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1.1 Introduccién.

Figura I1: Diferentes estrategias para generar nano-biosensores de campo cercano y campo
lejano. A) Nano-biosensor plasménico de campo cercano utilizando los incrementos de procesos
inelasticos de moléculas activas en Raman (SERS). B) Nano-biosensor plasmonico de campo
lejano utilizando los cambios en el indice de refraccion de NEs plasmoénicas al adsorberse

moléculas de analito. C) Esquema de la técnica bioquimica ELISA de tipo sandwich.

Figura I12: A). Representacion esquematica de la estrategia de funcionalizacion de nanoparticulas
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nanoparticulas de Ag funcionalizadas con el sistema STV-biotina usando un NPs / STV / biotina 1:
1. 1. B), Representacion esquematica de la estrategia de la aglomeracion de nanoparticulas
controlada (formacién de dimeros) en presencia de un anticuerpo biotinilado (Biot-1gG), y la
evolucién del espectro de extincion de nanoparticulas de Ag funcionalizadas en presencia de Biot-
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Figura 1.3. Dependencia de la parte real (¢) y de la parte imaginaria (¢”) de la constante

dieléctrica con la longitud de onda (A) para Au. Los valores corresponden a determinaciones
experimentales tabulados por Palik’. En azul y verde se han graficado los valores obtenidos

mediante la teoria de Drude.



1.2 Modelado para particulas con dimensiones menores a la longitud de
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Figura 1.8: Célculos electrodinamicos para dimeros de NPs. A) espectros de extincion de dimeros
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El medio dieléctrico considerado en el calculo es agua.

1.5 Aplicaciones de las propiedades de las Resonancias Plasmonicas

Superficiales Localizadas.

Figura 1.9: Representacion de las propiedades de campo cercano A. campo eléctrico
incrementado en la cercania de la superficie de una NP aislada. B Campo eléctrico altamente

incrementado y localizado en la regidn interparticula para NE dimericas.

Figura 1.10: Representacion esquematica de A. Espectro Raman y SERS de la biotina utilizando
nanoagregados de Ag de 56 nm para una concentracion 7.6x10™* M de biotina, irradiando a A=488

nm. Se encuentran remarcadas en la figura las dos sefales de Stokes utilizadas para calcular los
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factores de incremento (525 y 519 nm) B. Espectro de absorcion y cambio de color de
nanoparticulas de oro funcionalizadas con cysteina en ausencia de trifosgeno (a) y en presencia de
40 mM de trifosgeno (b). El espectro (c) fue obtenido midiendo la absorbancia del espectro b

descontando la absorbancia del espectro a (el blanco de reactivo correspondiente)
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Figura 2.5: Esquema simplificado de la técnica ELISA tipo “Sandwich”.
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3.2 Resultados y Discusion.

3.2.1 Sintesis y caracterizacion morfolégica-6ptica de nanoparticulas de Ag



Figura 3.1: A. Imagen representativa de las NPs de Ag fabricadas. B Histograma de la
polidispersion de NPs de Ag sintetizadas por el método de Turkevich. El didmetro promedio de las
NPs de Ag es de 58 = 7 nm.

Figura 3.2: a. Espectro experimental y simulacion electrodindmica mediante la teoria de Mie para
nanoparticulas de plata con un promedio de 58 nm de didametro. b. Imagen TEM de una nanoesfera

de plata de 58nm.

3.2.2 Funcionalizacion de nanoparticulas de Ag

Figura 3.3: Estabilidad en funcion del tiempo de 1 mL de solucion coloidal de Ag NSs de 58 nm

con una concentracion de 9.03x10™ M funcionalizadas con STV-Biot en relaciéon molar 1:1:1

Figura 3.4: Variacion de la intensidad de extincion de Ag NSs a una longitud de onda de 450 nm
en un lector de microplacas en funcion de las diferentes concentraciones de IgG-Biot agregadas, al

cabo de 20 minutos de transcurrida la reaccion.

Figura 3.5: A. Evolucion espectral de 0.5mL de Ag NSs previamente funcionalizadas en presencia
de 1 ng/mL de IgG-Biot antigliadina. B. Evoluciona espectral de 0.5mL de Ag NSs previamente

funcionalizadas en presencia de 3 ng/mL de IgG-Biot antigliadina.

3.2.4 Caracterizacion morfolégica y 6ptica de las estructuras diméricas.

Figura 3.6 Imagen TEM representativa de las nanoestructuras formadas luego de 30 minutos del
agregado de 1 ng/mL IgG-Biot antigliadina a la dispersion coloidal de Ag NSs. Notese el
predominio de de estructuras dimericas frente a otros tipos de nanoestructuras (NSs aisladas,

trimeros o aglomerados de mayor nimero de Ag NSs).

Figura 3.7: A. Imagen TEM de los dimeros de Ag NSs formados luego de 30 minutos del agregado
de 1 ng/mL IgG-Biot antigliadina. B. Esquema de la distancia interparticula estimada para el puente

molecular que une las Ag NSs formado por el “sandwich” Biotina — STV — Biot-lgG — STV — Biotina.

Figura 3.8: Espectro de la distribucion de intensidad en funcion del diametro de las NPs. La
distribucién con simbolos en negro representa las Ag NSs antes del agregado del anticuerpo
mientras que la distribucion con simbolos azules corresponde a la obtenida a los 27 minutos del

agregado de 1 ng/mL de IgG-Biot a las NPs de Ag.
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3.2.5 Comparacion entre los experimentos y las simulaciones tedricas.

Figura 3.9: A. Modelado tedrico utilizando la teoria de Mie y teoria de Mie generalizada para
multiples particulas de la seccidn eficaz de 1 monémero (linea negra), 2 monémeros (linea azul) y
1 dimero con polarizacién promediada ( linea roja), para explicar el fenémeno de la disminucion de
la intensidad de extincién cuando se forman estructuras diméricas. B. Simulacién teérica en funcion
de la extinciéon de Ag NSs y dimeros comparada con los espectros experimentales obtenidos

teniendo en cuenta un 90% de NEs diméricas y un 10% de mondémeros.

3.2.6 Inhibicion de la formacion de dimeros en presencia del antigeno especifico para

gliadina.

Figura 3.10: A Evolucidon espectral para un tiempo de 27 minutos de Ag NSs de 58 nm
previamente funcionalizadas con STV-Biot con el agregado de 1 ng/mL de IgG-Biot y sin afadir
antigeno. B Evolucion espectral para un tiempo de 27 minutos de Ag NSs de 58 nm previamente
funcionalizadas con STV-Biot con el agregado de 5 pg/mL de antigeno y 1ng/mL de IgG-Biot. C.
Evolucion espectral para un tiempo de 27 minutos de Ag NSs de 58 nm previamente

funcionalizadas con STV-Biot con el agregado de 15 pg/mL de antigeno y 1ng/mL de IgG-Biot.
3.3Analisis de muestras problema.
3.3.1Estabilidad de las NPs de Ag y corroboracion de la extraccion de gliadina.

Figura 4.0: Espectro Uv-Vis que muestra la estabilidad de Ag NSs en presencia de una solucién de
alcohol al 60%. Se utilizo un volumen de 0.5ml de particulas 0.4 ml de PBS1X-BSA5% y 0.1 ml de

alcohol en una cubeta de plastico.

Figura 4.1: A Western Blot con anticuerpos especificos para gliadina, la primera columna es el
marcador de peso molecular (rango de KDa de gliadina 30-50), la segunda columna representa el
contenido extraido de gliadina para harina de trigo, la tercera para Avena y la cuarta para Harina
de maiz, el contenido de Almidén de maiz es tan bajo que por medio de esta técnica no ha podido
ser revelado. B. Espectro FT-IR ATR para harina de trigo, de maiz, avena y almidén de maiz donde
se encuentran diferenciadas las bandas amida 1° (1650 cm™) ,2° (1550 cm™) ,3° (1450 cm™)

correspondiente a estructuras proteicas y la banda del almidén (1050 cm™).
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3.3.2 Ensayo ELISA tipo Sandwich

Figura 4.2: Curva de calibracion del ensayo ELISA realizado para muestras de almidon de maiz y
harina de maiz. Con un LoD de 1.82 ng/mL, se observa que los valores detectados para almidén

de maiz estan por debajo del LoD y la cantidad hallada para harina de maiz es de 2,2 + 0,1 ng/mL.

3.3.3 ENSAYO IDILA

Figura 4.4: A. Representacion esquematica de la estrategia de funcionalizacion de las Ag NSs con
el sistema STV-Biot. B Representacion esquematica del procedimiento de la técnica IDILA.
Afiadiendo las NSs funcionalizadas en un microplato de 96 wells conjuntamente con el anticuerpo
biotinilado (IgG-Biot), y el antigeno o la muestra real. Para la obtencion de la curva de calibracion
se modifica la concentracion de antigeno agregado mientras la cantidad de NSs y IgG-Biot se
mantienen constantes. En todos los casos el volumen final de la solucién se ajusta con bufer hasta

llegar a los 200 pL.

Figura 4.5: A. Curva de calibracién experimental de IDILA para antigeno de gliadina en presencia
de 1 ng/mL de anticuerpo especifico para gliadina. B. Ajuste lineal de la porcién de la curva
comprendida entre 0-8 pg/mL de antigeno de la curva experimental y resultados experimentales en
muestras reales de harina de maiz y maicena.

Conclusiones Generales

Figura 5.0: Comparacion del procedimiento de los métodos ELISA e IDILA.
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Resumen

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo extender y analizar la
utiidad de una metodologia analitica para la deteccién de antigenos mediante
técnicas Opticas desarrollada por el grupo de Investigacion de Nano Plasménica
del INFIQC (Instituto de investigaciones en Fisicoquimica Cérdoba — CONICET).
Esta metodologia que originalmente se utilizé en el area de las Ciencias de la
Salud para la deteccion de citoquinas en cantidades sub-picomolares, se aplicara
al campo de la Ciencia y Tecnologia de Alimentos, aplicandola especificamente a
la deteccion de gliadina. Esta nueva técnica denominada DILA (Intensity Depletion
Inmu Linked Assay) se basa en combinar las propiedades Oopticas de una
dispersion coloidal de nanoesferas de plata funcionalizadas previamente con
estreptavidina y biotina en relacibn molar (1:1:1) con la capacidad de
bioreconocimiento especifico del anticuerpo (Inmunoglobulina G biotinilada) para
un determinado antigeno. En una primera etapa se induce la aglomeracion
controlada de nanoesferas de plata (formacion de dimeros de nanoesferas de
plata en presencia de una inmunoglobulina G biotinilada que actia como puente
molecular entre las nanoesferas de plata que previamente han sido
funcionalizadas con estreptavidina-biotina). La formacion de estructuras diméricas
se evidencia espectralmente por una disminucién en la intensidad del espectro de
extincion. Una vez seleccionada la concentracion 6ptima de Inmunoglobulina G
biotinilada para favorecer la mayor formacion de dimeros, en una segunda etapa,
se efectla el mismo experimento en presencia de un antigeno el cual inhibe la
formacion de estructuras diméricas lo que se traduce espectralmente en una
menor disminucion de la intensidad de extincion que depende de la concentraciéon
de antigeno utilizada. Este hecho permite construir una curva de calibracion y

cuantificar especificamente el analito (antigeno a cuantificar).



En este trabajo de tesis de maestria se aplicé esta técnica para la
deteccion de gliadina en distintas muestras de alimentos.

Los experimentos se realizaron en muestras de almidoén de maiz y
harina de maiz comparando los resultados obtenidos con la técnica ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) homologada por el Cddigo Alimentario
Argentino para la deteccion de gluten en alimentos. Los resultados obtenidos
utilizando IDILA concuerdan con la cuantificacion utilizando la técnica homologada
ELISA. Sin embargo, se demuestra que IDILA presenta una sensibilidad
considerablemente mayor que ELISA, permitiendo la deteccién ultrasensible y
especifica de gliadina en muestras con baja concentracion de gliadina que la
técnica ELISA no logra cuantificar, alcanzandose limites de deteccion 10000 veces

mayores.

Por otra parte destacamos la robustez de la técnica, su mayor
rapidez (aproximadamente 2 horas) y menor costo (debido al uso de reactivos en
menores cantidades) comparada con ELISA, su potencial aplicacion a la deteccion
de cualquier antigeno de relevancia en Ciencia y tecnologia de los Alimentos
como asi también su facil implementacion para andlisis de rutina en laboratorios,

ya que utiliza el mismo instrumental que la técnica ELISA.
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Introduccion

El objetivo general de esta tesis es establecer bases fisicoquimicas y
analiticas para la determinacion ultrasensible de gluten en alimentos aptos para

celiacos mediante inmunoensayos utilizando nanoparticulas de plata.

El gluten es un complejo proteico presente en cereales como trigo, avena,
cebada y centeno, cuyo uso se masifico debido a su capacidad de retener aire en
la matriz proteica, fenomeno que favorece la elaboracion del pan. Este complejo

estad compuesto por gliadina y glutenina.

La celiaquia o enfermedad celiaca (CD, del inglés Celiac Disease) es una
enteropatia inmunomediada desencadenada en individuos genéticamente
susceptibles a la ingestion de gluten. La prevalencia de la CD ha sido estimada en
aproximadamente el 0,5% - 1% de la poblacién, en diferentes partes del mundo.
Sin embargo, individuos con diabetes, trastornos autoinmunes o familiares de
individuos con CD tienen un riesgo aun mayor para el desarrollo de esta
enteropatia. Por lo que llevar a cabo un diagnostico serolégico temprano asi como

un tratamiento dietético puede prevenir complicaciones severas®.

Por lo tanto, es importante desarrollar una metodologia que permita
detectar el gluten de forma rapida y especifica en alimentos que van a ser objeto

de consumo por esta porcién significativa de la poblacion.

La gliadina es la fraccion soluble en alcohol del gluten y contiene la mayor
parte de los componentes tdxicos para los celiacos. Sus componentes
mayoritarios son los aminoacidos glutamina y prolina, cuya digestion en el tracto
gastrointestinal es mas dificil que el de otros péptidos? *. El consumo de productos

manufacturados conlleva a asumir riesgos potenciales a las personas con



patologia celiaca, por lo que es de fundamental importancia conocer el contenido
de gluten en diversos productos alimenticios, ya que el mismo puede ser afiadido
en forma equivoca por contaminacion cruzada o bien como ingrediente, aditivo, o
por razones tecnolégicas del proceso de fabricacion. Actualmente el contenido de
gluten en un alimento se determina por medio de la técnica ELISA R5 (método de
Méndez)*, que emplea anticuerpos monoclonales o policlonales frente a una gran
variedad de componentes del trigo (extractos, fracciones o péptidos sintéticos de
gliadina, presentando un limite de deteccion de 10 mg/kg equivalente a 0,5 % de
gliadina, utilizando relativamente grandes cantidades de reactivos y requiriendo

varias etapas que demandan un considerable tiempo.*®

Recientemente los progresos efectuados en la sensibilidad de los
transductores opticos en combinacion con la especificidad, afinidad y versatilidad
de las interacciones biomoleculares ha impulsado el desarrollo de una amplia
variedad de biosensores opticos con aplicaciones en diversos campos, incluyendo
el diagnéstico clinico, la ingenieria biomolecular, el disefio de farmacos, etc.” Los
nano-biosensores oOpticos disefiados utilizando metales nanoestructurados
permiten cubrir las necesidades de andlisis y de alto rendimiento en el diagndstico,
debido a las propiedades Opticas que surgen de la excitaciones de las
denominadas resonancias plasmonicas superficiales localizadas (LSPR, del inglés
Localized Surface Plasmon Resonance). Los incrementos de campos
electromagnéticos (campo cercano) creados en los espacios interparticula
(denominados en inglés “hot spots”), que se producen dentro de agregados de
nanoparticulas (NPs), permiten incrementar en varios ordenes de magnitud la
seccion eficaz de procesos Opticos inelasticos, dando lugar a sensores de sefiales
Raman incrementados por superficie SERS ( del inglés Surface Enhanced Raman
Spectroscopy) ( Figura I1 A). En el laboratorio de Nanoplasmonica del INFIQC se
han efectuado estudios de los diferentes factores que permiten controlar la
respuesta SERS de un sustrato plasmoénico, y se han generado diferentes
estrategias que permitan sintetizar nanoestructuras (NEs) capaces de generar
incrementos considerables de las sefiales SERS de analitos localizados en los

espacios interparticula. En afios recientes se han desarrollado estrategias para
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obtener estructuras diméricas de nanoparticulas (NPs) con incrementos SERS
experimentales que rondan los maximos incrementos reportados para sustratos

