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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN SISTEMA DE RESONANCIA DE
PLASMON SUPERFICIAL PARA DETECCION DE CONTAMINANTES
EMERGENTES

Por

Marcela Herrera Dominguez

Resumen.

Los contaminantes emergentes son compuestos quimicos que se encuentran presentes en el agua
en concentraciones muy bajas, éstos llegan a los cuerpos de agua como residuos de diversos
productos tales como detergentes, retardantes de llama, productos de higiene personal, farmacos,
pesticidas entre otros. Debido a su persistencia y bioacumulacién son compuestos de alto interés
en investigaciones toxicologicas pues se ha encontrado que tienen efectos nocivos para los
organismos acuaticos que estan expuestos a ellos. Los contaminantes emergentes, en su mayoria,
no se encuentran regulados por la ley, por lo que también es un area de interés el desarrollar mejores

métodos de deteccion de estos compuestos.

Los métodos analiticos para la deteccion de contaminantes emergentes en muestras de agua que se
emplean en la actualidad incluyen técnicas complejas que requieren equipos sofisticados, reactivos
de alta pureza, una rigurosa preparaciéon de la muestra y personal altamente capacitado, estas
exigencias hacen que estos métodos sean poco accesibles para realizar analisis rapidos e in situ.
Aunado a lo anterior, el incremento de contaminantes emergentes en los cuerpos de agua sefala la
necesidad de desarrollar nuevos métodos de deteccion que sean eficientes y practicos, con la

sensibilidad necesaria para cuantificar dichos compuestos aun en concentraciones a nivel traza.



En el presente trabajo de tesis, por un lado, se disefid y ensambl6 un sistema basado en el fenomeno
de resonancia de plasmon superficial (SPR) con una configuracion Kretschmann y adaptado con
goniometros motorizados que permitan la toma de muestras de forma automatizada. Por otro lado,
se funcionalizé un sensor con un conjugado hapteno-proteina con la finalidad de ser empleado para
la deteccion de contaminantes emergentes en agua mediante un proceso de inmunoensayo
competitivo de dos pasos; para ello se utilizd la carbamazepina como molécula de prueba, con lo
cual se pudieron realizar diversas pruebas para garantizar el optimo funcionamiento del arreglo, la
sintesis del conjugado y la correcta funcionalizacion del sensor. Ademas, se adapt6 al arreglo SPR
un sistema de deteccion microfluidico con el proposito de realizar tanto la funcionalizacion del

sensor en flujo como el andlisis de muestras en flujo.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



1.1 Introduccion

El creciente avance tecnologico, cientifico e industrial ha contribuido a mejorar la calidad de vida
del ser humano, permitiéndole gozar de diversos instrumentos € insumos que no solo facilitan las
tareas diarias, sino que ademas mejoran las condiciones de salud, sin embargo, este desarrollo
conlleva a su vez a la formacion de los denominados contaminantes emergentes (CEs). Este tipo
de contaminantes son descargados continuamente en los cuerpos de agua y debido a que las plantas
tratadoras no cuentan con la tecnologia necesaria para su remocion, los CEs se han detectado en
agua superficial y subterranea e incluso en agua potable!. Dentro de este tipo de contaminantes se
encuentran diversos productos de uso cotidiano como son los detergentes, insecticidas, productos
de cuidado personal y farmacos, tanto aquellos de venta libre como medicamentos especializados

como por ejemplo antihipertensivos, antidepresivos, hormonas, entre otros> .

La deteccion de farmacos en muestras de aguas se torna complicada debido a las bajas
concentraciones en las que se encuentran. De forma general, la deteccion de este tipo de
compuestos se realiza mediante técnicas analiticas estdndar, tales como cromatografia de gases
(GC), cromatografia de liquidos (LC) y cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC)
acopladas la mayoria de las veces a detectores selectivos como el espectrometro de masas (MS)°.
A pesar de ser técnicas analiticas altamente confiables y precisas, cuentan con limitaciones que no
permiten emplearlas como técnicas de analisis rdpido, es por eso que se requiere del desarrollo de
nuevos métodos que empleen técnicas que sean capaces de detectar la presencia de contaminantes

a bajas concentraciones de forma rapida , confiable e in situ.

En particular, la técnica de analisis basada en el fendmeno de resonancia de plasmon superficial,
en conjunto con el uso de biosensores permite realizar la cuantificaciéon de compuestos a bajas
concentraciones gracias a la versatilidad que ofrece el sistema en el procesamiento de la muestra.

Debido a lo anterior, este trabajo de tesis esta enfocado en disefar y construir un sistema basado
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en el fenomeno Optico de resonancia de plasmon superficial, ademas de desarrollar un biosensor
que permita la deteccion especifica de compuestos organicos persistentes de bajo peso molecular

mediante un proceso de inmunoensayo competitivo.

1.2 Planteamiento del problema

Los residuos de los medicamentos que se consumen ya sean metabolizados o no, llegan a los
efluentes de agua y se concentran en las plantas tratadoras de aguas residuales, las cuales no cuentan
con la tecnologia adecuada para degradar este tipo de contaminantes que actualmente no se
encuentran regulados por la ley. Sin embargo, en la Directiva Marco del Agua de la Union Europea
y en la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA) se enlistan contaminantes
prioritarios a regular, entre los cuales se encuentran farmacos como el diclofenaco y la

carbamazepina, ademds de antibidticos como el cloranfenicol y pesticidas como la atrazina®’.

El incremento en el consumo de fairmacos alrededor del mundo implica a su vez un incremento en
la concentracion de los mismos en los cuerpos de agua, por lo que en la ultima década se ha
desarrollado un interés en estudiar su presencia y los efectos toxicologicos que pudieran presentar.
De estas investigaciones se ha comprobado que los CEs se encuentran no so6lo en las plantas de
tratamiento, sino que estan presentes de forma ubicua en agua superficial de todo el mundo, asi
como en agua potable y en menor medida en agua subterranea® ', ademas se ha comprobado que
tienen efectos negativos sobre los organismos acuaticos, entre los cuales destacan la feminizacion
de peces por contaminantes que actiian como disruptores endocrinos y la inhibicion del crecimiento

de las algas y anfibios!!!:12,

Los fAarmacos como contaminantes del agua se encuentran en concentraciones traza, por lo que su
deteccion requiere del uso de técnicas cromatograficas que, a pesar de ser exactas y confiables,
también son complejas y laboriosas, demandan equipos especializados, una rigurosa preparacion

de la muestra y el uso de estdndares con alto grado de pureza, lo que las hace, ademas, técnicas
3



costosas. En el afio 2014 Kostich, Batt y Lazorchak!® publicaron una investigacion en la que se
busco la presencia de farmacos contaminantes en muestras tomadas de plantas tratadoras, en dicho
articulo los autores mencionan que “debido a la gran cantidad de sitios de muestreo y analitos
quimicos, logisticamente era demasiado dificil y costoso recopilar y analizar los blancos y
duplicados de cada ubicacion". En base a lo antes descrito, es evidente que se requieren diferentes
métodos analiticos para detectar este tipo de contaminantes en agua que sean basados en técnicas
practicas, sencillas y puedan formar parte de un analisis de rutina que permita en un futuro regular

la presencia de CEs en agua.

1.3 Marco teorico

1.3.1 Resonancia de plasmon superficial

La técnica optica de analisis basada en la resonancia de plasmon superficial es una técnica de
deteccion que se fundamenta en el fendmeno del mismo nombre aplicado en la deteccion del

cambio de indice de refraccion en una interfaz entre un prisma y una pelicula de oro.

