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PLASMÓN SUPERFICIAL PARA DETECCIÓN DE CONTAMINANTES 

EMERGENTES 

 

Por 
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Resumen. 

Los contaminantes emergentes son compuestos químicos 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, fármacos, 

pesticidas entre otros. Debido a su persistencia y bioacumulación son compuestos de alto interés 

en investigaciones toxicológicas pues se ha encontrado que tienen efectos nocivos para los 

organismos acuáticos que están expuestos a ellos. Los contaminantes emergentes, en su mayoría, 

no se encuentran regulados por la ley, por lo que también es un área de interés el desarrollar mejores 

métodos de detección de estos compuestos. 

Los métodos analíticos para la detección 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 preparación de la muestra y personal altamente capacitado, estas 

exigencias hacen que estos métodos sean poco accesibles para realizar análisis rápidos e in situ. 

Aunado a lo anterior, el incremento de contaminantes emergentes en los cuerpos de agua señala la 

necesidad de desarrollar nuevos métodos de detección que sean eficientes y prácticos, con la 

sensibilidad necesaria para cuantificar dichos compuestos aun en concentraciones a nivel traza. 
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En el presente trabajo de tesis, por un lado, se diseñó y ensambló un sistema basado en el fenómeno 

de resonancia de plasmón superficial (SPR) con una configuración Kretschmann y adaptado con 

goniómetros motorizados que permitan la toma de muestras de forma automatizada. Por otro lado, 

se funcionalizó un sensor con un conjugado hapteno-proteína con la finalidad de ser empleado para 

la detección de contaminantes emergentes en agua mediante un proceso de inmunoensayo 

competitivo de dos pasos; para ello se utilizó la carbamazepina como molécula de prueba, con lo 

cual se pudieron realizar diversas pruebas para garantizar el óptimo funcionamiento del arreglo, la 

síntesis del conjugado y la correcta funcionalización del sensor. Además, se adaptó al arreglo SPR 

un sistema de detección microfluídico con el propósito de realizar tanto la funcionalización del 

sensor en flujo como el análisis de muestras en flujo. 
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1.1 Introducción 

El creciente avance tecnológico, científico e industrial ha contribuido a mejorar la calidad de vida 

del ser humano, permitiéndole gozar de diversos instrumentos e insumos que no sólo facilitan las 

tareas diarias, sino que además mejoran las condiciones de salud, sin embargo, este desarrollo 

conlleva a su vez a la formación 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 tecnología necesaria para su remoción, los CEs se han detectado en 

agua superficial y subterránea e incluso en agua potable1. Dentro de este tipo de contaminantes se 

encuentran diversos productos de uso cotidiano como son los detergentes, insecticidas, productos 

de cuidado personal y fármacos, tanto aquellos de venta libre como medicamentos especializados 

como por ejemplo antihipertensivos, antidepresivos, hormonas, entre otros2–4. 

La detección de fármacos en muestras de aguas se torna complicada debido a las bajas 

concentraciones en las que se encuentran. De forma general, la detección de este tipo de 

compuestos se realiza mediante técnicas analíticas estándar, tales como cromatografía de gases 

(GC), cromatografía de líquidos (LC) y cromatografía de líquidos de alto rendimiento (HPLC) 

acopladas la mayoría de las veces a detectores selectivos como el espectrómetro de masas (MS)5. 

A pesar de ser técnicas analíticas altamente confiables y precisas, cuentan con limitaciones que no 

permiten emplearlas como técnicas de análisis rápido, 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 rápida , confiable e in situ. 

En particular, la técnica de análisis basada en el fenómeno de resonancia de plasmón superficial, 

en conjunto con el uso de biosensores permite realizar la cuantificación 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 está enfocado en diseñar y construir un sistema basado 
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en el fenómeno óptico de resonancia de plasmón superficial, además de desarrollar un biosensor 

que permita la detección especifica de compuestos orgánicos 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 tecnología 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 Unión Europea 

y en la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (USEPA) se enlistan contaminantes 

prioritarios a regular, entre los cuales se encuentran fármacos como el diclofenaco y la 

carbamazepina, además de antibióticos como el cloranfenicol y pesticidas como la atrazina6,7. 

El incremento en el consumo de fármacos alrededor del mundo implica a su vez un incremento en 

la concentración de los mismos en los cuerpos de agua, por lo que en la última década se ha 

desarrollado un interés en estudiar su presencia y los efectos toxicológicos que pudieran presentar. 

De estas investigaciones se ha comprobado que los CEs se encuentran no sólo en las plantas de 

tratamiento, sino que están presentes de forma ubicua en agua superficial de todo el mundo, así 

como en agua potable y en menor medida en agua subterránea8–10, además se ha comprobado que 

tienen efectos negativos sobre los organismos acuáticos, entre los cuales destacan la feminización 

de peces por contaminantes que actúan como disruptores endocrinos y la inhibición del crecimiento 

de las algas y anfibios1,11,12. 

Los fármacos como contaminantes del agua se encuentran en concentraciones traza, por lo que su 

detección requiere del uso de técnicas cromatográficas que, a pesar de ser exactas y confiables, 

también son complejas y laboriosas, demandan equipos especializados, una rigurosa preparación 

de la muestra y el uso de estándares con alto grado de pureza, lo que las hace, además, técnicas 
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costosas. En el año 2014 Kostich, Batt y Lazorchak13 publicaron una investigación en la que se 

buscó la presencia de fármacos contaminantes en muestras tomadas de plantas tratadoras, en dicho 

artículo los autores mencionan que “debido a la gran cantidad de sitios de muestreo y analitos 

químicos, logísticamente era demasiado difícil y costoso recopilar y analizar los blancos y 

duplicados de cada ubicación". En base a lo antes descrito, es evidente que se requieren diferentes 

métodos analíticos para detectar este tipo de contaminantes en agua que sean basados en técnicas 

prácticas, sencillas y puedan formar parte de un análisis de rutina que permita en un futuro regular 

la presencia de CEs en agua.  

1.3 Marco teórico 

1.3.1 Resonancia de plasmón superficial 

La técnica óptica de análisis basada en la resonancia de plasmón superficial es una técnica de 

detección que se fundamenta en el fenómeno del mismo nombre aplicado en la detección del 

cambio de índice de refracción en una interfaz entre un prisma y una película de oro. 

