio de frecuencia 

(rojo) mientras que el cambio de disipación (azul). 

Recordando que la BSA tiene un punto isoeléctrico de 4.6 y un peso molecular de 67 kDa, 

entonces es una molécula que se encuentra con carga promedio negativa a pH de 7.4, igual que 

el alginato, por esto la interacción no está dirigida por efectos electrostáticos, sino por efectos 

hidrofóbicos y entrópicos.  

En la Figura 54 se pueden observar las imágenes de AFM del hidrogel de alginato con BSA. En 

las imágenes se puede ver la presencia de la proteína en un estado estructurado. Aun cuando las 

mediciones de rugosidad no dan un cambio significativo comparado con los valores obtenidos 

en la superficie de alginato sola (Figura 37), la gráfica tridimensional si muestra una 
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conformación diferente en la superficie, así como los valores del cambio vistos en la isoterma de 

QCM-D (Figura 53). 

La interacción entre BSA y alginato ha sido utilizada para la formación de nanopartículas y 

encapsulados [57, 58], así como para generar superficies, por lo que la proteína tiende a 

extenderse en superficies de este hidrogel [59]. 

 

Figura 54. Imágenes de AFM de la superficie del hidrogel de alginato con BSA. 

En la Figura 55 se pueden ver los espectros de FTIR de la superficie de alginato antes y después 

de la interacción con BSA. El cambio principal se da en que se pierde la intensidad de los grupos 

carboxilos (1410 cm-1) e hidroxilos (OH en 3400 cm-1 y CO en 1040 cm-1), esto debido a que 

muy probablemente interaccionan con la proteína, por lo que la interacción hace que se pierdan 

las bandas, ya sea porque se utilizan estos grupos para formar otro tipo de enlaces, o por el 

apantallamiento de los mismos. 

Con esto se puede deducir que entrópicamente es más favorable para la proteína el estar unida al 

polímero que en solución en el buffer, lo que indica que puede presentarse una desorción si las 
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condiciones cambian para la proteína, ya sea modificando el pH de la superficie o disminuyendo 

concentraciones salinas [60].  

 

 

Figura 55. FTIR de las superficies de alginato y de alginato con BSA. 
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7.3.3.2. Quitosano 

En la Figura 56 se presenta la isoterma de adsorción a 25 °C de la interacción de una película 

con hidrogel de quitosano con BSA medida mediante QCM-D. Al igual que en el sistema anterior, 

se muestra una disminución en la frecuencia (rojo), pero aquí los cambios de disipación (azul) 

son casi nulos, por lo que se puede considerar una superficie rígida y aplicar en esta la ecuación 

de Sauerbrey (ecuación 1).  

 

Figura 56. Isoterma de QCM-D entre un hidrogel de quitosano y BSA.  

 

La caída visible en ambas gráficas se recupera después de la inyección de la BSA 1:10, lo que 

puede ser causado por vibraciones en el equipo, pero se estabiliza de nuevo al tener un cambio 

en la superficie. Sin contar esto, el ΔF total es de -101 Hz, lo que equivale a 595.9 ng cm-2, siendo 

un cambio cercano a la cantidad de Nseeds adsorbidas en la isoterma de la Figura 47, la diferencia 

es que en el caso anterior, la medición fue antes de que se inyectara la dilución 1:25 de una 

solución con concentración menor al nM, y esta está más de tres órdenes de magnitud arriba.  

Aquí el ΔD fue de 1 x 10-6 positivo, por lo que al contrario que en el caso del alginato el hidrogel 

se vuelve menos rígido, pero como se vio anteriormente, el alginato tiene mayor intercambio con 

el agua comparado con el quitosano.  
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En la Figura 57, en las imágenes de AFM se pueden observar estructuras similares a las que se 

presentaron con el alginato (ver Figura 54) aunque con una mayor altura. Aquí las rugosidades 

medias están entre 2 y 5 nm por lo que se puede considerar que existe ya una capa que está 

cubriendo la superficie y los agregados más grandes son consecuencia del excedente que está 

depositado en la superficie. 

 

Figura 57. Imágenes de AFM de la superficie del hidrogel de quitosano y BSA.  

Estructuras similares a las vistas en las imágenes de AFM (ver Figura 57) fueron encontradas en 

las micrografías electrónica de barrido presentadas en la Figura 58. La superficie se ve 

completamente recubierta ya que no se ven estructuras en el fondo similares a las que se 

observaron en las imágenes del polímero solo (ver Figura 40). 
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Figura 58. Micrografías electrónicas de la superficie del hidrogel de quitosano después de su 

interacción con BSA. 

 

En la Figura 59 se muestran los FTIR de una superficie de quitosano y una superficie de 

quitosano con BSA. Después de la adsorción de la BSA en el hidrogel de quitosano, las bandas 

de los grupos hidroxilo en 3400 cm-1 se ven disminuidas, casi inexistentes, así como las bandas 

de carboxilos y de carbonilos en 1630 en 1100 cm-1, respectivamente. Otras bandas que se ven 

disminuidas son las de estiramiento de los CH3, que se encuentran en 1428 cm-1.  

 

Figura 59. FTIR de las superficies de quitosano y quitosano con BSA. 
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Con estos apantallamientos en los FTIR, más las imágenes de SEM se puede decir que la 

superficie en efecto está recubierta. La cantidad de material depositado fue tal que se logró un 

exceso en la superficie que llega a formar estructuras fibrosas. 

El hecho de que la proteína BSA y el quitosano hayan presentado tan buena interacción puede 

ser que esta esté dirigida por las cargas que presentan, BSA tiene un carga de -9 mV, mientras 

que el quitosano a pH 7.4 se espera que no tenga cargas, el hecho de que se este tan cerca del 

pka hace que exista aun una cierta densidad de cargas positivas, las cuales interactuén con las 

cargas negativas de la proteína y con algunos otros amino ácidos que pueden estar con cargas 

parciales por tener valores de pka diferentes. 
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7.3.3.3. Alginato-Quitosano 

En la Figura 60 se observa la isoterma de adsorción del hidrogel de alginato-quitosano y su 

interacción con la proteína BSA en PBS a pH 7.4 y 25 °C. Se ve que al entrar en contacto el BSA 

con el hidrogel se presenta un cambio negativo en la frecuencia, este ΔF es bajo, pero logra que 

se dé un aumento en la disipación, volviéndose más rígida por la cantidad de materia en la 

superficie. Posteriormente, después de enjuagar con PBS se ve un ligero aumento en la frecuencia, 

lo que indica que se está lavando el exceso que se presentaba en la superficie; este lavado también 

rehidrata al gel bajando de nuevo su disipación. 