El fenomeno de resonancia de plasmon superficial (SPR por sus siglas en inglés, Surface Plasmon
Resonance) es la oscilacion colectiva de los electrones de conduccion en la interfaz entre un
material dieléctrico y un metal. Las oscilaciones del plasmon superficial ocurren cuando los
nucleos fijos de un metal son excitados por el campo eléctrico de luz polarizada incidente
ocasionando movimientos mecanicos en la nube de electrones libres del metal, estos movimientos
crean una onda electromagnética denominada onda evanescente!*!>. La onda evanescente se
propaga en una direccion paralela a la interfaz de material dieléctrico y decae conforme se aleja
del punto de incidencia de la luz. Dado que la onda esta en el limite del conductor y el medio
externo, ya sea aire o agua, estas oscilaciones son muy sensibles a cualquier cambio que se presente
en ese lado de la interfaz!®!”. Este fendmeno puede ser empleado como un método de deteccion

cuando se acopla a un prisma, es decir, cuando la luz polarizada pasa a través de un prisma y entra
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en contacto con un sensor con una pelicula metélica delgada en la parte superior, la luz se reflejara
en la pelicula metalica que actia como un espejo (ver Figura 1.1). Al cambiar el angulo de
incidencia la intensidad de la luz reflejada también cambiard. El angulo de incidencia en el cual se
obtiene la minima cantidad de luz reflejada es aquel en el que la luz excita los plasmones
superficiales, induciendo la resonancia del plasmén superficial, este angulo se denomina como
angulo de resonancia o angulo SPR. Los fotones de luz polarizada pueden interactuar con los
electrones libres de la pelicula delgada metalica, induciendo una oscilacion similar a una onda de

los electrones libres y reduciendo asi la intensidad de la luz reflejada’®.
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Figura 1.1 Esquema de la configuracion experimental de un sistema SPR. Descenso en la intensidad de la luz reflejada
producida por la resonancia de plasmdn superficial (A). Un cambio en el indice de refraccion en la superficie de la
pelicula metalica causa un cambio de angulo de A a B. Adaptado de Tudos, A. J. & Schasfoort, R. B. M. (2010)

La resonancia de plasmon superficial es un fendmeno excelente para monitorear los cambios del
indice de refraccion en las inmediaciones de la superficie del metal, esto se debe a que el angulo
SPR depende de las caracteristicas Opticas del sistema, entre ellas el indice de refraccion. Cuando
cambia el indice de refraccion, el angulo SPR cambiard como se indica en la Figura 1.1, donde A
representa la curva original de la intensidad de la luz reflejada frente al angulo incidente y B indica
la curva después del cambio en indice de refraccion. Estos cambios en el indice de refraccion

pueden ser el resultado de la deposicion de material en la superficie del metal, de tal manera que el
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cambio en el angulo SPR brinda informacién sobre la cinética de reacciones que se lleven a cabo
en la superficie del sensor'*!”. De forma analoga la resonancia del plasmoén superficial también
puede monitorear el cambio continuo si se sigue en el tiempo el cambio del angulo de resonancia

en el que se observa la caida, por lo que es posible realizar mediciones en flujo y en tiempo real?’.

Los sensores SPR son sensibles en una zona limitada en la superficie del metal y la profundidad de
penetracion del campo electromagnético, o campo evanescente. En esta zona, una sefial sera
observada si no excede a unos pocos cientos de nanometros, decayendo exponencialmente con
respecto a la distancia desde la capa de metal en la superficie del sensor. S6lo los cambios del
indice de refraccion que ocurren en el campo evanescente se reflejaran en un cambio de la senal
analitica. Por otro lado, los sensores SPR carecen de selectividad intrinseca, es por ello que para
que la deteccion selectiva en un sensor SPR se lleve a cabo, la superficie del sensor necesita ser
modificada con ligandos especificos para la captura selectiva de los compuestos objetivo, evitando

asi la deteccion de alglin otro componente presente en la muestra o en el medio!®?!,

1.3.2 Instrumentacion

Los sistemas basados en SPR se conforman de tres unidades principales: (1) el mecanismo 6ptico,
(2) el sensor y (3) el sistema en flujo. El mecanismo Optico hace referencia al arreglo que mide la
luz reflejada como funcion del dngulo de incidencia de la interfaz prisma-sensor. A partir de esta
medicion se puede inferir un cambio en el indice de refraccion. Este sistema esta compuesto por
diversos instrumentos Opticos. En el caso del sensor, éste estd conformado por un sustrato de vidrio
cubierto con una pelicula delgada metalica sobre la cual se produce el fendmeno SPR. Finalmente,
el sistema en flujo es la manera de suministrar la muestra y/o los diversos reactivos que se emplean
durante las determinaciones. Estos elementos pueden configurarse de varias maneras con el

objetivo final de medir el cambio de 4ngulo SPR?,



1.3.2.1 Mecanismo optico

Existen diferentes tipos de sistemas oOpticos para excitar los plasmones de superficie, entre ellos se
destacan los sistemas con prismas, los sistemas con rejillas y los que usan guias de ondas dpticas.
Los maés utilizados son los sistemas con un acoplador de prisma, también llamado configuracion
de Kretschmann'®. En esta configuracion, un prisma acopla luz polarizada en la pelicula metélica
y refleja la luz en un dispositivo de deteccion de intensidad de luz (ver Figura 1.2). En sistemas
con un acoplador de rejilla, la luz se refleja en el sustrato de indice de refraccion inferior, es decir,
la luz viaja a través del liquido antes de que los fotones generen ondas de plasmén de superficial.
Por otra parte, los sistemas que emplean acopladores de guia de onda Optica emplean una luz
policromética como fuente de excitacion y un espectrometro como detector de manera que mide el

cambio de longitud de onda SPR**.

A su vez la configuracion Kretschmann se puede dividir en tres subgrupos, (1) sistemas SPR con
haz en forma de abanico, (2) de angulo fijo y (3) de barrido en dngulo de incidencia, la eleccion
del tipo de arreglo dependera de la aplicacion que tendra el sistema y las determinaciones que se

deseen realizar.

Acoplador SPR

Y
Za)

Fuente de Iug Fotodetector
monocromatica

N

Figura 1.2 Configuracién Kretschmann. Reproducido de Kooyman, R. P. H (2010)



En un sistema con haz en forma de abanico, el haz convergente o divergente de luz con polarizacion
TM (Transversal Magnético) incide en el medio de mayor indice de refraccion, generalmente un
prisma cilindrico o triangular. En un sistema con haz convergente, el haz se enfoca en una linea
infinitamente estrecha en el sensor mientras que cuando se utiliza un haz divergente resulta en una
ubicacion no definida espacialmente del angulo SPR. Este tipo de arreglos crean una ventana
angular definida y utilizan una matriz de fotodiodos para detectar el haz reflejado lo que permite

medir el cambio del 4ngulo SPR en tiempo real sin emplear piezas méviles?>%.

Los sistemas de angulo fijo miden el desplazamiento del angulo SPR producido por la union de
moléculas en el sustrato, este tipo de arreglos se emplean para detectar cambios de reflectancia en
funcién del tiempo. En muchos instrumentos, el angulo inicial se puede ajustar para obtener el
maximo cambio de reflectividad, esta alineacién se puede realizar de forma manual o con la

integracion de un motor que lo haga de forma automatica®>2¢.

Por su parte los sistemas SPR de escaneo en dngulo de incidencia permiten escanear la curva SPR
de forma rapida aplicando un espejo controlado por angulo para seguir la posicion del angulo SPR
en tiempo real. La superficie del sensor se encuentra en cierto angulo en resonancia total, con la

ventaja de que el 4rea del haz de luz promedia la reflectividad®*?’.

En este trabajo de tesis se desarrolld un sistema para medir el fendomeno de SPR en una
configuracion Kretschmann, en donde el prisma fue colocado sobre una base giratoria motorizada,
lo cual permite utilizar el mismo sistema en configuracion de angulo fijo y en configuracion de

barrido en angulo de incidencia.

1.3.2.2 Sensor

Como se mencion6 anteriormente, el sensor esta constituido por un sustrato de vidrio cubierto con

una pelicula delgada de oro. Se ha demostrado que el espesor de la pelicula propicia la generacion



del plasmon superficial 6ptimo para este tipo de determinaciones es de 50 nm, espesores mayores
dificultan la expresion del fenémeno SPR incluso llegando a evitarlo por completo?®. Aunque desde
un punto de vista fisico la plata es el mejor metal, el oro proporciona mas inercia quimica. Por otro
lado, los intentos de proteger una pelicula delgada de plata han fracasado hasta ahora y el
rendimiento de estos sensores generalmente disminuye rapidamente a un nivel inaceptable, por esta

razon, es que se utiliza oro para la generacion de plasmones!>?2.

Aunque el sensor puede ser empleado por si mismo para la deteccion de compuestos, su superficie
puede ser modificada para hacerlo mas selectivo hacia el analito que se desea detectar y de esta
forma aumentar la sensibilidad y selectividad del sistema completo. Este tipo de modificaciones se
conocen como funcionalizacion, y consisten en unir a la pelicula metalica en la superficie del sensor
moléculas que tengan afinidad tanto por el oro y como por el analito de interés mediante enlaces
covalentes para asegurar que las moléculas queden inmovilizadas en el sensor. Cuando
biomoléculas como enzimas, anticuerpos 0 ADN son inmovilizadas sobre el sensor, es entonces

que se obtiene un biosensor que reacciona ante una especie de manera especifica o selectiva?!.

