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1INTRODUCCION



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A finales del afio 2014 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé que al
menos 40% de sus paises miembros han reportado casos de bacterias comunes
(E.Coli, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus) con un incremento del
50 % o mas de resistencia a los antibioticos comerciales comunes y a los de
ultima generacion, representando esta situacién un riesgo para la salud de la
poblacion mundial [1].

Estos seres patdégenos hacen uso de enzimas para desarrollarse dentro del
organismo huésped, y por lo tanto es importante descubrir pronto nuevos
inhibidores especificos para estas reacciones enzimaticas que combatan
efectivamente a estas bacterias. Sin embargo, el descubrimiento de nuevos
inhibidores enzimaticos implica un gran gasto temporal, econédmico y genera
contaminacion, pues la cantidad de ensayos que se tienen que hacer para
encontrar los inhibidores y sus concentraciones efectivas son muy numerosos.

A partir de los afios 70s en las practicas de investigacion se ha optado por el uso
de volimenes muy pequefios que van desde los mililitros (10 L) hasta los
microlitros (10°® L), esto implica un gran ahorro tanto en tiempo, dinero y
generacion de residuos contaminantes que son necesarios para la investigacion. A
pesar de estos avances, es deseable disminuir aun mas los volumenes por los
beneficios para la investigacién y el cuidado del medio ambiente [2] .

Una forma de lograr este objetivo es mediante la miniaturizacion, la cual consiste
en reproducir un instrumento de analisis o de separacion de decenas de
centimetros a escalas pequefias de decenas de milimetros, logrando asi un ahorro
de reactivos usados para analisis. Se busca con la miniaturizacion que dispositivos
convencionales de analisis como cromatdgrafos de gases, instrumentos HPLC e
incluso laboratorios completos se puedan hacer a escalas pequefias con la misma
utilidad. Los esfuerzos de todas las areas investigacion como la quimica, fisica,
biologia e ingenieria se estan enfocando en el desarrollo de estos dispositivos [3].

Desde que se inventd el instrumento de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC por sus siglas en inglés), se ha vuelto una herramienta indispensable en el
area de quimica analitica por su versatilidad para separar e identificar compuestos
quimicos. Sin embargo, los compuestos purificados por la columna cromatografica
no podian direccionarse automaticamente a sistemas que probaran alguna
propiedad quimica en particular (como inhibicion, formacion de complejos,
reactividad, etc.) a costos de tiempo, reactivos y desechos muy bajos.
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En el presente trabajo se desarrollé un microchip de microfluidica que sirve para
realizar reacciones enzimaticas con uso de volumenes de reactivos de 0.5 mL y
esta acoplado a un instrumento HPLC a través del cual se pueden separar
compuestos los cuales se pueden se pueden ir presentando a la reaccién
enzimatica para saber si tienen o no propiedades inhibitorias.

1.2 OBJETIVOS

*Disenar un microchip de microfluidica para formar microgotas.

*Realizar una reaccidn enzimatica en microgotas dentro de un microchip de
microfluidica y posteriormente en la presencia de un inhibidor.

*Acoplar un instrumento HPLC a un microchip de microfluidica para realizar una
reaccidn enzimatica en microgotas e inhibirla con un compuesto separado en el
HPLC.

*Detectar cualitativamente la inhibicion de una reacciéon enzimatica dentro de un
microchip de microfluidica acoplado a un instrumento HPLC.

1.3 HIPOTESIS

Si es posible adaptar un instrumento de HPLC a un microchip de microfluidica
para aprovechar su alta capacidad de separacion con una columna
cromatografica, entonces sera posible establecer una metodologia para futuros
experimentos de separaciéon de extractos naturales en donde se puedan ir
probando de manera individual las propiedades inhibidoras de cada componente
de la mezcla utilizando un minimo de reactivos.



2 ANTECEDENTES
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2.1 MICROFLUIDICA

La microfluidica es la ciencia que se encarga del estudio de fluidos contenidos en
microcanales que van desde una hasta 500 micras de dimensién y con volumenes
de los 10 hasta los 107"° L [4].