El fenómeno de resonancia de plasmón superficial (SPR por sus siglas en inglés, Surface Plasmon 

Resonance) es la oscilación colectiva de los electrones de conducción en la interfaz entre un 

material dieléctrico y un metal. Las oscilaciones del plasmón superficial ocurren cuando los 

núcleos fijos de un metal son excitados por el campo eléctrico de luz polarizada incidente 

ocasionando movimientos mecánicos en la nube de electrones libres del metal, estos movimientos 

crean una onda electromagnética denominada onda evanescente14,15. La onda evanescente se 

propaga en una dirección paralela a la interfaz de material dieléctrico y decae conforme se aleja 

del punto de incidencia de la luz. Dado que la onda está en el límite 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 interfaz16,17. Este fenómeno puede ser empleado como un método de detección 

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 película metálica delgada en la parte superior, la luz se reflejará 

en la película metálica que actúa como un espejo (ver Figura 1.1). Al cambiar el ángulo de 

incidencia la intensidad de la luz reflejada también cambiará. El ángulo de incidencia en el cual se 

obtiene la mínima cantidad de luz reflejada es aquel en el que la luz excita los plasmones 

superficiales, induciendo la resonancia del plasmón superficial, este ángulo se denomina como 

ángulo de resonancia o ángulo SPR. Los fotones de luz polarizada pueden interactuar con los 

electrones libres de la película delgada metálica, induciendo una oscilación similar a una onda de 

los electrones libres y reduciendo así la intensidad de la luz reflejada18. 

 

Figura 1.1 Esquema de la configuración experimental de un sistema SPR. Descenso en la intensidad de la luz reflejada 

producida por la resonancia de plasmón superficial (A). Un cambio en el índice de refracción en la superficie de la 

película metálica causa un cambio de ángulo de A a B. Adaptado de Tudos, A. J. & Schasfoort, R. B. M. (2010) 

La resonancia de plasmón superficial es un fenómeno excelente para monitorear los cambios del 

índice de refracción en las inmediaciones de la superficie del metal, esto se debe a que el ángulo 

SPR depende de las características ópticas del sistema, entre ellas el índice de refracción. Cuando 

cambia el índice de refracción, el ángulo SPR cambiará como se indica en la Figura 1.1, donde A 

representa la curva original de la intensidad de la luz reflejada frente al ángulo incidente y B indica 

la curva después del cambio en índice de refracción. Estos cambios en el índice de refracción 

pueden ser el resultado de la deposición de material en la superficie del metal, de tal manera que el 
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cambio en el ángulo SPR brinda información sobre la cinética de reacciones que se lleven a cabo 

en la superficie del sensor14,19. De forma análoga la resonancia del plasmón superficial también 

puede monitorear el cambio continuo si se sigue en el tiempo el cambio del ángulo de resonancia 

en el que se observa la caída, por lo que es posible realizar mediciones en flujo y en tiempo real20. 

Los sensores SPR son sensibles en una zona limitada en la superficie del metal y la profundidad de 

penetración del campo electromagnético, o campo evanescente. En esta zona, una señal será 

observada si no excede a unos pocos cientos de nanómetros, decayendo exponencialmente con 

respecto a la distancia desde la capa de metal en la superficie del sensor. Sólo los cambios del 

índice de refracción que ocurren en el campo evanescente se reflejarán en un cambio de la señal 

analítica. Por otro lado, los sensores SPR carecen de selectividad intrínseca, es por ello que para 

que la detección selectiva en un sensor SPR se lleve a cabo, la superficie del sensor necesita ser 

modificada con ligandos específicos para la captura selectiva de los compuestos objetivo, evitando 

así la detección de algún otro componente presente en la muestra o en el medio18,21. 

1.3.2 Instrumentación 

Los sistemas basados en SPR se conforman de tres unidades principales: (1) el mecanismo óptico, 

(2) el sensor y (3) el sistema en flujo. El mecanismo óptico hace referencia al arreglo que mide la 

luz reflejada como función del ángulo de incidencia de la interfaz prisma-sensor. A partir de esta 

medición se puede inferir un cambio en el índice de refracción. Este sistema está compuesto por 

diversos instrumentos ópticos. En el caso del sensor, éste está conformado por un sustrato de vidrio 

cubierto con una película delgada metálica sobre la cual se produce el fenómeno 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 ángulo SPR22. 

 



7 
 

 1.3.2.1 Mecanismo óptico 

Existen diferentes tipos de sistemas ópticos para excitar los plasmones de superficie, entre ellos se 

destacan los sistemas con prismas, los sistemas con rejillas y los que usan guías de ondas ópticas. 

Los más utilizados son los sistemas con un acoplador de prisma, también llamado configuración 

de Kretschmann19. En esta configuración, un prisma acopla luz polarizada en la película metálica 

y refleja la luz en un dispositivo de detección de intensidad de luz (ver Figura 1.2). En sistemas 

con un acoplador de rejilla, la luz se refleja en el sustrato de índice de refracción inferior, es decir, 

la luz viaja a través del líquido antes de que los fotones generen ondas de plasmón de superficial23. 

Por otra parte, los sistemas que emplean acopladores de guía de onda óptica emplean una luz 

policromática como fuente de excitación y un espectrómetro como detector de manera que mide el 

cambio de longitud de onda SPR24. 

A su vez la configuración Kretschmann se puede dividir en tres subgrupos, (1) sistemas SPR con 

haz en forma de abanico, (2) de ángulo fijo y (3) de barrido en ángulo de incidencia, la elección 

del tipo de arreglo dependerá de la aplicación que tendrá el sistema y las determinaciones que se 

deseen realizar.  

 
Figura 1.2 Configuración Kretschmann. Reproducido de Kooyman, R. P. H (2010) 
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En un sistema con haz en forma de abanico, el haz convergente o divergente de luz con polarización 

TM (Transversal Magnético) incide en el medio de mayor índice de refracción, generalmente un 

prisma cilíndrico o triangular. En un sistema con haz convergente, el haz se enfoca en una línea 

infinitamente estrecha en el sensor mientras que cuando se utiliza un haz divergente resulta en una 

ubicación no definida espacialmente del ángulo 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 ángulo SPR en tiempo real sin emplear piezas móviles22,25. 

Los sistemas de ángulo fijo miden el desplazamiento del ángulo SPR producido por la unión de 

moléculas en el sustrato, este tipo de arreglos se emplean para detectar cambios de reflectancia en 

función del tiempo. En muchos instrumentos, el ángulo inicial se puede ajustar para obtener el 

máximo cambio de reflectividad, esta alineación se puede realizar de forma manual o con la 

integración de un motor que lo haga de forma automática22,26.  

Por su parte los sistemas SPR de escaneo en ángulo de incidencia permiten escanear la curva SPR 

de forma rápida aplicando un espejo controlado por ángulo para seguir la posición del ángulo SPR 

en tiempo real. La superficie del sensor se encuentra en cierto ángulo en resonancia total, con la 

ventaja de que el área del haz de luz promedia la reflectividad22,27. 

En este trabajo de tesis se desarrolló un sistema para medir el fenómeno de SPR en una 

configuración Kretschmann, en donde el prisma fue colocado sobre una base giratoria motorizada, 

lo cual permite utilizar el mismo sistema en configuración de ángulo fijo y en configuración de 

barrido en ángulo de incidencia.  