1.3.2.3 Celda microfluidica

Junto con la unidad 6ptica y los sensores, la celda microfluidica forma una parte importante de los
dispositivos de medicion SPR. La forma en que la muestra se expone a la superficie del sensor
influye en los perfiles cinéticos de la reaccion entre éstos, de forma que se pueden ver afectados
factores como constantes de velocidad, limitacion del transporte de masa, gradiente de difusion y

agotamiento en la superficie, entre otros?’.

En los sistemas SPR, los liquidos se transportan a la celda de flujo para estudiar las interacciones
moleculares en la superficie del sensor. Se utilizan bombas peristalticas o de jeringa para

suministrar el liquido a lo largo de la superficie del sensor. Algunos sistemas emplean sistemas de



inyeccion automadtica para incrementa el rendimiento del dispositivo. Las celdas de flujo son

camaras disefiadas con canales microfluidicos preformados que se ubica en la superficie del sensor.

Para que las reacciones que ocurren en la superficie del sensor tengan la méxima sensibilidad y
sefial para reflejar las propiedades cinéticas y termodindmicas intrinsecas de las moléculas en
estudio, el uso de la microfluidica parece ser el enfoque mas acertado. La microfluidica ofrece
caracteristicas atractivas para su uso en sistemas SPR, entre las cuales se destaca que aportan una
excelente estabilidad de la linea base, un bajo consumo de muestra y un potencial de transferencia
de masa relativamente alto cuando se utilizan también altos caudales y canales delgados®. La
configuracion mas utilizada para un sistema en flujo SPR es la celda de flujo planar la cual tiene
una entrada y salida simple y un canal tnico a través del cual la muestra fluye e interactia con la
superficie del sensor. Debido a las pequenas dimensiones de la camara y los bajos nimeros de
Reynolds resultantes, el flujo es laminar®®. La celda de flujo puede ser colocada en el sistema una
vez que el sensor ya haya sido previamente funcionalizado o bien, en algunas configuraciones, el

ciclo de inmovilizacion se puede realizar en un circuito de flujo??.

En resumen, la calidad de la parte mas débil serd el factor limitante para la eficiencia general del
sistema. Por ejemplo, la dptica de alta calidad nunca puede compensar un sensor de mala calidad.
La calidad de los componentes Opticos y la alineacion Optica del haz, incluidas las lentes, el ruido
de la fuente de luz y el fotodetector o cdmara, contribuyen a la calidad de las mediciones.
Finalmente, el software empleado para promediar, restar o eliminar puntos de datos sin procesar y
el rendimiento del hardware contribuyen a la calidad de la medicién en un sistema SPR en cuanto

a términos de sensibilidad, repetibilidad, precision y robustez.

1.3.3 Inmunoensayos

Los métodos basados en reacciones inmunologicas han demostrado ser una herramienta analitica

muy Uutil para la determinacion de distintos tipos de sustancias, y una buena alternativa a los
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métodos analiticos clasicos. Las técnicas inmunoquimicas son sensibles, selectivas, simples y
rapidas. La utilizacion de los inmunoensayos esta muy bien establecida en el area clinica, donde es
posible cuantificar distintos compuestos a bajas concentraciones en sangre, orina, tejidos, entre
otros. En la actualidad se ha extendido su uso para la identificaciéon de compuestos y residuos
presentes en el ambiente y en alimentos’!. Los métodos inmunoquimicos se basan en el uso de
anticuerpos, que se caracterizan por presentar sitios de reconocimiento que les permiten establecer

interacciones altamente especificas con los antigenos.

Los anticuerpos son proteinas del tipo gamma globulina, por lo que también se les denomina como
inmunoglobulinas. Son producidos por el sistema inmune en respuesta a sustancias ajenas
potencialmente dafiinas que representen una amenaza para el organismo, y se encargan de la
identificacion y eliminacion de las mismas. Los anticuerpos existen como una o mas unidades en

forma de Y, compuesta por cuatro cadenas polipeptidicas®>>>.

Por su parte los antigenos son sustancias extrafias que producen la respuesta del sistema inmune.
Los antigenos son generalmente de alto peso molecular y cominmente son proteinas o
polisacaridos, aunque también polipéptidos, lipidos, acidos nucleicos y otras moléculas pueden
actuar como antigenos, todas estas moléculas con peso molecular alrededor de 5.000 Da inducen
una respuesta inmediata del sistema inmune. De igual forma algunas moléculas de menor peso
molecular pueden generar una respuesta inmune, estds se denominan haptenos y dado que son
moléculas de bajo peso molecular deben ser acopladas a proteinas o carriers para que puedan
inducir una respuesta inmunologica. Las proteinas mas frecuentemente utilizadas como carriers o
transportadoras en el ambito agroalimentario y medioambiental son la seroalbimina bovina (BSA),
la seroalbumina humana (HSA), la ovoalbumina (OVA) y la hemocianina del molusco Megathura

crenulata (KLH). De esta forma una amplia gama de compuestos como azucares simples,
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aminoacidos, pequefios péptidos, fosfolipidos, triglicéridos y farmacos pueden funcionar como

haptenos3+%.

Las uniones anticuerpo-hapteno se realizan por medio de interacciones de complementariedad
espacial, como puentes de hidrogeno, interacciones hidrofobicas, fuerzas electrostaticas o fuerzas
de van der Waals, las cuales, en general son, efectivas unicamente a distancias cortas. Todas las
interacciones antes mencionadas son uniones débiles no covalentes, por lo que son reversibles, es
decir, el complejo puede disociarse con facilidad en funcién de la fuerza de unién, a la que
denominamos afinidad®¢. Dado que los antigenos y anticuerpos se definen por sus interacciones

mutuas, uno de ellos puede utilizarse para cuantificar al otro.

En funcion del disefio, los inmunoensayos se clasifican en ensayos competitivos (los que a su vez
se dividen en ensayos de un solo paso y de dos pasos) ensayos de desplazamiento y ensayos no

competitivos.

Los inmunoensayos competitivos de un solo paso (ver Figura 1.3) se caracterizan por utilizar un
antigeno marcado (hapteno de estructura molecular similar al analito de interés) y un antigeno sin
marcar (analito de interés) a los que se les suministra el anticuerpo en cantidad limitante, de tal
forma que ambos antigenos compiten por unirse al anticuerpo, la cantidad de analito se determina

a partir de la regresion correspondiente.

Ag Ag* Ab-Ag Ab-Ag*

%+GD+*GD >l Dy

Figura 1.3 Inmunoensayo competitivo de un solo paso.

Por otro lado, se denomina inmunoensayo competitivo en dos etapas cuando el anticuerpo se incuba

con el antigeno sin marcar como reactivo limitante y después se afiade el antigeno marcado, que se
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une al anticuerpo libre. De esta forma la cantidad de analito se estima de forma inversamente
proporcional a las uniones del antigeno marcado-anticuerpo (ver Figura 1.4). Los formatos de
ensayos competitivos en dos etapas proporcionan una mejor sensibilidad, en comparacion con los

formatos de ensayo de una sola etapa’-%,

Paso 1
Ab (excess) Ab-Ag
>—>— + @ >y _+5_
Paso 2
Ab-Ag Ab-Ag Ab-Ag*

Gﬁ%+%+wo+0%+w%

Figura 1.4 Inmunoensayo competitivo de dos pasos.

Los inmunoensayos no competitivos consisten en inmovilizar anticuerpos no marcados,
posteriormente se hace pasar la muestra que contiene el antigeno sin marcar y finalmente se hace
pasar un anticuerpo secundario que esta marcado. Este tipo de ensayo también se conoce como
ensayo sandwich ya que el analito se encuentra entre dos anticuerpos especificos (ver Figura 1.5).
Esta configuracion puede utilizarse Ginicamente cuando el analito de interés posee al menos dos
sitios de unidn, por tal motivo no es el adecuado para moléculas de bajo peso molecular. Los
formatos no competitivos tienen el nivel mas alto de sensibilidad y especificidad dentro de los

inmunoensayos enzimaticos>>3"-3%,
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Figura 1.5 Inmunoensayo no competitivo (tipo sandwich).