El desarrollo de la microfluidica en afos recientes ha ido creciendo de forma
paralela con el desarrollo de los llamados laboratorios en un microchip (lab-on-a-
chip), que son dispositivos que tienen la funcion integrada de analizar, mezclar
reactivos y separar productos en un mismo y pequeno dispositivo. Las ventajas
que presentan los sistemas operados por microfluidica son: reduccion de la
cantidad de reactivos utilizados, reduccion de costos en reactivos, mayor
velocidad de las reacciones dentro de ellos y reduccidon en la emisién de
contaminantes[5] .Por estas razones, la microfluidica es utilizada para ensayos
biolégicos y quimicos miniaturizados.

Figura 1. Representacion de un Lab-on-a-chip. En la imagen se ve de qué manera estos
microchips sustituiran a muchos procesos de analisis como muestro, reaccion,
identificacion, purificacion y analisis hechos hoy en dia. Tomada de [6].

Un efecto tangible de las reacciones en miniaturizacion es que las propiedades de
los liquidos a estas escalas son regidas por fuerzas diferentes a la que rigen las
escalas macroscopicas. Una muestra de ello es que las fuerzas viscosas
predominan sobre las fuerzas inerciales en el comportamiento de los flujos en
sistemas en miniaturizacion.
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Este tipo de interacciones se predicen por medio del Numero de Reynolds de un
fluido, parametro que indica el comportamiento del fluir de un liquido dentro de
canales. Para sistemas microfluidicos el Numero de Raynolds (Re) es tipicamente
menor a 2000, esta es una situacion en la que el liquido es considerado
esencialmente laminar, y contrasta con los fluidos en canales a macroescala
(Re>40000) en donde el flujo es siempre turbulento. [7]

La ecuacion de El numero de Reynolds es:

Re= 22
1l

Re = Numero de Reynolds.

D = Diametro del ducto.

v = Velocidad promedio del liquido.
p = Densidad del liquido.

M = Viscosidad del liquido.

Re <2000 Flujo laminar

Re 240000 Flujo turbulento

— o
— DY =
> — ¥

Fha o larninar Flgj o turbulerto

Figura 2. Diferencia de orden entre el flujo laminar y el flujo turbulento. Tomado de [8]
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2.2 REACCIONES ENZIMATICAS EN MICROCHIP DE MICROFLUIDICA POR EL
METODO DE FLUJO CONTINUO

Los microchips de microfluidica se han desarrollado para un numero importante de
analisis, incluidos analisis de ADN, analisis de proteinas e inmunoensayos.
También se han llevado a cabo reacciones enzimaticas en microchips de
microfluidica con el método de flujo continuo, en el cual una solucién con la
enzima se intersecta con una solucion con el sustrato (Figura 3). Un ejemplo es la
reaccion entre la [-D-Galactosidasa con el sustrato Resorufin-R-D-
galactopiranosido, para obtener como producto la D-galactosa y el Resorufin, que
al ser un producto fluorescente, permite monitorear su concentracion basandose
en la intensidad de fluorescencia [9].

Los ensayos enzimaticos en microchips de microfluidica por medio del método de
flujo continuo presentan dos grandes problemas: el primer problema es el lento
mezclado en los microchips debido al flujo laminar y segundo, es la dispersion que
se da por el flujo continuo.

El método de flujo continuo presenta el fenomeno llamado dispersion de Taylor, el
cual ocurre con cualquier sustancia disuelta en un liquido que fluye a través de un
canal. Debido a que el perfil de velocidad es distinto en todas las posiciones de la
seccion transversal del flujo; el flujo es mas veloz en el centro del flujo que en las
orillas, el perfil de dispersiéon de la sustancia disuelta toma la forma de una
parabola como se muestra en la Figura 3 [10].

Lento mezclado
T = 0 no definido Alta dispersion

\V/

U

JLH';L
c

ty = Intervalo

Figura 3. Dispersion de Taylor a lo largo del microcanal. En un inicio la concentracion de los
reactivos es igual en el perfil transversal del microcanal, después de pasado un tiempo, la
concentracion de los reactivos es distinta a lo largo del perfil. Imagen modificada de [11].
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2.3 REACCIONES ENZIMATICAS EN MICROCHIP DE MICROFLUIDICA POR EL
METODO DE MICROGOTAS

Un mejor método para realizar ensayos enzimaticos en microchips de
microfluidica, es mediante el uso de microgotas. Las microgotas son fracciones de
fase acuosa viajando dentro de una fase organica movil. El volumen es variable y
puede ir desde los nanos hasta los femto litros. Los reactivos dentro de las
microgotas se mezclan rapidamente por medio del fendmeno de “Transformacion
o proceso de panadero (Baker’'s tranformation)” (Figura 4).