1.3.2.2 Sensor 

Como se mencionó anteriormente, el sensor está constituido por un sustrato de vidrio cubierto con 

una película delgada de oro. Se ha demostrado que el espesor de la película propicia la generación 
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del plasmón superficial óptimo para este tipo de determinaciones es de 50 nm, espesores mayores 

dificultan la expresión del fenómeno SPR incluso llegando a evitarlo por completo28. Aunque desde 

un punto de vista físico la plata es el mejor metal, el oro proporciona más inercia química. Por otro 

lado, los intentos de proteger una película delgada de plata han fracasado hasta ahora y el 

rendimiento de estos sensores generalmente disminuye rápidamente a un nivel inaceptable, por esta 

razón, es que se utiliza oro para la generación de plasmones15,22. 

Aunque el sensor puede ser empleado por sí mismo para la detección de compuestos, su superficie 

puede ser modificada para hacerlo más 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 funcionalización, y consisten en unir a la película metálica 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 o ADN son inmovilizadas sobre el sensor, es entonces 

que se obtiene un biosensor que reacciona ante una especie de manera específica o selectiva21. 

1.3.2.3 Celda microfluídica 

Junto con la unidad óptica y los sensores, la celda microfluídica forma una parte importante de los 

dispositivos de medición SPR. La forma en que la muestra se expone a la superficie del sensor 

influye en los perfiles cinéticos de la reacción entre éstos, de forma que se pueden ver afectados 

factores como constantes de velocidad, limitación del transporte de masa, gradiente de difusión y 

agotamiento en la superficie, entre otros29. 

En los sistemas SPR, los líquidos se transportan a la celda de flujo para estudiar las interacciones 

moleculares en la superficie del sensor. Se utilizan bombas peristálticas o de jeringa para 

suministrar el líquido a lo largo de la superficie del sensor. Algunos sistemas emplean sistemas de 
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inyección automática para incrementa el rendimiento del dispositivo. Las celdas de flujo son 

cámaras diseñadas con canales microfluídicos preformados que se ubica en la superficie del sensor. 

Para que las reacciones que ocurren en la superficie del sensor tengan la máxima sensibilidad y 

señal para reflejar las propiedades cinéticas y termodinámicas intrínsecas de las moléculas en 

estudio, el uso de la microfluídica parece ser el enfoque más acertado. La microfluídica ofrece 

características atractivas para su uso en sistemas SPR, entre las cuales se destaca que aportan una 

excelente estabilidad de la línea base, un bajo consumo de muestra y un potencial de transferencia 

de masa relativamente alto cuando se utilizan también altos caudales y canales delgados29. La 

configuración más utilizada para un sistema en flujo SPR es la celda de flujo planar la cual tiene 

una entrada y salida simple y un canal único a través del cual la muestra fluye e interactúa con la 

superficie del sensor. Debido a las pequeñas dimensiones de la cámara y los bajos números de 

Reynolds resultantes, el flujo es laminar30. 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 inmovilización se puede realizar en un circuito de flujo22. 

En resumen, la calidad de la parte más débil será el factor limitante para la eficiencia general del 

sistema. Por ejemplo, la óptica de alta calidad nunca puede compensar un sensor de mala calidad. 

La calidad de los componentes ópticos y la alineación óptica del haz, incluidas las lentes, el ruido 

de la fuente de luz y el fotodetector o cámara, 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 medición en un sistema SPR en cuanto 

a términos de sensibilidad, repetibilidad, precisión y robustez. 

1.3.3 Inmunoensayos 

Los métodos basados en reacciones inmunológicas han demostrado ser una herramienta analítica 

muy útil para la determinación de distintos tipos de sustancias, y una buena alternativa a los 
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métodos analíticos clásicos. Las técnicas inmunoquímicas son sensibles, selectivas, simples y 

rápidas. La utilización de los inmunoensayos está muy bien establecida en el área clínica, 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 identificación de compuestos y residuos 

presentes en el ambiente y en alimentos31. Los métodos inmunoquímicos se basan en el uso de 

anticuerpos, que se caracterizan por presentar sitios de reconocimiento que les permiten establecer 

interacciones altamente específicas con los antígenos. 

Los anticuerpos son proteínas 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 dañinas que representen una amenaza para el organismo, y se encargan de la 

identificación y eliminación de las mismas. Los anticuerpos existen como una o más unidades en 

forma de Y, compuesta por cuatro cadenas polipeptídicas32,33.  

Por su parte los antígenos son sustancias extrañas que producen la respuesta del sistema inmune. 

Los antígenos son generalmente de alto peso molecular y comúnmente son proteínas o 

polisacáridos, aunque también polipéptidos, lípidos, ácidos nucleicos y otras moléculas pueden 

actuar como antígenos, 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, estás se denominan haptenos y dado que son 

moléculas de bajo peso molecular deben ser acopladas a proteínas o carriers para que puedan 

inducir una respuesta inmunológica. Las proteínas más frecuentemente utilizadas como carriers o 

transportadoras en el ámbito agroalimentario y medioambiental son la seroalbúmina bovina (BSA), 

la seroalbúmina humana (HSA), la ovoalbúmina (OVA) y la hemocianina del molusco Megathura 

crenulata (KLH). De esta forma una amplia gama de compuestos como azúcares simples, 
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aminoácidos, pequeños péptidos, fosfolípidos, triglicéridos y fármacos pueden funcionar como 

haptenos32,34,35.  

Las uniones anticuerpo-hapteno se realizan por medio de interacciones de complementariedad 

espacial, como puentes de hidrogeno, interacciones hidrofóbicas, fuerzas electrostáticas o fuerzas 

de van der Waals, las cuales, en general son, efectivas únicamente 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 función de la fuerza de unión, a la que 

denominamos afinidad36. Dado que los antígenos y anticuerpos se definen por sus interacciones 

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

En función del diseño, 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 

antígeno marcado (hapteno de estructura molecular similar al analito de interés) y un antígeno sin 

marcar (analito de interés) a los que se les suministra el anticuerpo en cantidad limitante, de tal 

forma que ambos antígenos compiten por unirse al anticuerpo, la cantidad de analito se determina 

a partir de la regresión correspondiente.  

 
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 antígeno sin marcar como reactivo limitante y después se añade el antígeno 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 antígeno marcado-anticuerpo (ver Figura 1.4). Los formatos de 

ensayos competitivos en dos etapas proporcionan una mejor sensibilidad, en comparación con los 

formatos de ensayo de una sola etapa37,38. 

 
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 antígeno sin marcar y finalmente se hace 

pasar un anticuerpo secundario que está marcado. Este tipo de ensayo también se conoce como 

ensayo sándwich ya que el analito se encuentra entre dos anticuerpos específicos (ver Figura 1.5). 