Como su nombre lo indica, los inmunoensayos por desplazamiento son aquellos en los que el
antigeno marcado se incuba con el anticuerpo como reactivo limitante y después se afiade el

antigeno libre, este reemplaza al antigeno marcado del complejo®2.

En particular, este trabajo de tesis fue enfocado a desarrollar un dispositivo SPR adaptado para
realizar analisis por procesos de inmunoensayo competitivo de dos pasos por medio del uso de

biosensores especificos para la cuantificacion de moléculas orgénicas en muestras de agua.

1.3.4 Biosensores

Un biosensor es un dispositivo que incorpora un elemento de deteccion bioldgica ya sea
intimamente conectado o integrado dentro de un transductor. El objetivo habitual es producir una
sefal electronica digital que sea proporcional a la concentracion de un producto quimico especifico
o conjunto de productos quimicos. La union de dos disciplinas contrastantes combina la
especificidad y la sensibilidad de los sistemas biologicos con la potencia de calculo del

microprocesador™.

Esta tecnologia ofrece una herramienta nueva y poderosa que compite con las técnicas analiticas
clasicas. Al ser la combinacion de diversas disciplinas y metodologias, existe una amplia gama de
biosensores que pueden ser desarrollados, de tal forma que todas las combinaciones posibles de

elemento sensor y transductor (Tabla 1) atin no se han explorado en configuraciones reales.
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Tabla 1. Componentes que pueden ser utilizados para construir un biosensor

Elementos biologicos Transductores
Organismos Potenciométricos
Tejidos Amperométricos
Células Conductimetros
Organelos Impedimentos
Membranas Opticos
Enzimas Calorimétricos
Receptores Actsticos
Anticuerpos Mecénicos
Acidos nucleicos Electronica molecular
Moléculas organicas

Adaptado de Turner, A.P.F.

Dentro de los biosensores Opticos se encuentran aquellos acoplados a los dispositivos SPR para
inmunoensayos Opticos. Como se mencion6 anteriormente cuando un haz de luz se refleja en una
pelicula metalica se genera una onda electromagnética evanescente cerca de la superficie
reflectante. Esta onda evanescente es la componente sensorial y puede interactuar 6pticamente con
compuestos cerca o en la superficie. Esta interaccion Optica puede seguirse como un cambio en la
intensidad de la luz que sale del medio 6pticamente més denso. Las ventajas potenciales de usar
dispositivos SPR para el inmunoensayo radican principalmente en la capacidad de monitorear las

reacciones de la superficie con alta sensibilidad***!.

Generalmente, los inmunoensayos incluyen procedimientos de varios pasos que involucran més de
una incubacion y antes de la medicion de la sefial de union especifica se incluye un paso de
separacion de las moléculas no unidas al sustrato. Este paso de separacion es una de las principales
fuentes de imprecision del ensayo*?. Sin embargo, los sistemas SPR ofrecen un enfoque alternativo
como una nueva forma de llevar a cabo el ensayo, con la ventaja de poder usar varias técnicas de
deteccion Optica diferentes. La caracteristica clave en el contexto del inmunoensayo es la capacidad

de monitorear las reacciones de la superficie sin interferencias relevantes del grueso de la solucion.
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El concepto consiste en fijar uno de los pares de union inmunolégica a la superficie del sensor y
controlar su reaccion con el antigeno o anticuerpo complementario sin la necesidad de llevar a cabo
una etapa de separacion. Esto se debe a que se produce una separacion in situ en la superficie del

sensor dentro de la region opticamente sensible de la onda evanescente™®.

De forma general los biosensores para SPR se componen de tres elementos principales que se
depositan sobre la pelicula de oro. Primero se deposita una capa de enlace, es la que se acopla
directamente a la superficie de oro y que permite la adhesion de los elementos que forman la matriz
de inmovilizacidon, generalmente se emplean tioles como capa de enlace por su afinidad hacia el
oro. La matriz de inmovilizacién es un elemento crucial que estd en contacto directo con el ligando
y la muestra, influye de forma significativa en las caracteristicas del biosensor. Finalmente, el
ligando inmovilizado, estd vinculado a la matriz de inmovilizacion y debe interactuar
selectivamente con el analito. La naturaleza de los elementos que conforman el biosensor depende

en su totalidad de la molécula que se quiere cuantificar**.

1.3.5 Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes son compuestos de diversos origenes y naturaleza quimica, para los
cuales los riesgos ambientales o de salud publica que éstos conllevan ain se encuentra bajo
investigacion. Esto se debe a la limitada informacion disponible sobre su interaccion y los impactos
toxicologicos en los receptores. Estos compuestos incluyen productos de higiene personal,
farmacéuticos, industriales y domésticos. Dentro de un contexto mas amplio, se podria extender el
enfoque de los contaminantes emergentes al de los contaminantes de preocupacién emergente
(CPEs)*. Dentro de este tltimo grupo se encuentran los productos farmacéuticos; la presencia de
medicamentos en el medio ambiente se ha convertido en un tema de investigacion reciente, sin
embargo, en la década de 1970 ya comenzaban a realizarse estudios que clasificaban a los farmacos

como contaminantes presentes en el agua, primero en Estados Unidos y una década mas tarde en
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el Reino Unido*®*’. Fue sino a mediados de los afios 90 con los avances en las técnicas analiticas
que se adquirié6 un mayor conocimiento sobre la contaminacion ambiental de estos compuestos.
Las potentes técnicas de deteccion cromatografica que permiten limites de deteccion dentro del
rango de pugL™! hasta ngL™! permitieron a los investigadores cuantificar un gran nimero de
componentes farmacoldgicos en agua, por lo que finalmente se consideré a este tipo de

contaminacion como un problema potencial de alta preocupacion'!.

Las principales fuentes de emision de estas sustancias al medio ambiente son los efluentes
domésticos, municipales, industriales y hospitalarios, asi como las actividades agricolas y

ganaderas, y la eliminacion inadecuada de medicamentos.

Los CPEs se han detectado en lugares alrededor de todo el mundo, compuestos derivados de
productos de cuidado personal, detergentes, pesticidas, herbicidas, farmacos de uso humano y
veterinario se localizan en aguas de todos los continentes en concentraciones muy pequeias. En
Estados unidos y en paises de la unién europea es en donde mas se ha monitoreado la presencia de
estos compuestos en cuerpos de agua'>**-3%; por su parte, en lugares como México se han llevado
a cabo estudios de este tipo donde se revela la presencia de contaminantes como el 4cido salicilico,
bisfenol A, triclosan, ibuprofeno, naproxeno, carbamazepina y atenolol en concentraciones que van
desde 7 hasta 309 ng L' en agua superficial y de 1 a 464 ng L! en agua subterrdnea®’!. En
Colombia se detectaron diversos residuos de medicamentos en efluentes de plantas tratadoras,
compuestos como el acetaminofén, carbamazepina, valsartan, diclofenaco y tetraciclina fueron
cuantificados en concentraciones desde 0.065 hasta 24.66 ug L™ 52, Investigaciones realizadas en
Brasil reportan la deteccion de irgarol, atrazina, glibenclamida, ademas de otras moléculas que son
derivado de plaguicidas, fueron detectados en agua potable de consumo humano en
concentraciones que van desde 4 hasta los 75 ng L' . De igual forma se han encontrado este tipo

de compuestos en otros lugares del mediterraneo, Africa, Asia y Oceania®>*~>7,

17



La principal preocupacion de la presencia de CPEs en agua se debe al efecto adverso que tiene para
los ecosistemas y organismos acuaticos. Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas estos
compuestos no son removidos con tratamientos de agua convencionales por lo que son persistentes,
ademas muchos de ellos y sus metabolitos son bioldgicamente activos lo que también los hace
bioacumulables. La persistencia y bioacumulacion, aunado a su constante descarga en el ambiente,