SERS en dispersion coloidal, en el orden de 107081

Otro tipo de técnicas de deteccion son las que se basan en las propiedades
Opticas de campo lejano, como la extincion, ya que la posicién espectral de las
LSPR es muy sensible ante pequefios cambios en el entorno dieléctrico alrededor
de las NEs, y depende de la naturaleza del metal, tamafio y la forma de las NPs,
asi como el indice de refraccion del medio dieléctrico que las rodea. La
dependencia con el tamafio y la forma nos brinda la capacidad de sintonizar la
posicion espectral a lo largo de todo el espectro visible. Por otro lado, el
desplazamiento hacia el rojo de la (LSPR), inducido por un aumento del indice de
refraccion alrededor de las NEs metélicas, es la base de otro tipo de sensor:
sensores de indice de refraccién (Figura 11 B).'* Cambios locales del indice de
refraccion, tales como los inducidos por interacciones biomoleculares en la
superficie de las NEs, pueden ser observados a través de la intensidad maxima
LSPR. La principal desventaja de los sensores LSPR de indice de refraccion es
gue, al ser una técnica no especifica, la sefial s6lo depende del indice de
refraccion alrededor de la particula metalica. A su vez, para alcanzar limites de
deteccion aceptables se requiere de volimenes de muestra muy grandes o de
equipos especiales para detectar el cambio del indice de refraccion en NPs
aisladas (microscopios de campo oscuro y espectroscopia Rayleigh), lo cual hace
gue estas técnicas sean poco viables en laboratorios convencionales. Si bien los
limites de deteccidn alcanzados por sustratos SERS son ideales para el desarrollo
de biosensores en aplicaciones directas, como por ejemplo la deteccion clinica de
enfermedades, estos sustratos son utilizados en microscopios Raman que
requieren de laseres y detectores muy sensibles. Esto hace que estos biosensores
sean poco practicos y costosos.!* La miniaturizacién es uno de los principales
aspectos que se pueden implementar para reducir el volumen de la muestra, una
cuestién importante en varias pruebas de diagnéstico clinico, a través del uso de
detectores con una resolucion mayor (mejor relacion sefal/ruido) y el disefio de

equipos especificos para cada biosensor. Una alternativa a esto seria generar un
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biosensor LSPR que pueda ser aplicado en algin equipo de uso comun en
laboratorios de andlisis clinicos. En este sentido, los nanosensores basados en
campo lejano presentan una ventaja con respecto a los sensores de campo
cercano, ya que pueden ser utilizados con cualquier espectrofotometro UV-vis, los
cuales son equipos relativamente poco costosos y que se encuentran en muchos
laboratorios de andlisis. Esto permite sortear los problemas de portabilidad y
costos de los equipos necesarios para utilizar nanosensores basados en
propiedades de campo cercano, permitiendo una aplicacion directa de los
nanosensores de campo lejano, como por ejemplo en la detecciébn de
enfermedades en laboratorios de andlisis clinicos. En particular, cuando se quiere
desarrollar un biosensor para realizar andlisis de diagnéstico clinico, o para
detectar un antigeno especifico en muestras de alimentos, hay que tener en
cuenta que la deteccion rapida y sensible de los mismos es crucial para el
diagnostico precoz de enfermedades, para mejorar la atencion del paciente o para
alertar rapidamente la presencia de antigenos no deseados en muestras para

consumo humano. >3

Incremento de Campo SERS
NPs Antigeno
:‘ 5 ) An';es
B *LSPR ~ [ £
(indice de refraccion) - - - )} E - Depie
) 7
A (nm)
Anticue: .
De Caplﬁ Enzima .
*ELISA '!
M 'li . B. ’ - .'
(Andlisis Bioquimico) ' @ pom
Antigeno

Figura I1: Diferentes estrategias para generar nano-biosensores de campo cercano y campo

lejano. A) Nano-biosensor plasmoénico de campo cercano utilizando los incrementos de procesos



inelasticos de moléculas activas en Raman (SERS). B) Nano-biosensor plasmonico de campo
lejano utilizando los cambios en el indice de refraccion de NEs plasmoénicas al adsorberse

moléculas de analito. C) Esquema de la técnica bioquimica ELISA de tipo sandwich.

En particular, una de las principales estrategias utilizadas como herramienta
de diagnéstico para la deteccién y cuantificacion de antigenos o anticuerpos
especificos en una muestra, es el ensayo por Inmunoabsorcion ligado a enzimas o
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). ELISA utiliza el concepto béasico de
inmunologia de la unién de un antigeno a su anticuerpo especifico, lo que permite
la deteccién de cantidades muy pequefias de antigenos en un fluido. El anticuerpo
es inmovilizado, en placas de 96 wells, al cual se le agrega su correspondiente
antigeno el cual es detectado posteriormente por un anticuerpo secundario
acoplado a una enzima que produce un cambio de color visible o de fluorescencia,

indicando la presencia del antigeno (Ver Figura 11 C).

Sin embargo, la metodologia ELISA posee ciertas limitaciones debido a la
unién no especifica a la placa o a la reaccion de cambio de color mediada por
enzimas, que podrian conducir a resultados falsos positivos. ** Por otra parte, esta
técnica utiliza grandes cantidades de reactivos utilizados en el proceso de
inmovilizacion en la placa, y requiere varios pasos de lavado que consumen
mucho tiempo.’® Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar plataformas
precisas y capaces de efectuar una cuantificacion rapida y especifica de antigenos
en muestras clinicas. En ese sentido, los ensayos basados en NPs tienen el
potencial de ser usados para detectar procesos en sistemas bioldgicos con niveles
de sensibilidad y localizacion sin precedentes (deteccién y cuantificacion de
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receptores de membrana celulares'®®®, estudios de procesos celulares®®,

generacion de imagenes celulares®#
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, etc.), proporcionando nuevas herramientas

para el diagnostico clinico

Las NPs metalicas, especialmente de Ag y Au, presentan propiedades
Opticas Unicas, ya que al ser iluminadas con luz se produce la oscilacion colectiva
de los electrones de la banda de conduccion del metal, conocidas como

resonancias plasmonicas. La frecuencia de resonancia puede ser sintonizada en



un gran intervalo espectral, desde el UV-Vis al infrarrojo cercano, con solo cambiar
parametros, tales como tamafio, forma, espacio particula-particula y entorno
quimico®”®. Ademas, sus propiedades superficiales son adecuadas para el
desarrollo de diversas estrategias de funcionalizacion con biomoléculas, ya que
pueden actuar como agentes de bio-reconocimiento capaces de interactuar

especificamente con ciertas moléculas.

Recientemente hemos desarrollado una novedosa técnica para la deteccion
y cuantificacion rapida de antigenos en muestras reales llamada IDILA (Intensity
Depletion Immuno-Linked Assay) como una plataforma genérica, precisa y de
cuantificacién rapida y especifica de antigenos®. El ensayo IDILA se basa en el
cambio que experimenta la respuesta oOptica utilizando un espectrofotometro Uv-
Vis de una dispersion coloidal de nanoesferas de plata (Ag NSs) y las fuertes
interacciones de la estreptavidina (STV)-biotina relacion molar (1:1:1) en
combinacion con la capacidad de reconocimiento biomolecular especifica de la
inmunoglobulina. Este biosensor consiste en una aglomeracion controlada
(formacion de dimeros de nanoesferas de Ag) en presencia de una
inmunoglobulina G Biotinilada (IgG-Biot) actuando como un lazo de union entre Ag
NSs funcionalizadas con Estreptavidina-Biotina. La formacion de estas estructuras
diméricas (figura 12 Ay B) se evidencia experimentalmente por una disminucién de

la intensidad del espectro de extincion.

Para poder racionalizar este comportamiento 6ptico es necesario tener en
cuenta que el espectro de extincion de dimeros y mondmeros sigue la misma
forma espectral (teniendo en cuenta la polarizacion promedio de dimeros en
solucion y la distancia inter-particula), pero la seccién eficaz de extincion de dos
mondmeros aislados (sin formar dimeros) es mayor que la seccion eficaz del
dimero asilado a la longitud de onda donde presentan un maximo tanto el
mondmero como el dimero. Por otra parte, también se observa que la
concentracion de particulas (mondmeros mas dimeros) disminuye a medida que

se van formando los dimeros.
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Figura 12: A). Representacion esquematica de la estrategia de funcionalizacion de
nanoparticulas con el sistema de estreptavidina (STV) biotina (arriba), y la evolucién del espectro
de extincion de nanoparticulas de Ag funcionalizadas con el sistema STV-biotina usando NPs /
STV / biotina 1: 1: 1. B), Representacion esquematica de la estrategia de la aglomeracién de
nanoparticulas controlada (formacién de dimeros) en presencia de un anticuerpo biotinilado (Biot-
IgG), vy la evolucién del espectro de extincion de nanoparticulas de Ag funcionalizadas en

presencia de Biot-IgG.

Para lograr el objetivo general de la tesis se aplic6 una novedosa
metodologia analitica ultrasensible desarrollada por nuestro grupo de trabajo
llamada IDILA (Intensity Depletion Inmuno Liked Assay)*’. En una primera etapa
se fabricaron nanoesferas metalicas de plata (Ag NSs), con una posterior
caracterizacion morfologica y optica. Luego se funcionalizaron con una relacion
molar (1:1:1) con estreptavidina (STV) y biotina (Biot). Una hora después se
agregaron diferentes cantidades de Inmunoglobulina G biotinilada (IgG-Biot)
especifica para gliadina directamente sobre las mezcla de NPs-biot-STV lo que
induce a la formacién de estructuras diméricas. Esta reaccion se evidencia
espectralmente por una disminucion en la intensidad del espectro de extincién.
Una vez elegida la concentracion IgG- Biot que mas favorezca la formacién de

dimeros se agregaron diferentes concentraciones del antigeno especifico para
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gliadina provocando la inhibicion en la formacion de dimeros. Esto que se traduce
en una respuesta optica diferente en el espectro del Uv-Vis lo que permite elaborar
una curva de calibracion. Luego se analizaron muestras de polenta y maicena a
las que se le ha extraido la gliadina con una solucién de a etanol al 60 %>'. Por
ultimo se comparan los resultados obtenidos para IDILA con la técnica ELISA
homologada por el Cédigo Alimentario Argentino.*

El presente trabajo esta organizado en tres secciones, la primera seccion
corresponde al “capitulo 1” donde se describe el marco tedrico en el cual se
estudian las propiedades Opticas de nanoparticulas de metales nobles y sus
principales aplicaciones. En la segunda seccion “capitulo 2” se describen en
detalle las técnicas y metodologias utilizadas durante el desarrollo de esta tesis.
Por ultimo en la secciéon 3 “capitulo 3" se muestras los resultados obtenidos
durante el desarrollo de los experimentos y cuales son las perspectivas que se
abren de esta novedosa metodologia denominada “IDILA” para el analisis de

proteinas en alimentos.
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Capitulo 1

Introduccidn al Sistema de Estudio

1.1 Introduccidn

La luz es una onda de radiacion electromagnética, en la que un campo
eléctrico y uno magnético oscilan rapidamente en el espacio y tiempo. Para una

onda plana, esta oscilacion periddica se caracteriza por tener una frecuencia (w),
un vector de campo eléctrico (E) y un vector de campo magnético (H) ambos

perpendiculares al vector de propagacion de onda (K) (ver figura 1.1)™.

onda
magnética

— i 2 CCION
ﬁm‘ de la onda

Figural.l: Representaciébn esqueméatica de una onda plana con su componente magnética,

eléctrica y direccion de propagacion.

Al interaccionar la luz con nanoparticulas (NPs) se producen fenbmenos
Opticos unicos que han dado lugar a una nueva area del conocimiento llamada
Plasmoénica. Cuando las NPs de metales (especialmente metales nobles como Au
y Ag) son iluminadas por una radiacién electromagnética (a una determinada
frecuencia), se genera una resonancia plasmoénica localizada (LSPR, del inglés
localized surface plasmon resonance) que consiste en la oscilacion colectiva de
los electrones de la banda de conduccion del metal (electrones libres) en

respuesta al campo electromagnético incidente. (Ver figura 1.2).
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Figura 1.2: llustracién simplificada de una resonancia plasmonica superficial localizada para una

nanoesfera metalica.

La frecuencia de resonancia de la LSPR, depende fuertemente de la forma,

tamafio, material y entorno quimico de la NP metélica 2.

Las propiedades oOpticas pueden clasificarse en dos grupos: propiedades
Opticas de campo cercano y propiedades Opticas de campo lejano.

Las propiedades Opticas de campo cercano se definen como la regidn
proxima a la superficie de la particula. En esta region se cumple la condicién de
guer < A, siendo A lalongitud de onda incidente y r la distancia hacia el detector.
Siendo de particular interés porque en ella existen campos evanescentes que se
generan perpendiculares a la superficie de una NP metalica. Estos campos
evanescentes del metal pueden interactuar con una onda electromagnética, si esta
tiene al menos una componente imaginaria del vector de onda (k) que describe su
direccion de propagacion. En la direccion perpendicular a la superficie, que es la
direccion espacial definida por la componente imaginaria de k, la onda no se
propaga sino que decae exponencialmente, y es de particular interés para las

espectroscopias incrementadas por superficie.

Las propiedades de campo lejano se definen como la region donde la
distancia entre la NP metalica y el detector, es lo suficientemente grande tal que
se cumple la relacién kr >> 1, donde k = 2nN/A, siendo N el indice de refraccion

del medio homogéneo a través del cual se propaga la misma.
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La seccion eficaz de extincidn (o,,:) €s un ejemplo de propiedad 6ptica que
pertenece a la regiéon de campo lejano y se puede escribir como:

Oext = Ogps + Oscat (1-1)

donde las componentes debidas a la seccion eficaz de absorcion (o,,) Y a la
seccion eficaz de dispersion (osq:) SON Oups = Wo/li Y Oscar = Wicar/Ii
respectivamente. Los valores de W, y W, corresponden a la potencia de las
radiaciones absorbida y dispersada, en relacion a la incidencia (I;). Una
caracteristica que define esta region es que los campos eléctrico y magnético de
la onda electromagnética son transversales a su direccion de propagacion

(especificada por el vector de onda k).

En general la constante dieléctrica € de un material esta dada por:

_ a
e=(1 +;()+180w 1.2)

donde ¢, es la permitividad del espacio vacio, mientras queo y y son la

conductividad y la susceptibilidad eléctrica, respectivamente. Aunque & es una
funcién compleja que depende de w, comUnmente se la denomina constante

dieléctrica, y en adelante nos referiremos a ella de esta manera.

La € esta compuesta por una parte real ¢' y la parte imaginaria " que no
son independientes entre si, Sino que estan conectadas por relaciones integrales

llamadas de Kramers-Kronig.
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= n? — k? (1.3)

=5 = 2nk (1.4)

donde n y k son las partes real e imaginaria del indice de refraccidn,

respectivamente.

Esta conexion impone una restriccion respecto de los valores que
€’y & "pueden tener. Un valor de ¢” distinto de cero se manifiesta por la absorcion
de energia electromagnética en un medio, en tanto que los valores de ¢ guardan
mayor relacion con la velocidad de propagacion de la onda electromagnética en tal

medio.

La teoria electromagnética es incapaz de predecir los valores de &, es decir
describir las propiedades de un material, por ello se utilizan modelos propios de la
teoria del estado solido. A principios del siglo pasado Lorentz desarrollé6 un modelo
relativamente simple, basado en la estructura microscépica de la materia, donde
los electrones y los nucleos son tratados como simples osciladores armoénicos
para describir la dependencia de la constante dieléctrica con la frecuencia. El
modelo de Lorentz se puede aplicar tanto a materiales conductores como no
conductores. Ademas el modelo del oscilador simple es capaz de describir

muchos tipos diferentes de excitaciones opticas.

En los metales, los electrones pueden considerarse esencialmente “libres”.
Este caso particular del modelo de Lorentz se conoce como modelo de Drude para
la constante dieléctrica de un metal de electrones libres, donde ¢ viene dada por la

siguiente expresion:
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e=1—( ) (1.5)

w2+iyw

donde y es la constante de amortiguamiento y la frecuencia del plasmon w, esta

dada por:

wj = Re?/me, (1.6)

siendo R la densidad de electrones libres, m la masa efectiva de un electrony e su

carga eléctrica. La parte real e imaginaria de & & y &, respectivamente, estan

dadas por:
, w5

£=1- (52 (1.7)
" wpy

e'=1- (m) (18)

En general, el modelo de Drude es de gran utilidad para describir las
propiedades o6pticas de los metales y, consecuentemente, para explicar su
comportamiento, como puede observarse en la figura 1.3. A longitudes de onda
cortas hay diferencias con respecto a los valores experimentales debido a la
presencia de las transiciones inter-bandas, las cuales no se tienen en cuenta en la
teoria de Drude.
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Figura 1.3: Dependencia de la parte real (¢) y de la parte imaginaria (¢) de la constante
dieléctrica con la longitud de onda (A) para Au. Los valores corresponden a determinaciones
experimentales tabulados por Palik’. En azul y verde se han graficado los valores obtenidos

mediante |la teoria de Drude.

La constante de amortiguamiento y, corresponde a la frecuencia natural de
colisiones de los electrones en el metal masivo, relacionada con el recorrido libre
medio del electron en el mismo material y con el ancho de la banda plasmonica.
En la teoria de Drude una forma clasica de explicar esto es mediante los procesos
de dispersion que se producen durante el movimiento del electrén por parte de los
fonones (modo cuantizado vibratorio que se halla en redes cristalinas como la red
atomica de un solido), defectos en la red cristalina, etc. La atenuacion y, depende
de la velocidad de Fermi (vg)de los electrones en el material y del recorrido libre

medio de éstos (Ly): Yo = Vr/ Lo
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1.2 Modelado para particulas con dimensiones menores a

la longitud de onda incidente.

Para particulas de dimensiones mucho menores a la longitud de onda
incidente, el campo eléctrico se puede considerar constante y el problema de
determinar las frecuencias de resonancias para formas sencillas como esferas y
esferoides resulta sencilla ya que no es necesario resolver las ecuaciones de
Maxwell de la electrodinamica sino basta con la electrostatica. En este régimen,
denominado cuasiestatico (ya que se utiliza la dependencia de la constante
dieléctrica con la frecuencia), la teoria de Rayleigh provee un modelo con solucion
analitica aproximado. Especialmente para nanoesferas (NSs) de radio menor a un

1% de la longitud de onda del haz de luz incidente.

