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Resumen

El arsénico es un constituyente natural del ambiente marino y de agua dulce. Generalmente se
encuentran en concentraciones muy bajas, pero las actividades industriales o mineras han contribuido
a alcanzar y rebasar los niveles de iones metalicos en los sistemas subterraneos de agua. Derivado de
su incremento, su monitoreo a través de sensores es fundamental para determinar que su concentracion
se mantenga dentro de los niveles permitidos por normas nacionales e internacionales. Los
dispositivos microfluidicos basados en papel tienen aplicaciones en la deteccion colorimétrica de
metales pesados dado que cuentan con una plataforma de deteccion portéatil, desechable, rapida y
sensible. Por su parte, la colorimetria puede combinarse con la deteccion basada en nanoparticulas
metélicas bioconjugadas, dado que han mostrado la capacidad de emplearse como sensores del analisis
de interés y su reconocimiento a simple vista.

En el presente trabajo para obtener el grado de Maestria se disefid, fabrico y estudio la respuesta
de los componentes de un sensor microfluidico de papel a iones As®*. Para ello, se fabricaron nanorods
de oro (AuNRs) por el método mediado por semillas. Las bandas plasmonicas localizadas LSPR
transversal y longitudinal de los coloides de AuNRs, fueron determinadas en ~522 nm y ~653 nm,
para una razén de aspecto ~2.4 y factor de calidad cercano a 10. La bioconjugacion de los AUNRs se
realizd6 empleando queratina, para su posterior empleo como nanosensores coloidales a diversas
concentraciones de arsenito. Se determind que la absorbancia, concentracién elemental porcentual y
ambiente quimico cambian en muestras de coloides de nanorods de oro bioconjugados con queratina
expuestos a 2, 4, 6, 8 y 50 pg/L de As®*". Entonces, pueden ser empleados como nanosensores de
arsenito. Asi mismo, se disefiaron y fabricaron uPADs impresos con cera sobre papel Whatman tipo
1, con zonas de sensado e inyeccion, en forma de estrella de 6 picos. Los sensores fabricados y
sometidos a un tratamiento térmico permitieron la eliminacién de fugas y una disminucién en el ancho
de barrera de hasta 0.1 mm y longitud de canal de 3 mm, en todos los colores empleados, salvo en la
combinacion CMYK (Cian, Magenta, Amarillo y Negro) (0, 0.502, 0.502, 0). Finalmente, se
establecio la prueba de concepto del uso de un dispositivo experimental de lectura colorimétrica, a

diferentes concentraciones de colorante vegetal azul absorbidas sobre papel tipo Whatman 1.

Palabras clave: sensor microfluidico basado en papel, nanovarillas de oro, metales pesados,

colorimetria, flujo capilar.



Objetivos
Objetivo General

Disenar, fabricar y estudiar la respuesta de los componentes de un sensor microfluidico de papel a

iones As®*,

Objetivos Especificos

1. Sintetizar nanovarillas de oro por el método de semilla con razon de aspecto entre 2 'y 5.

2. Caracterizar las bandas plasmonicas localizadas de nanovarillas de oro con razon de
aspecto entre 2 y 5, mediante espectroscopia UV-Vis y su morfologia mediante microscopia
electronica de transmision.

3. Bioconjugar los AuNRs sintetizados con terminales funcionales, y caracterizar sus
propiedades opticas y composicionales con espectroscopia UV-Vis y de fotoelectrones de
rayos X.

4. Estudiar la respuesta plasmonica y superficial de AuNRs bioconjugados a soluciones de
arsenito mediante espectroscopia UV-Vis y de fotoelectrones de rayos X.

5. Disefiar un patron de canales micrométricos para la fabricacion de un dispositivo portétil
de papel, tal que incluya zonas de inyeccion, control negativo, control positivo y sensado.

6. Imprimir el disefio seleccionado de canales microfluidicos sobre papel Whatman nimero
1.

7. Disefiar e implementar un protocolo de un ensayo colorimétrico del sensor de papel

empleando un lector colorimétrico experimental.



Introduccion

Los metales pesados son constituyentes naturales del ambiente marino y de agua dulce.
Generalmente se encuentran en concentraciones muy bajas, pero las actividades humanas tales
como la industrial o minera han aumentado los niveles de iones metalicos en los sistemas de agua
[1]. Son un grupo de elementos quimicos que tienen una alta densidad, al menos 5 veces mayor
que la del agua, y generalmente son toxicos para los seres humanos. No son biodegradables y
pueden acumularse en los ecosistemas. Dentro de ellos, también se incluyen ciertos metaloides,
como el arsénico [2].

El arsénico es altamente venenoso incluso en concentraciones bajas. Disuelto en cuerpos de
agua naturales, se encuentra en dos formas: 1) Arsenato [As®*], dominante en aguas superficiales
y 2) arsenito [As®"], dominante en aguas subterraneas [3]. De ellos, el arsenito es el mas toxico
para los sistemas bioldgicos [4]. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
nivel estandar permitido de arsénico en el agua potable es de 10 ppb [5]. En particular, México
esta entre los paises que se ven afectados por la contaminacidn por arsénico en aguas subterraneas
[6]. Por ello, es importante desarrollar técnicas seguras y eficaces para la deteccién y cuantificacion
de niveles de arsénico. Ya se han desarrollado sistemas de sensado basados en espectroscopia de
absorcién atomica (AAS, atomic absorption spectroscopy), espectroscopia de fluorescencia
atdbmica (AFS, atomic fluorescence sprectroscopy) y plasma acoplado inductivamente con
espectrometria de masas (ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectroscopy) [7]. Todas
estas técnicas cuentan con alta sensibilidad, especificidad, precision, pero consumen mucho tiempo
en la deteccién, son costosas, requieren mano de obra calificada y son mas adecuadas para
aplicaciones a nivel laboratorio [1].

La microfluidica es la ciencia de la mecénica de fluidos a microescala. Los sistemas a esta
escala estan compuestos por varios microcomponentes capaces de procesar y manipular con
precision volimenes muy pequefios de fluidos. Es un campo de estudio interdisciplinario
relativamente nuevo, pero ha tenido una evolucion rapida. Sus principales categorias son:
microfluidica de canales cerrados/confinados, microfluidica de canales abiertos y microfluidica de
dos fases (gotas). En la microfluidica de canales abiertos se encuentran los dispositivos analiticos
basados en papel (uPAD, microfluidic paper-based analytical device), que surgen como una
necesidad de tener sistemas portatiles, faciles de usar y de bajo costo. Sus aplicaciones incluyen el
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diagndstico médico, control de calidad de alimentos y monitoreo ambiental, entre otros [8].

Los pWPAD han tenido un rapido desarrollo en los ultimos afios dado que son generalmente
rapidos, sensibles, selectivos, faciles de usar, ademas de que no requieren de un tratamiento previo
de las muestras de interés (analito). Otra de las ventajas es que aprovechan las fuerzas capilares y,
por tanto, no requieren de componentes adicionales para el control del flujo, su costo es
extremadamente bajo y su fabricacion relativamente simple [9, 10]. Su aplicacion en la deteccidn
de metales pesados es interesante porque proporcionan una plataforma de deteccion portatil,
desechable, rapida y sensible, y ain mas cuando se les combina con un sistema de lectura de bajo
costo [9]. Algunos métodos de transduccion incluyen los colorimétricos, fluorescentes,
electroquimicos, electroquimioluminiscentes y basados en nanoparticulas. La colorimetria es uno
de los métodos mas utilizados y suele estar combinado con la deteccion basada en nanoparticulas
metélicas ya que tienen un buen desempefio como indicadores reconocibles a simple vista [10].

Entre la variedad de nanoparticulas metalicas que se utilizan para la deteccion colorimétrica de
analitos de interés, las nanoestructuras anisotrépicas de oro pueden ser explotadas dado que
presentan fuerte dispersidn y absorcion de la luz en el espectro visible, siendo factible la deteccion
colorimétrica por mostrar mejor sensibilidad, mayor rango de deteccidn y mayor resolucion visual
[7]. Especificamente, las nanovarillas de oro (AuNRs) son un tipo de nanoestructuras plasmonicas
anisotrépicas que exhiben dos bandas de absorcion de la luz en el espectro visible llamadas
resonancia de plasmones superficiales localizados (LSPR, localized surface plasmon resonance).
La primera es debida a la oscilacion transversal de los electrones libres del metal en el eje corto y
la otra debida a la oscilacion longitudinal [11].

Se han realizado varios estudios sobre la deteccion de arsénico utilizando nanoparticulas de
oro, como el presentado por Priyadarshni y colaboradores [3], en el cual informan sobre un sensor
colorimétrico basado en AuNPs funcionalizadas con &cido meso-2,3-dimercaptosuccinico
(DMSA) (DMSA-AUNPs) para la deteccion de arsénico (I11) y arsénico (V) en muestras de agua,
con un limite de deteccion de aproximadamente 1 ppb. Dominguez-Gonzéalez y colaboradores [12]
funcionalizaron AuNPs con GSH-DTT-CYs-PDCA, logrando un limite de deteccion de entre 2.5
y 8.4 ppb. Sahu y colaboradores [13] desarrollaron un sensor colorimétrico utilizando
nanoparticulas de oro funcionalizadas con glucosa, alcanzando un limite de deteccion de 5.6 ppb

El presente trabajo de investigacion se enfoco en estudiar la respuesta colorimétrica de AUNRS
bioconjugadas con queratina para la deteccion de concentraciones estandares de iones de As* en

soluciones coloidales. La sintesis de AuNRs con diferentes razones de aspecto y bioconjugacion
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se realiz6 por ruta quimica, y su caracterizaciéon morfoldgica, razon de aspecto y de terminales
reactivos fueron determinados por espectroscopias UV-Vis, fotoelectronica de rayos X y
microscopia electronica de transmision. Asi mismo, se disefio y fabrico un dispositivo portéatil de
papel con zonas de inyectado, control negativo, control positivo y de sensado. Finalmente, se
demostré la viabilidad del uso de papel Whatman numero 1, para diferenciar la respuesta
colorimétrica de diversas concentraciones de colorante natural, empleando un dispositivo
experimental de lectura colorimétrica desarrollado en nuestro grupo de trabajo.

En el capitulo 1 se abordan los antecedentes relativos a la toxicidad de iones metalicos, asi
como los métodos de deteccidn, incluyendo los dispositivos microfluidicos basados en papel
(UPAD) y sus métodos de transduccion, incluyendo la colorimetria. Asi mismo, se incluye la
descripcion de algunas técnicas de fabricacion y caracterizacién de nanoparticulas de oro,
particularmente las empleadas en este trabajo de tesis.

En el capitulo 2 se describe la metodologia y desarrollo experimental, que incluyen los reactivos
y equipos, protocolos de sintesis y bioconjugacion y sensado coloidal a concentraciones de
arsenito, condiciones de caracterizacion de las técnicas empleadas, asi como las condiciones de
fabricacion de uPADs y prueba de concepto empleando un lector colorimétrico experimental sobre papel
Whatman ndmero 1.

Por su parte en el capitulo 3 se presentan y discuten los resultados experimentales de los componentes
para la fabricacion de un sensor microfluidico de papel con nanovarillas de oro bioconjugadas para la

deteccion colorimétrica de iones As®*.
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Nomenclatura y Abreviaturas

HPAD
AuUNRs
UV-Vis
CTAB

HAuUCls-3H20
AgNOs3
NaBHa4
Agua DI
Ker
AuNRs-Ker
RCF
PDMS
GSH
DTT
CYs
PDCA
CMYK
FWHM

Dispositivo microfluidico de papel
Nanorods o nanovarillas de oro
Ultravioleta-Visible
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Acido tetracloroaurico tri hidratado
Nitrato de plata
Borohidruro de sodio
Agua desionizada
Queratina
Nanorods de oro funcionalizados con queratina
Fuerza centrifuga relativa
Polidimetilsiloxano
Glutation
DL-Dithiothreitol
L-cisteina
Acido dipicolinico
Cian, Magenta, Amarillo y Negro
Anchura a media altura de un determinado pico.
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Capitulo 1
Antecedentes

En este capitulo se presenta la revisién de conceptos basicos e historicos en nanotecnologia, métodos de sintesis de nanoestructuras,
la evaluacion de la toxicidad de iones de metales pesados en agua dulce, con un enfoque particular en el arsénico, y se exploran
diversos métodos de deteccidn. Entre estos métodos, se destaca la utilizacion de dispositivos microfluidicos basados en papel
(UPAD), donde la colorimetria desempefia un papel crucial y suele combinarse con la deteccién basada en nanoparticulas. Esta
combinacion de técnicas se presenta como una herramienta eficaz y de bajo costo para la deteccion de arsénico y otros
contaminantes en agua.

1.1 Historia de la nanotecnologia

La historia precisa de la nanotecnologia aun es desconocida, y aunque Richard Feynman se le
considera el pionero en este campo debido a su iconica conferencia de 1959, es importante destacar
que ya existian aplicaciones de nanomateriales antes de su contribucién. Por ejemplo, en 1449
John Utynam patentd un vidrio basado en nanoparticulas de oro, marcando uno de los primeros
usos documentados de nanotecnologia en la historia [14]. En el siglo XVI, Paracelso utilizé
nanoparticulas de oro para tratar a pacientes que padecian de distintas enfermedades,
adelantandose a su época en el uso terapéutico de nanoestructuras [15].

El concepto de nandmetro, 1 nm = 1 X 10° m, fue introducido por Richard Zsigmondy, quien
recibid el Premio Nobel de Quimica en 1925 por su destacada labor en la medicion del tamafio de
particulas coloidales de oro, utilizando un microscopio. Si bien Feynman no fue el primero en
introducir el término "nanotecnologia”, su conferencia "There is plenty of room at the bottom"
ayudo a catalizar el desarrollo del campo al plantear la posibilidad de manipular la materia a escalas
nanométricas.

En 1974, Norio Taniguchi acufio el término "nanotecnologia” para describir los mecanismos de
procesamiento de materiales a escala nanométrica [16]. La invencion del microscopio de
exploracién por efecto tunel (STM, scanning tunneling microscope) y el posterior descubrimiento
de los fulerenos y los nanotubos de carbono, impulsaron ain mas la investigacion en
nanotecnologia al proporcionar herramientas para visualizar y manipular atomos y moléculas a
nivel nanomeétrico.