 

 

Figura 60. Isoterma de la interacción del hidrogel de alginato-quitosano con BSA. 

 

Aun cuando se presenta un cambio en la frecuencia, la misma está dentro de los márgenes de una 

superficie rígida, demostrando de nuevo que la presencia de quitosano hace que la superficie 

adquiera esta característica. El cambio de masa es entonces de 177.5 ng cm2. Este valor es menor 

que al obtenido en los componentes individuales, lo que puede deberse a que las interacciones 

posibles se dan entre los polisacáridos preferentemente en lugar de con la proteína. Aun con esto 

en la imagen de AFM de la Figura 61 se puede ver la presencia de aglomerados de BSA sobre el 
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hidrogel, por lo que también se da la interacción entre estos sistemas como se muestra en la 

generación distintos sistemas de acarreamiento [57]. 

 

Figura 61. Imagen de AFM de la superficie de alginato-quitosano con BSA. 
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7.3.4. Interacción de las superficies de hidrogeles con NPAu 

7.3.4.1. Alginato 

La interacción con sistemas más complejos, como son las NPAu, permite una mayor 

modificación y control sobre la liberación de diferentes moléculas y con ello la modificación de 

los andamios para hacerlos funcionales y no solamente modificar sus propiedades físicas. 

En la Figura 62 se presenta la isoterma de las interacciones entre una superficie modelo de un 

hidrogel de alginato con las NPAu. En este se puede ver que los cambios de frecuencia son 

positivos, lo que significa que se pierde materia sobre la superficie; pero, los cambios de 

disipación son negativos, lo que se relaciona con un aumento en la viscosidad de la superficie.  

 

Figura 62. Isoterma de QCM-D de la interacción de NPAu con el hidrogel de alginato. 

 

Este comportamiento en el cambio de disipación es muy similar a lo que sucede con el alginato 

al interaccionar con las Nseeds, que son partículas de oro de dos órdenes de magnitud menores 

que los sistemas NPAu. Si comparamos con la Figura 43, el ΔD tiene el mismo valor de -15 x 

10-6 para cuando la superficie cambia su pendiente al saturarse después de que se inyecta la 

concentración 1:25. 
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En este sentido es congruente considerar que las NPAu son más grandes que las Nseeds, por lo 

que el ΔF puede deberse entonces a la liberación de agua y sales por parte del hidrogel. Esta idea 

está sustentada con el sensograma de SPR presentado en la Figura 63, en este se ve que cuando 

entran en contacto las NPAu con la superficie, esta pierde espesor; es decir, es comprimida pero 

que al volver a PBS no solo recupera su tamaño, sino que este aumenta, ya sea por la adhesión 

de las NPAu o por la mayor absorción de agua, recordando que los experimentos se llevaron a 

buffer de PBS con pH de 7.4 a 25 °C.  

 

Figura 63. Sensograma de SPR de la interacción de NPAu con un hidrogel de alginato. 

 

Utilizando la ecuación descrita previamente para el láser de 670 nm, entonces el cambio total de 

espesor fue de 38.13 nm. Lo cual es mucho menor a lo esperado con sistemas que se calcularon en 

DLS con cerca de 125 nm de diámetro ( 

Figura 24). Incluso en las curvas de SPR de la Figura 64, el cambio en el ángulo es muy pequeño, 

pero está presente por lo que no se puede decir que no hay material adsorbido, pero tampoco se 

puede definir completamente a que se debe ese cambio, quizá se deba a las NPAu de menor tamaño 

en la distribución que tenían la fuerza suficiente de adhesión para permanecer en la superficie. 
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Figura 64. Curvas de SPR para la interacción del hidrogel de alginato con NPAu. 

Por otro lado, la observación por AFM de la superficie que interactuó en la QCM-D (ver Figura 

65), muestra la clara presencia de las NPAu sobre la superficie. La rugosidad media es de 19 nm, 

lo cual es la mitad del espesor calculado con el cambio de ángulo en el sensograma de SPR 

(Figura 63); pero, la rugosidad máxima es de 71 nm lo que es el valor para las NPAu de menor 

tamaño por lo que quizá las interacciones con el alginato no son lo suficientemente fuertes con 

el área superficial para retener a las NPAu sobre la superficie. 
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Figura 65. Imágenes de AFM de la superficie con alginato y NPAu. 

En la Figura 66 se presentan los espectros de FTIR de la superficie de alginato y el obtenido de 

la superficie de alginato con las NPAu. El cambio más notable es que las bandas de aminas de 

3720 y 3620 cm-1 no se encuentran después de la interacción con las NPAu por lo que deben de 

estar ocluidas, o bien si interactúan, se formaría un enlace Au-NH el cual no es observable en 

FTIR. Así mismo se ve que la banda en 1418 cm-1 correspondiente a las flexiones de CH3 

desaparece y crece una banda que se encuentra cerca de los 800 cm-1 que pueden ser flexiones 

de CH2 alifáticos. Finalmente, se ve un corrimiento de los estiramientos O-H de 3420 a 3277 cm-

1 después de la interacción, por lo que puede presentarse un cambio estructural que le permite 

mayor movilidad a estos grupos.  

Cabe recalcar que como en los otros casos de alginato, las bandas de los carboxilos y carbonilos 

que podrían ser vistos en los sistemas fotodinámicos, desaparecen; lo que indica un proceso de 

desplazamiento de estos para ser sustituidos por el alginato. 
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Figura 66. FTIR de la superficie de alginato antes y después de la interacción con NPAu. 

 

En el difractogramas de la Figura 67, se ve que aparecen los picos correspondientes al sistema 

de NPAu, las cuales se ven mucho más intensas que cuando se observaron en la superficie de 

vidrio, esto se presentó en la Figura 29. El pico más intenso es el correspondiente al plano (111) 

del oro.  
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Figura 67. Difractograma de la superficie del hidrogel de alginato antes y después de la 

interacción con NPAu. 

 

Las espectroscopias y microscopía demuestran los cambios debido a la presencia de las NPAu 

en la superficie aun cuando el SPR y la QCM-D no puedan hacer mediciones claras de cómo es 

esta interacción.  