La intensidad de extincion, I(E), que es la magnitud que se mide en un
espectrometro UV- Vis convencional, esta dada por la siguiente expresion ( Ley de

Beer):

I(E)= 0,,,.b.C (1.9)

donde ag,,; €s la seccion eficaz de extincion, b es el paso oOptico y c es la

concentracion de NPs.

En esta aproximacion (cuasiestatica), el momento dipolar u inducido en una

esfera, cuando incide un campo electromagnético E, esta dado por:

u=akE (1.10)
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siendo «a la polarizabilidad, descripta de la siguiente manera:

a= vol(%) (1.11)

donde ¢, es la contante dieléctrica del medio respectivamente, vol es el volumen

, . . . . 4
de la particula irradiada, siendo igual a gna3para una esfera.

Bajo esta aproximacion, el maximo de la polarizabilidad es a su vez el

maximo de la extincion, debido a la siguiente relacion:

Oext = klm(a) (1.12)

por lo que el maximo en la extincion ocurrira cuando la parte real del denominador

de la ecuacién 1.11 cumpla con la siguiente ecuacion:

Re(e) = —2¢&p, (1.13)

Esta condicion se conoce como condicién de resonancia plasmoénica para
esferas y es aplicable a NPs muy pequefas. Por ejemplo, para una esfera en
vacio el maximo de extincidn se producira a la frecuencia donde la parte real de la
constante dieléctrica sea igual a -2, independientemente del tamafio de la esfera.
En este limite, entonces la longitud de onda de resonancia no tiene dependencia
con el tamafio de la NP, sin embargo depende fuertemente de la constante

dieléctrica del medio externo?®.
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Para esferoides, la polarizabilidad esta dada por una expresiéon similar que

para esferas, a = vol(%) donde 7 que es un factor que depende de la forma

de la nanoparticula (NP) y de la direccion de propagacion del campo eléctrico. La

frecuencia de resonancia para esferoides se producira cuando Re(e) = — y &, -
En general y <2cuando el campo eléctrico oscila en una direccion perpendicular
al eje mayor (Excitacion transversal) y y >2 para polarizaciones longitudinales

(oscilacion del campo eléctrico paralelo al eje mayor). (ver figura 1.4)

1

aaaaaaa
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..........
...............

a
_____________
e e e L T A

Esferas
-5

=10

-15 )
Esferoides

—_—
1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 <]

Energia, CV

Figura 1.4: Esquema de la dependencia de la posicion espectral de la LSPR con la forma de la NP

(esferas y esferoides) para una particula de Ag.

Como se mencionod anteriormente, otro factor que afecta a la frecuencia de
resonancia del plasmon localizado es el entorno quimico que rodea a la NP y
depende de la constante dieléctrica del medio ¢,,. A medida que aumenta ¢,, la

posicién del maximo espectral se desplaza a mayores longitudes de onda®. En la
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figura 1.5 se ilustra este efecto para nanoestrellas de Ag antes y después de

funcionalizar su superficie con 1 hexanotiol, donde se observa un corrimiento de

40.7 nm en la longitud de onda de resonancia.

NPs de Ag modificadas con 1-hexadecanotiol

A

51 ﬂ'ﬂ-l

I—m.ﬂ

Figura 1.5: Representacién del cambio en la posicion del maximo espectral de la LSPR para

nanoestrellas de Ag sin modificar (linea azul) y para nanoestrellas de Ag modificadas con 1-

Hexadecantiol (linea roja).
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1.3 Modelado para particulas con dimensiones mayores

el limite cuasiestatico.

La expresion para la polarizabilidad puede ser extendida a mayores
tamafos, incluyendo correcciones perturbativas a la ecuacién de Laplace.
Incluyendo efectos electrodindmicos la ecuacion 1.10 puede reescribirse como:

p=a(E+Eqq) (1.14)

donde E, ., €s la correccion por el campo radiante o dispersado por la NP
2.3 k?
(Erad - (5 ik>p + :,Ll).

Debido a estas correcciones la polarizabilidad puede rescribirse como:

24
2
1—i§k3a0 —krao (1.15)

a =

donde a, es la polarizabilidad sin correcciones dada por la ecuacion 1.11. La

correccion efectuada puede interpretarse en término de dos efectos. El primero, se
debe al termino zik3 donde k es el vector de onda incidente (2m/1), y describe la

emisién espontanea de la radiacion del dipolo inducido (atenuacion radiativa). Esta
emisién crece rapidamente con el tamafio de la particula, disminuyendo el dipolo

inducido e incrementando el ancho de banda de la resonancia plasménica. El
P k2 . L. .
segundo efecto se debe al término -y describe que el maximo en la longitud de

onda de la resonancia del plasmoén superficial, se desplaza hacia el rojo a medida
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que el tamafio de la NP es mayor. Este efecto es denominado "depolarizacién
dinamica de la radiacion" y es causado por el tamafio finito de la particula con
respecto a la longitud de onda incidente.

Esta aproximacién permite extender la aproximacion cuasi-estatica a

particulas del orden de 10% de la longitud de onda incidente (ver figura 1.6).

0.40 4 —JEspectro experimental de

NSs de Ag de 76 nm de diametro

Espectro experimental de

NSs de Ag de 36 nm de diametro
Espectro experimental de

NSs de Ag de 58 nm de diametro

0,35

0,30

0,25

0,20

Extincion

0,15
0,10

0,05 7
i

0,00

T T T T T T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Longitud de Onda, nm

Figura 1.6: Esquema de la dependencia con el tamafio de la posicién espectral y el ancho de la
LSPR para esferas de Ag de distinto tamafio. A medida que el diametro aumenta, se produce un
corrimiento hacia mayores longitudes de onda y un aumento del ancho a la media altura de la

LSPR, para nanoparticulas esféricas de Ag.

Para particulas por encima del limite cuasi-estatico la resolucion exacta
para las secciones eficaces de extincion y dispersién, vienen dadas por la solucién

completa formulada por Mie:

Gext = 5 Ym=1(2n + 1Re(ay + by) (1.18)
Oycat = o5 Tmer 2+ 1) (lay|? + 15, |?) (1.19)

donde k= 27T//1 es el numero de onda incidente, “Re” es la parte real, a,, y b,, Son
coeficientes dados por:
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_ mV¥,(mx) ¥y (x)—¥n(mx)
A W (M) e ()~ () Vo ()

(1.20)

_ ¥n(mx) W () —m Wy (x) Wi (mx)

bn Wn(mx)§m () —mén (x) Wm(mx)

(1.21)

donde V¥, y¢&, son las funciones de Ricatti-Bessel, x = ka , a es el radio de la
esfera, m= (g1 /gy )*? siendo ¢; la funcion dieléctrica de la esfera y € la funcién
dieléctrica del entorno y n a la contribucién del n — ésimo polo en la expansion
multipolar del campo (n =1,2,3,...etc.) que se corresponde con la contribucién
parcial del término dipolar, cuadrupolar, octupolar, etc., a la seccion eficaz total.
Para los fines de esta tesis solo se tuvo en cuenta hasta el modo multipolar n =2
ya que ordenes mayores no contribuyen a la ecuacion 1.20 y 1.21 debido a el

tamano de las NPs utilizadas en este trabajo.

Si comparamos NSs de distinto tamafio, se observa que a medida que
aumenta el radio de la NP, la contribucion de la dispersion a la extincion es mayor
que el de la absorcién”® (ver figura 1.7 a y b), también se debe tener en cuenta
gue a medida que aumenta la dimension de la NP se evidencian espectralmente
ordenes multipolares mayores al dipolar a menores longitudes de onda como es
en el caso de la figura 1. 7 C, donde a una longitud de onda de 390 nm se puede
observar la aparicion de un pequefio hombro que corresponde a un orden

cuadrupolar, mientras que a una A= 430 nm se encuentra el orden dipolar.
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Figura 1.7: Contribucion de la eficiencia de absorcion y dispersién a la extincion (Q) para NP
esféricas de plata a distintos diametro en el vacio. A. 10nm. B 50nm.C 100nm. Q es la relacion

entre la seccion eficaz y la seccion eficaz geométrica del area de la NP proyectada.
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1.4 Interaccion entre nanoparticulas (acoplamiento

plasmaonico).

Una de las nanoestructuras mas simples son las particulas esféricas. Las
propiedades Opticas de estos sistemas han sido ampliamente estudiadas. Es
conocido que debido al fendmeno de la resonancia del plasmon superficial, en las
inmediaciones de las NPs, el campo electromagnético se encuentra exaltado.
Ademas, las secciones eficaces de absorcidn, extincion y dispersiéon son grandes.
Estas propiedades dependen del material, la forma, el medio dieléctrico, etc. Asi
por ejemplo, la A maxima de un espectro de extincion para nanoesferas de Au de
10 nm de diametro dispersas en agua se encuentra cercana a ~520 nm, mientras
gue para nanoesferas de Ag, del mismo diametro, la A maxima ocurre a ~410 nm

en agua.

Sin embargo, cuando dos de éstas particulas se aproximan entre si, la
respuesta optica global del sistema se modifica drasticamente. Este fenbmeno es
el acoplamiento plasmaénico, de gran interés por parte de la comunidad cientifica
debido a multiples motivos. Al acoplarse las NPs, en el espacio interparticula (del
inglés "gap"), la exaltacion del campo electromagnético es o6rdenes de magnitud
superior respecto a la nanoparticula aislada. Como se ha visto, numerosas
sefiales en diversas espectroscopias son incrementadas por medio de
mecanismos electromagnéticos, por lo tanto en los llamados "agregados” de NPs
la sefales obtenidas son también érdenes de magnitud mayores en relacion al
incremento logrado por las NPs aisladas. Los primeros estudios reportados a partir
de espectros SERS de moléculas Unicas por ejemplo, han empleado agregados
de NPs de Ag. Ademas, mediante el acoplamiento plasménico se han logrado

disefiar dispositivos dobladores de frecuencia®, sensores bioquimicos™, etc.

Las propiedades de campo lejano también se ven afectadas por la
presencia de otra nanoparticula. En términos generales, la banda caracteristica de
una nanoesfera se desdobla en presencia de otra nanoparticula. Como se ha

mencionado anteriormente, la condicion de resonancia en el limite cuasi-
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electrostatico para una esfera es Re(e) = —2¢,, donde Re(e) es el valor de la
parte real de la constante dieléctrica del metal a la longitud de onda de resonancia

y &, €s la constante dieléctrica del medio.

En el caso de nanoesferas acopladas existen dos condiciones de

resonancia.

Si se considera que una estructura dimérica estd formada por 2
nanoesféras la forma geométrica de esta NE se puede asemejar a la de una
nanovarilla, que al interaccionar con un haz de luz aparecen dos modos

resonantes que corresponden a los modos longitudinal y transversal.

El modo longitudinal (es decir, cuando el vector campo eléctrico es paralelo
al eje interparticula corresponde a la ecuacion 1.22.

Re(e) = — e (1.22)

4s3-1

En este caso, la dependencia de la constante dieléctrica no so6lo ocurre con
relacion al material y al medio, sino que intervienen también el parametro s, el cual
es un parametro geométrico que da cuenta de la distancia interparticula relativa,

es decir la separacion entre las NPs, normalizada con el valor del diametro.

s=D/2a (1.23)

En la ecuacién 1.23, D corresponde a la distancia entre los centros de las

NPs, mientras que a corresponde al radio de las NPs.
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El modo transversal se debe al acoplamiento cuando el vector campo
eléctrico es perpendicular al eje interparticula (modo transversal). En ese caso la
condicién de resonancia esta dada por la ecuacién 1.24

16s53-1
8s3+1 ™M

Re(e) = —

(1.24)

En el limite cuando la distancia entre las NPs es muy grande como es en el
caso de esta tesis debido al sandwich (Biot-STV-IgG-Biot-STV-Biot ~ 20 nm) (s
tiende a infinito) y ambas ecuaciones (1.22 y 1.24), convergen en el valor de la
ecuacion (1.15). Esto es razonable dado que a esta distancia no hay acoplamiento
plasmonico y por lo tanto la condicion de resonancia es la de una nanoparticula
aislada. En el otro extremo, cuando la distancia entre dos NPs es nula por lo que
s =1, la condicion de resonancia para el modo longitudinal es Re(e) = —3¢,,. En
ambos casos, oro y plata, la parte real de la constante dieléctrica es mas negativa
a mayores longitudes de onda, siendo esperable que este modo se desplace

batocrémicamente, cuando las NPs estan acopladas. (Figura 1.8).

Las caracteristicas del cambio en las propiedades Opticas de campo lejano
en funcion de la distancia entre las NPs ha inspirado a diversos grupos de
investigacion a utilizar este efecto para medir distancias nanométricas, por lo que

nll-12

un par de NPs plasmonicas funciona como una "regla plasmonica , 'ya que la

longitud de onda del maximo de extincién dependera de la distancia entre las NPs
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Figura 1.8: Calculos electrodinamicos para dimeros de NPs. A) espectros de extinciéon de dimeros

de NPs de Ag de 60 nm en vacio a diferentes valores de s. B) Comportamiento del incremento de

campo eléctrico (Ei) para dimeros de NPs de Au de 20 nm en funcion s a) 1, b) 2, ¢) 10 y d) 20 nm.
0

El medio dieléctrico considerado en el célculo es agua.

En el panel A de la figura 1.8 se muestran los resultados obtenidos con
célculos electrodinamicos de campo lejano en dimeros de NPs de Ag de 60 nm de
diametro en el vacio. En el panel B, se muestra la dependencia del incremento del
campo electromagnético, en funcion de s para dimeros de NPs Au de 20 nm de

diametro.

Como puede observarse en la figura 1.8 A, a medida que las NPs de Ag se
aproximan, se aprecia un desdoblamiento de la banda plasmoénica a 370 nm, y la
aparicion de la sefal correspondiente al modo longitudinal que se desplaza hasta
aproximadamente los 500 nm, cuando las NPs estan en contacto. Ademas como
también puede determinarse a partir del andlisis de la ecuacion 1.21, el

corrimiento del modo longitudinal es mas notable, cuando s tiene valores entre 1,2

y 1.

Como se ha comentado, una de las caracteristicas destacables del
acoplamiento de NPs es la gran exaltacion de campo eléctrico generado en la
region interparticula. En la figura 1.8 B se pueden diferenciar 3 regiones en la

curva de aproximacion. La primera regién corresponde a valores de s > 1,05,
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cuando la distancia entre la superficie de las NPs es mayor a 1 nm. En esta regién

., , . E . E
se observa una exaltacion de campo eléctrico (E—) la cual adquiere valores de (E—)=
0 0

4,35 cuando s = 6, y un valor incremento de campo eléctrico de (EE) =73,6 para un
0

s =1,05. Veremos asi que el incremento del campo esté localizado en el "gap"

entre las particulas. Por ejemplo para una molécula localizada en esa region,

considerando la aproximacion de (EE)4 tendria un incremento SERS estimado de
0

2,9 x 10’. Otra region resaltada en la figura 1.8 panel B (zona color magenta) es la
correspondiente a valores de sentre 1 —1.05. Cabe destacar que la distancia
interparticula limita el tamafo de las moléculas prueba. En esta regién los céalculos
electrodinamicos convencionales, no describen correctamente el sistema, debido a
los efectos no-locales'®**. En la actualidad se estan realizando esfuerzos para que
mediante correcciones a la constante dieléctrica del material sea posible describir
correctamente esta region. En una vision simplificada del fenomeno, debido a los
efectos no-locales, el aumento exponencial del incremento de campo que predice
la electrodinamica clasica, a medida que las NPs se aproximan a esas distancias,

se atenua e incluso se observa una disminucion del campo™.

Finalmente, la region de s inferiores a 1 (zona de color gris) es una region
prohibida porque no se considera la situacion de percolacion de las NPs. Cabe
destacar que los analisis realizados para el acoplamiento entre dos NPs pueden
ser extrapolados a la descripcién del comportamiento colectivo de agregados de
NPs.
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1.5 Aplicaciones de las propiedades de las resonancias

plasmonicas superficiales localizadas.

En la seccion anterior se definié lo que es una LSPR, este fendmeno ocurre
porgue los electrones libres del metal al interaccionar con el campo eléctrico del
haz de luz incidente se desplazan de su posicion de equilibrio respecto a su
nacleo atdémico. Debido a esto una fuerza restauradora proveniente del nucleé
positivo tiende a volverlos a su posicion de origen generando la oscilacién del
plasmén. Como consecuencia de la excitacion de la LSPR se produce un aumento
en la seccion eficaz de extincion de la NP y un incremento en el campo eléctrico
de la misma?, estos incrementos estan en su maximo en la cercania de la NP y
disminuyen a medida que nos alejamos de la superficie de la NP, esta propiedad
es conocida como campo cercano y se define como la region del espacio
adyacente a la superficie de la NP donde el campo electromagnético esta

altamente incrementado.