En Estados Unidos de América, se impulsaron iniciativas en 1991 y 2001 para crear conciencia
sobre las aplicaciones potenciales de la nanotecnologia, donde el Grupo de Trabajo
Interinstitucional sobre Nanociencia, Ingenieria y Tecnologia (IWGN, International working
group on nanoscience, engineering, and technology) pronosticdé la investigacién en
nanotecnologia para los siguientes 10 afios. Estas contribuciones han abierto nuevas areas de

investigacion y han demostrado el potencial transformador de la nanotecnologia en una variedad
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de campos como la electrénica, medicina, materiales, medio ambiente, entre otros [17].

Desde entonces, diversos hitos historicos en este campo demuestran su relevancia en maltiples
campos. El reconocimiento temprano de las propiedades Unicas de las nanoestructuras y el
desarrollo de aplicaciones pioneras han brindado una base sélida para explorar ain méas el mundo
a escala nanomeétrica, incluyendo el desarrollo y aplicacion de nuevos métodos de fabricacion,

funcionalizacion y caracterizacion de sus diversas propiedades fisicoquimicas.

1.2 Métodos de sintesis de nanoestructuras

La variedad de métodos disponibles para la sintesis de nanoestructuras es amplia y diversa,
abarcando enfoques fisicos, quimicos y bioldgicos. Estos métodos no solo permiten sintetizar
nanoestructuras, sino que también ofrecen una plataforma para explorar sus propiedades
fisicoquimicas y aplicaciones en una amplia gama de campos. Se llevan a cabo a través de diversos
enfoques, siendo los mas comunes el enfoque de arriba hacia abajo (top-down) y el enfoque de
abajo hacia arriba (bottom-up). EI método top-down comienza con una masa solida y la convierte
en particulas nanométricas mediante la aplicacion de algun método mecanico y posteriormente se
estabilizan las particulas al tamafio requerido. Mientras, el enfoque bottom-up implica la
construccion de nanoestructuras a partir de componentes méas pequefios, como atomos, moléculas
o clusteres, mediante la aplicacion de métodos quimicos [18]. La Figura 1.1 muestra los diferentes

enfoques para la sintesis de nanoestructuras.

‘ Sintesis de Nanoparticulas ]

‘ Métodos Top-down I [ Métodos Bottom-up
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Material Reducir a polvo  Nanoparticulas Clusters Precursor que contiene
volumétrico atomos y moléculas
[ Métodos fisicos ] [ Métodos quimicos ] [ Métodos biolégicos]

Figura 1.1. Enfoque top-down y bottom-up para la sintesis de nanoparticulas.

Entre los métodos fisicos se encuentran el método de descarga de arco, litografia de haz de
electrones, molienda mecanica y spray pirdlisis. Por su parte, entre los métodos quimicos se
incluyen al metodo de coprecipitacion, metodo electroquimico, reduccion quimica de sales

metalicas, método de microemulsion y proceso sol-gel. Finalmente, entre los métodos biologicos
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se encuentran la utilizacién de plantas y sus extractos, microorganismos, algas y enzimas y
biomoléculas.

Esta diversidad de métodos y enfoques nos permite crear y explorar una amplia gama de
nanoestructuras, cada una con propiedades Unicas y potenciales aplicaciones, derivadas de su

dimensionalidad, composicion, estructura, entre otras caracteristicas.

1.2.1 Clasificacion de nanoestructuras

La clasificacion de las nanoestructuras, segun su dimensionalidad, es de gran importancia en el
campo de la nanotecnologia, ya que permite una comprension mas profunda de las propiedades
fisicoquimicas y comportamientos de los materiales a escala nanométrica. Esta clasificacion se
basa en el numero de dimensiones donde se presenta la escala nanométrica en una nanoestructura,
incluyendo dimensionalidad cero (0D), uno (1D), dos (2D) y tres (3D). En este trabajo se

fabricaron nanoestructuras unidimensionales.

Materiales nanoestructurados de dimensionalidad cero (0D)

Los materiales nanoestructurados de dimensionalidad cero son aquellos en los que todas las
dimensiones son inferiores a 100 nm. Algunos de estos materiales incluyen arreglos de particulas
homogéneas y arreglos de particulas heterogéneas, como puntos cuanticos (QDs, quatum dots),

esferas huecas, QDs de nucleo-coraza, entre otros [19].

Materiales nanoestructurados de dimensionalidad uno (1D)

Las nanoestructuras unidimensionales (1D) se definen como materiales con una dimensién mayor
a 100 nm mientras que las otras estan a escala nanométrica. Se han utilizado en diversos campos
debido a sus propiedades superiores en comparacién con los materiales o estructuras en bulto. Los

nanocables, nanobarras y nanotubos son ejemplos de este tipo de nanoestructuras [19].

Materiales nanoestructurados de dimensionalidad dos (2D)

En las nanoestructuras bidimensionales (2D), dos dimensiones estan en la microescala y una
dimensién en la nanoescala. Las peliculas ultradelgadas y las nanocapas son ejemplos de
nanoestructuras 2D. Usualmente se sintetizan depositandolos sobre un sustrato en forma de una
capa unica o multicapa. Pueden ser amorfos o cristalinos, metalicos o no metalicos, o incluso tener

una naturaleza polimérica [19].

Materiales nanoestructurados de dimensionalidad tres (3D)
Las nanoestructuras tridimensionales (3D) se constituyen de nanomateriales 0D, 1D o 2D, aunque
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su mezcla sea un material de dimensiones superiores a los 100 nm. Ejemplos de ellas son las
micelas decoradas con nanoparticulas o nanoparticulas embebidas dentro de nanofibras [19].
Como se ha mencionado, diversas propiedades fisico-quimicas de los materiales en bulto, se
ven modificadas cuando disminuye su tamafio a nivel nanométrico. Particularmente, sus
propiedades superficiales como adhesion y relacion &rea/volumen, son explotadas cuando las
nanoestructuras se aplican a la deteccion y/o recuperacion de metales pesados. En este trabajo, se
fabricaron nanovarillas de oro (AuNRs) bioconjugadas para la deteccion de arsénico en soluciones

coloidales.

1.3 Metales pesados: Arsénico

En la actualidad, uno de los principales problemas medioambientales es la contaminacion por
metales pesados en los cuerpos de agua dulce, particularmente destinados a riego 0 consumo
humano. Los metales pesados (MP) son compuestos que se caracterizan por ser persistentes y no
biodegradables, por ello la importancia de su eliminacion.

Entre este grupo de elementos se encuentra el arsénico. El arsénico es un elemento con el
simbolo quimico As, nimero atomico Z de 33 y masa atdmica de 74.9. Se clasifica en el medio
del grupo 15 de la tabla periddica y por ser un metaloide natural que se encuentra en muchos
minerales de la corteza terrestre, presenta propiedades tanto de metal como de no metal. Su
liberacion a la atmdsfera proviene tanto de fuentes naturales como antropogénicas [20]. Se
encuentra en formas inorganicas y organicas, asi como en diferentes estados de oxidacion o
valencia. Los estados de oxidacion del arsénico incluyen -111, O, I11'y V. Ejemplos de arsenicales
en estos estados son arsina, arsénico elemental, arsenito y arsenato, respectivamente. La arsina es
un gas incoloro, inodoro y altamente toxico. La forma y el estado de valencia del arsénico son
importantes en sus posibles efectos tdxicos. En términos generales los arsenicales inorganicos son
mas toxicos que los arsenicales organicos; los arsenicales trivalentes (111) como el arsenito son mas
toxicos que los arsenicales pentavalentes (V) como el arseniato, mientras que los arsenicales
organicos trivalentes son igual 0 mas toxicos que los arsenicales inorganicos trivalentes [21].

La contaminacion por arsénico en suministros de agua ha sido encontrada en muchos paises,
incluyendo Argentina, Bangladesh, Camboya, Canada, Chile, China, Ghana, Hungria, India, Laos,
Mongolia, Nepal, Pakistan, Polonia, Taiwan, Tailandia, Reino Unido, Estados Unidos, Vietnam y
México. Incluso en paises desarrollados, cerca del 10% de los recursos de agua subterranea
exceden los niveles seguros de arsénico para consumo humano.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecié como limite una concentracién de 10

ug/L (10 ppb) de arsénico en el agua potable, en 1993, debido a la evidencia de que el arsénico
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inorgénico es un carcindgeno humano. Estados Unidos adoptd este estdndar en 2006. Sin embargo,
en Bangladesh, el nivel maximo de contaminacion permitido es de 50 ug/L, lo que expone a una
poblacién cercana a los 100 millones de personas a niveles peligrosos de arsénico.

La contaminacién del agua subterrdnea con arsénico puede tener maltiples fuentes, como
pesticidas, conservantes de madera, fabricacion de vidrio y otros usos del arsénico. A menudo, la
contaminacion natural por arsénico en el suelo es dificil de controlar. EI caso mas grave se
encuentra en Bangladesh, donde se descubrié que muchos pozos tubulares poco profundos
instalados en la década de 1970 estaban contaminados con arsénico, ya en la década de 1980. Se
estima que hasta 100 millones de sus habitantes estuvieron expuestos a niveles elevados de este
contaminante, superando los niveles establecidos por la OMS.

Es importante tener en cuenta que las pautas de la OMS no consideran las diferentes especies
de arsénico, a pesar de que se sabe que la toxicidad varia dependiendo de su forma quimica. Los
sintomas de la exposicién cronica al arsénico pueden tardar meses o incluso afios en aparecer y
pueden incluir manchas oscuras en la piel, agrandamiento de 6rganos como el higado, rifiones y
bazo, asi como el desarrollo de enfermedades como nefropatia, hepatopatia y varios tipos de cancer
[22].

En resumen, la presencia de metales pesados en fuentes de agua, entre ellos el arsénico, es un
problema global que amenaza tanto a paises en desarrollo como a naciones desarrolladas,
representando un riesgo significativo para la salud humanay el medio ambiente. Dada la gravedad
de su presencia, es fundamental que se exploren enfoques innovadores para la deteccion y
remediacion de la contaminacion por metales pesados. En este contexto, la microfluidica en papel
emerge como una prometedora tecnologia que puede desempefiar un rol crucial en la

monitorizacién de esta contaminacion, particularmente por arsénico.

1.4 Microfluidica basada en papel

La microfluidica basada en papel (uPADSs), también conocida como "lab on paper" o "dispositivos
analiticos basados en papel™, es un campo emergente de la microfluidica que utiliza papel como
sustrato para la fabricacion de canales y dispositivos microfluidicos. Esta téecnica ofrece numerosas
ventajas, entre las que se incluyen su bajo costo, portabilidad y facilidad de fabricacién. Ha
encontrado aplicaciones en diversos campos, como la atencion médica, el monitoreo ambiental, la
seguridad alimentaria y el andlisis forense, entre otros.

El principio fundamental detras de la microfluidica basada en papel radica en la creacion de dos
regiones distintas en el sustrato de papel: las areas hidrofilicas, que permiten el flujo de liquidos,

y las areas hidrofdbicas, que actGan como barreras fisicas. Presentan varias ventajas sobre sus
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contrapartes basadas en el polimero PDMS (polidimetilsiloxano), puesto que aprovecha las
fuerzas capilares para controlar el flujo de liquidos, eliminando la necesidad de componentes
adicionales como bombas de inyeccion. Otro aspecto clave es el bajo costo asociado con la
microfluidica basada en papel. En comparacion con sustratos microfluidicos tradicionales, como
el vidrio y el silicio, el papel es considerablemente mas econémico dado que su impresion se puede
Ilevar a cabo utilizando técnicas de impresion de bajo costo, como la impresion por chorro de tinta,
la serigrafia y la impresion con cera [23]. La portabilidad es otra ventaja destacada de la
microfluidica basada en papel. Los dispositivos microfluidicos basados en papel son ligeros y
compactos, lo que los convierte en herramientas ideales para diagnésticos en el punto de atencion
y pruebas en campo. Por ejemplo, se han utilizado para la deteccién de enfermedades como la
malaria y el virus del sida (VIH) en regiones remotas y con recursos limitados. Esto permite llevar
a cabo pruebas de diagndstico sin depender de costosos equipos de laboratorio. Ademas, la
microfluidica basada en papel ofrece la flexibilidad de disefio de canales microfluidicos, que
pueden tomar diversas formas y tamafios para adaptarse a diferentes aplicaciones. La superficie
del papel puede ser modificada quimicamente para cambiar sus propiedades hidrofobicas o
hidrofilicas, lo que permite controlar el flujo de liquidos a través de los canales [24]. Una ventaja
adicional es la capacidad de realizar multiples analisis en un solo dispositivo. El papel es un
material poroso que puede retener diferentes reactivos, lo que posibilita llevar a cabo mdltiples
pruebas en una sola muestra. Esto resulta especialmente Gtil para el analisis de muestras limitadas
y para la realizacion de pruebas multiplexadas en una Unica muestra. Entonces, la microfluidica
basada en papel se erige como una tecnologia prometedora debido a su bajo costo, portabilidad,
facilidad de fabricacion y versatilidad de disefio. Se ha aplicado con éxito en una variedad de

campos, desde la atencion médica hasta el monitoreo ambiental y la seguridad alimentaria.

1.5 Métodos de deteccion de metales pesados

La deteccion y cuantificacion de metales pesados es fundamental debido a sus efectos perjudiciales
en el medio ambiente y la salud publica. A lo largo de los afios, se han desarrollado diversos
métodos de deteccion empleados combinadamente con microfluidica basada en papel. Entre ellos
la deteccion colorimétrica, fluorescente, electroquimica, quimioluminiscente,

electroquimioluminiscente y basada en nanoparticulas.

1.5.1 Deteccion Colorimétrica

La deteccion colorimétrica es uno de los métodos mas ampliamente utilizados en el anélisis de

laboratorio y aplicaciones industriales para la identificacién de metales pesados. Proporciona
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lecturas semicuantitativas con la ayuda de una grafica de calibracion, creando zonas de deteccién
en papel para la deteccion simultanea de diferentes analitos. Después de cargar la muestra y
distribuirla en diferentes zonas de reaccion, se producen reacciones quimicas entre los reactivos y
los analitos objetivo que permiten la determinacion visual de los analitos objetivo a través de los

cambios de color en las zonas de reaccion [25].