Esta configuración puede utilizarse únicamente cuando el analito de interés posee al menos dos 

sitios de unión, por tal motivo no es el adecuado para moléculas de bajo peso molecular. Los 

formatos no competitivos tienen el nivel más alto de sensibilidad y especificidad dentro de los 

inmunoensayos enzimáticos32,37,38. 

Paso 1 

Paso 2 
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Figura 1.5 Inmunoensayo no competitivo (tipo sándwich). 

Como su nombre lo indica, los inmunoensayos por desplazamiento son aquellos en los que el 

antígeno marcado se incuba con el anticuerpo como reactivo limitante y después se añade el 

antígeno libre, este reemplaza al antígeno marcado del complejo32. 

En particular, este trabajo de tesis fue enfocado a desarrollar un dispositivo SPR adaptado para 

realizar análisis por procesos de inmunoensayo competitivo de dos pasos por medio del uso de 

biosensores específicos para la cuantificación de moléculas orgánicas en muestras de agua. 

1.3.4 Biosensores 

Un biosensor es un dispositivo que incorpora un elemento de detección biológica ya sea 

íntimamente conectado o integrado dentro de un transductor. El objetivo habitual es producir una 

señal electrónica digital que sea proporcional a la concentración de un producto químico específico 

o conjunto de productos químicos. La unión de dos disciplinas contrastantes combina la 

especificidad y la sensibilidad de los sistemas biológicos con la potencia de cálculo del 

microprocesador39.  

Esta tecnología ofrece una herramienta nueva y poderosa que compite con las técnicas analíticas 

clásicas. Al ser la combinación de diversas disciplinas y metodologías, 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) aún no se han explorado en configuraciones reales.  
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Tabla 1. Componentes que pueden ser utilizados para construir un biosensor 
Elementos biológicos Transductores 

Organismos Potenciométricos 
Tejidos Amperométricos 
Células Conductímetros 

Organelos Impedimentos 
Membranas Ópticos 

Enzimas Calorimétricos 
Receptores Acústicos 
Anticuerpos Mecánicos 

Ácidos nucleicos Electrónica molecular 
Moléculas orgánicas  

Adaptado de Turner, A.P.F. 

Dentro de los biosensores ópticos se encuentran aquellos acoplados a los dispositivos SPR para 

inmunoensayos ópticos. Como se mencionó anteriormente cuando un haz de luz se refleja en una 

película metálica se genera una onda electromagnética evanescente cerca de la superficie 

reflectante. Esta onda evanescente es la componente sensorial y puede interactuar ópticamente con 

compuestos cerca o en la superficie. Esta interacción óptica puede seguirse como un cambio en la 

intensidad de la luz que sale del medio ópticamente más 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 sensibilidad40,41. 

Generalmente, los inmunoensayos incluyen procedimientos de varios pasos que involucran más de 

una incubación y antes de la medición de la señal de unión específica se incluye un paso de 

separación de las moléculas no unidas al sustrato. Este paso de separación es una de las principales 

fuentes de imprecisión del ensayo42. 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 

detección óptica diferentes. La característica clave en el contexto del inmunoensayo es la capacidad 

de monitorear las reacciones de la superficie sin interferencias relevantes del grueso de la solución. 
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El concepto consiste en fijar uno de los pares de unión inmunológica a la superficie del sensor y 

controlar su reacción con el antígeno o anticuerpo complementario sin la necesidad de llevar a cabo 

una etapa de separación. Esto se debe a que se produce una separación in situ en la superficie del 

sensor dentro de la región ópticamente sensible de la onda evanescente43. 

De forma general los biosensores para SPR se componen de tres elementos principales que se 

depositan sobre la película de oro.  Primero se deposita una capa de enlace, es la que se acopla 

directamente a la superficie de oro y que permite la adhesión de los elementos que forman la matriz 

de inmovilización, generalmente se emplean tioles como capa de enlace por su afinidad hacia el 

oro. La matriz de inmovilización es un elemento crucial que está en contacto directo con el ligando 

y la muestra, influye de forma significativa en las características del biosensor. Finalmente, el 

ligando inmovilizado, está vinculado a la matriz de inmovilización 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 cuantificar44.  

1.3.5 Contaminantes emergentes 

Los contaminantes emergentes son compuestos de diversos orígenes y naturaleza química, para los 

cuales los riesgos ambientales o de salud pública que éstos conllevan aún se encuentra bajo 

investigación. Esto se debe a la limitada información disponible sobre su interacción y los impactos 

toxicológicos en los receptores. Estos compuestos incluyen productos de higiene personal, 

farmacéuticos, industriales y domésticos. Dentro de un contexto más amplio, se podría extender el 

enfoque de los contaminantes emergentes al de los contaminantes de preocupación emergente 

(CPEs)45. Dentro de este último grupo se encuentran los productos farmacéuticos; la presencia de 

medicamentos en el medio ambiente se ha convertido en un tema de investigación reciente, sin 

embargo, en la década de 1970 ya comenzaban a realizarse estudios que clasificaban a los fármacos 

como contaminantes presentes en el agua, primero en Estados Unidos y una década más tarde en 
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el Reino Unido46,47. Fue sino a mediados de los años 90 con los avances en las técnicas analíticas 

que se adquirió un mayor conocimiento sobre la contaminación ambiental de estos compuestos. 

Las potentes técnicas de detección cromatográfica que permiten límites de detección dentro del 

rango de µgL-1 hasta ngL-1 permitieron a los investigadores cuantificar un gran número de 

componentes farmacológicos en agua, por lo que finalmente se consideró a este tipo de 

contaminación como un problema potencial de alta preocupación11. 

Las principales fuentes de emisión de estas sustancias al medio ambiente son los efluentes 

domésticos, municipales, industriales y hospitalarios, así como las actividades agrícolas y 

ganaderas, y la eliminación 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, fármacos de uso humano y 

veterinario se localizan en aguas de todos los continentes en concentraciones muy pequeñas. En 

Estados unidos y en países de la unión europea es en donde más se ha monitoreado la presencia de 

estos compuestos en cuerpos de agua13,48–50; 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 ácido salicílico, 

bisfenol A, triclosán, ibuprofeno, naproxeno, carbamazepina y atenolol en concentraciones que van 

desde 7 hasta 309 ng L-1 en agua superficial y de 1 a 464 ng L-1 en agua subterránea6,51. 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 µg L-1 52. Investigaciones realizadas en 

Brasil reportan la detección de irgarol, atrazina, glibenclamida, además 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-1 53. De igual forma se han encontrado este tipo 

de compuestos en otros lugares del mediterráneo, África, Asía y Oceanía8,54–57. 