861 " asi mismo la

ha traido como consecuencia efectos secundarios en organismos acuaticos
toxicidad derivada de mezclas complejas de CPEs a bajas concentraciones podria conducir a
interacciones sinérgicas. Es decir, si bien algunos CPEs pueden estar presentes en concentraciones
bajas y que de forma individual no provocan efectos toxicos significativos, la interaccion entre
varios de ellos puede ejercer una ecotoxicidad considerable®?. Otra preocupacion importante
relacionada con la presencia de CPEs en el agua es la posible creacion de cepas resistentes a los

antibidticos en poblaciones bacterianas naturales®*%,

1.3.5.1 Carbamazepina

En el presente trabajo de tesis se emplea la carbamazepina como molécula de prueba para la
funcionalizaciéon de los biosensores y su posterior deteccion en muestras de agua. La
carbamazepina (CBZ) es un farmaco con propiedades anticonvulsivas ttiles en el control de
algunas formas de epilepsia. También se utiliza para tratar la neuralgia trigémina, enfermedad que
causa dolor en los nervios faciales. Las capsulas de liberacion prolongada de carbamazepina se
usan para tratar episodios de mania o episodios mixtos en pacientes con trastorno bipolar I,
trastorno maniacodepresivo. La CBZ pertenece a una clase de medicamentos llamados
anticonvulsivos. Funciona al reducir la actividad eléctrica anormal en el cerebro, su estructura
triciclica se aprecia en la Figura 1.6. Al igual que la fenitoina, la CBZ inhibe la conductancia del
sodio, accion que da lugar a un efecto estabilizador de las membranas excitables y determina una

inhibicion diferencial de descargas de alta frecuencia en los focos epileptogenos y alrededor de
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ellos, con interrupciéon minima del transito neuronal normal. Su absorcion desde la mucosa
gastrointestinal es casi completa. Se une a las proteinas plasmaticas en 70% y se metaboliza en el

higado%>-°,

La carbamazepina y sus metabolitos se han detectado en cuerpos de agua de todo el mundo. Las
concentraciones detectadas en México son de hasta 193 ngL! en agua residual y de alrededor de
17.2 ngL! en agua superficial®’. Ademas, se ha demostrado que tiene efectos negativos sobre
organismos acuaticos menores y algas®®. Su método de deteccion en muestras de agua es por LC-

MS ya que se ha demostrado que al usar GC la muestra puede perderse durante la derivatizacion®.

O

N

OJ\NHE

Figura 1.6 Estructura quimica de la carbamazepina.
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2.1 Propuesta

Como se ha mencionado antes, actualmente la deteccion de contaminantes emergentes se realiza
principalmente utilizando técnicas analiticas instrumentales tales como GC, LC y HPLC, la
mayoria de las veces acopladas a detectores selectivos como el MS. Estas técnicas ofrecen una
eficiente deteccion y determinacion de los CPEs y sus metabolitos. Por ejemplo, la USEPA
actualmente recomienda la técnica GC-MS para el analisis de pesticidas y retardantes de flama en
muestras de agua como la atrazina, el bromacil, los clorpirifos, la vinclozolina, entre otros’. Los
métodos analiticos basados en estas técnicas emplean equipos altamente sofisticados que consumen
mucho tiempo y que requieren de un pretratamiento intensivo de las muestras a analizar.
Involucran, por ejemplo, extracciones con solventes toxicos, volviendo a estos métodos poco
amigables con el medio ambiente. Ademads, es necesaria la purificacion de los extractos lo que

requiere de personal altamente capacitado, asi como de laboratorios especializados.

Debido a lo anterior, la necesidad de métodos mas simples y sustentables ha conducido al desarrollo
de la tecnologia inmunoquimica aplicada al monitoreo ambiental. Para alcanzar los estandares
necesarios para llevar a cabo el monitoreo de contaminantes, los métodos basados en
inmunoensayos deben complementarse con sistemas de deteccion que sean capaces de responder
de forma rapida y directa a la presencia de analitos de interés en muestras de agua natural. Por
ejemplo, el acoplamiento de los inmunoensayos con sensores de flujo permite la deteccion de
interacciones bioldgicas en tiempo real por medio de un transductor apropiado. Especificamente,
se han llevado a cabo aplicaciones de inmunosensores de flujo empleando componentes de
transduccion Optica en arreglos SPR y mediante el uso de estos sistemas, se han alcanzado limites
de deteccion (LOD) de 1.37 pg L™! para el carbaril y de 55 ng L™! para el clorpirifés en muestras de

agua40’71 .
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Con base a lo anteriormente descrito, en el presente trabajo de tesis, se desarrollé un sistema SPR
con el proposito de que sea empleado prioritariamente para la implementacion de métodos de
monitoreo ambiental basados en inmunoensayos. Las caracteristicas indispensables con las que fue
construido el dispositivo fueron la fiabilidad y la robustez en el funcionamiento, la simplicidad en
la construccidn y la automatizacion del proceso de alineacion angular. Se procuro, ademas, que el
dispositivo también fuera facilmente operable, incluso por personal semicalificado. De forma
paralela, se desarroll6 un biosensor basado en un formato de inmunoensayo sin marcadores para
detectar selectivamente y de manera reversible la presencia de farmacos en muestras de agua. El
biosensor fue concebido para ser reutilizable y especifico para los analitos de interés que se deseen
cuantificar. Finalmente, también se disefid e incorpor6 una celda microfluidica con la finalidad de
permitir tanto la funcionalizacion del sensor en flujo, asi como la deteccion de ambas en tiempo

real ademas de la incorporacion de la muestra de forma precisa.

2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo general

Desarrollar un dispositivo automatizado basado en el fendmeno 6ptico de resonancia de plasméon
superficial acoplado a un sistema de deteccion microfluidico y que este adaptado para la deteccion

de contaminantes orgénicos en agua a través de inmunosensores.

2.2.2 Objetivos especificos

a) Disenar el arreglo 6ptico SPR, basandose en una configuracién Kretschmann.

b) Diseiiar el sistema de deteccion microfluidico de tal manera que este adaptado para el
analisis de contaminantes organicos en agua a través de inmunosensores.

c) Seleccionar y llevar a cabo la adquisicion de componentes del sistema completo.

d) Montar el arreglo SPR asegurando que la toma de mediciones se realice de forma
automatica.
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e) Acoplar el sistema de deteccion microfluidico al arreglo SPR
f) Realizar experimentos en modo batch enfocados en la funcionalizacioén del sensor.
g) Realizar experimentos preliminares en el arreglo SPR enfocados en la funcionalizacion en

flujo del sensor mediante la celda microfluidica.

2.3 Hipotesis

Mediante el desarrollo de un dispositivo automatizado basado en el fenomeno 6ptico SPR, se podra
llevar a cabo en flujo y al mismo tiempo comprobar en tiempo real la funcionalizacion del sensor
mediante una celda microfluidica adaptada. Todo ello, con la finalidad de detectar contaminantes

organicos mediante inmunoensayos.
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3.1 Disefio y montaje del sistema SPR

En este trabajo de tesis se planted y desarrollo un arreglo experimental para medir SPR basado en
una configuracion Kretschmann; para lo cual se emple6 un prisma BK7 semicircular. Ademas, se
dispuso que el dispositivo fuera capaz de realizar mediciones en angulo fijo y de barrido de dngulo
de incidencia, por lo que se utilizaron dos gonidémetros motorizados los cuales fueron montados
uno sobre otro, teniendo asi automatizado el arreglo experimental para realizar mediciones como
funcién del angulo de incidencia y/o fijarnos en un angulo de incidencia especifico para realizar un
monitoreo de la reflectancia a dngulo fijo. Por otro lado, la fuente de luz que se empled es un laser
He-Ne con longitud de onda de 633 nm y un fotodiodo como detector para medir la luz reflejada
como funcion del angulo de incidencia. Asi mismo, el mecanismo fue acondicionado con
componentes Opticos para direccionar, alinear y enfocar el haz del laser que incide en la muestra,
basicamente estd compuesto de dos espejos, dos diafragmas de iris, y una lente de 10 cm de

distancia focal.

Prisma
Lente
Goniometros
Laser . )
Espejos Fotodiodo
A
E Medidor de potencia

Controlador de
goniémetros

Computadora

Figura 3.1 Esquema del sistema SPR construido en el presente trabajo de tesis.
25



Los sensores empleados en esta tesis fueron adquiridos del proveedor Ssens. Los cuales estan
conformados por sustratos de vidrio de 1cm? cubiertos con una pelicula delgada de oro de 50 nm,
esta pelicula de oro fue funcionalizada y a su vez comprobada dicha funcionalizacién por medio

del arreglo SPR.