Las principales ventajas de los usos de microgotas para ensayos enzimaticos en
microchips de microfluidica son [7]:

1) Proporcionan un compartimento en el que las especies o las reacciones
pueden ser aisladas.

2) Son compartimentos monodispersos y por lo tanto potencialmente
adecuados para llevar a cabo estudios cuantitativos.

3) Ofrecen la posibilidad de trabajar con volumenes extremadamente pequefio
asi como células o moléculas individuales.

4) Ofrecen la posibilidad de llevar a cabo un gran numero de experimentos,
como en el caso de los llamados Lab-on-a-chip.

Reactivo  Agua )
v Reactivo

X ¥ Rapido
mezclado
Sin dispersion
Aceite

|
__)__5

Figura 4. Izquierda Proceso de mezclado dentro de las microgotas (Baker’s transformation).

Debido a las corrientes de flujo internas se puede dar un buen mezclado en las microgotas.

Imagen modificada de [11]. Derecha Esquema que muestra las corrientes de flujo internas
de las microgotas. Imagen tomada de [12].
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2.4 ENzIMA R-D-GALACTOSIDASA

La enzima R-D-Galactosidasa (comunmente llamada lactasa) es una de las mas
importantes enzimas usadas en la industria de los alimentos que cataliza la
hidrdlisis de lactosa en sus monosacaridos correspondientes, glucosa y galactosa.
Esta enzima ha sido aislada de un gran numero de microorganismos, pero

comunmente se usa la B-D-Galactosidasa derivada de levaduras y bacterias como
la E.Coli[13].

La reaccion enzimatica llevada a cabo en este proyecto es la hidrdlisis de sustrato
analogo Fluorescein-Di-3-D-galactopiranosido (FDG), que da como producto dos
moléculas de galactosa y una molécula de fluoresceina. La reaccion ocurre en dos
pasos, el primer paso consiste en la hidrdlisis del FDG a Fluorescein-mono-D-3-
galactopiranosido (FMG) mas una molécula de galactosa; y el segundo paso de la
reaccion consiste en la hidrdlisis del FMG a una molécula de fluoresceina mas una
segunda molécula de galactosa. La reaccion se muestra en la Figura 5.

FDG (Fluorescein-Di-3-D-galatopiranosido)

Fluoresceina

R-D-Galactosid
- e R-D-Galactosidasa

B
& +
CH,OH
CH,OH i HoO O 0R
OH H + il o H H
H H 0
H OH O n OH
Galactosa FMG (Fluorescein-mono-R-D-galactopiranosido)
Galactosa

Figura 5. Esquema de la hidrolisis del FDG hasta una molécula de fluoresceina mas dos
moléculas de galactosa.
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2.5 FENILETIL-D-TIOGALACTOSIDO (PETG), INHIBIDOR DE LA R-D-
GALACTOSIDASA

El feniletil-D-tiogalactésido es un inhibidor sintetizado artificialmente especifico de
la enzima R-D-Galactosidasa. Esta inhibicion es de tipo competitivo, es decir,
compite con el sustrato por el sitio activo en la enzima, impidiendo que la reaccién
se complete hasta los productos [14].

CH,OH

CH2—CH2—S 0] OH
HO

H

PETG

Figura 6. Estructura quimica del inhibidor de la B-D-Galactosidasa, el feniletil-D-
tiogalactésido (PETG). El grupo tiol presente en la estructura del PETG no puede ser
hidrolizado por la enzima R-D-Gal.

2.6 MICROCHIPS DE MICROFLUIDICA DE PDMS POR FOTOLITOGRAFIA SUAVE

El progreso acelerado de la microfluidica se ha visto favorecido gracias al
desarrollo de la fotolitografia suave para fabricar microchip con el polimero
polidimetilsiioxano (PDMS). Esta técnica provee buena resolucion de los
microcanales, asi como gran precision en los disefios. Ademas los microchips de
PDMS ofrecen caracteristicas que los hacen muy utiles para ensayos biolégicos y
quimicos, pues es hidrofdbico, dpticamente trasparente y quimicamente inerte.