Esta diferencia entre las Nseeds y NPAu puede ser por el cambio en la forma en la que las NPAu 

pueden interactuar con la superficie a consecuencia del tamaño y morfología, pues se encontró 

en la isoterma mostrada anteriormente (Figura 43) que las Nseeds sí interactúan con la superficie 

y éstas son los centros de nucleación para el crecimiento de la coraza de las NPAu, por lo que la 

interacción similar debiese existir.  
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7.3.4.2. Quitosano 

La interacción de las NPAu con el hidrogel de quitosano es más clara; en la Figura 68 se puede 

ver en la isoterma de QCM-D, el cambio negativo en la frecuencia (rojo), lo cual está relacionado 

con la adsorción de los materiales. Es este caso, la adsorción al entrar la dilución 1:150 es clara 

y se estabiliza mucho más rápido que en el caso anterior, pero a partir de ahí al entrar el PBS se 

ve un ligero cambio negativo que debe de estar relacionado con la absorción de agua por parte 

de la superficie, esto continúa pasando aun cuando se le agregan más NPAu y encuentra un 

equilibrio que después vuelve a modificarse por la absorción de agua. 

 

Figura 68. Isoterma de QCM-D a 25 °C de la interacción entre NPAu con un hidrogel de 

quitosano. 

 

La adsorción de NPAu también es visible por los cambios de disipación (azul), este cambio 

muestra un aumento en la rigidez del sistema. El ΔD es tan grande que no se puede considerar 

una superficie rígida, lo que soporta la idea de que se da un intercambio entre las NPAu y el agua 

que tiene el hidrogel.  

Esta adsorción también es visible en SPR, la Figura 69 muestra de igual forma un cambio en la 

superficie del hidrogel, aumentando su espesor en gran medida. En el sensograma completo, se 

puede ver que los cambios son pequeños cuando se ponen diluciones, pero al momento de poner 
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la solución concentrada el cambio es de más de 7 grados, por lo que la adsorción sí es dependiente 

de la concentración a la que se exponga el hidrogel.  

 

Figura 69 Sensograma de la interacción entre NPAu con un hidrogel de quitosano. 

 

El láser con longitud de onda de 670 nm (verde) tiene un cambio mayor que el láser de 785 nm, 

tal es que la medición no puede completarse mostrando señales parecidas a ruido en la Figura 

69a, pues el cambio en grados es tal que se sale del rango de medición; esto puede observarse en 

la primera parte de la Figura 70. El cambio tan grande puede deberse al mismo tiempo a la 

interacción de la superficie recubierta de NPAu, que si recordamos tiene su máximo muy cercano 

a ese valor, por lo que estarían absorbiendo la radiación modificando así el plasmón del sensor. 

 

Figura 70. Curvas de SPR de la interacción entre NPAu y un hidrogel de quitosano. 
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En la segunda gráfica de la Figura 69 b se muestra el sensograma hasta el minuto 100 para 

poder ver los cambios antes de la interacción con la solución concentrada. Recordando que la 

técnica de SPR no ve los cambios por la interacción del agua, entonces tiene sentido que cuando 

estén las NPAu en el medio haya un aumento en el espesor, pero no cuando está en el PBS, que 

por el contrario estabiliza estos cambios. El cambio total en la interacción seguido con el láser 

a 785 nm es de 0.2 grados, que si se calcula el cambio de espesor da un valor de 198.6 nm, lo 

cual está en el mismo orden que las mediciones de DLS de las NPAu (ver  

Figura 24). 

Tomando eso como cierto, entonces la concentración crítica para recubrir la superficie del hidrogel 

es de 2.26 x 10-10 nM. Esto considerando que después de este cambio, el incremento que se ven 

con la solución concentrada se debe a la formación de multicapas sobre el hidrogel ya recubierto. 

Esto puede ser congruente si observamos la Figura 71¡Error! No se encuentra el origen de la 

referencia. en la cual se observa el exceso de material depositado sobre la superficie, pues 

generalmente solo genera un poco de iridiscencia sobre los sensores. 

 

 

 

Figura 71. Fotografía del sensor de SPR con la película del 

hidrogel de quitosano después de la interacción con NPAu. 
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Tomando el máximo de 7.8 ° en el cambio total del ángulo para el láser de 785 nm, se tiene un 

cambio de rugosidad (Δd) igual a 7.7469 micras. Por lo que está por encima de lo deseado para 

la interacción de las células con el hidrogel pues la cobertura de los sistemas no permitirá la 

interacción con los polímeros, sólo se daría la interacción célula-NPAu.  

En la Figura 72 se muestran las imágenes de AFM de la superficie con el hidrogel de quitosano 

con NPAu generado en la QCM-D. Aquí Ra y Rq están por arriba de los 20 nm, y nuestro Ry es 

de 101 nm, lo cual es congruente con las dimensiones esperadas para NPAu. Si se observa la 

gráfica 3D de la figura, se ve que las elevaciones son irregulares y que tiene la unión de distintas 

partículas contiguas, lo que indica que adquieren una conformación sobre el hidrogel. 

 

Figura 72. Imágenes de AFM de la interacción entre NPAu con un hidrogel de quitosano. 

 

Esta conformación es visible en las micrografías de SEM de la Figura 73. Como se observa forma 

ramificaciones muy parecidas a las que se encontraron en los depósitos sobre vidrio (ver Figura 

31). 
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Figura 73. Micrografías de SEM de la interacción entre NPAu con un hidrogel de quitosano. 

 

La interacción de NPAu con el hidrogel también es visible mediante FTIR, en la Figura 74 se 

presentan los espectros de la superficie de quitosano antes y después de la interacción con NPAu, 

en estos espectros se puede ver que hay una disminución y desaparición de las bandas de aminas 

que se encuentran el 3720 cm-1, lo que podría ser consecuencia de la formación de enlaces N-

Au, los cuales no se encuentran en FTIR. También se presentó la aparición de bandas cercanas 

a lo esperado para las nanopartículas de oro en 1573, 1423 y 1253 cm-1, lo que tiene sentido al 

decir que no se eliminan los citratos al interactuar con el quitosano, haciendo la interacción 

dirigida por las cargas de estos grupos. También se ven las bandas en 1650 y 1076 cm-1 

relacionadas con los enlaces C-O dobles y sencillos respectivamente, las cuales pueden ser 

algunos citratos que hayan sido desplazados y atrapados por el quitosano, o bien los propios del 

polímero. 
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Otro cambio por resaltar es que la banda de estiramiento de los hidroxilos es más intensa que las 

demás después de que se añadieron las NPAu al hidrogel, tanto que el espectro de la superficie 

de quitosano parece plano. 