En cuanto al sistema de deteccion de la muestra liquida, se disefio una celda microfluidica de flujo
planar (ver Figura 3.1) fabricada en polidimetilsiloxano (PDMS) sobre la cual se coloca el sensor.
La celda tiene un 4rea aproximada de contacto directo con la muestra de 2.35 mm? y tiene un
microcanal de flujo de 300 um sobre el cual se lleva a cabo la deteccion. Las muestras y soluciones
en general son transportadas a la celda por medio de una bomba de inyeccion automatica, la cual
es capaz de suministrar pequeias cantidades de los compuestos funcionalizantes y de la muestra

de forma precisa

Sustrato de vidrio perforado
para conectar las mangueras

Figura 3.2 Disefo de celda microfluidica.
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3.2 Desarrollo del biosensor

En el presente trabajo de tesis se desarrolld6 un biosensor especifico para la deteccion de
carbamazepina (CBZ), la molécula de prueba con la que se llevd a cabo toda la experimentacion
realizada en esta tesis. El biosensor se obtuvo de la funcionalizacion de un sensor simple compuesto
de un sustrato de vidrio cubierto con una pelicula delgada de oro. Sobre la pelicula de oro se
depositd una monocapa auto ensamblada (SAM por sus siglas en inglés, Self Assembly Monolayer)
de una mezcla de alcanotioles 16-mercaptohexadecanoico (MHDA) y acido 11-
mercaptoundecanoico (MUD). Posteriormente se inmovilizé el ligando especifico para el analito
de interés, en este caso de tratd de la CBZ que funciond como hapteno directo. Sin embargo, al ser
una molécula pequefia, se acopld a una molécula de mayor peso molecular, mediante la sintesis de
un conjugado hapteno-proteina uniendo la CBZ a albiimina de suero bovino (BSA). Este conjugado
CBZ-BSA fue inmoviliza sobre las cadenas de alcanotioles, obteniendo finalmente el biosensor

que se esquematiza en la Figura 3.2.

Albumina de suero bovino (BSA)

. Carbamazepina (CBZ)

Mezcla de alcanotioles 1:50
Acido 16-mercaptohexadecanoico (MHDA)
Acido 11- mercaptoundecanoico (MUD)

Figura 3.3 Esquema del biosensor y las moléculas que lo componen.
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3.2.1 Sintesis del conjugado hapteno-proteina

Para la obtencion del conjugado CBZ-BSA se realizo una adaptacion de las metodologias indicadas
por Wang,C et al y Moreno, M. I. et al. 7. Brevemente, para la elaboracion del conjugado se
pesaron 75 mg de BSA y se disolvieron en 3 mL de buffer borato 0.2 M, pH 9. Adicionalmente se
prepar6 una solucion de carbamazepina 2 mM en etanol, de esta solucion se tomo una alicuota que
contenia 62.5 umol y se seco con nitrogeno. Una vez que se elimin6 por completo el etanol se le
anadio la solucion de BSA, se agité suavemente, se sometid a sonicacion por un minuto. Se incubo

a 20 °C por 3 horas.

3.2.2 Funcionalizacion del sensor

Para la funcionalizacion del sensor se empled la metodologia indicada por Mauriz et al.*°. Antes
de funcionalizar el sensor se realizaron diversos lavados para eliminar cualquier tipo de suciedad
que pudiera estar presente en su superficie. Para esto se emplearon diferentes solventes y soluciones
en el orden siguiente: tricloroetileno, acetona, etanol, agua, solucion piraia y agua. Los lavados se
realizaron sumergiendo los sensores en cada una de las soluciones por lapsos de un minuto a 60°C
y con un minuto de sonicacion entre cada cambio de solucion. Para la solucion pirana el tiempo de
inmersion fue de 30 segundos a temperatura ambiente y sin sonicacion. Finalmente, los sustratos

se secaron con nitrégeno y se guardaron en un lugar seco hasta su posterior uso.

La funcionalizacion inicié formando una monocapa auto ensamblada de alcanotioles, los cuales
actian como moléculas de anclaje entre el oro y el hapteno. Para esto se utiliz6 una mezcla de
alcanotioles MHDA 25 uM y MUD 225 uM en etanol, proporcion molar de 1:10, los sensores se
sumergieron en la mezcla y se incubaron toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente se
realizaron tres enjuagues con etanol para retirar el exceso de la solucion anterior y se secaron con

nitréogeno.
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Finalmente, se llevo a cabo la unidon del conjugado CBZ-BSA, enlazandolo a las cadenas de los
alcanotioles. Para ello, una vez que es sintetizado previamente el conjugado, el sensor fue sumergio

en la solucidn del conjugado y fue incubado a temperatura ambiente.

3.3 Pruebas de funcionamiento del arreglo SPR

Para corroborar el correcto funcionamiento del arreglo SPR se realizaron mediciones de
reflectancia como funcidon del angulo de incidencia para diferentes interfaces con medios
ampliamente conocidos y establecidos como el aire, el agua y el oro. Lo anterior dio como resultado
una curva donde se observa el fenomeno de reflexion total interna para la interfaz prisma-aire

similar a lo reportado en’*

; asi como los angulos SPR estandar de la interfaz prisma-oro que se
encuentra alrededor de los 45° y el de la interfaz prima-oro-agua que se encuentra alrededor de los
71°. La medicién de la interfaz prisma-aire se repitio cada vez que se realizaron mediciones de

manera previa a cualquier otra medicion. De esta forma se asegurd que el sistema se mantuviera

alineado y que la cara plana del prisma, donde se colocan las muestras, continuara limpia.

3.4 Mediciones de la funcionalizacion del sensor en modo batch

Se realizaron mediciones de barrido en angulo, en un intervalo de 35° a 65° con un paso de 0.1°
por medicidn, para corroborar que la funcionalizacion del biosensor se hubiera llevado a cabo de
forma correcta. Para esto, se realizaron mediciones antes y después de cada paso en la secuencia
del proceso de funcionalizacion de los sensores, es decir, previa y posteriormente a (1) los lavados
del sensor, (2) la modificacion quimica de la superficie del sensor mediante un SAM de alcanotioles
y (3) al depdsito del conjugado CBZ-BSA. De esta forma, se pudo estimar el angulo SPR inicial
en el cual posteriormente se efectuarian las mediciones de angulo fijo. Cabe sefialar que, como una
primera aproximacion, el proceso de funcionalizacion del sensor se llevo a cabo en modo batch,
en decir, cada etapa se realizd por separado del sistema SPR y no fue realizada in situ mediante la

camara microfluidica.
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Ademas, para comprobar que el conjugado CBZ-BSA se inmoviliza de forma adecuada se
realizaron mediciones comparando sensores a los cuales se les inmovilizo el conjugado CBZ-BSA

contra sensores a los que unicamente se les afadiéo BSA sin CBZ.

Para el caso particular de estos sensores funcionalizados, como se mencion6 antes, en modo batch,

el tiempo de incubacion del sensor con el conjugado CBZ-BSA fue de 1 h.

3.5 Mediciones de la funcionalizacion del sensor en flujo

En los experimentos posteriores, la funcionalizacion del sensor fue realizada en flujo para lo cual
se probaron diferentes tiempos de incubacion en batch para obtener el tiempo de contacto minimo
requerido por el conjugado CBZ-BSA para unirse al sensor. Los tiempos probados fueron de 30,

60, 90, 120 y 150 segundos.

Una vez finalizadas las pruebas anteriores, se procedi6 a realizar mediciones en tiempo real de la
funcionalizacion del sensor por medio de la celda microfluidica integrada al arreglo SPR; para ello,
se efectuaron mediciones acoplando el sensor previamente tratado con alcanotioles al prisma y
posteriormente fijando la celda microfluidica. Las mediciones se realizaron en angulo fijo de 70°
con una unica inyeccion de muestra de 6 pL. En esta prueba se compar6 una muestra compuesta
unicamente por BSA y dos mas que contenia el conjugado CBZ-BSA con concentraciones de CBZ

de 12.5 uM y 25 pM.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Diseno del sistema SPR

El sistema SPR cuenta con un laser He-Ne, 633 nm de longitud de onda, ademas,
cuenta con dos espejos alineados a 45 grados con respecto al plano de incidencia que
se encargan de direccionar el haz hacia el prisma. Estos espejos son utilizados para
asegurar que la incidencia del haz sea perpendicular al prisma y que no esté incidiendo
de manera oblicua sobre el prisma. Se tiene una lente de 10 cm de distancia focal, que
permite enfocar el spot del laser, es decir, iluminar la muestra con un haz de diametro
mucho mas pequefnio, de forma que el area iluminada del sensor est¢ mas delimitada.
Definir el enfoque del haz del laser con precision es necesario debido al uso de las
celdas microfluidicas cuyas dimensiones del canal microfluidico en particular de de

300 um de ancho.