1.5.2 Deteccion fluorescente

La deteccion fluorescente se emplea para reconocer analitos objetivo, como los iones de metales
pesados, aplicando agentes quelantes como receptores, los cuales interacttan eficazmente con los
analitos. Las unidades quelantes se conectan con unidades fluoréforas para generar fluorescencia

reconocible, ya sea aumentando o disminuyendo su intensidad [25].

1.5.3 Deteccion electroquimica

Las técnicas electroquimicas tradicionales generalmente involucran un sistema de tres electrodos,
un electrodo de trabajo, un electrodo contador y un electrodo de referencia. Técnicamente
hablando, con solo dos electrodos, atn se puede llevar a cabo una medicion. Sin embargo, a medida
que la concentracion de analitos disminuye debido a la reaccion quimica, ocurre una caida de
potencial en el electrodo de trabajo, lo que deteriora el rendimiento del sensor. Por lo tanto, se
puede incorporar un electrodo de referencia con un potencial estable para ajustar el potencial del

electrodo de trabajo.

1.5.4 Deteccion quimioluminiscente y electroquimioluminiscente

En comparacion con las técnicas fluorescentes, una técnica quimioluminiscente es similar, con la
diferencia de que la luz se genera mediante reacciones quimicas de dos reactivos bajo la influencia
de un catalizador o intermediarios excitados, en lugar de fluorescencia. En el proceso de
guimioluminiscencia existen dos mecanismos diferentes: uno en el que las especies emisoras se
generan directamente por la oxidacion de los reactivos, mientras que el otro implica la mejora o
inhibicién de los efectos de los compuestos luminiscentes. Sin embargo, la quimioluminiscencia
de las moléculas inorgéanicas es muy débil, y se han desarrollado varios métodos de mejora.
Similarmente, una técnica electroquimioluminiscente depende de la luminiscencia producida por
reacciones electroquimicas. Técnicamente hablando, la luz emitida se genera en funcién de las
reacciones de transferencia de electrones, que ocurren entre los radicales catidnicos y anionicos
electrogenerados. A través de estas reacciones de transferencia de electrones, se forman estados

excitados de intermediarios y, como resultado, se emite luz [25].
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1.5.5 Deteccion basada en nanoparticulas

Debido a su buena eficacia como indicador reconocible a simple vista, la deteccion basada en
nanoparticulas (por ejemplo, nanoparticulas de oro o de plata), generalmente no requiere de
lectores adicionales para detecciones cualitativas. Ademas, las nanoparticulas tienen una buena
afinidad por los analitos objetivo (por ejemplo, iones de metales pesados), para la formacién de
conjugados.

En este trabajo de tesis, para la fabricacion de los componentes de uPADs capaces de detectar
arsénico, se empled una combinacion del método colorimétrico con nanoparticulas. Este enfoque
aprovecha las ventajas tanto de la deteccidn colorimétrica, que permite una facil interpretacion
visual de los resultados, como de las nanoparticulas, que mejoran la sensibilidad y la selectividad
de la deteccion. En nuestro método, se bioconjugaron AuNRS con queratina tal que reaccionen de
manera especifica a arsénico. De esta forma, en presencia de arsénico, se producira un cambio de
color caracteristico de la solucién coloidal y por ende eventualmente en el uPAD. Se espera que
este cambio de color sea claramente visible y permita una deteccion rapida y confiable del
arsénico, empleando un dispositivo de lectura de color RGB. Ademés de su eficacia, esta
combinacidn de métodos también ofreceria la ventaja de ser adecuada para detecciones cualitativas
y semicuantitativas, lo que es especialmente valioso en situaciones donde se necesita una

evaluacion rapida y accesible de la presencia de arsénico.

1.6 Técnicas de caracterizaciéon

En este trabajo de tesis se emplearon microscopia de electrénica de transmision y espectroscopia
ultravioleta visible para la determinacién de la morfologia y de las bandas plasménicas de las
nanovarillas de oro fabricadas, mientras que la espectroscopia ultravioleta visible y de
fotoelectrones de rayos X fueron empleadas para la determinacion de la concentracion de arsénico

en soluciones coloidales de las nanovarillas bioconjugadas con queratina.

1.6.1 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Visible es una técnica de caracterizacion ampliamente utilizada en diversos
campos, como la quimica, la bioquimica y la ciencia de materiales, dado que es rapida, precisa
relativamente no destructiva y requiere una pequefia cantidad de muestra (2 pL). Permite el analisis
cualitativo y cuantitativo (concentracion y propiedades quimicas) de una amplia gama de
compuestos a través del analisis de las transiciones electronicas que ocurren en las regiones

ultravioleta (UV) y visible del espectro electromagnético (300 a 900 nm) Su principio fundamental
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implica medir la absorbancia o transmitancia de una muestra cuando es irradiada con luz de
diferentes longitudes de onda en el ultravioleta visible Dado que la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de la muestra, permite su cuantificacion [26]. Cuando una muestra
es expuesta a luz, la energia de los fotones puede ser absorbida por las moléculas en la muestra,
promoviendo a los electrones a niveles de energia mas altos. La energia absorbida es igual a la
diferencia entre los niveles de energia del electron antes y después de la transicién donde la

longitud de onda de la luz absorbida esta relacionada con la diferencia de energia dada por
E = hv = hc/A (1.2)

donde E es la energia del foton, h es la constante de Planck, v la frecuencia de la radiacion, c la
velocidad de la luz y 4 la longitud de onda de la radiacién [27].

En la region UV, las transiciones implican la excitacion de electrones desde el estado
fundamental a estados excitados o a una diferente configuracion electrénica. Estas transiciones
estan asociadas con la presencia de metales de transicion y sus complejos, asi como ciertos
compuestos organicos con dobles enlaces conjugados (dobles enlaces, grupos carbonilo y anillos

aromaticos) [28].

Luz incidente Luz transmitida

Figura 1.2. Luz incidente y transmitida a través de la celda de muestra en un experimento UV-Vis.

Para cada longitud de onda de luz que pasa a través del espectrofotometro, se mide la intensidad
de la luz que pasa a traves de la celda de la muestra. A esta cantidad se le denomina luz incidente
loy a la cantidad de luz que atraviesa la celda de muestra 'y emerge por el otro lado se le llama luz

transmitida | (Figura 1.2).

Los componentes basicos de un espectrofotometro UV-Vis (Figura 1.) son [26]:

e Una fuente que genera una banda ancha de radiacion electromagnética.

e Un dispositivo de dispersion que selecciona una longitud de onda particular de la radiacion
de la fuente.

e Un &rea de muestra.

e Uno o0 mas detectores para medir la intensidad de la radiacion.

e Otros componentes Opticos, como lentes opticos 0 espejos, transmiten la luz a traves del
instrumento.
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Figura 1.3. Esquema de un espectrofotémetro convencional. Tomada de [26].

1.6.2 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS, X-ray photoelectron spectroscopy) es una
técnica de caracterizacion de materiales que proporciona informacién de los primeros 10 nm de la
superficie. XPS brinda informacién del todos los elementos, excluyendo hidrégeno y helio, en
concentraciones superiores al 0.1% atémico, con una sensibilidad de deteccion que oscila entre el
0.1% y el 1% atomico [29]. Su base teorica es el efecto fotoeléctrico. La fotoemisidn se basa en la
irradiacion de una muestra con fotones con una energia superior a la energia de ligadura de los
electrones de los atomos. Esto hace que los electrones salgan de la muestra con una energia cinética
igual a la diferencia de la energia del fotdn y la energia de ligadura. Sin embargo, experimentalmente,

K= hv—EL— ®ggpec (1.2)

donde h = 6.62x 1073* J-s y v es la frecuencia de la radiacion (en Hz), EL es la energia de
ligadura, K la energia cinética medida con el analizador del espectrometro y @y la funcion de
trabajo del espectrometro [30].

La informacién que aporta XPS incluye:

e La identificacion de todos los elementos (excepto H y He) presentes en la muestra con
concentraciones > 0.1 % atomico.

e Determinacion semicuantitativa de la composicion superficial elemental aproximada (error <
+ 10%).

o Detalles sobre el entorno molecular (estado de oxidacion, atomos vecinos, etc.).
o ldentificacién de los grupos organicos que se usan reacciones de derivatizacion.

e Analisis elemental no destructivo hasta profundidades de 10 nm de la muestra y estudio de

heterogeneidad en la superficie.
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Anadlisis elemental destructivo hasta profundidades de cientos de nandmetros de la muestra
usando erosién controlada con iones.

Variaciones laterales en la composicion superficial (resoluciones espaciales hasta 5 um para
los instrumentos de laboratorio y resoluciones espaciales hasta 40 nandémetros para los
instrumentos que emplean radiacion sincrotron).

Identificacion de materiales mediante “Huella Dactilar” usando espectros de la banda de la
Valencia y de la identificacion de los orbitales de enlace.

Estudios en superficies hidratadas (congeladas) [31].

Los principales componentes de un instrumento XPS, incluyen (Figura 1.4) [30]:

Analizador de energia de electrones.
Mide la energia cinética de los
— electrones,

\

Electrones foto emitidos de la
superficie de la muestra

Detector de electrones

Lente de recogida
electronica

Haz enfocado de
rayos X

Angulo de toma de,
electrones

Muestra del
material que se
desea analizar

Las muestras generalmente suelen ser Sistema de visualizacion
solidas porque el XPS requiere unalto vacio

Figura 1.4. Esquema del principio de la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X. Tomada de [32].

Un brazo inyector de muestras, que tiene la funcién de cargar e introducir la muestra en la
camara de analisis.

Una precamara de vacio y estacion de estacionamiento de muestra para mantener maltiples
porta muestras bajo condiciones controladas de vacio.

Un analizador de electrones que filtra los electrones por energia.
Un detector de electrones para medir las sefiales emitidas desde el analizador.

Una fuente de rayos X, normalmente se utilizan rayos X de Al Ka para excitar la muestra. Se

utiliza un monocromador para permitir que solo los rayos X de esta energia incidan sobre la
muestra.

Un spot focalizado para anélisis de alta resolucion en areas discretas de las muestras.

Una fuente de rayos X no monocromatica que ilumina toda la superficie de la muestra para
analisis cuantitativos en materiales heterogéneos.

Un cafién de iones para limpieza y perfiles de profundidad de muestras.
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e Un sistema dptico de visualizacion para observar la imagen de la superficie de la muestra.

e Una camara de ultra vacio que alberga todo el sistema.

1.6.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision (TEM, transmission electron microscopy) es una técnica
de imagenes que utiliza un haz de electrones altamente energéticos para observar muestras en detalle
con una resolucion inclusive atomica. El haz de electrones se dirige a través de una muestra de unos
pocos nandémetros de espesor, tal que permiten el paso de los electrones, presentandose dispersiones
elastica e inelastica [33]. Una parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo
atraviesan formando una imagen aumentada de la muestra. La informacion recopilada se emplea para
generar imagenes detalladas de la estructura de la muestra. Adicionalmente, se puede obtener
informacidn sobre la estructura cristalina, la morfologia, la composicion quimica y otras propiedades
de la muestra. Es una herramienta destructiva de uso en caracterizacion de materiales en campos como
ciencia de materiales, nanotecnologia, biologia, metalurgia, entre otras disciplinas.

Las partes principales de un microscopio electrénico de transmisién (Figura 1.5) son:

| ' ‘ canon de electrones

haz de electrones

E : lente condensadora
(=]

muestra

| : lente objetivo

lente electrénica

visualizacién imagen

B E a ~1-* intermedia
lente electronica : .
I : : I proyectora unidad de procesamiento

pantalla fluorescente

I ———
Figura 1.5. Partes de un microscopio electronico de transmisién Tomada de [34].

e Canfdn de electrones, que emite los electrones que chocan o atraviesan la muestra, creando una
imagen aumentada.

e Lentes electromagnéticas condensadoras, para crear campos magnéticos que dirigen y enfocan
el haz de electrones.

¢ Sistema de alto vacio, que evita la desviacion de los electrones en su trayecto a la muestra.
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Portaobjetos, donde se sitla la muestra después de su preparacion.

Placa fotografica o pantalla fluorescente, que se coloca detrds del objeto a visualizar para
registrar la imagen aumentada.

Sistema de registro que muestra la imagen que producen los electrones.
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Capitulo 2

Desarrollo Experimental

En este capitulo se describe la metodologia aplicada en la realizacion del presente trabajo de tesis. Se presentan los
protocolos emplea dos en la sintesis de AuNRs, la disolucion de queratina empleada para la bioconjugacién de AuNRs,
asi como de la adsorcién de arsenito a AUNR bioconjugados en soluciones coloidales. La caracterizacion morfolégica de
AUNR solos y bioconjugados se realiz6 mediante microscopia electrénica de transmisién, mientras la composicion de
AuNRs solos, bioconjugados y el sensado de arsenito a AuNR bioconjugados con queratina, en soluciones coloidales, se
realiz6 mediante espectroscopias UV-VIS y de fotoelectrones de rayos X. Asi mismo, se presenta el disefio e impresién
de los dispositivos microfluidicos basados en papel y el protocolo para la lectura de soluciones de tinte vegetal empleando
un sistema de lectura colorimétrico experimental.

La metodologia para el disefio y fabricacion de los componentes de un sensor de papel con

nanovarillas de oro, se dividio en tres secciones:

2.1 Fabricacion de nanosensores de oro.

2.1.1 Sintesis de nanorods de oro (AuNR) por el método de semilla.

2.1.2 Bioconjugacion de AuNRs con queratina.

2.1.3 Caracterizacion morfologica de AuNR, AuNR bioconjugados (AuNR-Ker) y AuNR
bioconjugados y expuestos a As**(AuNR-Ker/As) mediante microscopia electronica de
transmision.

2.1.4 Caracterizacion de AuNRs y AuNR-Ker mediante espectroscopia UV-Vis y de fotoelectrones
de rayos X.

2.1.5 Sensado AuNR-Ker a arsenito (As®*), en soluciones coloidales, mediante espectroscopias
UV-Vis y de fotoelectrones de rayos X.

2.2 Disefio y fabricacion de dispositivos microfluidicos en papel (u-PADS)

2.3 Lectura de soluciones de tinte vegetal empleando un sistema colorimétrico experimental

2.1 Fabricacion de nanosensores de oro

2.1.1 Sintesis de nanorods de oro (AuNRS) por el método de semilla

La sintesis de AUNRs se llevd a cabo por el método mediado por semillas que consiste en la reduccién
rapida de iones de Au®** a Au® con borohidruro de sodio a nanoparticulas de oro (semillas) en una
solucion acuosa de CTAB. Despues, se realiza un crecimiento direccional {001} de las semillas para

la generacion de los AuNRs [35].
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Reactivos

Acido tetracloroaurico trihidratado (HAuCls -3H20, Sigma Aldrich, CAS 16961-25-4, 393.83
g/mol). Es un compuesto inorganico, solido y de color anaranjado [36].