 

Figura 74. FTIR de las superficies de quitosano y de quitosano con NPAu. 

 

Finalmente, para los difractogramas presentados en la Figura 75 se puede ver que no hay cambios 

significativos en la intensidad del pico cercano a 40 °, pero el pico ubicado en 27 ° se ve con un 

aumento en su intensidad, por lo que la estructura de las NPAu parece dictar el cambio con el 

hidrogel. 
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Figura 75. Difractograma de las superficies de quitosano y la de quitosano con NPAu. 

 

Todas las mediciones muestran que existe un cambio importante entre el hidrogel de quitosano 

después de la interacción con las NPAu; la interacción es tan fuerte que logra tener un acomodo 

sobre la superficie, que de continuar genera multicapas llegando a más de 7 micras de espesor.  

El acomodo sobre la superficie parece realizarse en forma de ramas parecidas a dendrimeros, las 

cuales sirven como base para la posterior deposición de NPAu sobre ellas. Esta interacción 

podría ser utilizada para generar una capa y modificarse con otros elementos bioactivos sobre 

superficie de las NPAu en una aproximación capa por capa.  
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7.3.4.3. Aginato-Quitosano 

Para el caso de la interacción del hidrogel combinado de alginato con quitosano con los sistemas 

NPAu en PBS a pH 7.4 y 25 °C, la isoterma presenta un aumento en la frecuencia (rojo), mientras 

que el ΔD es negativo, por lo que la superficie se comporta como un gel viscoso. El cambio de 

disipación es tan grande que se puede hablar de un cambio de la estructura del hidrogel, aunque 

después de que se pone con la dilución 1:25 los cambios se vuelven más sutiles, mostrando que 

se está estabilizando y dejando de absorber agua y material. 

 

Figura 76. Isoterma de adsorción a 25 °C del hidrogel de alginato-quitosano con NPAu. 

Mostrando el cambio de frecuencia (roja) y el cambio en disipación (azul) de la superficie. 

 

El cambio en el sensograma de la Figura 77 muestra un comportamiento más estable que el 

presentado en el sensograma del quitosano (ver Figura 69); para las diluciones 1:5 y 1:2 el 

comportamiento es similar al alginato (ver Figura 63) donde no presentaba pendientes de 

adsorción sino un cambio rápido inicial, sin embargo, al llegar al enjuague después de la 

concentración 1:2 se presenta un cambio positivo, el cual se incrementa exponencialmente al 

entrar la solución concentrada. 
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Figura 77. Sensograma del hidrogel de alginato-quitosano con NPAu. La interacción se dio en 

PBS como medio a un pH de 7.4 y 25 °C. 

 

Incluso los cambios en las curvas mostradas en la Figura 78 son más discretos que los del 

hidrogel de quitosano. Para la combinación de polímeros el Δd total es de 2.23 micras, mientras 

que el cambio hasta antes de que entre en contacto la solución concentrada es de 69.5 nm. 

 

Figura 78. Curvas de SPR del hidrogel de alginato-quitosano con NPAu. 

Aun cuando el cambio total es grande, éste es 3.4 veces menor que cuando se tiene el hidrogel 

de quitosano puro, estos cambios en la proporción deben de ser por las distintas fases que se 

encontraron en las microscopias del hidrogel de alginato-quitosano (ver Figura 41 y Figura 42). 
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Es posible que las NPAu interactúen primero con alginato que rodea al quitosano, ocasionando 

un cambio conformacional del hidrogel, esto se explicaría los cambios de disipación de la 

isoterma de QCM-D (ver Figura 76) y la mayor absorción de agua que se presenta, así mismo 

que las interacciones al inicio en el sensograma de SPR (ver Figura 77) sean tan similares al 

hidrogel de alginato solo (ver Figura 63) para después ser más parecidas al comportamiento 

presentado en la isoterma del hidrogel de quitosano (ver Figura 69). 

La presencia de las NPAu sobre la superficie es apreciable en la Figura 79, ahí se pueden ver 

estructuras complejas como en el hidrogel de quitosano (ver Figura 72), pero también se ven zonas 

con mayor dispersión y con pocas NPAu en la superficie. Ra es de 17 nm mientras que Rq es de 

22 nm, por lo que se encuentran en un orden similar, aun así, lo más notable es que hay elevaciones 

de más de 100 nm, lo cual es correspondiente a la altura de las NPAu (ver  

Figura 24). 

 

Figura 79. Imágenes de AFM del hidrogel de alginato-quitosano con NPAu. 

En cuanto a las técnicas espectroscópicas, el espectro de FTIR de la Figura 80 muestra cambios 

en las bandas de amino del hidrogel, los cuales son menos definidos que en los hidrogeles solos. 

Las bandas que estaban en 3750 cm-1 en el espectro del hidrogel (azul) se ven disminuidas en el 



  
 

109 

 

espectro de la superficie con las NPAu (negro) por lo que se puede creer que son estos grupos 

los que interactúan con la superficie de las NPAu. En 2363 cm-1 se perciben unas bandas de la 

película de alginato-quitosano, estas bandas corresponden por lo general al estiramiento de los 

grupos tiol (S-H), mismas que deberían de corresponder a la superficie del sensor, pues fueron 

los tioles los utilizados para la modificación del sensor para mejorar la unión con las películas 

de los hidrogeles; estas bandas también se ven disminuidas después de la interacción con NPAu, 

lo cual puede ser consecuencia de la mayor cantidad de materia sobre la superficie, y la formación 

de enlaces entre el grupo S con Au. 

En estos hidrogeles combinados, los grupos citrato que pueden estar rodeando al oro, no son 

perceptibles, lo que indica que hay un mayor número de moléculas desplazadas, o bien que no 

es tan precindible para la estabilización de los sistemas en solución. 

En el difractograma de la Figura 81, se ven los picos que se han relacionado con la estructura de 

las NPAu en 27 ° y 39 °. Esto de igual forma indica la presencia de este sistema sobre la superficie. 