18 
 

La principal preocupación de la presencia de CPEs en agua se debe al efecto adverso que tiene para 

los ecosistemas y organismos acuáticos. Debido a sus características fisicoquímicas estos 

compuestos no son removidos con tratamientos de agua convencionales por lo que son persistentes, 

además muchos de ellos y sus metabolitos son biológicamente activos lo que también los hace 

bioacumulables. La persistencia y bioacumulación, aunado a su constante descarga en el ambiente, 

ha traído como consecuencia efectos secundarios en organismos acuáticos58–61, así mismo la 

toxicidad derivada de mezclas complejas de CPEs a bajas concentraciones podría conducir a 

interacciones sinérgicas. Es decir, si bien algunos CPEs pueden estar presentes en concentraciones 

bajas y que de forma individual no provocan efectos tóxicos significativos, la interacción entre 

varios de ellos puede ejercer una ecotoxicidad considerable62. Otra preocupación importante 

relacionada con la presencia de CPEs en el agua es la posible creación de cepas resistentes a los 

antibióticos en poblaciones bacterianas naturales63,64. 

1.3.5.1 Carbamazepina 

En el presente trabajo de tesis se emplea la carbamazepina como molécula de prueba para la 

funcionalización de los biosensores y su posterior detección en muestras de agua. La 

carbamazepina (CBZ) es un fármaco con propiedades anticonvulsivas útiles 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 cápsulas de liberación prolongada de carbamazepina se 

usan para tratar episodios de manía 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 

tricíclica se aprecia en la Figura 1.6. Al igual que la fenitoína, la CBZ inhibe la conductancia del 

sodio, acción que da lugar a un efecto estabilizador de las membranas excitables y determina una 

inhibición diferencial de descargas de alta frecuencia en los focos epileptógenos y alrededor de 
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ellos, con interrupción mínima del tránsito neuronal normal. Su absorción desde la mucosa 

gastrointestinal es casi completa. Se une a las proteínas plasmáticas en 70% y se metaboliza en el 

hígado65,66. 

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-1 en agua residual y de alrededor de 

17.2 ngL-1 en agua superficial67. Además, se ha demostrado que tiene efectos negativos sobre 

organismos acuáticos menores y algas68.  Su método de detección en muestras de agua es por LC-

MS ya que se ha demostrado que al usar GC la muestra puede perderse durante la derivatización69. 

 
Figura 1.6 Estructura química de la carbamazepina. 
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2.1 Propuesta 

Como se ha mencionado antes, actualmente la detección de contaminantes emergentes se realiza 

principalmente utilizando técnicas analíticas instrumentales tales como GC, LC y HPLC, la 

mayoría de las veces acopladas a detectores selectivos como el MS. Estas técnicas ofrecen una 

eficiente detección y determinación de los CPEs y sus metabolitos. Por ejemplo, la USEPA 

actualmente recomienda la técnica GC-MS para el análisis de pesticidas y retardantes de flama en 

muestras de agua como la atrazina, el bromacil, los clorpirifos, la vinclozolina, entre otros70. Los 

métodos analíticos basados en estás 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 tóxicos, volviendo a estos métodos poco 

amigables con el medio ambiente. Además, es necesaria la purificación de los extractos lo que 

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

Debido a lo anterior, la necesidad de métodos más simples y sustentables ha conducido al desarrollo 

de la tecnología inmunoquímica aplicada al monitoreo ambiental. Para alcanzar los estándares 

necesarios para llevar a cabo el monitoreo de contaminantes, los métodos basados en 

inmunoensayos deben complementarse con sistemas de detección que sean capaces de responder 

de forma rápida 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 detección de 

interacciones biológicas en tiempo real por medio de un transductor apropiado. Específicamente, 

se han llevado a cabo aplicaciones de inmunosensores de flujo empleando componentes de 

transducción óptica en arreglos SPR y mediante el uso de estos sistemas, se han alcanzado límites 

de detección (LOD) de 1.37 µg L-1 para el carbaril y de 55 ng L-1 para el clorpirifós en muestras de 

agua40,71. 
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Con base a lo anteriormente descrito, en el presente trabajo de tesis, se desarrolló un sistema SPR 

con el propósito de que sea empleado prioritariamente para la implementación de métodos de 

monitoreo ambiental basados en inmunoensayos. Las características indispensables con las que fue 

construido el dispositivo fueron la fiabilidad y la robustez en el funcionamiento, la simplicidad en 

la construcción y la automatización del proceso de alineación angular. Se procuró, además, que el 

dispositivo también fuera fácilmente operable, incluso por personal semicalificado. De forma 

paralela, se desarrolló un biosensor basado en un formato de inmunoensayo sin marcadores para 

detectar selectivamente y de manera reversible la presencia de fármacos en muestras de agua. El 

biosensor fue concebido para ser reutilizable y específico para los analitos de interés que se deseen 

cuantificar. Finalmente, también se diseñó e incorporó una celda microfluídica con la finalidad de 

permitir tanto la funcionalización del sensor en flujo, así como la detección de ambas en tiempo 

real además de la incorporación de la muestra de forma precisa. 

2.2 Objetivos  

2.2.1 Objetivo general 

Desarrollar un dispositivo automatizado basado en el fenómeno óptico de resonancia de plasmón 

superficial acoplado a un sistema de detección microfluídico y que este adaptado para la detección 

de contaminantes orgánicos en agua a través de inmunosensores. 

2.2.2 Objetivos específicos 

a) Diseñar el arreglo óptico SPR, basándose en una configuración Kretschmann. 

b) Diseñar el sistema de detección microfluídico de tal manera que este adaptado para el 

análisis de contaminantes orgánicos en agua a través de inmunosensores. 

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

d) Montar el arreglo SPR asegurando que la toma de mediciones se realice de forma 

automática. 
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e) Acoplar el sistema de detección microfluídico al arreglo SPR 

f) Realizar experimentos en modo batch enfocados en la funcionalización del sensor. 

g) Realizar experimentos preliminares en el arreglo SPR enfocados en la funcionalización en 

flujo del sensor mediante la celda microfluídica. 

2.3 Hipótesis 

Mediante el desarrollo de un dispositivo automatizado basado en el fenómeno óptico SPR, se podrá 

llevar a cabo en flujo y al mismo tiempo comprobar en tiempo real la funcionalización del sensor 

mediante una celda microfluídica adaptada. Todo ello, con la finalidad de detectar contaminantes 

orgánicos mediante inmunoensayos. 
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3.1 Diseño y montaje del sistema SPR 

En este trabajo de tesis se planteó y desarrolló un arreglo experimental para medir SPR basado en 

una configuración Kretschmann; para lo cual se empleó un prisma BK7 semicircular. Además, se 

dispuso que el dispositivo fuera capaz de realizar mediciones en ángulo fijo y de barrido de ángulo 

de incidencia, por lo que se utilizaron dos goniómetros motorizados los cuales fueron montados 

uno sobre otro, teniendo así automatizado el arreglo experimental para realizar mediciones como 

función del ángulo de incidencia y/o fijarnos en un ángulo de incidencia específico para realizar un 

monitoreo de la reflectancia a ángulo fijo. Por otro lado, la fuente de luz que se empleó es un láser 

He-Ne con longitud de onda de 633 nm y un fotodiodo como detector para medir la luz reflejada 

como función del ángulo de incidencia. Así mismo, el mecanismo fue acondicionado con 

componentes ópticos para direccionar, alinear y enfocar el haz del láser que incide en la muestra, 

básicamente está compuesto de dos espejos, dos diafragmas de iris, y una lente de 10 cm de 

distancia focal. 