El sistema cuenta con dos gonidémetros, uno que controla la posiciéon del fotodetector
y otro la posicidon del prisma. Estos gonidémetros estan ubicados sobre el mismo eje
de rotacion, de tal manera que el sistema gira 6-20, es decir, el gonidometro que
controla el fotodetector siempre girard el doble que el goniometro del prisma. En la
Figura 4.1 se muestra una fotografia del sistema SPR construido en este trabajo de

tesis.
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Lente Prisma

Laser 633nm  Egpejos Fotodetector

Diafragmas /

Figura 4.1Fotografias del sistema SPR desarrollado en este trabajo de tesis.

Una vez montado el sistema se realizaron mediciones de prueba para comprobar el
correcto funcionamiento del mismo. Se realizaron mediciones de interfaces
ampliamente conocidas, interfaz prisma-aire, interfaz prisma-oro-aire e interfaz
prisma-oro-agua. Para estos experimentos, se realizaron mediciones de la reflectancia
como funciéon del angulo de incidencia. Como se menciond anteriormente, se
presentaron mediciones de reflectancia, lo que significo que las mediciones de
potencia reflejada fueron normalizadas con el valor maximo que se tiene en la
medicion de la interfaz prisma-aire. En la figura 4.2 se observa una fotografia del
arreglo SPR desarrollado en esta tesis durante la toma de mediciones en funcion del

angulo incidencia.
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Figura 4.2 Medicion experimental de la refelctancia como funcidon del dngulo de incidencia de las
interfaces prisma-oro-aire.

La grafica que se muestra en la Figura 4.3 es la medicion de referencia de la curva de
reflexiéon como funcion del d&ngulo de incidencia, de la interfaz prisma-aire. En ésta,
se observa el fendmeno conocido como reflexion total interna, es decir, alrededor del
angulo de 41°, toda la luz se reflejard en la interfaz prisma-aire’*. Ademds, esta
medicion permite verificar la polarizaciéon del laser, siendo estd polarizacidon
transversal magnética (TM)7°. En este trabajo la reflexion total interna ocurre en el
angulo de 41.7° debido al laser que se us6 de 633 nm de longitud de onda (ver Figura

4.2).
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Figura 4.2 Reflexion total interna a partir de 41.7° de la interfaz prisma-aire.
La Figura 4.3 muestra las mediciones de las interfaces prisma-oro-aire y prisma-oro-
agua, donde se observan caidas en reflectancia en los angulos 44.2° y 71.8°
respectivamente, es decir, estos son los angulos SPR (Ospr) correspondientes de cada
interfaz y que concuerdan con lo reportado en la literatura’®’7. Se analizaron estas
dos curvas con la finalidad de contar con un punto de referencia para las mediciones

que se presentaran en la siguiente seccion de resultados.
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Figura 4.4 Determinacion del angulo SPR para las diferentes interfaces. Se observa que para la
interfaz prisma-oro-aire (A) el angulo SPR es de 44.2° y para la interfaz prisma-oro-agua (B) el

angulo se desplaza hasta 71.8°.

4.2 Mediciones de la funcionalizacion del sensor en modo barch

Para corroborar que la funcionalizacion del sensor se llevo a cabo de forma adecuada se realizaron

mediciones entre cada una de las capas que se agregaron sobre su superficie.

En la Figura 4.4 se observa que el SAM de alcanotioles formado sobre el sensor tiene un
corrimiento menor a 0.1° a la derecha, sin embargo, se comprueba la deposicion de estas moléculas

sobre la pelicula delgada de oro del sensor en la region previa al Ospr, observando un ligero aumento
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en su reflectancia con respecto a la linea correspondiente al sensor sin funcionalizar, por lo que se

concluye que estas moléculas no tienen un efecto significativo sobre el angulo de resonancia.

0.9
i Oro
—Tiol
0.8 5 BSA
- —— Conjugado
0.7 5
0.6 1
O
8 A
@© 0.5 1
k3]
@ !
© 044
m -
0.3 4
0.2 5
0.1 5
L l L] l L] l L] l L ' L)
30 35 40 45 50 55 60

Angulo de incidencia (°)
Figura 4.5 Curvas obtenidas durante cada paso de la funcionalizacion para la obtencion del
biosensor. Adicionalmente, medicion de inmovilizacién del BSA sobre los alcanotioles.
La siguiente etapa del proceso de funcionalizaciéon del biosensor fue la unién del
conjugado CBZ-BSA sobre las cadenas de alcanotioles previamente depositadas en la
superficie del sensor. Esta curva representada por la linea azul tiene un Ospr de 45.8°,
es decir, se presenta un desplazamiento a la derecha de casi 2.0° con respecto a la
referencia del sensor sin funcionalizar. Adem4as, para comprobar que el conjugado

formado por carbamazepina y BSA se haya formado debidamente previo a su
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inmovilizacion en la superficie del sensor modificado con alcanotioles, se realizé la
medicion de un sensor modificado quimicamente al cual se le adicion6 Unicamente
BSA. Este ultimo estd representado en la Figura 4.4 por la curva de color verde, la
cual presenta un Bspr de 44.9°, mostrando un desplazamiento a la derecha de casi 1.0°.
Es decir, en las curvas correspondientes al conjugado CBZ-BSA y al BSA solo, se
detecta la presencia de moléculas inmovilizadas sobre el sensor de oro modificado
con alcanotioles. Sin embargo, al comparar la medicién del sensor que s6lo tiene BSA
con aquella que tiene el conjugado CBZ-BSA completo, existe una diferencia de 1°
en el dngulo de resonancia de ambas. Otro punto importante a sefalar es que la curva
del BSA tiene una mayor amplitud que la curva CBZ-BSA, es decir, hay una mayor
pérdida en reflectancia lo cual indica la presencia de una mayor cantidad de materia
adherida en el sensor. Por tal motivo se infiere que la sintesis del conjugado se realiz6

de forma exitosa.

4.3 Optimizacion de la funcionalizacion en flujo.

Como se menciond anteriormente, los biosensores medidos en los experimentos
anteriores fueron funcionalizados en modo batch, sin embargo, la finalidad de esta
tesis fue realizar la inmovilizacion completa en flujo y detectar los cambios que se
van presentando en el sensor en tiempo real. Para esto se requirio determinar el tiempo
de contacto minimo que debe de tener el sensor modificado con el SAM de
alcanotioles y el conjugado CBZ-BSA. Las pruebas fueron realizadas sumergiendo los
sensores previamente preparados con la mezcla de alcanotioles en una solucidon del

conjugado por diferentes periodos de tiempo.

Como se puede apreciar en la Figura 4.5, a los 30 segundos de entrar en contacto el

sensor modificado quimicamente con el conjugado CBZ-BSA se observa la evidencia
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de la union de las moléculas y conforme incrementa el tiempo de contacto, se puede
observar tambien que incrementa la cantidad de conjugado CBZ-BSA
inmovilizado.Los angulos SPR para cada uno de los tiempos, 30, 60, 90, 120 y 150 s,
fueron de 44.8°, 45.0°, 45.2°, 45.4° y 45.9° respectivamente, teniendo un
desplazamiento a la derecha con una diferencia de 0.2° para cada una de las
mediciones con respecto a su medicion anterior, excepto la medicion correspondiente
a la del sensor tratado por 150 segundos, ésta presenta una diferencia de angulo de
0.5°. Por su parte, el cambio en la amplitud de las mediciones también presenta una
disminucioén constante en la reflectancia, de igual forma, la amplitud de la medicién
correspondiente al Gltimo tratamiento (150 s), tiene un comportamiento diferente a
las demds, en este caso, presenta un comportamiento muy similar a la medicidén
antecesora. Esto nos indica que, para fines practicos, a un tiempo de 120 s, la
funcionalizacion del sensor con el conjugado CBZ-BSA llega a su punto de saturacion.
Por lo anterior, se pudo inferir que la inmovilizacién en flujo era factible y

relativamente rapida.
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Figura 4.5 Optimizacion del tiempo de inmovilizacién del conjugado CBZ-BSA sobre el sensor
funcionalizado con la mezcla de alcanotioles (MHDA:MUD).
Se llevaron a cabo otros experimentos relacionados con la optimizacion de la
funcionalizacion del sensor, especificamente, se estudid el efecto de la modificacion
de la concentracion de hapteno en la formaciéon del conjugado. Para esto, se preparo
un conjugado que contenia una concentracién de 12.5 uM de carbamazepina y otro

cuya concentracion se elevo a 25 pM.