Bromuro de cetiltrimetilamonio (C19H42BrN, Sigma Aldrich, CAS 57-09-0, 364.45 g/mol). Es un
tensoactivo de amonio cuaternario con densidad de carga positiva [37].

Nitrato de plata (AgNOz, Sigma Aldrich, CAS 7761-88-8, 169.87 g/mol). Es una sal inorganica.
Borohidruro de sodio (NaBHs, Sigma Aldrich, CAS 16940-66-2, 37.83 g/mol). Es una sal de sodio
inorgénica y un tetrahidridoborato de metal, de color blanco a grisaceo [38].

Acido ascorbico (CeHsOs, Sigma Aldrich, CAS 50-81-7). Es un polvo cristalino de color blanco a

amarillo muy palido casi sin olor con propiedades reductoras [39].

Equipos

Espectrofotometro UV-Vis

El espectrofotobmetro UV-Vis (Figura 2.1) fue utilizado para medir la absorbancia a diferentes
longitudes de onda. EI modelo de este equipo es el Nanodrop One C que incluye el sistema de
retencién de muestras de microvolumen (pedestales) y el portacubetas para analizar muestras diluidas
con cubetas de cuarzo UV-visibles estandar. En este caso utilizamos la opcion de medicion de muestra
de microvolumen con los pedestales ya que se necesita un volumen de 2 ul de la muestra. Las

caracteristicas técnicas del equipo incluyen:

a) Fuente de luz: lampara de xenon
b) Intervalo de longitud de onda: 190-850 nm
c) Precision de longitud de onda: 0.5 nm

d) Volumen de muestra: 1-2 uL

Pedestales Muestra

Figura 2.1. Espectrofotémetro Nanodrop One C. Tomada de [40].
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Protocolo de sintesis de AUNRS

La sintesis de AUNRs se divide en las siguientes etapas:

a) Sintesis de la semilla. Se prepard una disolucién de CTAB por sonicacién (5.0 mL, 200 mM,
T=32 °C y 1000 RPM), seguido de la adicién de una alicuota de HAuCls-3H20 (5 mL, 0.5 mM)
bajo agitacion constante. A la disolucion resultante se le agreg6 una alicuota de NaBH4 recién
enfriado (0.60 mL, 10 mM, T= 4°C) con agitacién vigorosa. La disolucion adquirié un color
marron.

b) Disolucién de crecimiento. A una disolucion de CTAB (12.5 mL, 200 mM, 25 °C) se le agreg0
AgNO3 (0.30 mL, 4.0 mM) bajo agitacion constante. A la disolucion resultante se le adicion6
HAUCI4-3H20 (25.0 mL, 1.0 mM) la cual vird a naranja. Posteriormente se agrego acido
ascorbico (0.35 mL, 78.8 mM) bajo agitacion constante, la disolucién se volvié incolora por la
reduccion de Au** a Au*.

c) Sintesis de los AuNRs. Se tomé una alicuota de 35 pL de la disolucion semilla 'y se agregd a la
de crecimiento (T=25 °C, 1000 RPM), se observo que la disolucion se torné gradualmente a azul
intenso.

d) Sobrecrecimiento. Se tomaron 15 mL de la solucion con AuNRs previamente sintetizada y se le
agregd acido ascorbico (78.8mM, 5ul/5min por goteo controlado), tornandose la solucion
ligeramente verdosa. Bajo estas condiciones, la relacion de aspecto (AR) esperada es ~2.5.

e) Concentracién. Se tomd una alicuota de 7.5 mL de la solucion de AuNRS y se concentraron por
centrifugacion (14 krpm, 5min, 32 °C) a 3 mL, quedando a una concentracién de 2.5x.

f) Lavados. Se realizaron tres lavados con agua desionizada (4 min, 25 °C) con el objetivo de
eliminar el exceso de CTAB.

2.1.2 Bioconjugacion de AuNRs con queratina

Disolucidn de queratina (Ker)

La queratina (Ker) se empled para bioconjugar la superficie de los AuNRs. Esta es una proteina
insoluble en agua, lo que significa que no se dispersara ni actuara facilmente con el coloide de los
nanorods de oro en su estado natural. Por lo tanto, es necesario disolver la queratina en una disolucion
adecuada antes de realizar la bioconjugacion. El proposito de la utilizacion de la queratina es para que
actle como un agente de bioreconocimiento o captura selectiva para los iones de As3+ presentes en

una muestra. Por otro lado, los nanorods de oro, pueden proporcionar una plataforma de deteccion
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sensible y amplificar las sefiales de deteccion. Esto significa que cuando los iones de arsénico estan
presentes en una muestra, se unirdn a los grupos sulfhidrilos de la queratina en los nanorods de oro,

lo que generara una sefial detectable, como un cambio de color.

Reactivos

Para la sintesis de AuNRs se emplearon los siguientes reactivos:

Queratina (X-FUSION). Diminutas fibras orgénicas de colores que estdn hechas de proteina de
queratina pura, la misma proteina que forma el cabello humano. Las fibras X-Fusion llenan de manera
instantanea y segura el cabello que una persona ya tiene, dandole la apariencia de tener mucho mas
cabello.

Las queratinas suelen clasificarse en tipos a y . La alfa queratina (Figura 2.2) es una cadena
polipeptidica que forma una hélice alfa. Dos de estas cadenas polipeptidicas se enrollan entre si
formando una estructura helicoidal llamada hélice superenrollada; estos dimeros de hélices estan
unidos por medio de enlaces disulfuro, utilizando los numerosos aminoéacidos de cisteina que se
encuentran en las alfa-queratinas.

P BB (W
bspesta comes hilice o

Mandmero (fibra elemental)
de Queratina

Querating dcida

Querating basica/neutra

Constituidos por una Dimeros de queratina
querating cida y una

queratina bisica/neutra

La wnidn de dog
dimeros constituye Tetrameros de querating
Ui tEtrAmers

Constituidos mukitud de . (g  Protufismento

tetrdmeros consecutivos

Constituides cuatro

atof| ® Pratofibrilla
protoflamentos

4—|4—

I

Cuatro potrofibrillas se = e - +— Protofibrilla
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la Hebra de Queratina B _a _,.( A
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Figura 2.2. Estructura de la queratina 30
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Entonces dos dimeros se unen entre si para formar tetrameros. Varios tetrdmeros se unen entre si
para formar protofilamentos. Dos protofilamentos se juntan para formar una protofibrilla y cuatro
protofibrillas se polimerizan para formar los filamentos intermedios, que son la subunidad basica de
las queratinas alfa como se muestra en la [41].

En el caso de la queratina o se presentan los residuos de cisteina, los cuales constituyen puentes
disulfuro, lo que se denomina grupo cistina, como se muestra en la Figura 2.3, la cual es una

estructura representada por dos cadenas polipeptidicas. [42].
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Figura 2.3. Estructura representativa de la queratina

Nitrégeno gas de alta pureza (Infra). Gas incoloro, inodoro, no inflamable e inerte.

Etanol absoluto (Sigma). Es un liquido transparente e incoloro con una alta concentracion de etanol,
generalmente alrededor del 99% o mas pureza.

Acetona (JT Baker). Es compuesto quimico organico que pertenece a la familia de las cetonas. Es un
liquido incoloro, volétil y altamente inflamable.

Cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio (BMIm*CI"). Es un liquido ionico, que consiste en un cation de
1-butil-3-metilimidazolio y un anién de cloruro. Los liquidos idnicos son sales liquidas a temperatura
ambiente que tienen propiedades interesantes, como baja volatilidad, alta estabilidad térmica y baja
inflamabilidad. Se ha utilizado en diversas aplicaciones, como disolvente en reacciones quimicas,
catalizadores, extraccion de sustancias, y como estabilizante en la sintesis y funcionalizacion de

nanomateriales. También se ha utilizado en biotecnologia y biocatélisis debido a su capacidad para
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disolver biomoléculas, como proteinas y enzimas. Es conocido por su baja toxicidad y su capacidad
para disolver una amplia gama de compuestos polares y no polares, lo que lo convierte en una opcién
atractiva para disolver biomoléculas insolubles en agua, como la queratina, lo que la hace util en la

bioconjugacion de nanorods de oro para diversas aplicaciones.

Equipos
Microcentrifuga (Sorvall Legend Micro 21R). La centrifuga se utilizo para separar componentes de
una mezcla liquida o suspensidn, mediante la aplicacion de una fuerza centrifuga. Estas fuerzas hacen
gue los componentes mas densos se sedimenten en el fondo del tubo de centrifuga y los menos densos
se queden en la parte superior. Las caracteristicas técnicas del equipo incluyen:

a) Capacidad: 24 x 1.5/2 ml

b) RCF maxima: 21 100 x g

c) Velocidad méaxima: 14800 rpm
Liofilizadora (FreeZone Labconco). La liofilizadora (Figura 2.4) se utiliz6 para llevar a cabo el
proceso de liofilizacion. El proceso de liofilizacion implica congelar el material en un estado sélido y
luego someterlo a vacio para eliminar el agua presente en forma de hielo, sin pasar por el estado
liquido. Esto se logra mediante sublimacién, que es la transicion directa del hielo a vapor, evitando
asi el dafio causado por la formacion de cristales de hielo grandes. Consiste en una camara de vacio
hermética donde se coloca el material a liofilizar. El equipo aplica un enfriamiento para congelar el
material y luego reduce la presion en la camara para permitir la sublimacion del agua congelada.
Ademas, la liofilizadora puede tener bandejas, estantes o recipientes para colocar el material de
manera organizada durante el proceso. Las caracteristicas técnicas del equipo incluyen:

a) Capacidad: 2.5 L

b) Temperatura: -50 °C

Figura 2.4. Liofilizadora FreeZone Labconco 32



Protocolo de disolucion de queratina (Ker)
La disolucidn de la queratina a emplear en la bioconjugacion de los AUNRs se divide en las siguientes
etapas (Figura 2.5) [43]-[44]:

a) Purificacion de queratina. Se instal6 un arreglo experimental de extraccion Soxhlet con un bafio
de aceite para mantener el disolvente a una temperatura constante. Se prepard una disolucion de
200 mL de etanol/acetona al 1:1 % v/v y se introdujo en el matraz de tres bocas. Las salidas
laterales del matraz se sellaron con tapones esmerilados. Se instalé el soporte universal detras de
la parrilla de agitacion y se monté el extractor soxhlet. Posteriormente se pesaron 2 gramos de
Queratina (XFusion) y se envolvieron en el papel filtro para poder introducirlo en el extractor
soxhlet. Se instalé el refrigerante (de bolas) y se ajustaron las mangueras de latex para la entrada
y salida de agua (Figura 2.5a). La parrilla se ajust6é a 250 rpm y a 140 °C. Se mantuvo durante
48 horas bajo agitacion y temperatura (para que existiera reflujo)

b) Lavado de queratina. Después de completar el ciclo de extraccion, se retird el papel filtro con la
queratina purificada y se lavo con abundante agua desionizada para eliminar cualquier residuo.

c) Secado de queratina. Se introdujo la queratina envuelta en papel filtro en un tubo eppendorfy se
metio a ultracongelar por dos horas. Una vez transcurrido el tiempo, se introdujo en un matraz
para liofilizar por 24 horas.

d) Disolucion de queratina. En este paso, se instalé un matraz de tres bocas en un bafio de aceite
sobre una parrilla de agitacion magnética que se ajusté a 300 RPM y 250 °C, se taparon dos bocas
con tapones esmerilados y la tercera con un tapon septa por donde se introdujo mediante una
aguja el flujo de N para poder agregar el BMIm*CI", una vez que el solvente se volvi6 liquido y
cristalino se agregd la queratina purificada y también seca para que se mezclara con el BMIm*CI
(Figura 2.5b). La disolucion se realiz6 mediante agitacién y calentamiento, permitiendo que la
queratina se solubilizara en el BMIm*CI". El flujo de N2 se dej6 durante 8 horas. Pasadas las 8
horas, se dejé reposar sin aplicarle temperatura y con el flujo de N> durante 24 horas.

e) Obtencion de BMIm*CI. Después de la disolucién completa de la queratina en BMIm*CI se
obtuvo una solucién homogénea (Figura 2.5c) que contenia el complejo BMIm*CI" con queratina
disuelta a la cual se le agregé 200 mL de agua desionizada con la finalidad de que el BMIm*CI
se hidratara. Esta solucion se separ6 de cualquier residuo sélido o impurezas mediante filtracion
(Figura 2.5d), obteniendo asi la solucion pura de BMIm+CI- con queratina disuelta.

f) Destilacion de BMIm*CI'. Para obtener BMIm™CI" sin la queratina disuelta, se llevé a cabo un

proceso de destilacién, con el objetivo de reutilizar el BMIm*CI" en futuros experimentos (Figura
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2.5e).
g) Secado de BMIm*CI. EI BMIm*CI" obtenido a través de la destilacion se someti6 a un proceso
de secado para eliminar cualquier rastro de humedad mediante liofilizacion.

h) Centrifugacion de BMIm*CI. Finalmente, la queratina que se obtuvo se lavé con agua

desionizada, se centrifug6 para eliminar cualquier residuo y se liofiliz6 (Figura 2.5f).

o

543

—— 2 i
Figura 2.5. Obtencion y purificacion de queratina (Ker). a) Arreglo experimental, b) disolucion de Ker, c)
hidratacion de BMIm+CI-, d) filtracion de complejo BMIm+CI-/Ker, €) destilacion de BMIm+CI- para su
recuperacion, f) liofilizado de queratina purificada.

Bioconjugacion de los AUNRs con la queratina

La bioconjugacion involucra la union de moléculas bioldgicas, como proteinas, a una superficie
inorganica, como los nanorods de oro (AuNRs). En este caso, la bioconjugacion se refiere al proceso
de anclar sobre los nanorods de oro con queratina, una proteina, para mejorar su funcionalidad y

permitir su aplicacion en la deteccion de As®*.