 
Figura 3.1 Esquema del sistema SPR constru ido en el presente trabajo de tesis.  
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Los sensores empleados en esta tesis fueron adquiridos del proveedor Ssens. Los cuales están 

conformados por sustratos de vidrio de 1cm2 cubiertos con una película delgada de oro de 50 nm, 

esta película de oro fue funcionalizada y a su vez comprobada dicha funcionalización por medio 

del arreglo SPR.  

En cuanto al sistema de detección de la muestra líquida, se diseñó una celda microfluídica de flujo 

planar (ver Figura 3.1) fabricada en polidimetilsiloxano (PDMS) sobre la cual se coloca el sensor. 

La celda tiene un área aproximada de contacto directo con la muestra de 2.35 mm2 y tiene un 

microcanal de flujo de 300 µm sobre el cual se lleva a cabo la detección. Las muestras y soluciones 

en general son transportadas a la celda por medio de una bomba de inyección automática, la cual 

es capaz de suministrar pequeñas cantidades de los compuestos funcionalizantes y de la muestra 

de forma precisa 

 

Figura 3.2 Diseño de celda microfluídica. 
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3.2 Desarrollo del biosensor 

En el presente trabajo de tesis se desarrolló un biosensor específico para la detección de 

carbamazepina (CBZ), la molécula de prueba con la que se llevó a cabo toda la experimentación 

realizada en esta tesis. El biosensor se obtuvo de la funcionalización de un sensor simple compuesto 

de un sustrato de vidrio cubierto con una película delgada de oro. Sobre la película de oro se 

depositó una monocapa auto ensamblada (SAM por sus siglas en inglés, Self Assembly Monolayer) 

de una mezcla de alcanotioles 16-mercaptohexadecanoico (MHDA) y ácido 11- 

mercaptoundecanoico (MUD). Posteriormente se inmovilizó el ligando específico para el analito 

de interés, en este caso de trató de la CBZ que funcionó como hapteno directo. Sin embargo, al ser 

una molécula pequeña, se acopló a una molécula de mayor peso molecular, mediante la síntesis de 

un conjugado hapteno-proteína uniendo la CBZ a albúmina 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. 

 

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

Para la obtención del conjugado CBZ-BSA se realizó una adaptación de las metodologías indicadas 

por Wang,C et al y Moreno, M. J. et al. 72,73. Brevemente, para la elaboración del conjugado se 

pesaron 75 mg de BSA y se disolvieron en 3 mL de buffer borato 0.2 M, pH 9. Adicionalmente se 

preparó una solución de carbamazepina 2 mM en etanol, de esta solución se tomó una alícuota que 

contenía 62.5 µmol y se secó con nitrógeno. Una vez que se eliminó por completo el etanol se le 

añadió la solución de BSA, se agitó suavemente, se sometió a sonicación por un minuto. Se incubó 

a 20 °C por 3 horas. 

3.2.2 Funcionalización del sensor 

Para la funcionalización del sensor se empleó la metodología indicada por Mauriz et al.40. 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, solución piraña 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 sonicación entre cada cambio de solución. Para la solución piraña el tiempo de 

inmersión fue de 30 segundos a temperatura ambiente y sin sonicación. Finalmente, los sustratos 

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

La funcionalización inició formando una monocapa auto ensamblada de alcanotioles, los cuales 

actúan como moléculas de anclaje entre el oro y el hapteno. Para esto se utilizó una mezcla de 

alcanotioles MHDA 25 µM y MUD 225 µM en etanol, proporción 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 solución anterior y se secaron con 

nitrógeno. 
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Finalmente, se llevó a cabo la unión del conjugado CBZ-BSA, enlazándolo a las cadenas de los 

alcanotioles. Para ello, una vez que es sintetizado previamente el conjugado, el sensor fue sumergió 

en la solución 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 función del ángulo 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 fenómeno de reflexión total interna para la interfaz prisma-aire 

similar a lo reportado en74; así como los ángulos SPR estándar 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 medición de la interfaz prisma-aire se repitió cada vez que se realizaron mediciones de 

manera previa a cualquier otra medición. De esta forma se aseguró 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 funcionalización del sensor en modo batch 

Se realizaron mediciones de barrido en ángulo, en un intervalo de 35° a 65° con un paso de 0.1° 

por medición, para corroborar que la funcionalización 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 funcionalización de los sensores, es decir, previa y posteriormente a (1) los lavados 

del sensor, (2) la modificación química de la superficie del sensor mediante un SAM de alcanotioles 

y (3) al depósito del conjugado CBZ-BSA. De esta forma, se pudo estimar el ángulo SPR inicial 

en el cual posteriormente se efectuarían las mediciones de ángulo fijo. Cabe señalar que, como una 

primera aproximación, el proceso de funcionalización del sensor se llevó a cabo en modo batch, 

en decir, cada etapa se realizó por separado del sistema SPR y no fue realizada in situ mediante la 

cámara microfluídica. 
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Además, para comprobar que el conjugado CBZ-BSA se inmoviliza de forma adecuada se 

realizaron mediciones comparando sensores a los cuales se les inmovilizó el conjugado CBZ-BSA 

contra sensores a los que únicamente se les añadió BSA sin CBZ. 

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

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

3.5 Mediciones de la funcionalización del sensor en flujo  

En los experimentos posteriores, la funcionalización del sensor fue realizada en flujo para lo cual 

se probaron diferentes tiempos de incubación en batch para obtener el tiempo de contacto mínimo 

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 procedió a realizar mediciones en tiempo real de la 

funcionalización del sensor por medio de la celda microfluídica integrada al arreglo SPR; para ello, 

se efectuaron mediciones acoplando el sensor previamente tratado con alcanotioles al prisma y 

posteriormente fijando la celda microfluídica. Las mediciones se realizaron en ángulo fijo de 70° 

con una única inyección de muestra de 6 µL. En esta prueba se comparó una muestra compuesta 

únicamente por BSA y dos más que contenía el conjugado CBZ-BSA con concentraciones de CBZ 

de 12.5 µM y 25 µM.   
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CAPÍTULO 4 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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4.1 Diseño del sistema SPR 

El sistema SPR cuenta con un laser He-Ne, 633 nm de longitud de onda, además,  

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 incidiend o 

de manera oblicua sobre el prisma. Se tiene una lente de 10 cm de distancia focal, que 

permite enfocar el spot del láser, es decir, iluminar la muestra con un  haz de d íametro 

mucho más pequeño, de forma que el área iluminada del sensor esté más delimita da. 