La obtencién de los microchips de PDMS comienza con la elaboracion de un
micromolde, el cual se fabrica con un proceso de rotacion de una oblea de silicio
con la resina fotosensible (SU-8) por encima de este mismo, esto con el fin de
homogenizar el espesor de la resina.

La oblea de silicio con la resina se cuece para evaporar el exceso de disolvente, y
después es irradiada con luz UV colimada con una mascara del disefio elegido.
Una vez que se ha irradiado la resina, se sumergue en un disolvente revelador con
lo cual se elimina el exceso de resina no polimerizada, haciendo posible que
solamente los relieves, que posteriormente seran los microcanales queden en la
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oblea de silicio. El ultimo paso en la elaboracion de los microchips es agregar el
polimero PDMS sobre los relieves de la resina polimerizada en una oblea de
silicio.

Figura 7. A la izquierda de la imagen esta el micromolde con los relieves que se vuelven los
microcanales en el microchip de PDMS a la derecha.

2.7 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia es la propiedad de algunas moléculas denominadas fluoréforos o
fluérocromos de emitir luz visible cuando sobre ellos incide una radiacién intensa.
Es un fendbmeno de luminiscencia de vida corta, emitida simultaneamente con la
excitacion.

La microscopia de fluorescencia es similar al instrumento de microscopia comun,
con la diferencia de que la muestra se ilumina con una luz de longitud onda
especifica de excitacion, causando que la muestra emita fluorescencia en forma
de luz a una longitud de onda de mayor longitud a la recibida. Por este fenémeno,
la microcopia de fluorescencia permite alcanzar altos niveles de sensibilidad y
resolucién microscopica [15].

La alta sensibilidad de la técnica se debe a que aunque la molécula sea muy
pequefia, puede ser observada por la luz que emite.
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2.7.1 INSTRUMENTACION DE UN MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

Los componentes basicos de un microscopio de fluorescencia son:

Fuente de luz: La luz que se utiliza debe de ser de una fuente muy intensa. Se
emplean comunmente lamparas de mercurio a alta presion, también se utiliza luz
ultravioleta y rayos laser.

Filtros: Son los dispositivos que permiten el paso de luz de una determinada
longitud de onda, en el intervalo y color necesario para excitar al fluérocromo y
bloquean las longitudes no deseadas. Una vez filtrada, la luz incide sobre el
espécimen por reflexion de un espejo dicroico y la luz emitida es nuevamente
filtrada para poder ser observada (Figura 8).

Objetivos: Deben tener gran capacidad para transmitir la luz y proveer una
imagen de alta calidad. De igual manera deben poseer una gran apertura
numeérica.

filtrode emision

filtro de excitacion

espejo dicroico —.

objetivo

espécimen

Figura 8. Esquema basico de la iluminacion en el microscopio de fluorescencia. La luz
blanca emitida por la fuente de luz es filtrada por el filtro de excitacion dejando pasar luz de
solo cierta longitud de onda. El espejo dicroico refleja la luz de ciertas longitudes de onda
pero deja pasar otras. El filtro de emisién separa la fluorescencia emanada desde la muestra
de otra luz de fondo. Imagen modificada de [16].
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En este proyecto se empled la fluoresceina (figura 9) en la espectroscopia de
fluorescencia, la muestra se ilumind con una luz azul monocromatica pura y
filtrada. Para visualizarla se empleo otro filtro, el cual es completamente opaco a la
luz azul pero dejaba pasar la luz verde.
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Figura 9. Espectro de excitaciéon y de emision de la fluoresceina. La fluoresceina cuando es
irradiada con luz de longitud de onda a 485 nm (azul), emite luz con longitud de onda a 525
nm (verde). Imagen modificada de [15].
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3.1 DISENO Y FABRICACION DE MICROCHIPS

3.1.1 DISENO DE MICROCHIPS

La fabricacion de los microcanales se comenzé con el disefio del patron de éstos
en computadora con el software Adobe lllustrator CS6, el cual permite disefar
canales desde unas cuantas hasta cientos de micras de ancho y longitud.

Figura 10. Diseio de patron de micromoldes para fotolitografia suave en el software Adobe
lllustrator CS6.