Reactivos
Para la bioconjugacion de AuNRs con queratina se emplearon los siguientes materiales:
Nanorods de oro (AuNRs). Nanorods de oro previamente sintetizados (Protocolo 2.1.1).

Queratina. Queratina obtenida con el protocolo descrito anteriormente (Protocolo 2.2.3).
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Protocolo de bioconjugacion de AuNRs con queratina (AuNRs-Ker)

La bioconjugacion de AuNRs con Ker se divide en las siguientes etapas (Figura 2.6) [45]:

a) Preparacion de las disoluciones:

e Se prepar0 una solucién de nanorods de oro a una concentracion de ~1.3 mg/mL.

e Se prepar6 una disolucion de queratinaa 1y 2 mg/mL en agua desionizada.

b) Mezcla de las soluciones:

e Se transfirié una alicuota de 100 pL de la disolucién de queratina a un tubo eppendorf.

e Se agregaron 100 uL de la disolucién de nanorods de oro a la disolucion de queratina.

c) Agitacion de la mezcla

La mezcla de nanorods de oro y queratina se puso en agitacion en un vortex a temperatura ambiente

por una hora.

d) Separacion y lavado:

e Después de la agitacion, la mezcla se centrifugd a 10 krpm para sedimentar los nanorods de oro

bioconjugados. Esto permitira separar los nanorods de oro no conjugados y eliminar el exceso

de queratina y otros reactivos.

e Se retird el sobrenadante cuidadosamente, evitando perturbar el sedimento de nanorods de oro.

Los nanorods de oro bioconjugados se resuspendieron en agua desionizada para su posterior

uso en la deteccion de As (I11).

100 pL de AuNRs —

100 pL de Ker

Centrifugar

Agitar por 1 h

Retirar sobrenadante y
resuspender en agua
desionizada

Figura 2.6. Proceso de la bioconjugacion de los AuNRs con la queratina.

Los experimentos se resumen en la Tabla 2.1 donde se muestra la nomenclatura, la concentracién de

queratina (Ker, mg/mL) y las diferentes relaciones en volumen que se utilizaron entre los AUNRSs:Ker

y AuNRs-Ker:As.
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Tabla 2.1. Resumen de experimentos.

Nomenclatura  Concentracién de Relacion Relacion
Ker (mg/mL) AuNRs:Ker  AuNRs-Ker:As
M111 1 1:1 2:1
M221 2 2:1 2:1

2.1.3 Caracterizacion morfoldgica de AUNR y AuNR bioconjugados (AuNR-Ker) mediante
microscopia electronica de transmision

Las muestras de nanorods de oro se enviaron a un laboratorio de caracterizacion especializado en
TEM. En el laboratorio, las muestras fueron depositadas en rejillas de carbono sin tincion previa y se
realizé la captura de iméagenes de alta resolucion en diferentes amplificaciones, para determinar su
morfologia y tamafio de particula empelado el software ImagenJ sobre 30 a 50 nanorods por cada

micrografia, dependiendo de la densidad presente.

2.1.4 Caracterizacion de AuNRs y AuNR-Ker mediante espectroscopia UV-Vis y de

fotoelectrones de rayos X

Para la caracterizacion mediante UV-Vis, las muestras se prepararon en forma de coloides, lo que
implica que se encontraban en suspension en agua. Los espectros de absorcion se obtuvieron
mediante la medicion directa de 2 pL de muestra en el pedestal del espectrofotémetro empleado.
Durante la medicién, el espectrofotdmetro registr6 la absorbancia de la luz en funcion de la
longitud de onda en el rango UV-Vis.

Para el anélisis mediante XPS, las muestras se prepararon depositando 1 pIL sobre un sustrato
de vidrio. El sustrato tenia dimensiones de aproximadamente 0.8 por 0.8 cm y servia como base
para el analisis. Las muestras preparadas se dejaron secar en el sustrato de vidrio y posteriormente
se analizaron en un equipo de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) (K-Alpha X-ray

Photoelectron Spectrometer de Thermo Fisher Scientific).

2.1.5 Sensado de AuNR-Ker a arsenito (As®*) en soluciones coloidales, mediante

espectroscopias UV-Vis y de fotoelectrones de rayos X

El proceso de deteccion comienza con la bioconjugacion de los nanorods de oro con queratina. Esto

implica la unién de los tioles de la queratina a la superficie de los nanorods de oro, lo que permite
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que las particulas sean estables y se puedan manipular de manera controlada. Luego, se realiza la
deteccion colorimétrica de los iones de arsénico As®*. Los iones de arsénico presentes en la muestra
se unen selectivamente a los grupos sulfhidrilos (-SH) de la cisteina, que esta anclada en la superficie
de los nanorods de oro. Esta union induce un cambio en las propiedades dpticas de los nanorods de
oro, lo que resulta en un cambio de color observable a simple vista. Este cambio de color se puede
cuantificar y relacionar con la concentracion de iones de arsénico presentes en la muestra. Para ello,
se pueden utilizar técnicas de espectroscopia o andlisis de imagenes para medir y analizar el cambio
de color de los nanorods de oro bioconjugados. La deteccion colorimétrica de nanorods de oro
bioconjugados con queratina ofrece una forma réapida, sensible y especifica de detectar la presencia
de iones de arsénico en una muestra. Ademas, este enfoque presenta ventajas como la simplicidad de
uso, la posibilidad de deteccion visual sin la necesidad de equipos sofisticados y la potencial

aplicacion en campos como la deteccion de contaminantes en el agua o el monitoreo ambiental.

Reactivos

Para la deteccion colorimétrica de AuNRs bioconjugados con queratina se emplearon los
siguientes materiales:

Solucién estandar de As®* para ICP. La solucion estandar de As®* (Sigma Aldrich, CAS 72718)
es una solucion preparada que contiene una concentracion de 1 g/L de As®* en acido clorhidrico.
Nanorods de oro bioconjugados con queratina (AuNRs-Ker). Nanorods de oro bioconjugados

con queratina (protocolos 2.3.2).

Protocolo de deteccion de As®* con AuNRs bioconjugados con queratina (AuNRs-Ker-As)
La disolucion de la queratina se divide en las siguientes etapas:
a) Preparacion de las disoluciones.
e Se prepard una disolucion madre arsénico (As®") a una concentracion de 4 mg/L.
e Se prepararon disoluciones de As®* a partir de la disolucion madre a distintas
concentraciones: (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 50 pg/L).
b) Ensayo de deteccion colorimétrica.
e Seagregod una alicuota de 200 pL de AuNRs-Ker a un tubo conico eppendorf.
e En el mismo tubo eppendorf se agregd una alicuota de 100 pL de una disolucion de
As*" a2 ug/L.

e Este proceso se repite con las distintas concentraciones de As®*: (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 50
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Mg/L).
c) Medicion de espectro de absorbancia en el espectrofotometro UV-Vis.

e Se midié cada espectro del paso anterior en el espectrofotometro UV-Vis, depositando

2 uL en el pedestal.

2.2 Disefio y fabricacion de dispositivos microfluidicos basados en papel (UPADS)

Equipos

Los equipos utilizados para la fabricacion de los uPADs son los siguientes:

Impresora de tinta sélida (ColorQube 8580). También conocida como impresora de cera, es un
tipo de impresora que utiliza bloques de tinta sélida en lugar de tinta liquida para imprimir en papel
u otros materiales. A diferencia de las impresoras de inyeccion de tinta convencionales, las
impresoras de tinta slida no utilizan cartuchos de tinta liquida, sino que emplean blogues de tinta
en forma sélida que se funden y se aplican al papel para crear la impresion. La impresora utilizada
fue una ColorQube 8580 de Xerox (Figura 2.7). En este trabajo de probaron amarillo, verde, rosa,

azul y negro para la impresion de los canales sobre papel Whatman No. 1.

.

Figura 2.7. Impresora ColorQube 8580. Tomada de [46].

Horno de conveccién (Thermo Scientific). Empleado en el calentamiento de cera impresa sobre papel

Whatman.

Protocolo de la fabricacion de pPADs

La fabricacion de los pPADs consta de cuatro etapas (Figura 2.8):
a) Disefio en AutoCAD 2022 de los dispositivos microfluidicos basados en papel (UPAD).
b) Impresion de los disefios de los UPADs en papel de celulosa Whatman No. 1y en la impresora
de tinta solida.
c) Calentamiento de los disefios en un horno de conveccion por 3 minutos a T=166 °C con el

38



proposito que la cera se impregnara en el papel.
d) Cubrir con plastico autoadherible la parte de atras de la hoja para evitar filtraciones.

et NN _
, . | . . = A
Disefio de los uPAD Impresion de los  Calentamiento en Pruebas de los
en AutoCAD 2022 disefios en papel de  horno de conveccion uPAD
celulosa

Figura 2.8. Diagrama experimental de la fabricacion de los pPAD.

Pruebas de pPADs en soluciones acuosas

Se establecieron diferentes disefios de los uPADs impresos sobre papel Whatman, variando el
color de tinta: cian, magenta, amarillo y negro (CMYK), el ancho de canal, ancho de barrera,
didmetro de la zona de sensado e inyeccion. Para ello, se emplearon soluciones de agua con

colorante vegetal azul.

2.3 Lectura de soluciones de tinte vegetal empleando un sistema de lectura colorimétrica

experimental

En el proceso de lectura de soluciones de tinte vegetal, se empled un dispositivo de lectura
colorimétrica experimental. El disefio y fabricacion del dispositivo del sistema lector experimental
fue realizado por Luis Alberto Romero Ledn, estudiante de Licenciatura en Fisica Aplicada de la
FCFM-BUAP. Asi mismo, los experimentos de prueba descritos en esta seccion, se realizaron en
colaboracion con el mencionado. El sistema lector experimental opera mediante la insercion del
HUPAD en una pequefia bandeja (Figura 2.9a) equipada con un detector de colores RGB (Red, Green,
Blue) (TCS34725). El detector se activa cuando un motor a pasos hace girar la bandeja en un angulo
especifico, asegurando que el detector esté enfocado en las zonas de sensado del WPAD. Los datos
generados durante este proceso se capturan y procesan a través de un microcontrolador (PIC18F4550)
de alto rendimiento que tabula los datos obtenidos. Una vez que los datos son procesados, se
interpretan utilizando un programa (lenguaje C en microcontroladores) disefiado para este proposito.
Los resultados de esta interpretacion se muestran en una pantalla y se almacenan en una memoria SD
en formato .txt. Estos archivos de texto pueden ser posteriormente abiertos y consultados utilizando

cualquier lector de textos estandar.
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Las pruebas de funcionamiento del dispositivo se encuentran aun en protoboard (Figura 2.9b), con
el objetivo de validar y ajustar su desempefio antes de su implementacion final.

| i |
i ]
Figura 2.9. a) Carcasa del dispositivo y b) Pruebas de funcionamiento en protoboard del dispositivo de lectura
colorimétrica.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados de la sintesis de nanorods de oro por el método de crecimiento mediado
por semillas, su caracterizacion éptica mediante espectroscopia UV-Vis y su caracterizacién morfolégica mediante
TEM. Posteriormente, se muestran los resultados de la disolucion de la queratina, asi como su uso en la bioconjugacion
de los nanorods y en la deteccidn de iones de As®*. La deteccidn de diferentes concentraciones de As®* se realizé
mediante espectroscopia UV-Vis y XPS. Asi mismo, se presentan los resultados del disefio, impresion y sellado de
los uPADs, asi como la prueba de concepto, sobre papel Whatman No. 1, de soluciones vegetales empleando un lector
colorimétrico experimental.

Los resultados se dividen en tres secciones:
3.1 Fabricacion de nanosensores de oro.

3.1.1 Sintesis de nanorods de oro (AuNR) por el método de semilla.
3.1.2 Bioconjugacion de AuNRs con queratina.

3.1.3 Caracterizacion morfologica de AuNR, AuNR bioconjugados (AuNR-Ker) y AuNR
bioconjugados y expuestos a As** (AUNR-Ker/As) mediante microscopia electronica de

transmision.

3.1.4 Caracterizacion de coloides de AuNRs, AuNR-Ker y AuNR-Ker/As mediante

espectroscopia UV-Vis.
3.1.5 Determinacion de factores de calidad de sensores en solucion coloidal.
3.1.6 Caracterizacion de AUNRs, AUNR-Ker y AuNR-Ker/As mediante XPS.

3.2 Disefio y fabricacién de dispositivos microfluidicos en papel (u-PADs).

3.3 Lectura de soluciones de tinte vegetal empleando un sistema de lectura colorimétrico

experimental.

3.1 Fabricacidn de nanosensores de oro
3.1.1 Sintesis de nanorods de oro (AuNR) por el método de semilla

El proceso de sintesis de AuUNRs se llevé a cabo por el método mediado por semillas, que inicid
con la preparacion de las semillas de oro por reduccion de sal de oro (Figura 3.1a). Su formacién
se debe a la reduccidn del precursor de oro, acido tetracloroaurico trihidratado (HAuCl, - 3H,0),
por el reductor Borohidruro de sodio, NaBH,, cuya funcion es donar electrones para reducir los
iones de oro presentes, a &tomos de oro metélico. Ello conduce a la formacion de semillas de oro
nanométricas. Las semillas obtenidas (nanoparticulas de oro esféricas y cuasiesféricas en solucion

coloidal) actian como nucleos de crecimiento, para la formacién de nanorods AuNRs [47].
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Figura 3.1. a) Solucion semilla utilizada en la sintesis de AuNRs y b) Nanorods de oro.

Durante esta etapa, se agrega una solucién de crecimiento que contenia los precursores de oro
y los reactivos necesarios descritos en el protocolo de la seccion 2.1.1, para el alargamiento y la
formacion de los nanorods (Figura 3.1b).

3.1.2 Bioconjugacion de AuNRs con queratina

La disolucién de queratina empleada en el proceso de bioconjugacion en este trabajo, se determind
por su apariencia incolora, sin emplear otra caracterizacion adicional (Figura 3.2). Esta disolucion se
empled en el proceso de bioconjugacion de los nanorods de oro. La transparencia de la solucion de
queratina aseguro que no interfiriera con las propiedades Opticas o espectrales de los nanorods de oro,
lo que es esencial para las aplicaciones posteriores de bioconjugacion y deteccion de arsenito. Las
muestras de nanorods solos y bioconjugados con queratina (AuNR-Ker) se caracterizaron épticamente
mediante espectroscopias UV-Vis (UV-Vis), de fotoelectrones de rayos X (XPS) y morfoldégicamente

mediante microscopia electronica de transmision (TEM).