 

 

Figura 80. FTIR del hidrogel de alginato-quitosano con NPAu. 
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Figura 81. DRX de la superficie de alginato-quitosano con NPAu 
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7.3.5. Interacción de las superficies de hidrogeles con NPAu-BSA 

7.3.5.1. Alginato 

En la Figura 82 se muestra la isoterma de QCM-D del hidrogel de alginato con los sistemas 

conjugados de NPAu-BSA, al igual que con el hidrogel con las NPAu (ver Figura 62), los 

cambios de frecuencia (rojo) son positivos, por lo que hay una pérdida de materia sobre la 

superficie, pero los cambios de disipación (azul) indican que el gel se vuelve más viscoso y se 

estabiliza hasta que la concentración aumenta considerablemente, cerca de la dilución 1:10. 

Cuando las NPAu-BSA se encuentran en el flujo sobre el sistema, las pendientes positivas 

disminuyen un poco comparadas con las tendencias que se observan cuando sólo es PBS en el 

flujo. Esto puede indicar que sí hay adsorción en la superficie y un reacomodo cuando las NPAu-

BSA están sobre el hidrogel. 

 

Figura 82. Isoterma de QCM-D de la interacción entre un hidrogel de alginato con los sistemas 

conjugados NPAu-BSA. 

Algo notable es que el cambio de disipación es menor que en los otros casos, dando la mitad que 

en las isotermas de BSA y NPAu solas (ver Figura 53 y Figura 62). Esto puede ser que al haber 

una mayor estabilidad en suspensión coloidal (ver Figura 27), los efectos hidrofóbicos son 

menores por lo que la interacción está dirigida por entropía principalmente. 
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En la Figura 83 se ve el sensograma de SPR del hidrogel de alginato con los sistemas conjugados, 

en este se ve que los conjugados tiene un proceso de adsorción superior que las NPAu solas (ver 

Figura 64), incluso cuando la concentración es más baja, pues desde la dilución 1:2 se ve un 

aumento significativo en el ángulo. Aun cuando existe la interacción, el equilibrio no es 

unidireccional como con las NPAu, pues llega a un punto de saturación para después volver a 

disminuir, por lo que parte de lo que se agrega al hidrogel es de nuevo liberado al flujo. 

 

Figura 83. Sensograma de la interacción entre un hidrogel de alginato con los sistemas 

conjugados NPAu-BSA. 

 

El cambio total de espesor en la superficie en el punto de equilibrio después del último lavado 

con PBS es de 1.71 micra. Este valor en el cambio de espesor demuestra que las interacciones sí 

se ven favorecidas respecto a las NPAu solas (ver Figura 63) pero que siguen siendo menores a 

las interacciones con el quitosano. Este cambio también se ve reflejado en las curvas de SPR 

mostradas en la Figura 84. 

El hecho de que el cambio de la superficie favorezca la unión de los conjugados a la superficie 

permite una mayor cantidad de propuestas para la modificación de andamios inteligentes. 
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Figura 84. Curvas de SPR de la interacción entre un hidrogel de alginato con los sistemas 

conjugados NPAu-BSA. 

Al igual que la isoterma y el sensograma, las imágenes de las microscopías de fuerza atómica 

(ver Figura 85) y las micrografías electrónicas de barrido (ver Figura 86), muestran la presencia 

de material en la superficie. Los cambios de rugosidad media son de entre un valor de 

picnómetros a valores entre 6 y 9 nanómetros, por lo que se puede pensar en capas de los 

conjugados sobre la superficie; así mismo las elevaciones mayores con valores de 35 nm pueden 

ser consecuencia de la distribución de tamaño que tienen los complejos (ver Figura 26). 

Las micrografías de la Figura 86 muestran una distribución en la superficie que no es homogénea, 

pues se estructura en aglomerados a lo largo de la superficie que parecen crecer con una 

estructuración particular. En las microscopías de menores magnificaciones se pueden apreciar 

zonas más oscuras y otras más claras alrededor, lo que correspondería a la NPAu y a la BSA 

respectivamente, la BSA no está distribuida equitativamente sobre la superficie de la NPAu, por 

lo que la idea de que se desnaturaliza y forma una corona parece la forma de interacción 

predilecta [60]. 
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Figura 85. Microscopias de AFM de la superficie de la interacción entre un hidrogel de alginato 

con los sistemas conjugados NPAu-BSA. 

 

 

Figura 86. Microscopias de SEM de un hidrogel de alginato con sistemas conjugados NPAu-

BSA. 
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En la Figura 87 se muestran los espectros de FTIR de la superficie de alginato antes y después 

de la interacción con los conjugados NPAu-BSA, en general la mayoría de bandas disminuyen 

de intensidad, a excepción de la banda a 1030 cm-1, esta es de las pocas que se mantiene y 

corresponden a la unión C-O, otra banda que se mantiene es la relacionada con los polisacáridos 

en 888 cm-1. Un cambio importante es la disminución de las aminas en 3620 cm-1, los cuales 

están relacionados con la posible unión de las NPAu con las superficies como fue observado en 

otros espectros (ver Figura 74 y Figura 80). Estas uniones se perderían por la unión de las aminas 

mediante los enlaces NH-Au, lo cual inmoviliza el estiramiento de las aminas. 

 

Figura 87. FTIR de la superficie de un hidrogel de alginato y alginato con los sistemas 

conjugados NPAu-BSA. 

 

El difractogramas de la Figura 88 muestra la aparición de picos en 28 ° y 39 ° como con las 

NPAu solas (ver Figura 67), pero a su vez presenta unos picos menos intensos en 32 ° y 45 °. El 

pico de 45 está relacionado con el plano (200) del oro, por lo que aparenta que las NPAu tienen 

un mayor orden que las Nseeds (ver Figura 45) lo cual tiene sentido por ser de mayor tamaño y 

con espículas en la superficie, que son principalmente cristales ordenados. 