Ademas se mencion6 que cuando tenemos agregados de NPs el campo
eléctrico en la region interparticula se encuentra altamente localizado e
incrementado, cuyo valor depende de la distancia interparticula, donde a menor

gap los incrementos del campo son mayores (ver figura 1.9)'*%.

k —
E ) o
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' l incrementado
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- E g

Figura 1.9: Representacion de las propiedades de campo cercano A. campo eléctrico

A

incrementado en la cercania de la superficie de una NP aislada. B Campo eléctrico altamente
incrementado y localizado en la region interparticula para NE diméricas.
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Otro tipo de propiedades Opticas definidas anteriormente y de interés amplio
en la plasmonica y ciencias aplicadas son las de campo lejano definidas como la
region del espacio alejada de la NP donde la radiacion se propaga indefinidamente
si no es absorbida o dispersada por el medio en el cual viaja, este tipo de
propiedad Optica es muy utilizado para caracterizar la respuesta 6ptica de una NP
como la extincion®.

Como consecuencia de las propiedades Opticas Unicas de distinto tipos de
nanoestructuras (NEs) una amplia gama de aplicaciones estan teniendo un
crecimiento exponencial tanto en la ciencia basica como la aplicada, por ejemplo
el desarrollo de NEs capaces de generar incrementos en el campo eléctrico de
moléculas en la cercania a la superficie de la NP (figura 1.10 A) permitiendo
mediante técnicas opticas la deteccion ultrasensible de moléculas ( por ejemplo la
Espectroscopia Raman Incrementada por Superficie del inglés SERS)??%,

Otro tipo de aplicacion es el disefio de nanosensores que ante pequefios cambios
en el entorno quimico, morfologia o tamafo presentan grandes cambios
espectrales en la region del Visible-NIR. Esto se debe a que su seccion eficaz de
dispersion y extincion incrementada, lo que permite la deteccion de distintos tipos
de analitos con extrema sensibilidad, tal como se puede ver en la figura 1.10 B. En
esta figura el trifosgeno en presencia de NPs de oro funcionalizadas con cisteina
produce la aglomeracion de las mismas. ElI cambio de color en la suspension
coloidal depende del grado de aglomeracion de las NPs de oro inducido por

diferentes concentraciones de trifosgeno®>°.
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

Para el desarrollo de esta tesis se fabricaron Ag NSs, que posteriormente
fueron funcionalizadas con STV y Biot (relacion molar 1:1:1) por bioconjugacion.
La caracterizaciéon morfoldégica de las NPs como de los dimeros formados se
efectué mediante microscopia TEM, mientras que la caracterizacion optica se
efectué mediante espectroscopia UV-Vis y dispersion dindmica de luz (DLS, del
inglés Dynamic Light Scattering). Luego se indujo la formaciéon de dimeros
mediante adiciones de diferentes cantidades de IgG-Biot (antigliadina). Para cada
concentracion de anticuerpo, la fraccion de dimeros de NPs de Ag que se forma
es diferente, pero en cualquier caso esto se traduce en una disminucién de la
intensidad de extinciéon, la que disminuye a medida que aumenta la cantidad de
dimeros alcanzando un valor de intensidad limite a un dado tiempo t. Una vez
elegido un intervalo de concentraciones de IgG que favorezca la formacién de
dimeros, se realiza el mismo experimento en presencia de distintas
concentraciones del antigeno a cuantificar (gliadina). El antigeno se une a la IgG
inhibiendo la formacion de nanoestructuras dimeéricas. Este hecho se traduce en
una respuesta espectral diferente. La intensidad espectral disminuye a medida que
la fraccion de dimeros formada incrementa. Debido a que el antigeno disminuye la
fraccion de dimeros que se generan, a medida que aumenta la concentracién de
antigenos, menor serda la disminucion de la intensidad. Esta caracteristica permite
de esta manera elaborar una curva de calibracion y posteriormente efectuar una
deteccion cuantitativa del analito. Para el andlisis del sistema de estudio y
caracterizacion fisicoquimica, se utilizaron distintos tipos de técnicas Opticas
correlacionadas con calculos tedricos de modelado electrodinamico, ademas se
realizaron técnicas de electrotransferencia para la identificacion de proteinas
(gliadina) e inmunoensayos (ELISA) para correlacionar los datos obtenidos con la
técnica IDILA.
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2.1 Reactivos.

o Se utilizaron los siguientes reactivos:

Sintesis de Nanoesferas de plata: AgNO;3 (Blaker — Sigma Aldrich);
Citrato de Sodio (Anedra); Acido Ascorbico (Cicarelli).

Funcionalizacion de Nanoesferas de plata: Biotina EZ-Link Biotin-

HPDP (Pierce); Estreptavidina (Invitrogen);

Inmunoensayos: IgG policlonal de conejo biotinilado especifico para
gliadina (LSBio); IgG policlonal de conejo especifico para gliadina de trigo
(LSBio), Gliadina extraida de planta de trigo(LSBio); Buffer Fosfato Salino;
Polisorbato 20 (Tween 20) (Sigma Aldrich); NeutrAvidina (Thermo Scientific);
Acido Sulfurico; Dodecil-Sulfato Sodico; Gel de Poliacrilamida; PBS-Tween 20
0.05%; Buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6 (Na,CO3; 1,59 g,NaHCO32,93 g,
agua destilada c.s.p. 1000 ml); Solucién bloqueante (Albumina sérica bovina
4,00 g, PBS 100 ml); Solucién diluyente (Albumina sérica bovinal,00 g, PBS
100 ml); Buffer de corrida western blot : (25mM Tris; 190mM glicina; 0,1% SDS
a pH 8,3); TBST( Tris Buffer salino Tween 20) BioRad (50 mM Tris, 150
mM NacCl, 0.1% Tween 20); Substrato para Western Blot ECL (Pierce).
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2.2 Sintesis de nanoparticulas de plata.

Se realizo la sintesis de las NSs de Ag por el método de Turkevich® el cual
se basa en la reduccion de sal metélica (AgNO3) con citrato de sodio que ademas
cumple el rol de estabilizante, la sintesis debe ser llevada a cabo en un medio
acuoso a 100 °C. Para obtener distintos didmetros de NP se debe modificar la
relaciéon sal/reductor, que cuando esta disminuye permite obtener nanoesferas de
mayor diametro, pero a expensas de aumentar la polidispersion de las NPs
fabricadas.

Para esta tesis se fabricaron Ag NSs con un diametro promedio de 58 +.7
nm. El procedimiento se efectué mezclando en un volumen de 150 mL de agua a
100 °C con agitacion magnética, 1 mL de citrato de sodio 0.01 M con 1 mL de
Nitrato de Plata 0.01 M. Al cabo de 15 minutos se agregaron 90 uL de acido

ascorbico 0.01 M, obteniéndose una dispersion coloidal de color amarillo.

La caracterizacion morfolégica y Optica se realizd a traves de
espectroscopia de absorcion UV-Vis en el rango de 300 a 1100 nm, dispersion
dinamica de la luz, microscopia de transmision electronica y se compararon los
espectros obtenidos experimentalmente con simulaciones tedricas utilizando la

teoria de Mie.
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2.3 Funcionalizacion de las nanoparticulas.

Una vez sintetizadas las NPs de plata se realizé la modificacion de su
superficie. La conjugacién de biomoléculas con NPs metélicas se conoce como
bioconjugacién, y reune las propiedades opticas Unicas de las NPs plasmonicas y
la capacidad de reconocimiento molecular altamente especifico de las
biomoléculas. Las estrategias de bioconjugacion de NPs plasmonicas

generalmente se divide en cuatro clases:
1. Adsorcion electrostética (adsorcion no especifica).

2. Unidn tipo ligando a la superficie del metal, cominmente por quimisorcion

(grupos tiol).

3. Uniones no covalentes basadas en sistemas de afinidad ligando-receptor o

covalente, a base de afinidad sistemas de receptor-ligando.

4. Unién covalente mediante quimica de conjugacion (click chemistry), haciendo

reaccionar grupos funcionales del ligando y la biomolécula®®.

Para la funcionalizacién de las NPs de Ag se utilizé Biotina EZ-Link Biotin-
HPDP (Pierce) y Estreptavidina (Invitrogen) y la estrategia de bioconjugacién 4. El
motivo por el cual se empled este tipo particular de biotina HPDP se debe a que
cuando esta molécula se encuentra en presencia de la nanoparticula metélica su
puente disulfuro se disocia generando dos compuestos, el primero es una
mercapto biotina(SH) y el segundo una mercapto piridin-2-tiona, ambas moléculas
tienen en su extremo un grupo (SH) el cual interactia con la superficie de las NPs
de Ag ligandose por medio de un enlace covalente debido a la alta afinidad del
grupo thiol por el metal. Se debe tener en cuenta que si bien la piridin-2-tiona
también se unira a la superficie de la NP de Ag, la presencia de esta molécula en
la superficie de la NP no afecta su funcionalizacién con biotina (SH), ni inhibe la
interaccién de la biotina con la estreptavidina, ni los posteriores eventos de union

con el anticuerpo especific o con el antigeno®. (Ver figura 2.1).
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Figura 2.1: A. Representacion de una molécula de Biotina HPDP, Biotina (SH) y una Piridin 2-

tiona. B Representacion de la funcionalizacion de la NP con Biotina (SH) y Piridin-2-tiona.

Para esta tesis se fabricaron Ag NSs con un tamafio promedio de 58 + 7
nm. Para la funcionalizacién de las Ag NSs se utilizé una relacion molar 1:1:1 con
STV-Biot incubandolas durante 1 hora a temperatura ambiente. Para lograr esto,
una vez determinada a partir del espectro de extincion la concentracion de NPs
(1.5 x 10*? M), se adicion6 biotina simultdneamente con la proteina STV a la
dispersion coloidal en cantidades tales que sus concentraciones sean iguales a la
concentracion de NPs. Se utilizé la combinacion STV-Biot debido a que las altas
constantes cinéticas y termodinamicas de esta interaccion evitan la quimisorcion
previa de moléculas de biotina sobre la superficie de las NSs lo que podria
conducir a la formacion de agregados no deseados. De esta forma queda la
superficie de la NP modificada con Biot-STV dejando a la proteina 3 sitios de
unién disponible de union para interactuar con el anticuerpo biotinilado (Ver figura

2.2) y generar las estructuras diméricas”.
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Figura 2.2: Representacion de la interaccion de Ag NSs-Biotina-estreptaivina con una relacion

molar 1:1:1.
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2.4 Extraccidon de gliadina de las muestras problema.

Para la extraccion de gliadina en las muestras de harina de maiz y almidén
de maiz se utilizé una solucion de extraccion compuesta por alcohol al 60% en

agua ya que la gliadina es la fraccidn soluble en alcohol del gluten.
El protocolo fue el siguiente:

(1) 0.25 g de muestra previamente secada y molida fueron pesados y transferidos
a tubos de propileno de 10 mL.

(2) 10 mL de una solucién de alcohol al 60% en agua fue agregada a los tubos de
propileno, que luego se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con un

agitador rotatorio a 45 vueltas por minuto.

(3) Los tubos fueron centrifugados por 10 minutos a 2500 g a temperatura
ambiente. Transfiriendo posteriormente 1 mL del sobrenadante usando una
micropipeta a tubos Eppendorf de 1.5 mL que se centrifugaron por 5 minutos a

2500 g a temperatura ambiente.

(4) El sobrenadante fue transferido a tubos Eppendorf de 1.5 mL usando pipetas

pasteur®
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2.5 Técnicas Microscopicas:

2.5.1 Microscopia electrénica de transmision (TEM):

Las microscopias electronicas son en la actualidad una de las herramientas
de caracterizacion mas poderosas para determinar caracteristicas morfologicas en
estos sistemas.

Para este trabajo de tesis se utilizé esta técnica para la caracterizacion
morfologica y andlisis estadistico de la distribucion entre mondmeros, dimeros y
otro tipo de nanoestructuras obtenidas. Las imagenes fueron obtenidas con un
microscopio electronico JEM-Jeol 1120, empleando un voltaje de aceleracion de
80 kV situado en (IFFIVE, INTA), Cordoba, Argentina. Las muestras fueron
preparadas colocando una gota de la muestra de interés sobre una grilla para
TEM dejando que se evapore a temperatura ambiente.

Este tipo de microscopia utiliza un fino haz de electrones acelerados que, al
impactar con la muestra, genera una serie de sefiales directamente relacionadas
con la estructura del objeto investigado. Cuando los electrones colisionan con la
muestra, en funcion de la naturaleza quimica y del espesor de la misma, parte de
ellos son dispersados selectivamente, es decir, hay una gradacién entre los
electrones que la atraviesan directamente y los que son totalmente desviados. Los
electrones transmitidos con y sin dispersion se utilizan para crear imagenes de
transmision convencionales o de campo oscuro. La TEM de alta resolucién, puede
revelar la estructura interna de las muestras, tamafio y distribucién de particulas,
su red cristalina, interfases y defectos puntuales de la red atdmica, etc’. (Ver figura
2.3).
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Figura 2.3: Representacion de las diferentes sefiales generadas cuando un haz de

electrones interactlia con la muestra.
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2.6 Técnicas Opticas.

2.6.1 Espectroscopia de absorcion UV-Visible.

Esta técnica es ampliamente utilizada en el area de la plasmodnica debido a
qgue las grandes secciones eficaces de extincion, dispersién y absorcion de las
NEs de metales nobles permiten que ante pequefios cambios en su morfologia,

tamafio y entorno quimico se traduzcan cambios espectrales significativos.

La magnitud que mide un espectrofotdmetro UV-Vis convencional es la
extincion (absorcidn + dispersion) de la dispersion coloidal de las nanoparticulas.

Si se tienen en particular nanoparticulas esféricas por ejemplo, la posicion
espectral de la banda de LSPR, permite corroborar en forma cualitativa el tamafio
promedio de las mismas, ya que como se mencionara anteriormente, un aumento
de tamafio genera un desplazamiento hacia el rojo de la posicién del maximo del
espectro de extincion. Una estimacion cuantitativa del tamafio promedio (radio) de
las NPs se puede efectuar comparando la posicion del maximo con calculos de
modelado electrodinamico (como se detalla luego en el capitulo Il seccion
“sintesis de nanoparticulas”). La formacién de dimeros a distancias cortas se
podria evidenciar en el espectro mediante un desdoblamiento de la banda de
extincion y la distancia interparticula promedio puede estimarse a partir de la
separacion de cada uno de los picos del espectro de extincion (ver capitulo I,

seccion Interaccion NP-NP).

En el sistema objeto de estudio como la distancia interparticula es lo
suficientemente grande no se observa un desdoblamiento de la banda de extincién
cuando se forman dimeros. Sin embargo, como se discutirdA mas adelante, la
seccion eficaz de extincion de dos nanoparticulas esféricas aisladas es mayor que
la seccion eficaz de un dimero, por lo que para separaciones relativamente
grandes, la formaciéon de dimeros se evidencia por una disminucién en la
intensidad el espectro de extincion. (Siendo practicamente nulo el desdoblamiento

de la banda de extincién).
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Otro aspecto que se puede inferir mediante espectroscopia UV-Vis es el
grado en que cambia el entorno quimico que rodea a la NP. Si la superficie de la
NP se funcionaliza con un gran numero de moléculas, el cambio del entorno
qguimico cambia el indice de refraccion promedio que rodea la NP (o la constante
dieléctrica promedio). Este cambio de acuerdo a la ecuacion 1.13, capitulo |,
cambia la longitud de onda de resonancia y producird un corrimiento espectral del
pico de extincion. Si el grado de funcionalizacién es muy pequefio, es decir el
numero de moléculas que estan adsorbidas sobre la superficie de la NP es una
fraccion muy baja, el cambio en el indice de refraccion promedio que se genera es
poco significativo, por lo que no se observara practicamente ningan corrimiento
espectral de la LSPR. Este hecho es muy importante en el sistema objeto de
estudio en el que se requiere que en promedio una molécula de biotina HPDP y

una molécula de estreptavidina funcionalicen cada nanoesfera de Ag.

Para esta tesis se utilizO un espectrofotometro Shimadzu UV-1601 en el

intervalo de 300 a 1100 nm con una celda de cuarzo de 1 cm de paso optico.

2.6.2 Espectroscopia FT-IR ATR (Espectroscopia Infrarroja medida por

transformada de Fourier con reflectancia total atenuada).

Este tipo de espectroscopia combina las propiedades caracteristicas de un
FT-IR acoplado a un atenuador de reflectancia, el mecanismo se basa en hacer
incidir un haz de luz con un angulo superior o igual al critico (d&ngulo minimo al que
ocurre la reflectancia total del haz sobre el material) sobre un cristal con alto indice
de reflexion en el cual esta depositada la muestra evaporada (distinto indice de
reflexion que el cristal), de este modo la radiacion experimenta una reflexién total
en la interfaz muestra-cristal. En la region de la muestra se crea lo que se llama
una onda evanescente que interaccionard con la misma haciendo que esta
absorba radiacion en las regiones IR en las que lo hace comunmente. Por
consiguiente, la cantidad de radiacién de estas regiones que se refleja serd menor

que la incidente, por lo que la reflexién esta atenuada®**. (Ver figura 2.4).
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Figura 2.4: Representacion de la reflexion del haz de luz IR en un sistema ATR.

Se utilizd0 esta técnica como un método alternativo para corroborar la
correcta extraccion de gliadina con alcohol al 60% en las muestras analizadas
(harina de maiz y almidon de maiz). Los espectros fueron tomados el rango del
800 a 1900 cm™ en colaboracién con el Dr. Guillermo Montich (CIQUIBIC-
CONICET) con un espectrometro FTIR Nicolet Nexus con un accesorio ATR
Golden Gate MK Il de la firma Specac con cristal de diamante y reflexion Unica. El
equipo fue purgado con aire seco para eliminar la contribucion del vapor de agua y
se dejé evaporar a las muestras sobre el cristal de reflectancia para la posterior

adquisicion de los espectros.