Figura 3.2. Disolucion de queratina.
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3.1.3 Caracterizacion morfoldgica de AUNR, AuNR bioconjugados (AuNR-Ker) y AuNR
bioconjugados y expuestos a As®* (AUNR-Ker/As) mediante microscopia electronica de

transmision

Se emple6 TEM de alta resolucién para determinar la morfologia de los AuNRs, AuNRs
bioconjugados con queratina (AuNRs-Ker) y AuNRs bioconjugados con queratina en presencia de
iones de arsenito (AuNRs-Ker/As) en solucion coloidal. Ademas de la morfologia, se determino la
relacion de aspecto de los nanorods como un parametro importante en la caracterizacion.

La razdn de aspecto (RA) de un AuNRs es la longitud L entre el ancho A del nanorod. Para su
determinacion se empled el software de procesamiento de imagenes digitales ImageJ (de dominio

publico, programado en Java desarrollado, National Institutes of Health).

1. Nanorods de oro (AuNRs). En la Figura 3.3, se presentan las micrografias de los nanorods de oro
sin modificar. Estas imagenes confirman la morfologia alargada esperada, que fue empleada para
determinar su razon de aspecto, obteniendo un promedio y una desviacion estandar de RA = 2.3 +
0.3, determinada para 29 AuNRs (Figura 3.4).

Figura 3.3. Micrografias TEM de AuNRs, en diferentes amplificaciones.
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Figura 3.4. Histograma de la distribucidn de la razon de aspecto de los AuNRs no modificados, obtenidas mediante las
micrografias TEM.

Para validar nuestros resultados, se empled la ecuacién propuesta por Eustis y El-Sayed [48],

}\LSPR—L = 96.9 RA + 385

ALSPR-L—385 623—-385
= RA =ZSERLTZR . RA =222
96.9 96.9

=2.46

donde A spr_1. €S de resonancia plasmonica superficial localizada longitudinal, obtenida a partir de
los espectros de absorbancia UV-Vis. Se observa que el valor calculado de RA (2.46), utilizando esta
ecuacion, se encuentra dentro del rango obtenido experimentalmente. Esto sugiere que la ecuacion
propuesta por Eutis y El-Sayed brinda una buena aproximacion de las razones de aspecto de los

AuUNRs fabricados por la técnica de crecimiento mediada por semillas.

2. Nanorods de oro bioconjugados con queratina (AuNRs-Ker) En la Figura 3.5 se muestras las

respectivas micrografias TEM de los AuNRs después de ser bioconjugados con queratina.

Figura 3.5. Micrografias de TEM de AuNRs bioconjugados con queratina, en diferentes amplificaciones.
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Las relaciones de aspecto resultantes se presentan en forma de un histograma de frecuencias en la
Figura 3.6, para 27 particulas por micrografia, las cuales varian en un rango de 1.8 a 4.4y RA =
2.6 +£0.6.
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Figura 3.6. Histograma de la distribucion de la razén de aspecto de los AuNRs bioconjugados con queratina obtenidas
mediante las imagenes de TEM.

3. Nanorods de oro bioconjugados con queratina en presencia de As®* (AuNRs-Ker/As). En la Figura
3.7, se observan las micrografias de los AuNRs-Ker/As, habiendo sido incubados los AuUNRs-Ker en

una solucion de As®** de 10 pg/L.
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Figura 3.7. Micrografias de TEM de AuNRs bioconjugados con queratina y en interaccion con As®*,

Se aprecia la formacion de agregados, lo que sugiere una interaccion con los iones de arsenito. De
acuerdo con estudios previos, la introduccion de analitos en la solucion de las nanoparticulas
bioconjugadas puede provocar la aglomeracion de particulas, lo que resulta en un cambio de color y
un desplazamiento hacia el infrarrojo de la banda LSPR [13]. Las relaciones de aspecto resultantes se
presentan en forma de un histograma de frecuencias (Figura 3.8), con un total de 50 nanorods y un

promedio y desviacion estandar de RA = 2.3 + 0.6.
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Figura 3.8. Histograma de la distribucion de la razon de aspecto de los AUNRSs bioconjugados con queratina y en
interaccion con As®* obtenidas mediante las imagenes de TEM.

3.1.4 Caracterizacion de coloides de AuNRs, AuNR-Ker y AuNR-Ker/As mediante

espectroscopia UV-Vis
Bandas plasmdnicas de AuNRs

El proceso de sintesis de AuNRs se llevo a cabo por el método mediado por semillas, que inici6
con la preparacion de la semilla (Figura 3.1), que es la solucion inicial que contiene pequefias
particulas de oro llamadas semillas que actian como nicleos de crecimiento para la formacion de
nanorods durante el proceso de sintesis. La determinacién de las bandas plasménicas localizadas
de AuNRs y AuNR-Ker se realiz6 mediante espectroscopia UV-Vis.

La Figura 3.9 muestra los espectros de absorbancia de los nanorods de oro (AuNRs), donde
se observan dos bandas de absorcion prominentes en la regién de longitud de onda visible del
espectro. La primera banda de absorcion, ubicada en 523 nm, corresponde a la resonancia de
plasmones superficiales localizados transversalmente T-LSPR en los AuNRs, mientras que la
segunda banda de absorcidn, localizada en 623 nm, se atribuye a la resonancia de plasmones
superficiales localizados longitudinalmente L-LSPR [49]. Entonces, la presencia de ambas bandas
de absorcion en los espectros confirma la formacion de nanorods. Se incluy6 la medicion de
absorbancia de las semillas utilizadas para la sintesis de los AuNRs (Figura 3.11). Su banda de
absorcion unica alrededor de 450 nm, confirma su esfericidad y crecimiento selectivo de los
AuUNRs.
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Figura 3.9. Espectros de absorbancia de semillas de oro y AuNRs.
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Sensado de AUNR-Ker en soluciones coloidales a arsenito (As®*)

En la Figura 3.10 se muestran los coloides de AuNRs bioconjugados con la queratina para las
muestras M111 X (Tabla 3.1), donde el primer digito hace referencia a la concentracién de la

queratina (1 mg/mL), los dos siguientes a la relacion de AuNRs:Ker y X corresponde a la

concentracion de As** empleada (0, 2, 4, 6, 8, 10, 50 ug/mL).

Tabla 3.1. Resumen de experimentos, donde X corresponde a la concentracion de As®* empleada (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 50

png/mL).

Nomenclatura Concentracion de Relacion Relacion
Ker (mg/mL) AuNRs-Ker AuNRs-Ker:As
M111 1 11 2:1
M221 2 2:1 2:1

Después de la agregacion de las diferentes concentraciones de iones de As®* se observa un

cambio de tonalidad debido al fendmeno de la resonancia de plasmones de superficie localizados.

Los AuNRs tienen una estructura alargada y estdn compuestos de oro, un metal que exhibe

propiedades plasmoénicas que se deben a la interaccion entre el campo eléctrico y los electrones en
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la superficie de las nanoparticulas de oro.

Figura 3.10. Coloides de AuNRs-Ker del experimento M111, después de la agregacion de iones de As®*.

Cuando los AuNRs no estan interactuando con queratina ni en presencia de iones de As®*,
exhiben una resonancia plasmonica caracteristica. Esta resonancia ocurre cuando la frecuencia de
la luz incidente coincide con la frecuencia natural de oscilacion de los plasmones de superficie
localizados en los AuNRs. Como resultado, los AuNRs absorben selectivamente la luz en una
cierta longitud de onda y reflejan o transmiten el resto de la luz. En general, la longitud de onda
de absorcion depende de las dimensiones y la composicion de los nanorods.

Sin embargo, cuando los nanorods de oro se bioconjugan con queratina y se exponen a los iones
de As®**, AUNR-Ker/As, se observa un cambio en las propiedades plasmonicas dado que se altera
la distribucidn de carga en la superficie de los AUNRs, modificando la resonancia de los plasmones
de superficie localizados.

Nivedita Priyadarshni y colaboradores [3] observaron un cambio en la banda longitudinal de
plasmon superficial (LSPR) en nanorods de oro funcionalizados con polietilenglicol y acido meso-
2,3-dimercaptosuccinico (PEG-DMSA). Este cambio se debe a la agregacién inducida por la union
de iones de arsénico (As**/As®) a los grupos sulfhidrilo (-SH) en la superficie de los nanorods. El
desplazamiento en la longitud de onda de absorcion se traduce en un cambio en la tonalidad de los
AUNRs en coloide (Figura 3.10).

En la Figura 3.11 se muestran los espectros de absorbancia para M111 X, dado que el
fendmeno de la resonancia de plasmones de superficie localizados también interviene en el
desplazamiento de las bandas de absorcion de los nanorods de oro. Ademas, el desplazamiento de

la resonancia plasménica también puede manifestarse como un desplazamiento de las bandas de
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absorcion en el espectro de absorcion de los nanorods de oro. Esto significa que la posicion de los
picos de absorcion en el espectro, que corresponde a las longitudes de onda donde los nanorods de

oro absorben luz, se modificara debido al cambio en las propiedades plasmonicas.
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Figura 3.11. Espectros de absorbancia para los coloides bioconjugados AuNRs-Ker con el analito arsenito As®* para las
muestras M111_X.

Estos cambios en la longitud de onda se resumen en la Tabla 3.2, donde se obtiene el maximo
de resonancia LSPR longitudinal experimental (A ser) Y después de hacer un suavizado a los datos

para disminuir el ruido durante la toma de datos.

Tabla 3.2. M&ximo de resonancia LSPR longitudinal para los experimentos M111, después de la agregacion de iones
de As*.

Muestra Concentracion A (nm) Suavizado de la curva
de As** (ug/L) LoLSPR Ap_Lspr (NM)
M111 0 0 623.0 624.5
M111 2 2 625.5 627.0
M111 4 4 624.0 626.5
M111 6 6 627.5 627.0
M111 8 8 628.0 625.0
M111 10 10 628.5 634.0
M111_50 50 627.5 626.5

En el caso del experimento M221 ocurre algo similar. En la Figura 3.12 se muestran los

coloides de AuNRs-Ker antes y después de la agregacion de las disoluciones de As®* en diferentes
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concentraciones. Como en el experimento anterior, se observan los cambios de tonalidad.

Figura 3.12. Coloides de AuNRs-Ker del experimento M221 a) antes y b) después de la agregacion de iones de As®*.

En la Figura 3.13 se muestran los diferentes espectros y se observan cambios en la absorbancia
y desplazamientos en la longitud de onda. Dichos cambios se resumen en la Tabla 3.3, donde se
obtiene el maximo de resonancia LSPR longitudinal (A_.ser) Y también se obtiene este maximo

después de hacer un suavizado al espectro.
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Figura 3.13. Espectros de absorbancia para los coloides bioconjugados AuNRs-Ker con el analito arsenito As®* para las

muestras M221 X
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Tabla 3.3. Maximo de resonancia LSPR longitudinal para los experimentos M221, después de la agregacion de iones de
As®,

Muestra Concentracion de A (nm) Suavizado de la curva
As** (ug/L) LoLSPR Ap_Lspr (Nnm)

M221 0 0 623.0 624.5

M221 2 2 625.5 627

M221 4 4 624.0 626.5

M221 6 6 627.5 627

M221 8 8 628.0 625

M221 10 10 628.5 634

M221 50 50 627.5 626.5

Particularmente, se aprecia el cambio en la razén de la absorbancia de las bandas plasmonicas
localizadas longitudinal entre transversal como funcién de la concentracion de arsenito en la solucion
analizada. Esta es una medicion de la interaccion de terminales NH- de la queratina, con As®*, hasta
un concentracion dada [50]. Es decir, a concentraciones de 50 pg/mL, los terminales NH- ya estan
saturados. En el caso de las muestras M221 6, debera ser repetido el experimento para asegurar que
no se present6 aglomeracion de los AUNR-Ker expuesto a As®*. La Tabla 3.4 resume las relaciones
entre la absorbancia de la longitud de onda de resonancia longitudinal LSPR vy la longitud de onda de
resonancia transversal LSPR determinada para los experimentos M111 X'y M221 X, donde X = 2,
4,6, 8,10y 50 pg/mL de As**.

Tabla 3.4. Razon de éarea bajo la curva de las absorbancias en las bandas LSRR para los experimentos M111 y M221,
después de la agregacion de iones de As®*.

Experimento | Ap_yspr /AT-Lspr | Experimento | Ay_pspr /Ar-LsPr
M111_0 2.06 M221 0 2.18
M111 2 2.1 M221 2 1.92
M111 4 2.06 M221 4 1.82
M111 6 2.08 M221 6 231
M111 8 2.02 M221 8 1.32
M111 10 158 M221_10 1.25
M111 50 229 M221_50 2.18

3.1.5 Determinacioén de factores de calidad de sensores en solucién coloidal

De acuerdo al estudio reportado por Wei y colaboradores [35], el factor de calidad Q es definido como
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donde w, = 2mc/Ay, w; = 2mc/A,, w, = 2mc/A,, ¢ es la velocidad de la luz en el vacio, A, es el
pico LSPR, es decir (Aspr-1), Y A1 ¥ A, son las longitudes de onda a la mitad de ese maximo
(FWHM), que se puede determinar de los espectros de absorbancia para una muestra de interés. El
valor de FWHM se puede asociar a la dispersidad de la muestra, donde valores mayores indican una

mayor dispersion en los tamafios de las particulas de una muestra coloidal.

Tabla 3.5. Ancho a altura media (FWHM) y factor de calidad Q para las muestras M111_X. Se incluye la muestra
AuNRs

Ancho a altura media Factor de calidad

Muestra FWHM (nm) 9
AUNRS 73 8.54
M111 0 65.5 9.56
M111_2 66.0 9.46
M111_4 66.0 9.48
M111_6 635 9.78
M111_8 55.5 11.14
M111_10 109.0 5.81
M111_50 66.5 9.38

Empleando los espectros UV-Vis (Figuras 3.11 y 3.13) se determinaron los FWHM cuando
muestras de AuNR-Ker fueron expuestos a disoluciones de arsenito a 2, 4, 6 8, 10 y 50 pg/L en los
dos experimentos propuestos de la Tabla 3.1, M111_Xy M221_X. Asi mismo, se determiné el FWHM
para AUNRs y bioconjugados AuNR-Ker. Los resultados, se presentan en las Tablas 3.5y 3.6.