1000150020002500300035004000

Al_NPAu-BSA

Al

T
ra

n
s
m

it
a

n
c
ia

número de onda [cm
-1

]

3620

1030
888



  
 

116 

 

 

Figura 88. Difractograma las superficies de alginato y de alginato con el sistema conjugado 

NPAu-BSA.  
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7.3.5.2. Quitosano 

La interacción de los complejos NPAu-BSA con el hidrogel de quitosano seguido por QCM-D 

a las mismas condiciones de los otros experimentos, 25 °C y PBS con pH de 7.4; se muestra en 

la Figura 89. En ésta se puede observar que los cambios de frecuencia (rojo) son positivos al 

igual que cuando se hicieron interactuar con el hidrogel de alginato (ver Figura 82). En bajas 

concentraciones se ve que al estar los complejos en el flujo la pendiente del cambio de frecuencia 

parece estabilizarse, pero al entrar el PBS vuelve a presentar un aumento. Después de la dilución 

1:25, al igual que con las Nseeds (ver Figura 47), es cuando se presenta el cambio más drástico 

en la estructura del hidrogel, por lo que siguiendo los cambios de disipación (azul) se puede 

percibir el aumento de agua adsorbida dentro del sistema. 

 

Figura 89. Isoterma de QCM de la interacción entre un hidrogel de quitosano y los sistemas 

conjugados NPAu-BSA. 
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más fuerte que con las NPAu solas (ver Figura 69). Desde la primera concentración se ve un gran 

cambio en el ángulo, de 2 grados, este cambio es similar a lo que se da entre la combinación 

alginato-quitosano y las NPAu solas. 

La saturación del hidrogel parece darse en un valor de 2.8 grados, lo que haría que el Δd sea de 

aproximadamente 2.1 micras, cerca del 50 % más que con la interacción con el hidrogel de 

quitosano (ver Figura 83).También cabe resaltar que aquí no parece haber un exceso que se 

desorba, pero sí hay un cambio después de que se realiza un lavado con PBS; esto indicaría que 

hay un cambio conformacional en la superficie después del acomodo de los conjugados sobre 

ella. 

 

Figura 90. Sensograma de la interacción de un hidrogel de quitosano con complejos NPAu-BSA. 
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Figura 91. Curvas de SPR de la interacción de un hidrogel de quitosano con NPAu-BSA. 

Las imágenes de la microscopía de fuerza atómica de la Figura 92 muestran una rugosidad media 

de entre 40 y 50 nm, que solamente puede ser consecuencia de la presencia de los conjugados 

sobre la superficie, además el Δh (cambio de Altura). Es de 150 nm en algunas secciones, lo que 

corresponde perfectamente al máximo en la distribución de tamaños de los conjugados (ver 

Figura 26). 

 

Figura 92. Imágenes de AFM del hidrogel de quitosano con NPAu-BSA. 
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Las micrografías obtenidas en SEM son mostradas en la Figura 93, en estas se puede ver la 

presencia los conjugados sobre la superficie, además se perciben zonas más oscuras que parecen 

fases donde el quitosano está más expuesto y rodeado por las NPAu-BSA. Es posible que los 

conjugados atrapen el exceso de material y lo estructuren para así disminuir su entropía. 

 

Figura 93. Microscopias de SEM del hidrogel de quitosano con NPAu-BSA. 

Los espectros de FTIR de las superficies de quitosano y la de quitosano con los conjugados 

NPAu-BSA se presentan en la Figura 94, dentro de los cambios más importantes de la superficie 

después de la interacción,se encuentra la disminución de las bandas propias del estiramiento de 

las aminas en 3630 cm-1, así como el aparente desplazamiento a zonas menos energéticas de la 

banda de OH; la banda de tioles en 2363 cm-1 también se ve disminuida; las bandas 

correspondientes a los grupos carboxilos están presentes en 1630 cm-1 y las flexiones de COH 

de 1430 cm-1, pero son de muy baja intensidad, lo cual sería congruente con un recubrimiento de 

estas con BSA. 
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Figura 94. FTIR de las superficies con hidrogel de quitosano y de quitosano con NPAu-BSA. 

 

Aquí al igual que en caso del hidrogel de alginato, se ve una interacción con los conjugados 

mayor que con los sistemas NPAu solos; pero aun cuando los cambios totales pueden ser 

identificados parece que los conjugados reforman la superficie del hidrogel, lo cual hay que 

seguir con un mayor detenimiento para mejorar la modificación de éstos con el sistema NPAu-

BSA o alguno similar usando como base al sistema NPAu. 
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7.3.5.3. Alginato-Quitosano 

Por ser el sistema más complejo por tener todos los elementos de estudio, se decidió bajar la 

concentración en el flujo para la QCM-D, esperando así determinar mejor la cantidad que se une 

en la superficie. 

En la Figura 95 se presenta la isoterma resultante del seguimiento en QCM-D. Comparado con 

las isotermas para los hidrogeles de alginato (ver Figura 82) y de quitosano (ver Figura 89), el 

uso de una menor concentración permitió que los cambios de disipación (azul) sean mínimos, 

por lo que se puede usar la ecuación de Sauerbrey para calcular la masa por cm2. Los cambios 

en frecuencia (rojo) se ven con una pendiente negativa, conforme se aumenta la concentración, 

ésta se va estabilizando llegando al equilibrio después de interactuar con el flujo que llevaba la 

dilución 1:200; al igual que en otras combinaciones, cuando se tiene los sistemas en el flujo la 

pendiente no cambia pero al entrar el PBS se decrementa la frecuencia, por lo que se puede hablar 

de un cambio conformacional al interactuar con los complejos, lo que permite la absorción de 

líquidos, lo que es conveniente si se busca un gel superabsorbente [1]. 

 

Figura 95. Isoterma de QCM-D a 25 °C donde se sigue la interacción entre un hidrogel de 

alginato-quitosano y los complejos NPAu-BSA. 
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El ΔF total es de -103 Hz, lo que corresponde a un cambio de masa de 607.7 ng cm-2. Este cambio 

es 3.7 veces menor al cambio de este hidrogel con las Nseeds (ver Figura 51) y muy parecido al 

cambio del quitosano con las mismas nanopartículas (ver Figura 47). 

Para el seguimiento con SPR, en la Figura 96 se muestra el sensograma y en la Figura 97 las 

curvas de cambio de intensidad del ángulo. En el sensograma se ven los cambios en el ángulo 

desde el flujo con la dilución 1:5 de los complejos, comportamiento que es similar al hidrogel de 

quitosano (ver Figura 90) pero con menor intensidad, de igual forma se ve que se forma un exceso 

de material depositado que es luego lavado, de forma similar al alginato (ver Figura 83), 

similarmente el cambio total está en el mismo rango que para el caso del alginato. 

 

 

Figura 96. Sensograma donde se sigue la interacción entre un hidrogel de alginato-quitosano y 

los complejos NPAu-BSA. 