Los resultados observados en la Figura 4.6 muestran que no existe una diferencia
significativa entre las dos concentraciones probadas. Si bien se aprecia una ligera

disminuciéon en la amplitud de la curva que representa el conjugado con mayor
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concentracion de hapteno, este cambio es muy pequeiio y puede ser debido a la
incertidumbre intrinseca del sistema. De lo anterior podemos deducir que
probablemente la conjuncioén de la proteina con el hapteno ha llegado a su punto de

saturacion.
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Figura 4.6 Optimizacion de la concentraciéon de CBZ en el conjugado hapteno -proteina.
Finalmente, es importante mencionar que todas las pruebas fueron realizadas mediante
la reutilizacion de los sensores, es decir, entre cada experimento, los sensores fueron
sometidos a un exhaustivo proceso de lavado como se indica en la seccion 3.3 en el
capitulo de metodologia. Para corroborar que el lavado elimina en su totalidad las

moléculas inmovilizadas sobre el sensor, se realizd6 una comparacion entre la curva
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obtenida inicialmente de la interfaz prisma-oro-aire, con una medicion de la misma
interfaz utilizando un chip que habia sido utilizado en maultiples procesos de
inmovilizacion. En la Figura 4.7 se observa que no hay diferencias significativas entre
ambos sensores en el angulo SPR, pero si presenta cambios en la zona angular fuera

del angulo SPR, esto se traduce a decir que la pelicula no queda totalmente limpia.
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Figura 4.7 Comparacién entre una interfaz prisma-oro-aire de un sensor nuevo y un sensor que se

utilizé y lavd multiples ocasiones.
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4.4 Mediciones de la funcionalizacion del sensor en flujo

Las mediciones realizadas al sensor empleando el sistema en flujo para el proceso de
funcionalizacion se llevaron a cabo a un angulo fijo de 70° debido a que alrededor de este angulo
la interfaz prisma-oro-agua presenta el fenomeno SPR. Debido a que el conjugado CBZ-BSA se

encuentra en solucion acuosa se espera observar el minimo de reflectancia alrededor de los 70°.

Figura 4.8 Toma de mediciones en angulo fijo incorporando la celda microfluidica al arreglo SPR.

Al igual que en pruebas anteriores, para evaluar la correcta inmovilizacion de moléculas en el
sensor, se realizaron mediciones para detectar la union del conjugado CBZ-BSA en dos
concentraciones diferentes (12.5 y 25 uM) y otra mas con una muestra que contenia unicamente
BSA. Es importante sefialar que estas mediciones fueron realizadas sin el apropiado sistema de
suministro de muestra por lo que resulté complicado llegar a un equilibrio. Los resultados de dichas

mediciones se pueden observan de forma comparativa en la Figura 4.8.
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Como se observa en la Figura 4.8, cada una de las muestras inicia su medicion con una linea base
donde la reflectancia se mantiene constante, durante ese tiempo la reflectancia corresponde
unicamente a la interfaz del prisma-oro-tioles, después se observa una caida abrupta en la
reflectancia, esto indica que la muestra ha sido inyectada, para la grafica A la inyeccion de la
muestra ocurrié a los 100 s, para la linea B alrededor de los 125 s y para la linea C alrededor de los
150 s; esté precipitado cambio en la reflectancia indica que la unidn de las biomoléculas al sensor
se efectlia de manera inmediata. La muestra que incluia inicamente BSA alcanz¢ la estabilidad de
forma rapida al ser monitoreada alrededor de 100 segundos sin mostrar cambio alguno. En el caso
de las muestras del conjugado CBZ-BSA presentan variaciones durante el tiempo de medicion,
estas variaciones que se observan principalmente entre los 125 — 160 s en la linea B y 220 — 240 s
para la linea C, se deben a que no se logr6é de forma adecuada mantener fija la celda microfluidica
sobre el sensor, por lo que estas variaciones en la reflectancia corresponden en realidad a
movimientos que se hicieron al manipular la muestra. Sin embargo, la reflectancia promedio que
se observa a lo largo de la medicion corresponde a la inmovilizacion del conjugado CBZ-BSA

sobre el sensor, es decir, se logro llevar a cabo la funcionalizacion del sensor en flujo.
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Figura 4.9 Mediciones en tiempo real de la unién de biomoléculas en la superficie de la pelicula oro-tioles.

A) BSA. B) Conjugado CBZ-BSA 12.5 uM. C) Conjugado CBZ-BSA 25 uM.
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5.1 Conclusiones

En este trabajo de tesis se disefié y construyd un arreglo 6ptico para medir el fenomeno
SPR basado en la configuracion Kretschmann. Para ello, se seleccionaron y
adquirieron los mejores componentes que garantizaron la sensibilidad y robustez
necesarias para la deteccion de compuestos a bajas concentraciones. Lo cual se puede
concluir a partir de las mediciones realizadas durante el proceso de funcionalizacion
del biosensor ya que las soluciones empleadas en los experimentos se encontraban en
concentraciones micromolares, siendo de 12.5 uM la concentracion més baja probada
para la cual se registrd6 un cambio de dngulo, correspondiente a la concentracidén de
CBZ en el conjugado CBZ-BSA. El arreglo construido en este trabajo fue capaz de
detectar la deposicion de estas moléculas sobre el sensor de oro con una sensibilidad
de 0.1°. Ademds, se logré6 que el arreglo funcionara de manera automatizada

permitiendo hacer mediciones de manera rapida y sencilla.

La funcionalizacion en modo batch resultd exitosa, por medio del arreglo SPR se pudo
diferenciar la presencia de cada una de las moléculas depositadas sobre el sensor de
oro. Se llevaron a cabo mediciones que permitieron conocer el tiempo minimo en que
deben permanecer en contacto el sensor quimicamente modificado y el conjugado
CBZ-BSA, asi como la concentracion de saturacion del conjugado. Todo ello permitio

establecer las bases para llevar a cabo la funcionalizacion en flujo.

Por otro lado, se disefio una celda microfluidica de flujo planar con la cual se pudieron
llevar a cabo pruebas preliminares de la funcionalizacién del sensor en flujo. Cabe
sefialar que el tratar de acoplar la celda microfluidica al arreglo SPR result6é todo un
reto por lo cual se obtuvieron algunas inconsistencias en la sefial analitica obtenida.

Sin embargo, la muestra fluy6 a través de la celda y se realizé la inmovilizacion del

47



conjugado CBZ-BSA sobre el sensor previamente modificado por alcanotioles, por lo
que resulto en una buena primera aproximacién de la cual se obtuvo informacién

pertinente para la realizacidén de pruebas posteriores.

En conclusion, el sistema es completamente funcional, trabaja de manera adecuada,
fue capaz de detectar el cambio de angulo SPR en diferentes condiciones. Su uso para
mediciones de barrido en dngulo de incidencia es completamente 6ptimo. Por otro
lado, para las mediciones en funcidon del tiempo a un dngulo fijo, es necesario
optimizar la integracion de la celda microfluidica al sistema SPR, de forma que las
mediciones puedan realizarse evitando el cambio de reflectancia producido por la

fuerza que ejerce la inyeccion de la muestra.

5.2 Trabajo futuro

El trabajo futuro consiste en perfeccionar el sistema microfluidico empleando una
bomba de inyeccion automatizada y mejorar la incorporacion de la celda microfluidica
al arreglo SPR, de forma que se tenga un mejor contacto entre la muestra inyectada y
el sensor, se espera que entonces se pueda registrar en tiempo real la deposicion de
moléculas en el sensor sin las interferencias registradas en las pruebas realizadas en

este trabajo de tesis.

Una vez que el sistema microfluidico este optimizado se realizardn experimentos para
la deteccion de contaminantes emergentes en agua mediante un inmunoensayo. Se
realizardn mediciones con muestras sintéticas a diferentes concentraciones
establecidas del analito de interés para construir una curva de calibracion y
posteriormente realizar mediciones en muestras reales. Se plantea realizar
inmunoensayos para la deteccion especifica de la molécula de prueba utilizada en este

trabajo de tesis, la carbamazepina, ademds, se realizardn experimentos para el
48



desarrollo de nuevos métodos de deteccion de otros contaminantes emergentes como

el diazepam, 17-B estradiol y oxitetraciclina.
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