Definir el enfoque del haz del láser con precisión es necesario debido al uso de las 

celdas microfluídicas cuyas dimensiones del canal microfluídico en particular de de 

300 µm de ancho.  

El sistema cuenta con dos goniómetros, uno que controla la posición del fotodetector 

y otro la posición del prisma. Estos goniómetros están ubicados sobre el mismo eje 

de rotación, de tal manera que el sistema gira θ-2θ, es decir, el goniómetro que 

controla el fotodetector siempre girará el doble que el goniómetro del p risma. En la 

Figura 4.1 se muestra una fotografía del sistema SPR construido en este trabajo  de 

tesis.   
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Figura 4.1Fotografías 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 reflectanc ia 

como función del ángulo de incidencia. Como se mencionó anteriormente, se 

presentaron mediciones de reflectancia, lo que significó que las mediciones de 

potencia reflejada fueron normalizadas con el valor máximo que se tiene en la 

medición de la interfaz prisma-aire. En la figura 4.2 se observa una fotografía del 

arreglo SPR desarrollado en esta tesis durante la toma de mediciones en función del 

ángulo incidencia.  
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Figura 4.2 Medición experimental de la refelctancia como función del ángulo de incidencia de las 

interfaces prisma-oro-aire. 

 

La gráfica que se muestra en la Figura 4.3 es la medición de referencia de la  curva de 

reflexión como función del ángulo de incidencia, de la interfaz prisma-aire. En ésta, 

se observa el fenómeno conocido como reflexión total interna, es decir, alrededor del 

ángulo de 41º, toda la luz se reflejará en la interfaz prisma-aire74. Además, esta 

medición permite verificar la polarización del láser, siendo está polarización 

transversal magnética (TM)75. En este trabajo la reflexión total interna ocurre en el 

ángulo de 41.7º debido al láser que se usó de 633 nm de longitud de onda (ver Figura 

4.2). 
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Figura 4.2 Reflexión 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 caídas en reflectancia en los ángulos 44.2º y 71.8º 

respectivamente, es decir, estos son los ángulos SPR (θSPR) correspondientes de cada 

interfaz y que concuerdan con lo reportado en la literatura76,77. Se analizaron estas 

dos curvas con la finalidad de contar con un punto de referencia para las mediciones 

que se presentarán en la siguiente sección de resultados. 
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Figura 4.4 Determinación del ángulo SPR para las  diferentes interfaces. Se observa que para la 

interfaz prisma-oro-aire (A) el ángulo SPR es de 44.2° y para la interfaz prisma -oro-agua (B) el 

ángulo se desplaza hasta 71.8°.  

4.2 Mediciones de la funcionalización del sensor en modo batch 

Para corroborar que la funcionalización del sensor se llevó 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 deposición de estas moléculas 

sobre la película delgada de oro del sensor en la región previa al θSPR, observando un ligero aumento 
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en su reflectancia con respecto a la línea correspondiente al sensor sin funcionalizar, por lo que se 

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

 

 
Figura 4.5 Curvas obtenidas durante cada paso de la funcionalización para la obtención del 

biosensor. Adicionalmente, medición de inmovilización del BSA sobre los alcanotioles.  

La siguiente etapa del proceso de funcionalización  del biosensor fue la unión del 

conjugado CBZ-BSA sobre las cadenas de alcanotioles  previamente depositadas en la 

superficie del sensor. Esta curva representada por la línea azul tiene un θSPR 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. Además, para comprobar que el conjugado 

formado por carbamazepina y BSA se haya formado debidamente previo a su 
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inmovilización en la superficie del sensor modificado con alcanotioles,  se realizó la 

medición de un sensor modificado químicamente al cual se le adicionó únicamente 

BSA. Este último está representado en la Figura 4.4 por la curva de color verde, la 

cual presenta un θspr 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 medición del sensor que sólo tiene BSA 

con aquella que tiene el conjugado CBZ-BSA completo, existe una diferencia de 1° 

en el ángulo de resonancia de ambas. Otro punto importante a señalar 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 l a síntesis del conjugado se realizó 

de forma exitosa.  

4.3 Optimización de la funcionalización en flujo. 

Como se mencionó anteriormente,  los biosensores medidos en los experimentos 

anteriores fueron funcionalizados en modo batch, sin embargo, la finalidad de esta 

tesis fue realizar la inmovilización completa en flujo y detectar los cambios que se 

van presentando en el sensor en tiempo real. Para esto se requirió determinar el tiempo 

de contacto mínimo 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 solución 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 químicamente con el conjugado CBZ-BSA se observa la evidencia 
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de la unión de las moléculas y conforme incrementa el tiempo de contacto,  se puede 

observar tambien que incrementa la cantidad de conjugado CBZ-BSA 

inmovilizado.Los ángulos 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 medición anterior, excepto la medición correspondiente 

a la del sensor tratado por 150 segundos, ésta presenta una diferencia de ángulo de 

0.5°. Por su parte, el cambio en la amplitud de las mediciones también presenta una 

disminución constante en la reflectancia, de igual forma , la amplitud de la medición 

correspondiente al último tratamiento (150 s), tiene un comportamiento diferente a 

las demás, en este caso, presenta un comportamiento muy similar a la medición 

antecesora. Esto nos indica que, para fines prácticos, a un tiempo de 120 s, la 

funcionalización del sensor con el conjugado CBZ-BSA llega a su punto de saturación. 

Por lo anterior, se pudo inferir que la inmovilización en flujo era factible y 

relativamente rápida. 
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Figura 4.5 Optimización del tiempo de inmovilización del conjugado CBZ -BSA sobre el sensor 

funcionalizado con la mezcla de alcanotioles (MHDA:MUD).  

Se llevaron a cabo otros experimentos relacionados con la optimización de la 

funcionalización del sensor, específicamente, se estudió el efecto de la  modificación 

de la concentración de hapteno en la  formación del conjugado. Para esto , se preparó 

un conjugado que contenía una concentración de 12.5 µM de carbamazepina y otro 

cuya concentración se elevó a 25 µM.  

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 

disminución en la amplitud de la curva que representa el conjugado con mayor 
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concentración de hapteno, este cambio es muy pequeño y puede ser debido a la 

incertidumbre intrínseca del  sistema. De lo anterior podemos deducir que 

probablemente la conjunción de la proteína con el hapteno ha llegado a  su punto de 

saturación.  

 
Figura 4.6 Optimización de la concentración de CBZ en el conjugado hapteno -proteína.  