Un comportamiento que parece particular de este sistema es que las primeras diluciones se 

estabilizan más rápido que en los otros geles e incluso parece llegar a un punto de saturación 

después de la inyección de la dilución 1:2, pero este equilibrio es alterado al entrar el PBS sin 

complejos. 
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Figura 97. Curvas de SPR donde se sigue la interacción entre un hidrogel de alginato-quitosano 

y los complejos NPAu-BSA. 

 

En la Figura 98 se muestra un sensor de SPR con el hidrogel de alginato-quitosano. En la zona 

de medición superior se sigió la interacción con los complejos NPAu-BSA y en la zona inferior 

la interacción con NPAu descrita en la Figura 77. Se puede ver como ambos sistemas modifican 

la opacidad del hidrogel sobre la superficie, por lo que sí se puede considerar un cambio en la 

conformación del hidrogel sobre la superficie. 

Para el láser de 785 nm el Δángulo total es de 2 

grados, por lo que el Δd es de 2.64 micras. Este 

valor es mayor que el calculado para el quitosano 

y menor que el calculado para el hidrogel de 

alginato. Esto tiene sentido si consideramos lo 

propuesto para la interacción de las NPAu solas; 

en donde éstas interactúan primero con el alginato 

generando un cambio en la estructura para después 

interactuar con el quitosano.  

 

 

Figura 98. Fotografía de sensor de SPR 

con hidrogel de alginato-quitosano. En la 

zona superior se depositaron conjugados 

NPAu-BSA y en la inferior NPAu. 
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Las imágenes la superficie del sensor de QCM-D obtenidas por microscopía de fuerza atómica 

se presentan en la Figura 99. En estas como interactuaron con una menor concentración de 

complejos, se pueden observar de forma más clara pero dispersas a lo largo de la superficie. La 

rugosidad media es de entre 7 y 8 nm, lo cual es un orden de magnitud superior a lo medido en 

la superficie sin complejos (ver Figura 41), así mismo presenta una elevación máxima de 35 nm 

parecido a lo medido en la superficie de alginato con los complejos (ver Figura 85). Estos 

cambios de rugosidad pueden ser tan pequeños por cambios en la película, donde los complejos 

se embeben en el hidrogel, lo que explicaría los cambios en la rugosidad media. 

 

Figura 99. Imágenes de AFM del hidrogel de alginato-quitosano con los complejos NPAu-BSA. 

 

En las micrografías electrónicas mostradas en la Figura 100 se puede ver que hay un cambio en 

las fases comparando con la superficie antes de la interacción con los complejos (ver Figura 42). 

Estos cambios se ven principalmente en las fases que identificamos como de quitosano. Esto es 

concordante con lo observado en las microscopías de SEM para el hidrogel de quitosano con 

complejos (ver Figura 93). 
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Así mismo, se pueden observar algunos complejos distribuidos a lo largo de la superficie, sobre 

todo en las microscopias de mayor aumento. 

 

Figura 100. Microscopias de SEM del hidrogel de alginato-quitosano con los complejos NPAu-

BSA. 

 

En el espectro de FTIR de las superficies antes y después de su interacción con los complejos de 

la Figura 101, se puede ver que hay una fuerte disminución en las bandas de estiramiento de las 

aminas (3660 cm-1), también aparece de una banda en donde pueden estar los residuos con tioles 

de las proteínas (2346 cm-1).  

Finalmente, se puede ver que la banda ancha de los hidroxilos (2900 cm-1) recorre su máximo a 

zonas de mayor energía (2950 cm-1), lo cual puede relacionarse con un mayor grado de 

inmovilización de parte de esos grupos. Este cambio en los grupos amino es consistente con lo 

que pasa para el quitosano en todos los sistemas con oro, además de que el desplazamiento de la 

banda de hidroxilo parece estar más relacionado a las superficies que tienen hidrogeles de 

alginato. 
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Figura 101. Espectro de FTIR de las superficies con el hidrogel alginato-quitosano y del 

hidrogel con complejos NPAu-BSA. 

Para el difractogramas, se observan los dos picos definidos que se tiene en todos los sistemas 

con oro, por lo que se puede asegurar que hay estructuras de oro en la superficie. 

 

Figura 102. Difractograma de las superficies con el hidrogel alginato-quitosano y del hidrogel 

con complejos NPAu-BSA. 
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En general, el comportamiento del hidrogel en QCM-D y SPR parece estar mediado por ambos 

polímeros por separado, lo cual tiene sentido si se piensa en interacción de cada una de las fases 

que conforman el polímero; así mismo parece haber un cambio conformacional en el hidrogel al 

interactuar con los complejos, esto puede ser consecuencia de la gran densidad de cargas que 

debe de presentar el sistema NPAu modificado. 

Comparando con el alginato, la corona proteica mejora la interacción con el hidrogel, mientras 

que, contra el quitosano, las interacciones se ven disminuidas. Eso confirma que la interacción 

entre las NPAu y la BSA es por una variedad de efectos hidrofóbicos, entrópicos y de enlaces, 

evitando el desplazamiento de BSA al estar en presencia de moléculas más grandes que podrían 

disminuir todavía más su entropía. Así la BSA en la superficie de NPAu se interpone en la 

interacción del oro con los grupos amino y carboxilo del quitosano o del alginato. 
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7.4. Conclusiones y Perspectivas 

Las superficies de hidrogeles, alginato, quitosano y la mezcla de estos, generadas sobre los 

sensores de QCM y SPR mediante la técnica de Spin coating tienen baja rugosidad y apariencia 

homogénea, lo que las hace adecuadas para servir como modelo para medir las interacciones 

superficiales de moléculas y nanopartículas, así como sistemas más complejos. Esta baja 

rugosidad fue medida por microscopías de fuerza atómica y electrónica de barrido. 

De los dos polímeros, el quitosano es el que da una mayor rigidez a los hidrogeles, además de 

ser el que tiene una mayor interacción con los distintos sistemas; esto por su disponibilidad tanto 

de grupos amino como carboxilo e hidroxilo. El alginato por otro lado es el que da una mayor 

interacción con el medio, permitiendo la absorción de agua e hidratación del hidrogel en general. 

También este hidrogel de ambos polímeros presenta claramente fases. 

La presencia de oro, tanto en las Nseeds como en NPAu, aumenta la capacidad de absorción del 

medio por parte de los hidrogeles, pero principalmente cuando contiene alginato. 