2.6.3 Dispersion de Luz Dindmica (DLS)

El DLS es una técnica que se utiliza generalmente para determinar el
diametro de particulas en una solucion o dispersién coloidal, basandose en las
fluctuaciones temporales de la dispersion de las particulas en solucién y

correlacionando esas fluctuaciones con el radio hidrodinamico de las particulas.

La caracterizacion éptica por DLS de las diferentes NPs y NEs sintetizadas
se realiz6 utilizando un espectrofotometro Delsa Nano 2.2 con una celda de

cuarzo de 1 cm a temperatura ambiente.
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2.7 Inmunoensayos.

2.7.1 ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas)

Se utiliz6 esta técnica analitica para determinar el contenido de gliadina de
las muestras analizadas, y comparar los resultados obtenidos con la metodologia
IDILA (Intensity Depletion Inmuno-Lynked Assay) desarrollada en esta tesis. Se
utilizé ELISA tipo sandwich ya que es el método analitico homologado por Cédigo

Alimentario Argentino para la verificacién de alimentos libres de gluten?.

ELISA tipo sandwich consta en una primera etapa de la fijacion de
anticuerpos especificos para el antigeno a detectar en un micro well. Luego en
una segunda etapa se procede al lavado del sustrato funcionalizado en la primera
etapa para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no fijados.
Posteriormente se procede a agregar una solucion conteniendo proteina inerte
(PBS1X-Albumina 3%) para bloquear los sitios libres en la placa. En una tercera
etapa se adiciona la muestra problema (extracto vegetal, sangre, suero, plasma,
etc.), de tal forma que si esta presente el antigeno, reaccionara selectivamente
con los anticuerpos fijados al soporte. Posteriormente se realizan varios lavados
para eliminar los antigenos que no hayan reaccionado y los restos de la muestra
no fijados. En una cuarta etapa se adicionan anticuerpos secundarios especificos
del antigeno a detectar (que poseen un epitopo diferente de los anticuerpos con
los que se han tapizado el soporte) conjugados con una enzima, los cuales
reaccionan con los antigenos afadidos con la muestra problema (que se
encuentran fijados a los anticuerpos). En una quinta etapa se realiza otro lavado
para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado y se afiade un
substrato sobre el cual actia la enzima marcadora desencadenando una reaccion
colorimétrica que permite la deteccion y cuantificacion del antigeno por métodos

6pticos®. (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Esquema simplificado de la técnica ELISA tipo “Sandwich”.

Para este trabajo, se utiliz6 un ensayo ELISA tipo sandwich (LSBio) en

microplacas de 96 wells.

Inicialmente se incub6 100 uL / pocillo de anticuerpo primario (anticuerpo
IgG de conejo policlonal anti gliadina) durante la noche a 4°C, luego se lavo 4
veces con tampon de lavado (PBS suplementado con Tween-20 al 0,05%) y se
bloqued cada pocillo (200 pl / pocillo) con albumina de suero bovino (4,00 g, PBS
100 ml) durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente se lavaron nuevamente los
pocillos 4 veces, con tampon de lavado. Seguidamente se afadié el antigeno de
gliadina (LSBio) para realizar la curva de calibracion y por otro lado las muestras
problema (harina de maiz y almidén de maiz) utilizando diluciones seriadas (con
factor de dilucién % ), incubandose durante 2 horas a temperatura ambiente.
Después de efectuar 4 lavados con tampon PBS, se agregd el anticuerpo
secundario biotinilado especifico para gliadina (LSBio) en cantidades de 100 uL /
pocillo, incubandolo durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente se
lavaron 4 veces los pocillos y se anadieron 100 uL / pocillo de enzima
estreptavidina-peroxidasa y se incubaron durante 30 minutos a 35 °C. Por ultimo
se efectud otro lavado de la microplaca: 3 veces con so6lo PBS y 3 veces con PBS
suplementado con Tween-20 al 0,05% y se afiadid el substrato-cromégeno H,0,-
Tetra Methyl Bencidine (TMB). Este substrato-cromdgeno produce una reaccion

colorimétrica catalizada por la enzima que se inhibe a los 10 minutos mediante el
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agregado de acido sulfurico 5 M. Las lecturas se realizaron a 450 nm en un lector
de Elisa BioRad Hercules, (USA).

2.7.2 Western Blot

Se utiliz6 este método para confirmar la presencia de gliadina en las

muestras analizadas.

El Western blot, inmunoblot o electrotransferencia, es una técnica analitica
y molecular que permite separar e identificar proteinas especificas en una mezcla
compleja de proteinas. La metodologia consiste en tres etapas: separacién por
tamafo, transferencia a un soporte de nitrocelulosa y, finalmente, visualizacion
mediante la marcacién de proteinas con el uso de anticuerpos primarios y

secundarios apropiados®*™*°.

El procedimiento utilizado en este trabajo fue, en primer instancia separar
por peso molecular el complejo proteico de gliadina extraido previamente de las
muestras problema, en un gel de electroforesis de dodecil sulfato sodico (12% de
gel de poliacrilamida y un tampon de migracion 25 mM BufferTris; Glicina 190 mM;
SDS al 0,1%; Ph 8.3). El tiempo de electroforesis fue de 2 horas a 100 V, después
se transfirieron las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa en un medio
hamedo con un tampon de transferencia que contenia (BufferTris 25 mM, glicina
190 mM y metanol al 20%). El tiempo de incubacion para este proceso de
transferencia fue de aproximadamente de 1 hora. Una vez transferidas las
macromoléculas, se bloguearon los sitios de union libres incubando la membrana
con albumina de suero bovino (4,00 g, PBS 100 ml). Posteriormente, la deteccion
se realizdé incubando la membrana con el anticuerpo primario especifico para
gliadina durante 12 hs a 4 °C. Luego de lavados sucesivos con TBST (Tris Buffer
Saline Tween 20), se agreg6 el anticuerpo secundario biotinilado unido a la
enzima peroxidasa (Thermo Scientific), efectudndose posteriormente un nuevo
lavado con TBST. El revelado se realizé por quimioluminiscencia mediante la
adicion de un substrato para Western Blot ECL (Pierce) utilizando un equipo
ODYSSEY Sistema de imagen infrarroja (LI-COR Bioscience).
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2.8 Métodos Computacionales

2.8.1 Interaccion de laradiacion con esferas: Teoria de Gustav Mie

En 1908, Gustav Mie aborda el problema matemético de la interaccion entre
la radiacién electromagnética y una particula esférica, en la busqueda de explicar
la coloracion rojo rubi de las soluciones coloidales de Au.*® En términos generales,
la estrategia para llegar a la solucién del problema consiste en:

a) expandir la onda plana incidente en términos de armonicos esféricos
vectoriales.

b) encontrar los coeficientes para la expansion del campo incidente.

c) encontrar los coeficientes para la expansion del campo generado dentro de la
esfera (interno) y del campo dispersado, sujeto a la condicion de que en la
superficie de la esfera, tanto el campo eléctrico como el magnético, deben ser
continuos.

Para satisfacer las ecuaciones de Maxwell, el campo eléctrico (E) y el

campo magnético (H) deben resolver las ecuaciones de onda:
V2 E+k* E=0 (2.1)
VZH +k*H =0 (2.2)

donde k esta relacionada con w mediante la relacion K2=w?.

A su vez, los campos E y H deben ser libres de divergencia (V.E =0, V. H =
0), y estan relacionados por las siguientes expresiones:

VxE =1op H (2.3)
Vx H=-lwe E (2.4)

donde w es la frecuencia angular, u es la permeabilidad del medio donde se

propaga la onda, y € es la constante dieléctrica.
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Por otro lado, es posible construir una funcion vectorial M a partir de una

funcion escalar ¥ y un vector constante r segun:

M=V x (r¥) (2.5)

Utilizando identidades vectoriales se puede demostrar que:

VZM + KM =V x [(V + K2P)] (2.6)

por lo tanto, M satisface la ecuacion de onda vectorial (2.6) si la funcion ¥ es una

solucioén de la ecuaciéon de onda escalar:

VA + KPP =0 (2.7)

de acuerdo a su definicion, la funcién vectorial M es libre de divergencia (V. M = 0)

y, ademas, es posible construir otra funcion vectorial N a partir de M segun:

N =k Vv x M) (2.8)

asi, las funciones vectoriales M y N tienen todas las propiedades requeridas para
un campo electromagnético compatible con las ecuaciones de Maxwell: satisfacen
la ecuacion de onda vectorial (2.1), son libres de divergencia, la circulacion de M es
proporcional a N y la circulacién de N es proporcional a M. De esta manera, el
problema se reduce a encontrar soluciones a la ecuacion de onda escalar (2.7).
Dada la simetria del problema, las dos funciones W que satisfacen la ecuacion
(2.7) en coordenadas polares esféricas r,0 y ¢, corresponden a dos funciones de

distinta paridad, par ¥,,,,, € impar ¥,,,,,,:

Ymn = cos me P (cos 0) zy (kr) (2.9)

Ymn = Sinme B (cos 0) zy (kr) (2.10)
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donde m =0, 1, £2,..., ny n = 0, 1, 2... Las funciones P;* son los polinomios
asociados de Legendre y z, son las funciones de Bessel. Estas Ultimas pueden ser
elegidas de cuatro formas diferentes: jn(kr), yn(kr), hn*(kr) y hn'(kr), dependiendo
de cuales sean las condiciones de contorno del problema. EI comportamiento
asintdtico de estas funciones es: sin(krnal2), cos(krnm2), e* /2 vy
e~ltkr—nm/2) respectivamente. Otro aspecto importante es el comportamiento de
las funciones de Bessel para r = 0. Todas las funciones esféricas de Bessel
divergen para r = 0, excepto jn(kr). Esto significa que sélo esta funcion debe ser
usada para representar un campo electromagnético finito en el origen de
coordenadas.

Es importante destacar que cualquier funcion que satisfaga la ecuacién de
onda (2.7) en coordenadas esféricas polares puede ser expandida como una serie
infinita en las funciones (2.9) y (2.10). Las funciones ¥,,,,, ¥ ¥.,Sirven de base
para construir cuatro tipos de armonicos esféricos vectoriales diferentes usando
las ecuaciones (2.5) y (2.8). El préximo paso es expandir la onda plana incidente
en términos de los armoénicos esféricos vectoriales Mepmn, Nemns Momn Y Nomn- Si S€
considera una onda polarizada con el vector de onda k en la direccion del eje z y
la direccién de polarizacion sobre el eje x, la expansion del campo incidente en

“ondas parciales” esta dada por:

jn _2n+l
n(n+1)

(M- iN S (2.11)

Eincidente™ Eoe'*7¢0s g, = Eq Yn=1 mn
donde e, es el vector unitario en la direccion del eje de polarizacion x. La suma
consiste en una expansion en serie de la onda plana en términos de ondas
esféricas, donde el superindice (1) en los armonicos esféricos indica que en las
soluciones de (2.7) las funciones de Bessel apropiadas son aquellas del tipo jn(&r).
Debido a la ortogonalidad de las funciones seno y coseno, los coeficientes de
expansion de los arménicos M,,,, ¥ N.u, SOn cero. Ademas, los coeficientes

restantes se anulan también, excepto para m =1, por el mismo motivo. El
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correspondiente campo magnético incidente es obtenido calculando la circulacion
del campo en la ecuacioén (2.11). Para expandir en armonicos esféricos vectoriales
el campo electromagnético dispersado (Eg.4:, Hscqr) Y €1 Campo interno (E;, H;), se

impone la siguiente condicion en el limite entre la esfera y el medio circundante:
Eincidente+ Escat - El) Xer= (Hincidente+ Hscat' Hl) X er= 0 (2-12)

esta condicidon de contorno implica que las componentes tangenciales de E y H
deben ser continuas en la transicion desde un medio al otro con propiedades
dieléctricas diferentes. Asi, el campo dispersado E,.,; fuera de la superficie de la

esfera, puede definirse como:

2n+1

®3)
n(n +1)( anh,

emn”

scat EOZ " N(3)n) (2-13)

donde el superindice (3) denota funciones de Bessel del tipo hn+(k7). Una

expresion similar describe el campo interno:

2n+1 1)
in 22 (e, MP - id,N D ) (2.14)

El_ EO Z n(n+1) omn
en este caso, es necesario usar las funciones de Bessel del tipo jn(kr) en las
funciones generatrices ¥,,,, Y Y.mn Para cumplir con el requerimiento de que el
campo sea finito en el origen, lo cual es sefialado con el superindice (1). Los
campos magnéticos H; Y H,.,; Se pueden conocer calculando la circulacién de E; y
E...:, respectivamente. A partir de la condicion de contorno (2.12) en forma de
componentes, se pueden escribir cuatro ecuaciones independientes para un dado
valor de n, las cuales permiten, a su vez, conocer los cuatro coeficientes
desconocidos a,, b,, c,y d, para la expansion del campo dispersado e interno,
respectivamente.

La teoria de Mie permite calcular propiedades Opticas de campo lejano

como, por ejemplo, la seccién eficaz de dispersion, oC,.,:, definida como el
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cociente entre el flujo saliente radial y el flujo entrante, y la seccion eficaz de
extincién, o,,:, definida como el cociente entre el flujo dispersado hacia delante y
el flujo entrante que dependen de los coeficientes a,, y b,,, Y 0,4, puede calcularse
de la sustraccién de ambas.

2.8.2 Teoria de Mie Generalizada para Multiples Particulas (GMM)

El problema de dispersion de luz por un grupo de esferas, posee
caracteristicas distintivas en comparacion con la dispersién de una esfera aislada.
La principal diferencia radica en que ahora, el campo incidente sobre cada esfera
tiene dos componentes: una es el campo incidente sobre el sistema y la otra es la
suma de los campos dispersados por el resto de las esferas que forman parte del
agregado. El desarrollo del teorema de la adicién para arménicos esféricos*®'’,
hizo posible dar una solucién cuantitativa de este segundo componente y resolver
analiticamente el problema de dispersion de luz por un agregado de esferas con
una orientacion fija'®%. En esta seccién se describe en forma breve como se halla
la solucién analitica de campo lejano para este problema, la cual constituye una
extension de la teoria de Mie y se la conoce como Generalized Multiparticle Mie-

solution (GMM)®, o Teoria de Mie Generalizada para Multiples Particulas.

Para resolver este problema, es necesario en un primer paso, expandir la
onda plana incidente en arménicos esféricos vectoriales que tienen su origen en
sistemas de coordenadas desplazados, donde las orientaciones relativas de cada
uno de los diferentes sistemas de coordenadas se corresponden con la ubicacién
del centro de cada esfera involucrada. Luego se determinan los campos parciales
dispersados por cada esfera. Aqui se halla la diferencia mas relevante respecto
del caso de una esfera aislada, puesto que es necesario considerar explicitamente
el hecho de que el campo dispersado por la j — ésima esfera se convierte luego en
campo incidente sobre la [ — ésima esfera. Esta complicacion adicional se supera
con la ayuda de los coeficientes de traslaciéon vectoriales, los cuales dan cuenta de
este efecto. El préximo paso, de vital importancia, es construir una representacion

Unica del campo dispersado. Para ello se utiliza una relacién simple que existe

59



entre los coeficientes de dispersion parciales y totales para el campo lejano, la
cual implica solamente un término de fase. Por dltimo se computan los valores de
los coeficientes de expansién, los cuales, y de igual modo que en el caso de
esfera aislada, permiten calcular Cg.p: Y Cox:- CoOnsideremos un agregado de
L esferas, donde X, Y1, Z/(con j =1, 2,..., L) son las coordenadas del centro de la
Jj — ésima esfera relativas a un sistema de referencia cartesiano comun. A su vez,
cada esfera cuenta con un sistema de coordenadas primario, con el origen
ubicado en su centro. En un primer paso, los campos incidentes sobre cada esfera
individual son expandidos en términos de armonicos esféricos respecto a los
sistemas centrados en cada una de ellas. Luego, son expandidos relativos a un

sistema cartesiano comun:

Eijndidente:Ei:Zgio Z;Ln=—n iEmn [Pr{mNr(nlr)l (pj' gj’ (pj) + qrjnnMr(rb)l ((pj: Qj» (pj))] (215)

Hiaiaente=Hi == 5= Ihe0 Zthmn Emn | an N (07,67, 07) + M) (07,67, 07) )| (2.16)

donde p = kry los coeficientes de la expansion estan dados por:

Phn=e™? s @hn=e™ gy (2.17)

los cuales difieren de los coeficientes de la expansion primaria sélo por el término

de fase constante e*Z’. Es importante mencionar que en este formalismo sélo se
emplea la solucién para a la ecuacion de onda(2.7), es decir la funcién ¥,,,,,,, para

generar los armoénicos esféricos vectoriales M,,,, N,,,. En un segundo paso, se
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expresan los campos parciales dispersados por cada esfera en términos de los

sistemas de coordenadas primarios, los cuales estan dados por las ecuaciones:

Lot =ENLo T B @b N (07,69, 09) + bhnM ((07,67,07))] (2.18)
Hijndidente :wLyO ZYI\LILO Z%=—n Emn [bfnnNr(n?)r)l (pj; 9]', on) + ainnMr(rfr)l ((,Dj, gj’ §0j))] (2.19)

donde los coeficientes a y b estan dados por:

a7lnn = a;lp}nn; b;;l Qﬁnn (2-20)

donde a;! y b;! son los coeficientes de dispersién de Mie de la [ — ésima efera
aislada mientras que pl,,, y Q.,, son los coeficientes de la expansién del campo
incidente total sobre la esfera | — ésima y contienen dos contribuciones: la onda
plana incidente inicial y las ondas dispersadas por todas las otras esferas del

agregado. Hallar los coeficientes pl,,, y Qk,,,, implica a su vez hallar los coeficientes

de translacién vectorial A{,’mlwy BJ! Estos Ultimos, juegan un papel clave

mnuv*
porque caracterizan la transformacion de una onda dispersada por la j — ésima
esfera en una onda incidente sobre la | — ésima esfera. Estos coeficientes pueden
ser expresados explicitamente utilizando, a su vez, los coeficientes de Gaunt, los
gue pueden obtenerse mediante una relaciébn de recurrencia. Luego de haber
obtenido todos los coeficientes de dispersion parciales, el préximo paso es
construir una Unica representacion para el campo dispersado total por el agregado
como un todo. Este paso es de vital importancia hacia una solucion completa de la

dispersion de luz por multiples esferas. Si por ejemplo, se hace comun el sistema
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de coordenadas primario j — ésimo, la expansion Unica del campo dispersado

tiene la forma:

scat ZNmax Zn m=—-n lEmn [amn (3) (p] 0] ]) + b‘fnnM?SiBl ((p]’ 6]’ (pj))] (221)

Hljndzdente wi%zivlr:ngx m=-n lEmn [b (3) (pj: gj’ (Pj) + afnn (3) ((,DJ 91 (pf))] (2.22)

existe una relacion simple entre los coeficientes de dispersion total y parciales
para el campo lejano, la cual implica solamente un término de fase. Esto se debe a
gue la traslacion de armoénicos esféricos entre sistemas desplazados tiene una

forma asintotica correcta, valida en la zona lejana, dada por las ecuaciones:

MS% (pjlej’(pj) _ e_ikAer(rfr)l (pj,gj,(pj) (2.23)
Nﬁz (pj, Hj,(pj) _ e—ikA’ng (pj'gj,(pj) (2.24)

donde Al = X'sinf cosg + Y'sin sing + Z'cosf. De esta manera, los coeficientes

de dispersion total en la ecuacion (2.20) estan dados por:

(t) —ikAl 1 .t _ YL —ikAl 11
lle amn:bmn_ l=le bmn (2-25)
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Noétese que, en este caso también, los valores de af,’ﬁl y bL., dependen de
las propiedades del medio y del material que compone la esfera, las cuales a su
vez dependen de w. Basados en expresiones analiticas para la matriz de amplitud
de dispersion de un agregado de particulas, han sido derivadas férmulas rigurosas
para todas las otras propiedades de dispersion del agregado. La seccion

transversal de extincion total o .,.del agregado esta dada por:

4T l * *
Oext :Zlel Uslcat =2 lL=1 211;’:1 Ym=-nRe (pfnnainn + ‘#nnbrlnn) (2.26)

donde o/, €s la contribucion de la | — ésima componente, es decir, la seccion
transversal de extincion diferencial de la [ — ésima esfera. La seccion transversal

de dispersion total y diferencial, o'.,; y ol.4: , €stan dadas por:

_ 4T l * t)l * vl
oext = LL=1 O's,lcat =2 ZlL=1 271\11=1 Ym=-nRe (afnnaa(n?q + brlnnbr(ngl) (2.27)

la seccion transversal de absorcion puede calcularse como og,,s = Gext — Oscats
de todas maneras ogans puede también formularse explicitamente. Asi, las tres
secciones transversales pueden ser computadas independientemente. La
diferencia entre los dos resultados numéricos de g, puede servir como un test
para la precision de la solucibn numérica de dispersién. Es importante destacar
gue la forma en que se calculan las diferentes secciones eficaces permite analizar
la respuesta Optica individual de cada una de las esferas que componen el
agregado. Esta solucion ha sido implementada en un cédigo Fortran para calcular
la dispersién producida por un agregado de esferas homogéneas cuando
interacciona con una onda plana monocromatica y linealmente polarizada que se

propaga en un medio no absorbente y homogéneo. Cuando se emplea esta
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metodologia, al igual que en el caso de la esfera aislada, la propiedades del
material son introducidas en el calculo mediante una tarjeta de entrada, la cual
contiene los valores de la parte real e imaginaria de su constante dieléctrica para
cada valor de w. Un aspecto importante a tener en cuenta cuando se emplean

estas metodologias analiticas es el valor maximo de n hasta el cual se extienden

las sumatorias en las ecuaciones a, = :(S‘;% , Ogcar= (813)4]a|2 , (2.26) y (2.27).

Si bien al tratarse de soluciones analiticas los tiempos computacionales de
calculo son relativamente cortos (del orden de los minutos), se encontr6 que

cuando n = 30 los resultados obtenidos alcanzan una convergencia satisfactoria.
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Capitulo 3

Disefio de un biosensor de nanoesferas de plata (IDILA) aplicado para la
deteccion y cuantificacion de gliadina.

3.1 Introduccioén

Un biosensor es un dispositivo analitico para el analisis de diversos tipos
de materiales, permitiendo convertir una respuesta utilizando un detector
fisicoquimico. Este tipo de sensores consiste basicamente en un transductor que
puede ser del tipo Optico, electroquimico o piezoeléctrico y un elemento de

reconocimiento especifico para el analito a detectar.

En las ultimas dos décadas, el desarrollo de sensores opticos ha sido un
area fascinante y en constante crecimiento ya que son capaces de realizar la
deteccion remota y de proporcionar deteccion mdaltiple dentro de un solo
dispositivo. En particular, el desarrollo de este tipo de biosensores, incluye la
deteccion mediante quimioluminiscencia, fluorescencia, absorcion de luz y

dispersion, reflectancia, y resonancia plasménica superficial (sensores LSPR)*.

Recientemente el grupo de trabajo de Bio-nanoplasmonica del INFIQC;
desarroll6 una novedosa técnica basada en la disminucion de la intensidad del
espectro de extincion de NPs por Inmunoabsorcion o intensity depletion immuno-

linked assay (IDILA) para la deteccién de varios antigenos.

El ensayo de IDILA esta basado en la respuesta 6ptica de una dispersion
coloidal de nanoesferas de Ag y la fuerte interaccion con el sistema estreptavidina-
biotina-HPDP combinado con la capacidad altamente especifica de
reconocimiento biomolecular de las inmunoglobulinas (lg). Al agregar un
anticuerpo biotinilado a una suspension de Ag NSs previamente funcionalizada
con STV-Biot se favorece la formacion de nanoestructuras diméricas lo que se
traduce espectralmente en una disminucion de la intensidad del espectro de
extincion. Sin embargo, la adicién de pequefas cantidades de antigeno especifico

inhibe la formacién de dimeros que se traduce en una respuesta Optica diferente
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permitiendo la construccion de una curva de calibracién y deteccion del analito de

interés?.

Lo que se propone en esta tesis es demostrar la aplicabilidad de esta
novedosa metodologia “IDILA” para la deteccion ultrasensible y especifica de

gliadina en alimentos considerados como “libres de gluten”.

Para la lectura de la sefial, se utiliz6 un espectrémetro de UV-Vis comin en
el rango de 300 a 1100 nm y se evalué la aplicabilidad del método utilizando el
mismo equipamiento que el requerido para realizar el ensayo ELISA es decir un
lector de microplacas. Se demostré que IDILA es mas sensible, menos costoso,

requiere volumenes mas pequefios de muestra y menores tiempos.

Esta técnica de deteccion esta basada en las propiedades Opticas de
campo lejano ya que, debido a la extrema sensibilidad de la LSPR a pequefios
cambios en el la forma, tamafio y entorno quimico de las NPs de metales nobles,
especialmente Ag y Au, resultan de gran utilidad para su aplicacion para la

deteccion y cuantificacion de analitos en muy bajas concentraciones.

Como se discutio en el capitulo 1, la forma, tamafio, tipo de metal y entorno
quimico que rodea a la NP afectan a la posicién espectral de la LSPR®. Para esta
tesis la respuesta Optica diferenciada que se observa espectralmente cuando se
tiene un dimero con respecto a la de 2 mondmeros, se traduce en una disminucion
en la intensidad del espectro de extincion a medida que se forman NEs diméricas
en presencia de un anticuerpo biotinilado®. Esta propiedad permite la deteccion sin
ninguna perturbacién de la sefial debido a la inmovilizacion de los reactivos o

reacciones enzimaticas no controladas.

A la hora de pensar en desarrollar un biosensor hay que tener en cuenta la
factibilidad, especificidad, deteccién rapida y sensible. Actualmente el ensayo
ELISA es la técnica analitica homologada por el codigo alimentario Argentino para

la deteccion de gluten en alimentos®.
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Este inmunoensayo utiliza el concepto basico de inmunologia de la union de
un antigeno a su anticuerpo especifico, lo que permite la deteccién de cantidades
muy pequefias de antigenos en un fluido (ver capitulo 2, seccién 2.7.1). Sin
embargo, la metodologia ELISA posee ciertas limitaciones debido a la uniéon no
especifica a la placa o a la reaccion de cambio de color mediada por enzimas, que
podrian conducir a resultados falsos positivos. Por otra parte, esta técnica utiliza
grandes cantidades de reactivos utilizados en el proceso de inmovilizacion en la
placa, y requiere varios pasos de lavado e incubacién que consumen mucho
tiempo™’. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar plataformas genéricas,
precisas capaces de efectuar una cuantificacion rapida y especifica de los
antigenos sin necesidad de equipos costosos que puedan ser utilizados en
cualquier laboratorio de analisis de alimentos. En ese sentido, los ensayos que
utilizan NPs tienen el potencial de ser usados para detectar procesos con niveles

de sensibilidad y localizacion sin precedentes®%.
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3.2 Resultados y Discusion.

3.2.1 Sintesis y caracterizacion morfolégica-Optica de nanoparticulas de Ag

La sintesis de Ag NSs se efectud utilizando método de Turkevich (ver
capitulo 2 seccion 2.2).

La caracterizacion morfolégica de las NPs de Ag fabricadas se efectué
mediante la obtenciéon de imagenes TEM. La figura 3.1 A es una imagen
representativa de las NPs fabricadas donde se puede observar que tienen una
geometria aproximadamente esférica y un tamafio uniforme. La muestra se diluyo
previamente a su siembra en la grilla TEM con el fin de no observar agregados por
efecto de la evaporacion del solvente. Para conocer la distribucion y tamafio
promedio de las Ag NSs se efectud la estadistica de las fotos TEM. La figura 3.1B
muestra el porcentaje de distribucion de tamafo de 98 NPs de Ag. Para conocer el
diametro promedio y la dispersion de tamafio, se efectud un ajuste gausseano a la
figura 3.1B. El valor de diametro promedio es de 58 £ 7 nm.
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Figura 3.1: A. Imagen representativa de las NPs de Ag fabricadas. B Histograma de la
polidispersion de NPs de Ag sintetizadas por el método de Turkevich. El didmetro promedio de las
NPs de Ag es de 58 + 7 nm.
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El espectro de extincion de las NPs sintetizadas (espectro en verde en la
Figura 3.2), conjuntamente con una imagen TEM representativa de las mismas se
muestra en la figura 3.2. El maximo del espectro de extincion se observo a una
longitud de onda A= 430 nm. Los céalculos de modelado utilizando la teoria de Mie,
son consistentes con un diametro promedio de 58 nm (espectro en rojo en la
Figura 3.2) y con el tamafio promedio que se observa en las imagenes TEM.

A partir de la intensidad del maximo del espectro de extincion experimental
(0.26) y utilizando la o,,; calculada con la teoria de Mie para este diametro (58nm)
la 0, = 2.88 x10™° cm?, la concentracién de NPs fue determinada a partir de la
ley de Beer I(E)= o,:.b.c , con un paso opticos de 1 cm de celda resulté una

concentracion de NPs, C=9.03x10M.
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Figura 3.2: a. Espectro experimental y simulacion electrodinAmica mediante la teoria de
Mie para nanoparticulas de plata con un promedio de 58 nm de diametro. b. Imagen TEM de una

nanoesfera de plata de 58nm.
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3.2.2 Funcionalizacién de nanoparticulas de Ag

Una vez funcionalizadas las Ag NSs (Capitulo 2, seccion 2.3) se analizo la
estabilidad de las mismas. Como se puede apreciar en la figura 3.3 la
funcionalizacién de las NPs con STV-Biot no afecta la estabilidad de la suspension
coloidal, el espectro de extincién tomado a distintos intervalos de tiempo (hasta un
tiempo de 20 minutos) no experimenta cambios significativos en su intensidad ni
tampoco un desplazamiento de la posicion del maximo espectral durante el

transcurso del tiempo.

Extincion

0,05

0,00

400 €00 800 1000

Longitud de onda nm

Figura 3.3: Estabilidad en funcion del tiempo de 1 mL de solucion coloidal de Ag NSs de

58 nm con una concentracion de 9.03x10™** M funcionalizadas con STV-Biot en relacion molar 1:1:1
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3.2.3 Formacion de dimeros de Ag

Una vez funcionalizadas las NPs de Ag el siguiente paso consistio en
formar aglomerados controlados (dimeros) agregando distintas cantidades de I1gG-
Biot (Ls Bio). Uno de los requisitos para poder formar las estructuras diméricas es
gue el anticuerpo se encuentre biotinilado para pueda interactuar con la STV de la
NP. Por este motivo se realizo la compra de la IgG ya biotinilada por el fabricante
con varias moléculas de biotina en el fragmento de cristalizacion del anticuerpo
(LS Bio) .

Como se menciond anteriormente la presencia de IgG-Biot induce la
formacion de NEs diméricas, lo que se evidencia espectralmente por una

disminucién de la intensidad del espectro de extincion.

Para llevar a cabo la formacion de dimeros se realizaron dos diferentes

tipos de experimentos.

En el primer tipo de ensayos las mediciones se efectuaron utilizando las
mismas microplacas que se utilizan para realizar el ensayo ELISA, mezclando en
diferentes pocillos distintas concentraciones de anticuerpo IgG-Biot antigliadina
llevando a un volumen de 100 pl/pocillo mediante el agregado de PBS1X-BSA5%
y luego agregando la dispersion de NPs de Ag previamente funcionalizadas hasta
llegar a un volumen final de 200 ul/pocillo. La lectura de la intensidad de extincién
fue tomada al cabo de 27 minutos en un lector de microplacas utilizando una
longitud de onda A=450nm. Los resultados obtenidos, que se muestran en la figura
3.4 evidencian que a medida que aumenta la concentraciéon de IgG-Biot la
intensidad disminuye hasta llegar a un minimo que corresponde a una cantidad de
1 ng/mL de anticuerpo. Este tramo de la curva corresponde, segun lo discutido
anteriormente al proceso de formacion de dimeros. A partir de esta concentracién,
a medida que aumenta la cantidad de IgG-Biot también aumenta la intensidad
registrada hasta llegar a una concentracion de anticuerpo maxima ~5 ng/mL

donde los valores de intensidad no cambian significativamente. En estas

73



condiciones la concentracion de IgG-Biot es tan alta que la mayor parte de los
sitios de unién disponibles de las moléculas de STV que se encuentran en la
superficie de las Ag NSs estan unidos a moléculas de IgG-Biot individuales, por lo

gue se inhibira la formacion de dimeros.
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Figura 3.4: Variacion de la intensidad de extincion de Ag NSs a una longitud de onda de 450 nm
en un lector de microplacas en funcién de las diferentes concentraciones de IgG-Biot agregadas, al

cabo de 20 minutos de transcurrida la reaccion.

El segundo tipo de experimentos realizados consistio en seguir la evolucién
del espectro de extincién global en funcion del tiempo frente al agregado de
distintas concentraciones de antigenos, utilizando un espectrofotbmetro UV-Vis
convencional. La cinética de dimerizacion se siguié durante un tiempo de 27
minutos utilizando para cada experimento diferentes concentraciones de
anticuerpo biotinilado suplementado con PBS1x-BSA5% hasta llegar a un volumen
de 0.5 mL y la misma cantidad de NPs previamente funcionalizadas hasta
alcanzar volumen final de 1 mL. Los resultados de estos experimentos se
muestran en la figura 3.5 Ay B para dos concentraciones diferentes de anticuerpo,
a modo ilustrativo. En ambos casos, la disminucion de la intensidad de extincion

evidencia la formacion de dimeros. Sin embargo, es evidente que el grado de
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disminucion de esta intensidad depende la la concentracion de anticuerpo.
Cuando se emplean 1 ng/mL y 3 ng/ mL de de IgG-Biot, al cabo de 27 minutos la
disminucion en la intensidad del espectro de extincion es de 0.07 y 0.03 u.a.
respectivamente. Esto indica que la formacién de dimeros se ve mas favorecida
utilizando la menor concentracién de anticuerpo. Este resultado estd de acuerdo
con lo observado en los ensayos efectuados en las microplacas y su interpretacion
es idéntica.
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Figura 3.5: A. Evolucion espectral de 0.5mL de las Ag NSs previamente funcionalizadas en
presencia de 1 ng/mL de IgG-Biot antigliadina. B. Evoluciona espectral de 0.5mL de Ag NSs

previamente funcionalizadas en presencia de 3 ng/mL de IgG-Biot antigliadina.