Tabla 3.6. Ancho a altura media (FWHM) y factor de calidad Q para las muestras M221_X.

Ancho a altura media

Muestra FWHM (nm) Factor de calidad Q
M221 0 62.5 9.95
M221 2 61 10.20
M221 4 75 8.43
M221 6 58.5 10.63
M221 8 110 5.72
M221 10 91.5 6.83
M221 50 62 10.06

En las Figuras 3.14 y 3.15, se grafican los valores correspondientes a Q para las muestras M111 X
y M221 X. Segun los datos de las Tablas 3.3 y 3.4, las muestras M111 10, M221 8 y M221 10
exhiben los valores mas altos de FWHM (ancho a altura media). Estas muestras presentaron una

mayor dispersion en sus espectros de absorbancia, con una menor definicion de las dos bandas
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caracteristicas y una reduccion en la absorcion. Esta observacion podria ser atribuible a la
aglomeracion y precipitacion de los nanorods en las muestras coloidales, lo que resulta en una
disminucion de la absorbancia medida cuando se analiza en el espectrofotometro UV-Vis.
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Muestras
Figura 3.14. Factor Q de las muestras M111 X.
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. Ve
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Figura 3.15. Factor Q de las muestras M221_X.

Los resultados obtenidos varian en un rango de 6 a 12, mientras que los reportados en el estudio
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de Wei y colaboradores [35], se encuentran en el rango de 4 a 7. Es notable que los valores de FWHM
que ellos obtuvieron son mayores en comparacion con los obtenidos en este estudio, lo que sugiere

una mayor dispersion en los tamafios de su muestra.

3.1.6 Caracterizacion de AUNRs, AUNR-Ker y AUNR-Ker/As mediante espectroscopia XPS

Este estudio se enfoca en la caracterizacion de nanorods de oro y su interaccion con iones de arsenito
utilizando espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS). La investigacion adquiere
importancia en el contexto de entender como los nanorods de oro se comportan en presencia de
arsenito.

Se analizaron cinco tipos de muestras: nanorods de oro, nanorods de oro bioconjugados con
gueratina, nanorods de oro bioconjugados con queratina y en interaccion con arsenito a 2, 10 y 50
ng/L de las muestras M111.

Los resultados obtenidos se dividen en dos partes. En primer lugar, se presentan los datos sobre la
composicion quimica, especificamente el porcentaje de concentracién atomica de los elementos de
interés en cada una de las muestras. A continuacion, se analiza la energia de enlace de todos los

elementos de interés, representada mediante sus respectivos espectros.

Composicion quimica de los compuestos

Este estudio se enfoca en la caracterizacion de nanorods de oro y su interaccion con iones de arsenito utilizando
espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X. XPS se empleo para determinar a) la concentracion de
los elementos componentes de los AuNRs, antes y después de la bioconjugacion con queratina, y después de
su exposicion a soluciones estandar de arsenito, mediante sus espectros survey y b) para determinar su ambiente
quimico bajo las diferentes condiciones de los elementos constituyentes principales: C(1s), O(1s), N(1s),
Au(4f), S(2p) y As(3d), mediante sus espectros a detalle. Se analizaron cinco tipos de muestras: nanorods de
oro (AuNRs), nanorods de oro bioconjugados con queratina (AuNR-Ker), nanorods de oro bioconjugados con

queratina y en interaccion con arsenito a 2, 10 y 50 pg/L (AuNR-Ker/As).

Composicion quimica de los compuestos

Un espectro survey de XPS, brinda informacion de todos los elementos presentes en los ultimos 10
nm de una muestra. Por su parte, el area bajo la curva de un pico a una determinada energia de enlace
permite determinar la concentracion presente de dicho elemento. En la Figura 3.16, se muestran los

surveys de AUNRs, AuNR-Ker y de AuUNR-Ker/As con concentracion de arsenito de 2, 10 y 50 pg/L.
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Se identificaron las sefiales correspondientes a C(1s), O(1s), N(1s), S(2p) y Si(2s) y Si(2p), asi como
de Br en sus orbitales 1s, 3p3/2 y 3d5/2. La presencia de silicio puede atribuirse a su lectura dado que
las muestras se depositaron en sustratos de vidrio para su analisis. Ademas, la presencia de bromo se
deriva del uso de CTAB durante la fabricacion de los AuNRs.

Dado que la cuantificacion del area bajo la curva de para S(2p), Au(4f) y As(3d) es muy baja, es

que se emplearon sus respectivos espectros a detalle para la determinacion de su concentracion.

AuNRs+Ker+As(50 pglL)
AuNRs+Ker+As(10 pg/L) %
L2
0
s
S AuNRs+Ker+As(2 pglL)
S Wy
@)
C(1s)
0(1s)  N(1s) Br(3p3/2)  Br(3d5/2)
AuNRs A Br(1s) r(ilp3/2) /
T T T T T T T T T T T
1200 1000 800 600 400 200 0

Energia de enlace (eV)
Figura 3.16. Espectro de barrido amplio de XPS.

La Tabla 3.7. resume la concentracion porcentual elemental de C(1s), N(1s), O(1s), S(2p), Au(4f)
y As(3d), que son los elementos de interés presentes, donde la presencia de nitrégeno y azufre, se
debe a la bioconjugacion de los AUNRs con Ker, toda vez que la queratina contiene acido glutdmico
(HOOC-CH (NH2) - (CH2) 2-COOH), lisina (H2N(CH2)4CH(NH2)CO2H), acido aspartico (HO:
CCH(NH2 ) CH2 CO2 H), H-N=(NHR)NH y HS-CH>-CHNH,-COOH en sus cadenas polipeptidica
acida y bésica. Es precisamente la presencia del puente disulfuro de la cistina, lo que permite la
formacion de los enlaces tioles con el oro de los AUNRSs. Nos referimos a AuNRs-Ker/As2, como la
muestra de AuUNRs bioconjugados con queratina y expuestos a una solucion en concentracion de 2

po/L, mientras que AuNRs-Ker/Asl0 y AuNRs-Ker/As50 corresponden a concentraciones del
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arsenito de 10 y 50 pg/L, respectivamente.

Se determind que los elementos con mayor concentracion atomica son el carbono y el oxigeno, y
los de menor concentracion son el arsénico y el azufre. En el caso del arsenico, la concentracion
porcentual atbmica aumenta con la concentracion de arsenito presente en las disoluciones empleadas.
Es decir, los AuNRs bioconjugados y expuestos a diferentes concentraciones de arsenito, funcionan
como sensores de analito de interés (As*").

Tabla 3.7. Concentracion atdmica de los elementos: carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre, oro y arsénico en las muestras.

Elemento Muestra (Concentracion atomica, %)
AuNRs  AuNRs+Ker AuNRs+Ker+As2 AuNRs+Ker+Asl0 AuNRs+Ker+As50
C (19) 69.35 34.78 19.47 35.75 41.87
N (1s) 5.52 7.40 5.11 8.67 7.77
O (1s) 12.38 53.02 73.87 53.72 46.17
S (2p) 0.34 1.05 0.80 0.52 0.54
Au (4f) 12.39 3.73 0.41 0.92 3.22
As (3d) 0 0 0.31 0.39 0.40

Ambiente quimico

En esta seccion se presentan los espectros a detalle de las muestras analizadas: nanorods de oro
(AuNRs), nanorods de oro bioconjugados con queratina (AuNRs-Ker), nanorods de oro
bioconjugados con queratina y en interaccion con arsenito a 2 pg/L (AuNRs-Ker/As2), nanorods de
oro bioconjugados con queratina y en interaccion con arsenito a 10 ug/L (AuNRs-Ker/As10), y
nanorods de oro bioconjugados con queratina y en interaccion con arsenito a 50 pg/L (AuNRs-
Ker/As50).

En todas las muestras, observamos un pico en 284 eV asociado a enlaces C-C y C-H. La primera
fuente de carbono es la residual y trazas del CTAB empleado estabilizar a los nanorods de oro durante
su sintesis. La intensidad de este pico es mas pronunciada en las muestras de nanorods de oro no
modificados (AuNRs), lo que sugiere que la presencia de CTAB es mas predominante en esta muestra.
Ademas del CTAB, otros compuestos organicos presentes en las muestras, como la queratina
empleada durante la bioconjugacion, dadas su estructura de doble cadena con la presencia de muchos
carbonos. Alrededor de 286 eV se presenta otro pico que se asocié con enlaces C-O, posiblemente
relacionados con grupos oxigenados. La intensidad de este pico varia con la concentracion de arsenito,
lo que sugiere una posible interaccion con el entorno. En 287 eV, se present6 un pico solo en aquellas

muestras bioconjugadas y/o expuestas a arsenito. Esta, se asocia con enlaces C-N o C-S del &cido
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glutdmico (HOOC-CH (NH>) - (CH) 2-COOH), lisina (H2N(CH2)4CH(NH2)CO2H), acido aspartico
(HO2 CCH(NH2 ) CH2 CO2 H), H-N=(NHR)NH2 y HS-CH2-CHNH2-COOH en sus cadenas
polipeptidica &cida y basica, como se menciono previamente [51]. Las diferencias en la intensidad de
los picos de carbono entre las muestras indican una mayor contribucién de compuestos organicos en

la superficie.

AUNR-Ker/As (50 pg/L L

Au NR-Ker/A

AuNR-Ker/As 2 ugll) e

Cuentas/s

AuNRs

T T T T T T T T T T T T T T T T T
290 289 288 287 286 285 284 283 282
Energia de enlace (eV)

Figura 3.17. Espectros de XPS de alta resolucion de C(1s).

La intensidad de este pico varia con la concentracion de arsenito, lo que sugiere una posible
interaccidn con el entorno. En 287 eV, se present6 un pico solo en aquellas muestras bioconjugadas
y/o expuestas a arsenito. Esta, se asocia con enlaces C-N o C-S del 4cido glutdmico (HOOC-CH (NH)
- (CH2) 2-COOH), lisina (H2N(CH2)4CH(NH2)COH), &cido aspéartico (HO2 CCH(NH2 ) CH. CO>
H), H-N=(NHR)NH y HS-CH,-CHNH>-COOH en sus cadenas polipeptidica &cida y béasica, como
se menciond previamente [51]. Las diferencias en la intensidad de los picos de carbono entre las
muestras indican una mayor contribucion de compuestos organicos en la superficie.

En el caso de los espectros a detalle del oxigeno (Figura 3.18), en la muestra AuNR, se presenta
un dnico pico alrededor en 532 eV, asociado a O(1s). El resto de las muestras presentaron este pico
corrido menores energia de enlace, que sugiere la formacion de enlaces oxigeno-oro (O-Au), que
pueden ser indicativos de la presencia de grupos funcionales oxigenados en la superficie de los

nanorods o de compuestos adsorbidos que contienen oxigeno. También en el resto de las muestras se
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determind un pico en 530 eV que se asocia a enlaces oxigeno-carbono (O-C) o enlaces oxigeno-
sulfuro (O-S) [52]. La presencia de este pico indica la existencia de compuestos orgéanicos
superficiales 0 compuestos que contienen azufre adsorbidos en la superficie de los nanorods,
relacionados con la bioconjugacion con queratina y las interacciones con arsenito en las muestras

empleadas como nanosensores coloidales.

AuNR-Ker/As (50 pglL)

AuNR-Ker/As (10 uglt) "

,,,,,

Cuentas/s

AuNR-Ker/As (2 ug/L)

AuNR-Ker
AuNRs

537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Energia de enlace (eV)
Figura 3.18. Espectros de XPS de alta resolucion de O(1s).

Los espectros a detalle del oro se presentan en la Figura 3.19. La posicion y el desplazamiento de
los valores de energia de enlace de los niveles centrales Au4fz y Audfsy,, corresponden a la presencia
de diferentes estados quimicos del oro y sus estados oxidativos, predominando el estado de oxidacién
cero (AuP), que esta en acuerdo con lo reportado en la literatura [53]. En un estudio previo realizado
por Nivedita Priyadarshni y colaboradores [3], identificaron estos dos picos caracteristicos y los
asociaron al estado de oxidacion cero del oro antes de hacer la deconvolucion.

En la Figura 3.20 se presentan los espectros a detalle del azufre, la presencia de un pico en la
region de energia de 163 eV se asocia con enlaces S-H, derivados de los grupos tioles (-SH) de la
queratina. Los grupos tioles son conocidos por su fuerte afinidad hacia la superficie de metales nobles
como el oro. La deteccion de este pico sugiere que los grupos tioles pueden estar presentes en la

superficie de los nanorods de oro bioconjugados y/o expuestos a arsenito. El pico de azufre en la
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Figura 3.19. Espectros de XPS de alta resolucion de Au(4f).

region de energia de 168 eV se asocia a enlaces S-S, que indican la presencia de grupos disulfuro (-
SS-), que pueden formarse a partir de la oxidacion de grupos tioles (-SH) en la superficie de los

nanorods [54]. Asi mismo, esta oxidacidn puede estar relacionada con la interaccion con arsenito.

7. AuNR-Ker/As (50 pglL)

Cuentas/s

AuNR Ker

172 170 168 166 164 162 160
Energia de enlace (eV)
Figura 3.20. Espectros de XPS de alta resolucion de S(2p).
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La deteccidn de un pico de arsénico (Figura 3.21), en la region de energia de 43 eV indica la
presencia de arsénico en estados de oxidacion relativamente bajos, posiblemente asociados con As®*
en As2Os [55]. Este hallazgo sugiere que el arsénico esta presente en la superficie de los nanorods en

una forma que conserva su estado de oxidacion trivalente.
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Figura 3.21. Espectros de XPS de alta resolucion de As(3d).

2.2 Disefio y fabricacion de dispositivos microfluidicos en papel (wWPADs)

Como se menciond previamente, el uso de papel para el disefio de dispositivos microfluidicos reduce
el costo dado que aprovecha la estructura del papel para la conduccion por capilaridad, en las fibras,
de un solvente de interés. La Figura 3.22 corresponde a micrografias por microscopia electrénica de

barrido (SEM, scanning electron microscopy) del papel empleado en la fabricacién de los dispositivos

uPADs.