Los cambios en los hidrogeles después de interactuar con los distintos sistemas pudieron ser 

evaluados con microscopías de fuerza atómica y electrónica de barrido, en general se encontró 

que se forman superficies más homogéneas sobre el hidrogel de alginato que con el quitosano, 

pues este último tiene un mayor número de agregados y de rugosidad en la superficie. 

Respecto a las espectroscopias, en todos los casos se logra diferenciar la presencia de los sistemas 

sobre las superficies. En DRX por la aparición de los picos correspondientes al oro en 27 ° y 39 ° 

y la variación en intensidad de estos; y en FTIR se ven un cambio, por lo general una disminución, 

en las bandas de estiramiento de los grupos hidroxilo, carboxilo y amino; además de la presencia 

de las bandas características para los citratos de las nanopartículas de oro. También con FTIR se 

encontró que la interacción de las Nseeds o de los sistemas con oro se ven favorecidad al tener 

el recubrimeinto de oro para su unión con el quitosano, mientras que para la interacción con el 

alginato, este tenía que ser desplazado, disminuyendo así la interacción entre estos sistemas. 

Las Nseeds muestran una clara interacción con las distintas superficies de los hidrogeles, siendo 

con el quitosano la más fuerte, incluso se da un cambio de disipación de 20 x 10-6; lo cual se 
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relaciona con la modificación estructural del hidrogel. Comparando valores de adsorción a bajas 

concentraciones, dilución 1:25 de la solución original con concentración de 3 x 10-8 mM, se tiene 

que el cambio de masa para el hidrogel de alginato de 147.5 ng cm-2 mientras que para el 

quitosano es de 649 ng cm-2. Para la combinación de los polímeros, el cambio es de 2,576.5 ng 

cm-2. 

En general, las Nseeds mostraron una alta capacidad de integración a los hidrogeles, tal es ésta 

que generan una mayor absorción de medio después de que las Nseeds se encuentran en el 

hidrogel, lo que las hace un buen elemento para modificar los hidrogeles para aplicaciones 

médicas. 

Estudios de la diferencia de crecimiento y adhesión de células es un trabajo que aún queda por 

realizar, así como la modificación con distintos elementos al hidrogel con Nseeds ya integradas, 

permitiendo a éstas la función de interfase de interacciones. 

De igual manera la BSA se integra a la superficie de los distintos hidrogeles. En ambos casos 

forma una monocapa primero y después se agrega y probablemente se desnaturaliza sobre esta 

monocapa. El FTIR demostró para los dos polímeros que la disponibilidad de grupos OH se ve 

reducida después de la interacción con la proteína.  

De los dos polímeros, de nuevo es el quitosano el que tiene una mayor interacción con la proteína, 

siendo de casi 600 ng cm-2, mientras que, al combinarlo con alginato, la cantidad adsorbidad de 

este nuevo hidrogel desciende a 177 ng cm-2. 

Para los sistemas NPAu, las isotermas de QCM-D sólo generaban información de los cambios 

en rigidez del hidrogel después de la interacción, mientras que en los sensogramas de SPR 

mostraban cambios discretos hasta que se interactuaba con la solución concentrada. De esto se 

puede decir que la incorporación de este sistema a los hidrogeles no se da de forma lineal o 

exponencial, sino que es progresiva hasta un punto en el que se satura la superficie y se generan 

multicapas, recubriendo toda la superficie. 

Finalmente, para los conjugados, la presencia de proteína superficial aumentó la interacción del 

sistema con el alginato, pero disminuyó la interacción con el quitosano. Así mismo se vio que la 
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interacción entre NPAu y BSA es lo suficientemente estable porque no hay un desplazamiento 

de la proteína por parte de los polímeros del hidrogel. Aun cuando la interacción es menor que 

la medida con los componentes individuales, se logra la formación de multicapas, las cuales 

pueden ser lavadas hasta alcanzar un equilibrio, lo cual puede ser aprovechado para aplicaciones 

biomédicas como recubrimiento de STENS o para distribución de fármacos. Así mismo, se 

encontró que los conjugados generan una fuerte modificación estructural de los hidrogeles de 

alginato-quitosano, por lo que el reacomodo permite que haya etapas en las interacciones entre 

el sistema y el hidrogel. 

En conclusión, los sistemas fotodinámicos estudiados son una opción real para la modificación 

de hidrogeles que contengan alginato y quitosano; la proporción de cada polímero modificará la 

capacidad de carga que tenga el hidrogel de cada uno de los sistemas, así como la cantidad de 

agua que sea capaz de absorber y mantener en el enramado. 

Los sistemas más pequeños son más fáciles de evaluar en isotermas de QCM-D y sensogramas 

de SPR; mientras que NPAu y su conjugado con BSA presentan un comportamiento diferente, 

entre ellos y comparados con los otros sistemas, sobre las superficies de los hidrogeles, tal es que 

pueden generar cambios estructurales en éste. 

Para una aplicación biomédica es aún necesario evaluar el caso específico a utilizar para regular 

las interacciones de un modo más fino y selectivo. 
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8. Conclusión general 
El control del tamaño (Nseeds o NPAu), carga superficial y funcionalización de los sistemas 

fotodinámicos permite modular las interacciones de adsorción de éstos con hidrogeles 

biopolímericos (aniónicos y catiónicos), generando sistemas con propiedades estructurales 

(hidratación, rigidez, carga) variables que pudieran tener aplicaciones biotecnológicas y 

biomédicas. 

Lo anterior basado en los resultados encontrados en los experimentos realizados. En cuanto a las 

Nseeds, estas tienen una interacción más fuerte con el quitosano, pero sin generar un cambio con 

la estructura de el hidrogel de este compuesto; caso contrario de la interacción con el alginato, 

donde la interacción es menor pero sí se observa un fuerte cambio estructural de este hidrogel. 

Por otro lado, la modificación superficial de las NPAu con BSA permitió una interacción dirigida 

tanto por efectos hidrofóbicos como electroestáticos, generando una mejor adsorción al polímero 

aniónico, que favorece una distribución más homogénea en la superficie. 

Finalmente, en este trabajo el uso complementario de la QCM-D junto con SPR demostraron ser 

técnicas adecuadas para el estudio de hidrogeles y su modificación superficial con distintos 

elementos, en concreto con los sistemas fotodinámicos propuestos en este trabajo. 
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