Tanto en los experimentos realizados en microplacas como en los
espectrofotométricos utilizando celdas de cuarzo, indicaron que la concentracion
de anticuerpo en la que la formacion de dimeros se encuentra mas favorecida es
de 1 ng/mL. Esta concentracién de anticuerpo fue la elegida como la “optima” y es

la que se utilizara en todos los experimentos posteriores.
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3.2.4 Caracterizaciéon morfologica y 6ptica de las estructuras diméricas.

La caracterizacion morfologica de las estructuras formadas ante el
agregado de 1 ng/mL de Biot-IgG al cabo de de 27 minutos de iniciada la reaccion
se efectu6 mediante microscopia electronica de trasmision (TEM). Para ello de
sembr6 en un grilla TEM una alicuota de la dispersion coloidal lo suficientemente
diluida para evitar procesos de agregacion in situ de las nanoestructuras formadas
en la dispersién coloidal, que se puedan generan sobre la grilla por efectos
evaporacion y difusién de los agregados. En la figura 3.6 se muestra una imagen
TEM representativa de las nanoestructuras formadas. Se puede observar que la
estructura predominante es la de dimeros de NPs de Ag, con una proporcion
menor de nanoesferas aisladas.

Figura 3.6 Imagen TEM representativa de las nanoestructuras formadas luego de 30 minutos del

agregado de 1 ng/mL IgG-Biot antigliadina a la dispersion coloidal de Ag NSs. Notese el
predominio de de estructuras diméricas frente a otros tipos de nanoestructuras (NSs aisladas,
trimeros o aglomerados de mayor nimero de Ag NSs).
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Otra informacion de interés que revelan las imagenes TEM obtenidas es
gue se puede aproximadamente determinar es la distancia interparticula promedio
de los dimeros formados. Como se observa en la imagen TEM esta distancia es
del orden de 20 nm (Figura 3.7 A). Este resultado concuerda con la distancia que
se puede estimar a partir de la geometria molecular del puente molecular que une
los dimeros. En la figura 3.7 B se esquematizan las distancias calculadas para el
sandwich formado por las moléculas Biotina — STV — Biot-IgG — STV — Biotina que

resulta en un valor de distancia interparticula de ~ 20 nm.

Distancia

interparicula Diametro 59 nm.
20nm.

1,6 nm 58 nm 5,5 nm

Biotina Biot-lgG STV
50 nm 8

S ) 20mm

Figura 3.7: A. Imagen TEM de los dimeros de Ag NSs formados luego de 30 minutos del agregado
de 1 ng/mL IgG-Biot antigliadina. B. Esquema de la distancia interparticula estimada para el puente

molecular que une las Ag NSs formado por el “sandwich” Biotina — STV — Biot-lgG — STV — Biotina.

La microscopia TEM evidencia claramente la formacion de nanoestructuras
diméricas de nanoesferas de Ag. Otra forma complementaria que permite
caracterizar opticamente la formacion de dimeros en suspension es mediante la
utilizacion de la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS). Esta técnica, como
se mencionara en el capitulo 2 seccion 2.6.3 permite medir el radio hidrodinamico
de las NEs presentes en la muestra. Cabe destacar que esta técnica no nos

permite conocer las dimensiones geométricas de las NPs ya que lo que mide es el
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radio hidrodinamico, que estd determinado por la dindmica del movimiento
browniano de las NPs en la dispersion. Sin embargo permite estimar los cambios
en las dimensiones promedio de las nanoestructuras formadas antes y después

del agregado del antigeno.

La distribucién de intensidades DLS de la dispersion coloidal de Ag NSs
(espectro negro, Figura 3.8) evidencia un maximo para un didmetro promedio de
62 nm que concuerda significativamente con el tamafio calculado de las NPs
utilizando la teoria de Mie.

La distribucion de intensidades DLS después del agregado de 1 ng/mL de
IgG-Biot a la suspension de NPs al cabo de los 27 minutos (espectro azul, figura
3.8), evidencia claramente un desplazamiento del maximo de la distribucion hacia
mayores diametros (120 nm). Estos experimentos, conjuntamente con las
imagenes TEM permiten corroborar de manera concluyente que la adicion

controlada de IgG-Biot induce la formacién de dimeros.
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Figura 3.8: Espectro de la distribucion de intensidad en funcion del didmetro de las NPs. La
distribucién con simbolos en negro representa las NPs de Ag antes del agregado del anticuerpo
mientras que la distribucion con simbolos azules corresponde a la obtenida a los 27 minutos del

agregado de 1 ng/mL de IgG-Biot a las NPs de Ag.
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3.2.5 Comparacion entre los experimentos y las simulaciones tedricas.

Otra forma complementaria de corroborar e interpretar en forma rigurosa las
observaciones experimentales observadas, es mediante la simulacion tetrica de
los espectros de extincion obtenidos, teniendo como informacion los datos de las
geometrias de las distintas nanoestructuras observadas, el material que las
constituye y el medio en el que estan inmersas. El modelado electrodindmico se
efectud utilizando la teoria de Mie (para las Ag NSs aisladas) y la Teoria de Mie
Generalizada para Multiples Particulas (para los dimeros de esferas de Ag).

En todos los célculos de considero que las NPs estan dispersas en agua

(n=1.33) y que el diametro promedio de las NPs es 58 nm.

El primer interrogante que surge es comprender por qué la formacion de
dimeros se evidencia espectralmente como una diminucién en la intensidad del
espectro de extincion. La simulacion teodrica utilizando la teoria de Mie para un
monomero de Ag se muestra en la curva negra de figura 3.9.A, dando como
resultado un valor de a,,, = 2.88 x10° cm? Por otra parte la suma de los
espectros de dos mondmeros Ag aislados (separados a distancias muy grandes)
resulta como es de esperar en un valor igual al doble a,,; = 5.76 x10™*° cm? (linea
azul de la figura 3.9.A). Ahora consideremos el caso en que los dos mondémeros
de Ag ya no se encuentran aislados sino que hay una distancia entre sus centros
geométricos de 78 nm (radio mondémero 1 = 29 nm + distancia interparticula 20 nm
+ radio monoémero 2 = 29 nm). Como se adelantara en el “capitulo I”, en este caso
la interaccion entre las NPs para esta distancia es relativamente débil por lo que
no se observara un desdoblamiento de la banda espectral, como se puede ver en
la linea negra de la figura 3.9 A. Sin embargo la seccion eficaz promedio del
dimero, calculada utilizando la Teoria de Mie Generalizada para Multiples
Particulas es de oy, 4.35 x10"° cm? Esta secci6n eficaz se debe calcular
tomando el promedio de las secciones eficaces para las distintas orientaciones del

campo electromagnético respecto al eje que une las NPs, ya que los dimeros
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estan continuamente rotando en la dispersién coloidal. Una muy buena

aproximacion para calcular este promedio es tomar el promedio ponderado de las

. . . ., , . . 1
secciones eficaces para cada orientacion del campo eléctrico, i.e: gz, = N

1 1 PRT T . . . h .
50y T 30;; donde los subindices indican la orientacion del campo eléctrico.

Este menor valor de la o, del dimero comparada con la de los dos
monomeros de Ag aislados y teniendo en cuenta que la distancia interparticula es
lo suficientemente grande para que no se observe un desdoblamiento de la banda
espectral de extincion es uno de los factores que explica porqué al estar
generandose estructuras diméricas se observa una disminucion en la intensidad
del espectro de extincion. Otro factor es que el namero total de NPs disminuye
debido a la formacion de dimeros, respecto a la concentracion inicial de NPs.

La comparacion directa entre los experimentos (linea rosa) y los calculos de
modelado (linea verde) para el espectro de extincion de Ag NSs aisladas (sin la
adicion de IgG-Biot) muestra correlacion, como se puede observar en la figura 3.9
B, utilizando una concentracién de NPs de 9.03x10™** M (obtenida en el “capitulo

[l Seccién Sintesis de NPs de Ag”.

Para poder efectuar una comparacion entre el espectro experimental y el
modelado tedrico a los 27 min del agregado de 1 ng/mL de IgG-Biot, no es tan

directa, ya que se requiere conocer la fraccion de dimeros formada a este tiempo.
Sea el proceso en el que dos monémeros M dan un dimero D:
2M — D

Si se denota la concentracion inicial de M (concentracion inicial de NPs de

Ag) como [NPs];, la concentracion total de particulas (monémeros mas dimeros) y

[D]¢

la fraccion de dimeros a tiempo t como [NPs], y f; = INPs] respectivamente,
t

teniendo en cuenta la estequiometria del proceso, la [NPs], se puede expresar n

funcién de la [NPs]; como:
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[NPs], = [NPs], (ﬂ) + [NPs]l-( fa ) (3.1)

1+fd 1+fd

por lo que la extincién a un dado tiempo t estara dada por la siguiente expresion:

E. = [NPs]; (52%) oy + [NPs]; (%) o, (3.2)

1+fg 1+fq

donde E; es la extincion a un tiempo t, g,, es la seccién eficaz de extincion de los

monomeros y g, la seccion eficaz de extincion de los dimeros

Partiendo de la expresion anterior, para efectuar el calculo, la Unica
variable desconocida es la fraccion de dimeros. Variando sistematicamente esta
fraccion hasta hacerla coincidir con la intensidad de extincion experimental, se
encontré que f; = 0.9. Usando esta valor de f; se puede apreciar una excelente
correlaciéon entre los calculos de modelado (linea roja, figura 3.9 B) y el espectro
experimental (linea negra, figura 3.9 B) obtenido a los 27 minutos luego de la

adicion de 1 ng/mL de IgG-Biot.
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Figura 3.9: A. Modelado teérico utilizando la teoria de Mie y teoria de Mie generalizada para
multiples particulas de la seccion eficaz de 1 monémero (linea negra), 2 monémeros (linea azul) y
1 dimero con polarizacién promediada (linea roja), para explicar el fendmeno de la disminucion de
la intensidad de extincién cuando se forman estructuras diméricas. B. Simulacion tedrica en funcion
de la extincion de Ag NSs y dimeros comparada con los espectros experimentales obtenidos

teniendo en cuenta un 90% de NEs diméricas y un 10% de mondmeros.
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3.2.6 Inhibicién de la formacion de dimeros en presencia del antigeno para
gliadina.

En esta seccion se verificara experimentalmente si la formacién de dimeros
se encuentra inhibida ante la presencia de un antigeno. La razon por la cual la
presencia de este, inhibe la formacién de estructuras diméricas aun es
desconocida y constituye actualmente un objeto de estudio. No obstante, se
consideran hipotéticamente dos mecanismos que podrian explicar este hecho. El
primero se debe a que la presencia del antigeno produce un cambio
conformacional en la estructura del anticuerpo dejando a la biotina en una posicion
inaccesible para interactuar con la estreptavidina de la NP. El segundo se debe a
un impedimento estérico debido a la presencia del antigeno impidiendo la
interaccion de la biotina de la IgG con la estreptavidina de la NP. Para ello se
realizaron experimentos en presencia del anticuerpo especifico para gliadina como
del antigeno. La inhibicidn de la formacion de NEs diméricas quedara evidenciada

espectralmente por una menor disminucion de la intensidad de extincion.

Para llevar a cabo estos experimentos se selecciond la concentracion
optima de IgG-Biot que favorezca la formacion de dimeros que es de 1ng/mL
segun lo analizado en secciones anteriores. Una vez seleccionada esta
concentracion optima, se utilizé un espectrofotometro convencional en el intervalo
de 300-1100 nm y una cubeta de cuarzo con 0.5 mL de Ag NSs previamente
funcionalizadas y se agregaron diferentes concentraciones de antigeno.
Posteriormente se agrego 1 ng/mL de IgG-Biot y se completé un volumen de 1 mL

con PBS1x-BSA5%. La sefial se midié por un tiempo de 27 minutos.

Como se analizé anteriormente, en ausencia de antigeno, se observa una
disminucion en la intensidad del espectro de extincién indicando la formacion de
dimeros, la cual es maxima a un tiempo de 27 min (la figura 3.10 A). Cuando el
mismo experimento es llevado a cabo con el agregado de 5 pg/mL de antigeno,
(figura 3.10 B) los resultados obtenidos indican que aunque hay una dismunicion

en la intensidad del espectro de extincion, la disminucion de la misma a untiempo
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de 27 minutos es significativamente menor comparada con el mismo ensayo
realizado en auscencia de antigeno (figura 3.10 A). Este hecho indica que la
formacion de dimeros si bien no se encuentra totalmente inhibida, se encuentra
disminuida. Si el mismo experimento se efectia con la adicion de 15 pg/mL de
antigeno (figura 3.10 C) no se evidencian cambios significatvos en la intensidad
del espectro de extincion. En estas condiciones de concentracion de antigeno la

formacién de dimeros se encuentra totalmente inhibida.
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Figura 3.10: A Evolucién espectral para un tiempo de 27 minutos de Ag NSs de 58 nm
previamente funcionalizadas con STV-Biot con el agregado de 1ng mL de IgG-Biot y sin afadir
antigeno. B Evolucion espectral para un tiempo de 27 minutos de Ag NSs de 58 nm previamente
funcionalizadas con STV-Biot con el agregado de 5 pg/mL de antigeno y 1ng mL de IgG-Biot. C.
Evolucién espectral para un tiempo de 27 minutos de Ag NSs de 58 nm previamente

funcionalizadas con STV-Biot con el agregado de 15 pg/mL de antigeno y 1ng mL de IgG-Biot.

Esta serie de experimentos efectuados con distintas concentraciones de
antigeno, evidencian que se produce un cambio en la respuesta Optica
dependiendo de la concentracion de antigeno. Esta propiedad permitiria, en
principio, elaborar una curva de calibracion y la posterior cuantificacion de las

muestras problema.

En las secciones que continlan se detallara como efectuamos el andlisis de
gliadina en muestras reales y la validacién de la técnica con la metodologia
estandar ELISA.

83



3.3 Analisis de muestras problema.

En esta seccion se detalla como se llevd a cabo la deteccion y
cuantificacion especifica de gliadina aplicando la metodologia IDILA en muestras

problema de harina de maiz y almidén de maiz.

Uno de los principales objetivos en el area de desarrollo de biosensores es
lograr la deteccion especifica y ultra sensible de distinto tipo de analitos de interés
gue las técnicas convencionales no pueden lograr. Partiendo de antecedentes del
grupo de trabajo donde se demuestra que la metodologia IDILA tiene un menor
limite de deteccién que la técnica ELISA para antigenos de interés clinico?.
Elegimos este tipo de muestras de interés alimenticio por dos razones. La primera
fue determinar si la técnica IDILA es capaz de detectar y cuantificar gliadina en
harina y almidébn de maiz donde la presencia del antigeno se debe a la
contaminacion de la muestra ya que se lo considera un alimento libre de gluten. La
segunda razon para esta eleccion fue para estudiar los limites de deteccion de la
técnica IDILA y compararlos con el ensayo ELISA con el fin de poder cuantificar y

detectar cantidades del antigeno que la técnica convencional no logra hacer.

Para llevar a cabo lo anteriormente mencionado, en una primera instancia,
se procedio a la extraccion del analito de las muestras problema con una solucion
de alcohol al 60%, el protocolo de extraccion se encuentra detallado en el capitulo

2 “Materiales y Métodos”.

3.3.1 Estabilidad de las NPs de Ag y corroboracion de la extraccion de

gliadina.

Para determinar la estabilidad de las Ag NSs en presencia de alcohol al
60% y PBS1X-BSA5% se realizaron ensayos mezclando 0.5 mL de Ag NSs
previamente funcionalizadas, adicionando un volumen de 0.1 mL de una solucién
de alcohol al 60 % en agua que fue suplementado con 0.4 mL de PBS-BSA 5%

para llegar a un volumen final de 1 mL. El experimento se llevo a cabo durante 30
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minutos en un espectrofotdmetro en el intervalo de 1100 a 300 nm utilizando una
cubeta de plastico. La figura 4.0 muestra que no se aprecian cambios en la
intensidad del espectro de extincion ni tampoco desplazamientos del maximo de
extinciéon, lo que indica que las particulas son estables frente a la presencia de
alcohol y buffer. Los resultados de estos ensayos son de relevancia crucial ya que
los experimentos que se realizan en microplacas para el analisis de muestras
problema utilizan ambos compuestos en cantidades proporcionalmente similares a

las utilizadas en estos ensayos.
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Figura 4.0: Espectro Uv-Vis que muestra la estabilidad de Ag NSs en presencia de una solucién de
alcohol al 60%. Se utilizé un volumen de 0.5ml de particulas 0.4 ml de PBS1X-BSA 5% y 0.1 ml de

alcohol en una cubeta de plastico.

Para corroborar la correcta extraccion de gliadina de las muestras problema
se realizé un ensayo Western Blot y una medicion por espectroscopia Infrarroja
medida por transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (Figura 4.1).
Ambas técnicas y procedimientos utilizados se encuentran detallados en el

capitulo 2 “Materiales y Métodos”.