%5000 Sum
0Dt 18 Mar 2020

Figura 3.22. Micrografias SEM de papel Whatman No. 1, empleado en la fabricacién de los uPADs, en diferentes
amplificaciones. Espesor papel 180 um, peso base 87 g/me.
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El interés del empleo de celulosa radica en su abundancia en la naturaleza (es el polimero més
abundante), su reciclo y la explotacion de las microfibras y nanofibrillas que componen su estructura,
las cuales le confieren la capacidad de sustituir las bombas de los tradicionales sistemas microfluidicos
[56].

Con el software ImageJ se obtuvieron los diametros de los poros del papel, asi como el didmetro
de las fibras como se muestra en la Figura 3.23.
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Figura 3.23. Determinacion de los diémetros de los pors yfibras.

Los resultados de los didmetros se muestran en los histogramas de la Figura 3.24, para las 50 fibras
que se midieron se obtuvo un promedio de 20.53 pm + 9.36 um, y para los 20 poros se obtuvo un

promedio de 9.88 um + 6.04 um.
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Figura 3.24. a) Histograma de frecuencias de la distribucion del didmetro de las fibras del papel Whatman 1. b) Histograma
de frecuencias de la distribucion del didmetro promedio de los poros del papel Whatman 1.
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El disefio del dispositivo seleccionado fue dibujado en AutoCad 2022 y consiste en una
configuracién con 6 canales radiales, con la zona de inyeccion (ZI) en el centro y las 6 zonas de
sensado (ZS) en los extremos (Figura 3.25). Los parametros variados incluyeron: el ancho de barrera,

ancho de canal, largo del canal y color.

Zonas de sensado

Ancho de barrera

Ancho de

Zona de inyeccion
canal

Figura 3.25. Disefio del uPAD con 6 canales radiales, zona de inyeccion (Z1) en el centro y 6 zonas de sensado (ZS) en
los extremos.

Se variaron colores de impresion del uPAD, con el objetivo de seleccionar aquellos que sirvieren
como barreras hidrofébicas que impidieran filtraciones. Los colores empleados para imprimir los
HUPAD se muestran en la Tabla 3.8. Una vez impresos, se realizaron pruebas de inyeccién y evaluacion
de filtracion de fluidos en los dispositivos fabricados.

En la Figura 3.26 se ejemplifican la impresion con resina de uPADs con ancho de canal de 3 mm,
didmetro en zona de la zona de sensado de 6 mm, diametro de la zona de inyeccion de 12 mm y
longitud de canal de 14. 5 mm. La Figura 3.26a corresponde a los uPADs impresos en cuatro colores,

Figura 3.26b son los uPADs después de tratamiento térmicoa T = 166 °C.
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Tabla 3.8. Codigo de colores para la impresion de uPADs en codigos RGB y CMYK.

fodice | Color en K68 crvc can, magents, | i
color azul) amarillo y negro)

220 (255,0,124) (0, 1, 0.251, Q)

222 (165,0,124) (0, 1, 0.248, 0.353)

240 (255, 0, 63) (0, 1, 0.753, 0)

54 (127, 127, 0) (0,0, 1, 0.502)

11 | (255,127, 127) | (0, 0.502, 0.502, 0)
122 | (0, 165, 124) (1, 0, 0.248, 0.353)
230 | (255,0,127) (0, 1, 0.502, 0)

20 (255, 63, 0) (0, 0.753, 1, 0)

13 (165, 82, 82) | (0, 0.503, 0.503, 0.353)
102 (0, 165, 41) (1, 0, 0,752, 0.353)
200 (191, 0, 255) (0.251, 1,0, 0)

154 (0, 63, 127) (1, 0.504, 0, 0.502)

En la Tabla 3.9 se presentan los resultados de la variacion de los parametros en la impresion de
los UPAD:s iniciales en funcion del color de la tinta. En general, se observa un aumento significativo
del ancho de la barrera en un 60%, después de aplicar el tratamiento térmico. Este incremento se debe
a la impregnaciéon de la cera en el papel, lo que provoca una expansion de la barrera. Como
consecuencia, el ancho del canal se vuelve mas estrecho.

Tras la fabricacion de los UPADs, se llevaron a cabo pruebas de inyeccion de fluidos para evaluar
su hidrofobicidad. Los resultados revelaron que el Unico pPAD que presentdé fugas tenia una
composicion de colores CMYK (0, 0.502, 0.502, 0), donde la tinta magenta y la tinta amarilla estaban
presentes en proporciones iguales. Potter, Brisk y Grover [57], reportaron que la superficie del papel
impregnada con tinta de cera amarilla podria ser menos hidrofébica en comparacion con los otros

colores. Todas las deméas combinaciones de colores no mostraron fugas durante las pruebas.
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Figura 3.26. uPADs con ancho de canal de 3 mm, diametro en zona de la zona de sensado de 6 mm, diametro de la zona
de inyeccion de 12 mm y longitud de canal de 14. 5 mm. a) impresiones en cuatro colores, b) uPADs después de
tratamiento térmico a T = 166 °C.

Tabla 3.9. Variacion de parametros en el primer experimento antes y después del tratamiento térmico.

Antes del tratamiento térmico

Parametro  Anchode barrera(mm) Anchodecanal (mm) Diametrodela ZS (mm) Diametrode la ZI (mm) Longitud del canal (mm)
1.5,1.8, 2 3 6 12 145

Ancho de barrera: 1.8 mm Ancho de barrera: 2 mm

Despueés del tratamiento térmico (T=166 °C)

Anchode Anchode | Anchode i

Color | barrera deZs deZl | barrera | canal deZS deZl | barrera | canal dezZs deZl

(mm) =% O™) ) | (mm) | (mm) | mm) | (om) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
2.5 1.6 4 10 3 1.6 4 10 3.2 1.6 4 10
2.7 1.6 3.5 10 3 1.6 3.5 10 3.2 16 3.5 10
2.8 1.2 36 10 3 1.2 36 10 32 1.2 3.6 10
2.6 1.4 5 10 3 1.4 5 10 3.2 14 5 10
2.2 2.2 4 10 24 2.2 10 2.6 2.2 4 10
2.8 15 3.7 10 3 15 3.7 10 3.2 1.5 o 10
2.9 1.6 39 10 31 1.6 39 10 3.3 1.6 3.9 10
2.5 1 o 38 10 2.8 1.5 38 10 3.2 1.5 3.8 10
2.6 1.8 4.2 10 2.8 1.8 4.2 10 3.2 18 4.2 10
2.9 13 3.5 10 31 1.3 . 10 3.5 13 3.5 10
2.1 1.9 3.8 10 2.4 1.9 3.8 10 2.6 19 3.8 10
2.9 1.6 39 10 3.2 1.6 39 10 34 16 3.9 10

64



Con el objetivo de reducir el tamafio de los dispositivos y de emplear menos tinta en su fabricacion,

se disefiaron e imprimieron uPADs variando el ancho de barrera antes del tratamiento térmico, la

longitud de canal y el ancho de canal. La Tabla 3.10 resume los experimentos realizados en esta

segunda etapa.

Tabla 3.10. Variacion de parametros en el primer experimento antes y después del tratamiento térmico.

Variables
Ancho de barrera antes del Longitud de Ancho de canal
tratamiento térmico (mm) canal (mm) (mm)
0.1,0.15,0.2,0.25,0.3 3 2,2.2,2.4,26,2.8,3

En respuesta a los resultados del experimento anterior, se logro reducir significativamente el ancho

de la barrera de 1.5 mm a 0.1 mm, lo que representa una reduccién del 93.3 %. En este experimento

se opto por no utilizar la tinta que presento fallas en el caso anterior. La Figura 3.27 ejemplifica los

uPADs fabricados.
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Figura 3.27. uPADs con diametro de ZS de 6mm, diametro de ZI de 12 mm y longitud de canal de a)7 mm y b) 4.8 mm,
después de tratamiento térmico a T = 166 °C.
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Asi mismo, se sometieron los UPADs a tratamiento térmico y se llevaron a cabo pruebas de
inyeccion de fluidos (Figura 3.24). Se observo que ninguno de los dispositivos presentd fallas durante

las pruebas de inyeccidn. La Figura 3.28 ejemplifica las réplicas de uPADs en una sola tinta de cera

3%
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Figura 3.28. Réplicas y prueba de inyeccion de uPADs en un solo color de cera.
Entonces, la reduccion del ancho de la barrera y la eliminacion de las fugas demuestra un avance
significativo en la mejora de la hidrofobicidad de los UPADs, lo cual es esencial para su funcionalidad

y aplicaciones futuras.

2.3 Lectura de soluciones de tinte vegetal empleando un sistema de lectura colorimétrico
experimental

Se utilizé el dispositivo experimental de lectura colorimétrica (Figura 3.29), desarrollado para
conocer la factibilidad de su empleo como lector del papel Whatman tipo 1, con el cual fueron

fabricados los pPADs fabricados.

Figura 3.29. Pruebas de inyeccién de agua/colorante a distintas relaciones: C1 (10%), C2 (20%), C3 (40%) y C4 (50%).
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Se empled colorante vegetal azul en agua en relaciones 10, 20. 40 y 50 % v/v, que se rotularon
como experimentos C1, C2, C3 y C4, respectivamente. Alicuotas de 10 pL de disolucién se
depositaron sobre papel filtro tipo Whatman 1 (Figura 3.29) y se realizo su lectura con el dispositivo.

Los valores RGB obtenidos se presentan en la Tabla 3.11 con un promedio y desviacion estandar

para cada muestra, habiéndose realizado seis repeticiones para cada concentracion empleada.

Tabla 3.11. Valores RGB obtenidos con el dispositivo de lectura colorimétrica experimental.

Color Disolucién
C1 C2 C3 C4

- 152.37 + 0.46 15412 + 0.48 149.14+0.77 136.76 + 0.42
Verde 162.15+0.20 161.09 + 0.58 163.85+0.73 167.71+0.41
Azul 15297 £0.37 153.06 £ 0.21 155.84 +0.12 15747 +0.74

En la Figura 3.30 se presenta una grafica que muestra los valores RGB correspondientes a las
mediciones de color obtenidas por un sensor RGB con su respectiva desviacion estandar en cuatro
muestras diferentes. Para evaluar si este sensor es capaz de distinguir tonalidades distintas de color,
aplicamos el método de Tukey, una herramienta estadistica ampliamente reconocida para comparar

grupos en un conjunto de datos y determinar si existen diferencias significativas entre ellos.

Muestra

Figura 3.30. Valores RGB para cada muestra: C1 (10%), C2 (20%), C3 (40%) y C4 (50%).
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El propdsito principal de la aplicacion del método de Tukey fue identificar diferencias
significativas entre las medias de las muestras. Esto nos permitié determinar si los grupos de muestras
eran estadisticamente distintos entre si. Los resultados del analisis indican que las medias se agruparon
de manera diferente, lo que implica que son significativamente diferentes entre si. Sin embargo, ain
estamos trabajando en mejorar la sensibilidad del sensor. Esta es una primera prueba de que el lector
puede detectar ligeras variaciones de color sobre papel Whatman tipo 1.

En resumen, en este trabajo de tesis se fabricaron exitosamente nanosensores de oro selectivos a
concentraciones de arsenito, en soluciones coloidales. El estudio mediante microscopia electronica de
transmision y espectroscopia UV-Vis indico que las estructuras de oro fabricadas por mediacion de
semillas tuvieron una razon de aspecto de 2-3, un factor de calidad cercano a 10 y una morfologia de
nanovarilla. Las espectroscopias UV-Vis y XPS permitieron determinar que las nanovarillas de oro
bioconjugadas con queratina son selectivas a concentraciones de arsenito en un rango de 2 a 50 pg/L.
Asi mismo, se disefiaron y fabricaron sistemas microfluidicos sobre papel Whatman tipo 1, con zona
de sensado e inyeccion de inyeccion, en forma de estrella de 6 picos. Las pruebas de inyeccion sobre
las impresiones de los sensores fabricados indican que la técnica de impresion por cera combinada
con un tratamiento térmico, son una buena opcion para su fabricacion, dado que permiten la
eliminacién de fugas y una disminucion en el ancho de barrera de hasta 0.1 mm y longitud de canal
de 3 mm en todos los colores empleados, salvo en la combinacion CMYK (0, 0.502, 0.502, 0).
Finalmente, se prob6 que es factible la lectura de soluciones colorante sobre papel Whatman tipo 1,
empleando un sistema lector colorimétrico experimental. Sin embargo, son necesarias mas pruebas

para su corroboracién fehaciente.
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Conclusiones

Se establecio un protocolo de sintesis de nanovarillas de oro (AuNRSs) por el método mediado por
semillas. Las bandas plasmonicas localizadas LSPR transversal y longitudinal de los coloides de
AUNRs, fueron determinadas en ~522 y ~653 nm, para una razon de aspecto ~2.4 y su factor de
calidad cercano a 10.

Se establecid un protocolo de disolucidn de queratina comercial para su uso en la bioconjugacion
de los nanorods de oro previamente fabricados (AuNRsS).

Se establecid un protocolo para la bioconjugacion de los AUNRs con queratina comercial purificada.

Se determind que la absorbancia, concentracion elemental porcentual y ambiente quimico cambian
en muestras de coloides de nanorods de oro bioconjugados con queratina expuestos a distintas
concentraciones de As®* (2, 4, 6, 8 y 50 pg/L). Entonces, pueden ser empleados como nanosensores
de arsenito. El fendmeno de la resonancia de plasmones de superficie localizados en los nanorods de
oro se ve afectado por la bioconjugacion con queratina y la interaccion con los iones de As®** lo que
provoca cambios en la tonalidad de los coloides y la absorbancia de las bandas de absorcion. Estos
cambios son indicativos de la presencia y la interaccion de los iones de As®** en el sistema, lo que
permite su deteccion.

Se disefiaron y fabricaron uPADs impresos con cera sobre papel Whatman tipo 1, con zona de
sensado e inyeccion de inyeccion, en forma de estrella de 6 picos.

Las pruebas de inyeccion sobre las impresiones de los sensores fabricados indican que la técnica
de impresion por cera combinada con un tratamiento térmico, son una buena opcién para su
fabricacion, dado que permiten la eliminacion de fugas y una disminucion en el ancho de barrera de
hasta 0.1 mm y longitud de canal de 3 mm, en todos los colores empleados, salvo en la combinacion
CMYK (0, 0.502, 0.502, 0).

Se estableci6 la prueba de concepto del uso de un dispositivo experimental de lectura colorimétrica,

a diferentes concentraciones de colorante vegetal azul absorbidas sobre papel tipo Whatman 1.
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