Finalmente, es importante mencionar que todas las pruebas fueron realizadas mediante 

la reutilización de los sensores, es decir, entre cada experimento, los sensores fueron 

sometidos a un exhaustivo proceso de lavado como se indica en la  sección 3.3 en el 

capítulo de metodología. Para corroborar que el lavado elimina en su totalidad las 

moléculas inmovilizadas sobre el sensor, se realizó una comparación entre la curva 



42 
 

obtenida inicialmente de la interfaz prisma-oro-aire, con una medición de la misma 

interfaz utilizando un chip que había sido utilizado en múltiples procesos de 

inmovilización. En la Figura 4.7 se observa que no hay diferencias significativas entre 

ambos sensores en el ángulo SPR, pero si presenta cambios en la zona angular fuera 

del ángulo SPR, esto se traduce a decir que la película no queda totalmente limpia.   

 

 
Figura 4.7 Comparación entre una interfaz prisma -oro-aire de un sensor nuevo y un sensor que se 

utilizó y lavó múltiples ocasiones.  
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4.4 Mediciones de la funcionalización del sensor en flujo 

Las mediciones realizadas al sensor empleando el sistema en flujo para el proceso de 

funcionalización se llevaron a cabo a un ángulo fijo de 70° debido a que alrededor de este ángulo 

la interfaz prisma-oro-agua presenta el fenómeno SPR. Debido a que el conjugado CBZ-BSA se 

encuentra en solución acuosa se espera observar el mínimo de reflectancia alrededor de los 70°.  

 
Figura 4.8 Toma de mediciones en ángulo fijo incorporando la celda microfluídica al arreglo SPR. 

 

Al igual que en pruebas anteriores, para evaluar la correcta inmovilización de moléculas en el 

sensor, se realizaron mediciones para detectar la unión del conjugado CBZ-BSA en dos 

concentraciones diferentes (12.5 y 25 µM) y otra más con una muestra que contenía únicamente 

BSA. Es importante señalar que estas mediciones fueron realizadas sin el apropiado sistema de 

suministro de muestra por lo que resultó 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 medición con una línea base 

donde la reflectancia se mantiene constante, durante ese tiempo la reflectancia corresponde 

únicamente a la interfaz del prisma-oro-tioles, después se observa una caída abrupta en la 

reflectancia, esto indica que la muestra ha sido inyectada, para la gráfica A la inyección de la 

muestra ocurrió a los 100 s, para la línea B alrededor de los 125 s y para la línea C alrededor de los 

150 s; esté precipitado cambio en la reflectancia indica que la unión de las biomoléculas al sensor 

se efectúa de manera inmediata. La muestra que incluía únicamente BSA alcanzó la estabilidad de 

forma rápida 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 medición, 

estás variaciones  que se observan principalmente entre los 125 – 160 s en la línea B y 220 – 240 s 

para la línea C, se deben a que no se logró de forma adecuada mantener fija la celda microfluídica 

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 medición corresponde a la inmovilización del conjugado CBZ-BSA 

sobre el sensor, es decir, se logró llevar a cabo la funcionalización del sensor en flujo. 
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Figura 4.9 Mediciones en tiempo real de la unión de biomoléculas en la superficie de la película oro-tioles.  

A) BSA. B) Conjugado CBZ-BSA 12.5 µM. C) Conjugado CBZ-BSA 25 µM. 
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CAPÍTULO 5 
CONCLUSIONES 
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5.1 Conclusiones 

En este trabajo de tesis se diseñó y construyó un arreglo óptico para medir el fenómeno 

SPR basado en la configuración Kretschmann . Para ello, se seleccionaron y 

adquirieron los mejores componentes que garantizaron la sensibilidad y robustez 

necesarias para la detección de compuestos a bajas concentraciones . Lo cual se puede 

concluir a partir de las mediciones realizadas durante el proceso de funcionalización 

del biosensor ya que las soluciones empleadas en los experimentos se encontraban en 

concentraciones micromolares, siendo de 12.5 µM la concentración más baja probada 

para la cual se registró un cambio de ángulo, correspondiente a la concentración de 

CBZ en el conjugado CBZ-BSA. El arreglo construido en este trabajo fue capaz de 

detectar la deposición de estas moléculas sobre el sensor de oro con una sensibilidad 

de 0.1°. Además, se logró que el arreglo funcionara de  manera automatizada 

permitiendo hacer mediciones de manera rápida y sencilla.  

La funcionalización en modo batch resultó 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 mínimo en que 

deben permanecer en contacto el sensor químicamente modificado y el conjugado 

CBZ-BSA, así como la concentración de saturación del conjugado. Todo ello permitió 

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

Por otro lado, se diseñó una celda microfluídica de flujo planar con la cual se pud ieron 

llevar a cabo pruebas preliminares de la funcionalización del sensor en flujo. Cabe 

señalar que el tratar de acoplar la celda microfluídica al arreglo SPR resultó todo un 

reto por lo cual se obtuvieron algunas inconsistencias en la señal analítica obtenida. 

Sin embargo, la muestra fluyó a través de la celda y se realizó la inmovilización del 
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conjugado CBZ-BSA sobre el sensor previamente modificado por alcanotioles, por lo 

que resulto en una buena primera aproximación de la cual se obtuvo información 

pertinente para la realización de pruebas posteriores. 

 En conclusión, el sistema es completamente funcional, trabaja de manera adecuada, 

fue capaz de detectar el cambio de ángulo SPR en diferentes condiciones. S u uso para 

mediciones de barrido en ángulo de incidencia es completamente óptimo. Por otro 

lado, para las mediciones en función del tiempo a un ángulo fijo, es necesario 

optimizar la integración de la celda microfluídica al sistema SPR, de forma que las 

mediciones puedan realizarse evitando el cambio de reflectancia producido por la 

fuerza que ejerce la inyección de la muestra. 

5.2 Trabajo futuro 

El trabajo futuro consiste en perfeccionar el sistema microfluídico  empleando una 

bomba de inyección automatizada y mejorar la incorporación de la celda microfluídica 

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 deposición de 

moléculas en el sensor sin las interferencias registradas en las pruebas realizadas  en 

este trabajo de tesis. 

Una vez que el sistema microfluídico este optimizado  se realizarán experimentos para 

la detección de contaminantes emergentes en agua mediante un  inmunoensayo. Se 

realizarán mediciones con muestras sintéticas a diferentes concentraciones 

establecidas del analito de interés para construir una curva de calibración y 

posteriormente realizar mediciones en muestras reales . Se plantea realizar 

inmunoensayos para la detección especifica de la molécula de prueba utilizada en este 

trabajo de tesis, la carbamazepina, además, se realizarán experimentos para el 



49 
 

desarrollo de nuevos métodos de detección de otros contaminantes emergentes como 

el diazepam, 17-β estradiol y oxitetraciclina.   
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