En la figura 4.1 A. se detalla la imagen obtenida a partir del western Blot
realizado. En la columna izquierda se encuentra el marcador de peso molecular en
KDa y en las columnas siguientes distintos tipos de muestras, en particular los
resultados de la extraccion en muestras que son de nuestro interés como harina

de maiz y almidén. En la muestra de harina se puede apreciar que se ha
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detectado una fraccién de proteinas a un peso molecular de alrededor de 25 KDa
que concuerda con el peso de una fraccion del complejo de gliadina. Para la
muestra de almidon de maiz esta técnica no logra detectar la presencia del
complejo de gliadina debido a la baja concentracion de la misma en esta muestra.

En la figura 4.1 B. se detalla el espectro IR-ATR obtenido una vez
evaporada las muestras. En esta figura se observan las bandas amida
caracteristicas de las proteinas, asi como la banda del almidén para las muestras
de avena arrollada y harina de trigo, pero no se puede apreciar ninguna banda
caracteristica de las proteinas para las muestras de almidén de maiz y harina de
maiz debido a la baja concentracion de gliadina de las mismas.

0,35

Amida 1 —Zhyena arollada

250 a P 0,30 4 ===Harina de trigo
130 o - . Trigo - 5 = Almidon de maiz y Harina de maiz

100

. 70
55

. ‘3‘5 - i " %-,I:Iazlfadgmal,z
25 - w .

. ! T T T T T T T T T T T T T T T
: > 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
s N/D: Almidén de Maiz Numero de onda, cm”

Figura 4.1: A Western Blot para la determinacién de gliadina, la primera columna es el marcador

“a 0,25 4

0,20 Amida 2

Absorcion

#vena - 0,15 Almidon

Amida 3

de peso molecular (rango de KDa de gliadina 30-50), la segunda columna representa el contenido
extraido de gliadina para harina de trigo, la tercera para Avena y la cuarta para Harina de maiz, el
contenido de Almidon de maiz es tan bajo que por medio de esta técnica no ha podido ser
revelado. B. Espectro FT-IR ATR para harina de trigo, de maiz, avena y almidén de maiz donde se
encuentran diferenciadas las bandas amida 1° (1650 cm™), 2° (1550 cm™), 3° (1450 cm™)

correspondiente a estructuras proteicas y la banda del almidén (1050 cm™).

Los resultados obtenidos muestran que el método de extraccién del
complejo de gliadina es eficaz en muestras de avena y trigo, mientras que para la

harina de maiz y el almidon de maiz ninguna de estas técnicas es lo
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suficientemente sensible para determinar la presencia de gliadina ya que se
espera que sean pequefias cantidades.

Por lo tanto, para cuantificar el contenido de gliadina en estas muestras se debe
requerir un método con un LOD muy pequefio. Las técnicas IDILA o ELISA, que

tienen menor LOD parecen ser, en principio, adecuadas para este proposito.

3.3.2 Ensayo ELISA tipo Sandwich

Los detalles del ensayo ELISA han sido detallado previamente (ver capitulo

2 “Materiales y Métodos”).

Los resultados obtenidos utilizando esta técnica se muestran en la figuras
4.2 y la tabla 4.3. De la curva de calibracion, se determiné que el limite de
deteccion (LoD) es de 1.82 ng/mL de gliadina- Para calcular este valor se utilizo
como es usual, la medida de intensidad de blanco mas 3 desviaciones estandar.
La curva de calibracién se ajusta a una funcion lineal con un valor de desviaciéon

cuadratica media de 0.97.

[ [Curva de calibracion

—— Ajuste lineal de la curva de calibracion
Polenta

0.8 4 Maicena

Limite de Deteccion

0.6 1

0.4 4

Equation y=a+b*
Adj. R-Squar| 0.97529
Value  Standard Err

B Intercept 0 -

*‘ B Slope 0.0164 0.00107

0.2 +

Intensidad de Absorcion a 450 nm.

0.0 1

0 10 20 30 40
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Figura 4.2: Curva de calibracion del ensayo ELISA realizado para muestras de almidon de maiz y
harina de maiz. Con un LoD de 1.82 ng/mL, se observa que los valores detectados para almidon

de maiz estan por debajo del LoD y la cantidad hallada para harina de maiz es de 2,2 + 0,1 ng/mL.
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La concentracion de gliadina en las muestras problema se determind a

partir de la curva de calibracion (curva roja figura 4.2). Para las muestras de harina

de maiz la técnica logra cuantificar valores que estan por encima del LoD, del

orden de 2,2 + 0,1 ng/mL. Para las muestras de almidon de maiz, se obtuvieron

valores que estan por debajo del LoD. Por lo tanto la cantidad de gliadina en estas

muestras no es cuantificable. Los errores en las concentraciones determinadas se

obtuvieron calculando la desviacion estandar a partir del promedio de 3

repeticiones para cada muestra.

Tabla 4.3: Resultados obtenidos por ensayo ELISA tipo Sandwich especifico para gliadina en

muestras de maicena y harina de maiz

MAICENA HARINA DE MAIZ
2,2 £0,1 ng/mL que usando el factor de dilucidon
RESULTADOS | N/D correspondiente resulta en una concentracion

final de 4,5 £ 0,7 mg/Kg.
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3.3.3 ENSAYO IDILA

Una vez realizado el ensayo ELISA, se procedid a realizar la metodologia
IDILA utilizando el mismo equipamiento que el requerido por ELISA es decir una
microplaca y un lector de microplacas.

Como se mencion6 anteriormente, para este ensayo la concentracion
optima de IgG-Biot que favorece la mayor formacion de dimeros es de 1 ng/mL,
utilizando Ag NSs de un didmetro promedio de 58 nm con una concentracion de
9.03x10™" M.

Para la construccion de la curva de calibracion, se afiadio una cantidad
especifica de 1gG-Biot (1 ng / mL) por pocillo y diferentes cantidades de antigeno
de gliadina en diluciones seriadas (con un factor de dilucion de %2). Luego se
afadio las Ag NSs previamente funcionalizadas utilizando un volumen de
100uL/pocillo. Posteriormente se completd hasta un volumen final de 200
uL/pocillos con buffer PBS1X-BSA5%. Finalmente la intensidad de extincién se
midioé al cabo de 20 minutos de realizada la mezcla, en un lector de microplacas

usando un filtro de 450 nm.

Para el analisis de las muestras problema, se afiadi6 una cantidad
especifica de IgG-Biot (1 ng / mL) por pocillo y diferentes cantidades de muestra
problema partiendo de una dilucion de 10:1000 de la extraccion realizada
previamente (ver capitulo 2 “Materiales y Métodos”) a la que posteriormente se le
realizaron diluciones seriadas (con un factor de dilucién de %2) en cada pocillo de
la microplaca. Luego se agregd directamente la suspension de Ag NSs
previamente funcionalizadas en una cantidad de 100 uL/pocillo, para luego
completar un volumen final de 200 pL/pocillo con buffer PBS1X-BSA5%.
Posteriormente la intensidad fue medida al cabo de unos 20 minutos de realizada

la mezcla en un lector de microplacas usando un filtro de 450 nm (ver figura 4.4).
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El blanco se realizé utilizando un volumen de 100 uL/pocillo de una solucion
de 1ng/ml de IgG-Biot hasta completar un volumen final de 200 pL/pocillo con
buffer PBS1X-BSA5%.

A B
Funcionalizacién Medir la Intensidad
de Ag NSs Microplato para € b NSs
con biotina + STV ELISA (96 wells) ) Funcionalizadas
(1:1:1)
+ —
By by Agitar
A #4< Antigenoo 20 mi
Ay — —> 20min  —>
\»} ”)X Al (3’:"" Muestra Real %
1h t
«» Anticuerpo
&%  Biotinilado <1min

Figura 4.4: A. Representacion esquemaética de la estrategia de funcionalizacién de las Ag NSs con
el sistema STV-Biot. B Representacion esquematica del procedimiento de la técnica IDILA.
Afiadiendo las Ag NSs funcionalizadas en una microplaca de 96 wells conjuntamente con el
anticuerpo biotinilado (IgG-Biot), el antigeno para realizar la curva de calibracién y la muestra
problema. Para la obtencion de la curva de calibracién se modifica la concentracién de antigeno
agregado mientras la cantidad de NSs y Biot-IgG se mantienen constantes. En todos los casos el

volumen final de la solucion se ajusta con buffer hasta llegar a los 200 pL.

La curva de calibracién en todo el rango de concentracion se ajusté a una
funcién exponencial (I = -Age™ + lo) donde | = intensidad y c= concentracién, con
un valor R? de 0,94. Sin embargo, para la cuantificacion de las muestras problema
se utilizé el intervalo lineal de 0 a 8 pg/mL de antigeno para gliadina de la curva
de calibracion exponencial y por medio de la ley de Beer se cuantificaron las

muestras problema. El ajuste lineal realizado arrojé un valor R? =0,88

Los resultados a la hora de llevar a cabo el ensayo IDILA muestran que el
LoD calculado como el blanco mas 3 desvios estandar es de 0.55 pg/mL de

gliadina. La curva de calibracion obtenida es del tipo exponencial (Figura 4.5.A)
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Este hecho es debido a que inicialmente, a medida que aumenta la concentracion
de antigeno la intensidad medida a 450 nm aumenta, ya que se esta inhibiendo la
formacioén de estructuras diméricas. Luego aumenta mas lentamente hasta llegar a
una concentracion de antigeno tan alta que a partir de la misma y para mayores
concentraciones de antigeno la formacién de NEs diméricas se encuentra

totalmente inhibida, por lo que no se observara ningln cambio en la intensidad.

Para la correcta cuantificacion de las muestras problema, se tomé la
porcion inicial de la curva de calibracion de 0 a 8 pg/mL y se realizdé un ajuste
lineal (Figura 4.5.B)
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Figura 4.5: A. Curva de calibracién experimental de IDILA para antigeno de gliadina en presencia
de 1 ng/mL de anticuerpo especifico para gliadina. B. Ajuste lineal de la porcion de la curva
comprendida entre 0-8 pg/mL de antigeno de la curva experimental y resultados experimentales en

muestras reales de harina de maiz y maicena.

Los valores cuantificados una vez realizado el ajuste lineal de la curva de
calibracion, y como se puede ver en la tabla 4.6 muestra que los resultados
obtenidos para harina de maiz estan en gran concordancia con el valor calculado
a la hora de realizar el ensayo ELISA. Un aspecto importante a considerar es que
el ensayo IDILA fue capaz de cuantificar una pequefia cantidad de gliadina en la

muestra de almidén de maiz, que se encuentra por encima del LoD del ensayo
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realizado y que el ensayo ELISA no fue capaz de detectar. Los desvios estandar

fueron tomados como el promedio de 3 repeticiones para cada muestra.

Tabla 4.6 Resultados obtenidos para el ensayo IDILA especifico para gliadina en muestras de

maicena y harina de maiz.

MAICENA

HARINA DE MAIZ

RESULTADOS

2 + 0.5 pg/mL que usando el
factor de dilucion

6 £ 1 pg/mL que usando el
factor de dilucion

correspondiente, da una
concentracion final de 0.1 +
0.08.mg/Kg

correspondiente, resulta en
una concentracion final de 3
+ 1 mg/Kg.

3.3.4 Comparacion entre IDILA VS ELISA

La comparacion entre ambos ensayos se puede analizar en términos de
dos aspectos; El primero corresponde a la informacion relacionada a la
cuantificacion de antigeno en muestras reales. Primero hay que destacar que la
técnica IDILA es una técnica que permite la deteccion de muy bajas
concentraciones de antigeno utilizando factores de dilucion del orden de 1000
veces mayor a los que se utilizan en el ensayo ELISA. Como se puede observar
en la tabla 4.7 los resultados muestran que para la cuantificacién de harina de

maiz hay una gran concordancia entre los valores obtenidos entre ambas
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metodologias. Por otra parte el ensayo IDILA para la muestra de almidén de maiz
logro detectar una pequefa cantidad de gliadina mientras que la técnica de ELISA
no fue capaz de detectar la presencia de antigeno.

Tabla 4.7: Comparacion de los resultados obtenidos para IDILA (usando 1 ng/mL de anticuerpo

especifico de gliadina) y ELISA.

RESULTADOS ‘ MAICENA HARINA DE MAIZ
ELISA 4,5 +0,7 mg/Kg.
N/D

0.1 £ 0.08 mg/Kg. 3+1mg/Kg.

El segundo aspecto esta relacionado a la comparacion de los parametros
analiticos de los valores obtenidos para las curvas de calibracion entre ambas
técnicas. Notese que a la hora de realizar el andlisis de los parametros analiticos
de la técnica IDILA solo se tuvo en cuenta la porcion lineal de la curva de

calibracion exponencial.

Para analizar este aspecto, como se puede apreciar en la tabla 4.8 cuando
se compara las sensibilidad de ambas técnicas, la técnica IDILA demostré tener
una sensibilidad 10000 veces mayor que el ensayo ELISA. En lo que respecta a
limite de deteccion, la técnica IDILA demostré tener un limite de deteccion 10000
veces menor que ELISA, mientras que el limite de cuantificacién calculado como la
suma entre el blanco mas diez desvios estandar resultd ser 1000 veces menor
para IDILA respecto a ELISA.
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Tabla 4.8: Parametros analiticos de IDILA vs ELISA.

IDILA 58 nm (pg/mL)

ELISA (ng/mL)

Sensibilidad (1.5 £ 0.1)x10° (1.6 £ 0.1)x10*
Limite de 0.52 1.82
Deteccion
Limite de 2.1 4.87

Cuantificacion
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3.4 Perspectivas de la técnica IDILA

Esta novedosa metodologia disefiada por nuestro grupo de trabajo, fue
aplicada anteriormente para determinar artritis reumatoide. En esta tesis de
maestria se demostro su aplicabilidad para la deteccion especifica y de muy bajas
concentraciones de gliadina logrando un LoD de deteccion 10000 veces mayor
gue ELISA. La validacion del método se demostré contrastandolo con la técnica
ELISA, logrando una gran concordancia entre las cantidades detectadas por
ambas técnicas. La capacidad de IDILA de detectar cantidades picomalores de
gliadina en muestras de maicena, donde el ELISA no logro registrar ninguna sefal
de antigeno presente, muestra el gran potencial de esta metodologia. Otro punto a
destacar de esta técnica es su factibilidad: este biosensor tiene un tiempo de
ejecucion de alrededor de solo dos horas incluyendo la preparacion de antigenos y
respectivas diluciones de reactivos, siendo mas rapido y simple que ELISA.
Ademas se emplean utilizando los mismos materiales que ELISA como un lector
de microplacas y microplacas tradicionales de 96 wells. Este hecho permite
efectuar este ensayo con instrumentacion de uso comun en laboratorios de
analisis de alimentos. Otra ventaja de IDILA es que tiene un menor costo debido a
gue se utilizan menores cantidades de antigeno para realizar la curva de
calibracion ya que trabaja en concentraciones de pg/mL con respecto a ELISA que

detecta cantidades de ng/mL
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Conclusiones Generales

A lo largo de esta tesis se describieron en detalle las propiedades 6pticas
Unicas de nanoparticulas de metales nobles y como interaccionan con la luz. En
ese sentido, se describieron de manera muy detallada los fenémenos plasménicos
gue surgen de la excitacion LSPR y como estos fendmenos pueden ser utilizados
para disefiar biosensores capaces de detectar moléculas de interés biolégico

mediante NPs funcionalizadas con biomoléculas.

Para este trabajo hemos disefiado un biosensor ultra sensible y que no
utiliza enzimas basado en la respuesta Optica de una dispersion coloidal de
nanoesferas de Ag y su fuerte interaccion con el sistema estreptavidina-biotina
HDDP, combinado con la capacidad altamente especifica de bio-reconocimiento
de las inmunoglobulinas G. Si a una dispersion de Ag NSs funcionalizadas con
STV-Biot se le aflade una concentracion previamente seleccionada de IgG-Biot se
induce la formaciébn de estructuras diméricas, lo que se evidencia
experimentalmente por una disminucion de la intensidad de extincion. La adicion
de pequeiias cantidades de antigeno especifico a un tiempo donde la formacion
de dimeros es favorecida en ausencia del antigeno, se inhibe la formacién de
dimeros, provocando una menor disminucion de la intensidad a medida que
aumenta la concentracion de antigeno hasta inhibir totalmente la formacion de
estructuras diméricas. Esta dependencia de la intensidad de extincion con la
concentracion de antigeno, permite la construccion de una curva de calibracion y

cuantificacion de muestras problema.

Demostramos que IDILA es una técnica de formato similar a ELISA pero
mas rapida, simple, sensible y menos costosa, pudiéndose aplicar para detectar
antigenos de relevancia alimenticia como la gliadina y con el potencial de ser

usada para la deteccién de cualquier otro antigeno de interés biolégico.

Los resultados obtenidos muestran que es un ensayo 10000 veces mas
sensible que la técnica ELISA, que se puede efectuar en sélo dos horas ya que no

requiere de periodos de blockeo e incubacion y que es de implementacion directa,

98



dado que utiliza instrumentacién de uso comun en laboratorios como microplacas
de 96 wells y un lector de microplacas. Ademas es una técnica de mucho menor
costo que ELISA debido que, al detectar menores concentraciones de antigeno,
utiliza cantidades mucho menores de antigeno para realizar la curva de

calibracion.

Este conjunto de ventajas que presenta esta novedosa metodologia, abre el
camino para su posible aplicacion no sélo en el area de ciencia de los alimentos
sino también en otros campos como la medicina, quimica analitica y laboratorios

que utilicen el ensayo ELISA como herramienta de cuantificacion.
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Figura 5.0: Comparacion del procedimiento de los métodos ELISA e IDILA.
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