En este proyecto se disefiaron y utilizaron tres microchips de microfluidica para la
formacion de microgotas y estudios de inhibicidn enzimatica, esto se basé en el
trabajo previo de nuestro laboratorio de microfluidica[17].

Los tres disefos elegidos para este proyecto se muestran en la Figura 11:

] %F sy
’ ety ok .
/- %%@ =+ H“ﬁ iﬂ

Figura 11. Disefios de microchips utilizados en este proyecto: de izquierda a derecha
disefio de serpentin, disefo de fractales y disefo de fractales con adaptacion a instrumento

HPLC.
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3.1.2 FABRICACION DE MICROMOLDES POR MEDIO DE FOTOLITOGRAFIA SUAVE

La fabricacion de micromoldes para las réplicas de microchips de microfluidica se
hizo por medio de la técnica de fotolitografia suave. El proceso se llevd a cabo en
el cuarto limpio del laboratorio 312 perteneciente al Edificio F de la Facultad de
Quimica, UNAM.

La fabricacion de micromoldes se esquematiza en la siguiente Figura 12:

10s a 500 rpm
40s a 550 rpm

Prehorneado de

i 3 mlL de SU-8 2025
oblea de silicio

=

Smina75°C

10 min a 105 °C 45 s luz UV

S5mina 75 °C
20 min a 105 °C

Revelado 12 min

Figura 12 Proceso de fabricacion de micromoldes. Imagen modificada de [18]

La elaboracién de los micromoldes hechos por fotolitografia suave con resina SU-
8 2025 se describe a continuacioén:

1.- Se retird del empaque la oblea de silicio (7.5 cm diametro) y se colocd en una
parrilla a 210 °C por 5 minutos para remover toda humedad remanente, después
se horned por 10 minutos a 70 °C para disminuir su temperatura. Pasado este
periodo de tiempo la oblea de silicio se retird del horno y se dejé que alcanzara la
temperatura ambiente antes de ponerla en el Spin-coater .
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2.- La oblea se centr6 cuidadosamente en el Spin-coater y se vertieron
aproximadamente 3 mL de resina SU-8 2025 (Microchem Inc.) sobre ella.

3.- Se comenzob el programa de rotacién, primero 10 segundos a 500 rpm con una
aceleraciéon de 100 rpm/s para homogenizar la distribucién de la resina en la oblea
y después 40 segundos a 550 rpm con una aceleracién de 300 rpm/s para
establecer la altura de los microcanales deseada (100 um).

4.- Una vez depositada la resina, se paso la oblea con la resina a un proceso de
calentamiento en parrilla con el fin de ir evaporando el disolvente presente en la
resina. El proceso de calentamiento (Softbake) consta de 5 minutos a 75 °C y
posteriormente 20 minutos a 105 °C.

5.- Una vez que la oblea alcanzé la temperatura ambiente, se coloco sobre ella la
mascara con el disefio deseado y un vidrio de 4 mm de espesor. La mascara con
la oblea se colocé bajo la radiacién de rayos UV de la lampara (Black Ray B-
100AP, UVP). Este proceso se optimizo en el laboratorio variando distancia (de 30
a 50 cm) y tiempo de exposicion (de 25 a 45 s). Se encontré que las mejores
condiciones de irradiacion fueron 45 s a 30 cm de distancia para permitir la 6ptima
polimerizacién de la resina.

6.-Después de la radiacion de rayos UV, se retiré la mascara de la oblea y se
procedié a hacer un segundo proceso de calentamiento (Post exposure bake).
Primero se calenté la oblea durante 5 minutos a 75 °C y posteriormente a 105 °C
por 10 minutos.

7.- Una vez que la oblea alcanzé la temperatura ambiente, se sumergié en 15 mL
de disolvente revelador (Microchem, E.U.) por 10 minutos, esto con el fin de
retirar el exceso de resina que no polimerizé en el proceso de irradiacion. Pasados
los 10 minutos, se le dio un enjuague final con 1-propanol para asegurar que no
hubiera exceso de resina no polimerizada, y se seco la oblea en el horno a 70 °C
por algunos minutos. Por ultimo, se puso el micromolde en una caja Petri de 9 cm
de diametro y se agregaron 23 g de PDMS 10:0.85 (ver mas adelante) recién
preparado.
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Figura 13. Relieve grabado en micromolde después del proceso de fotolitografia suave.

3.1.3 FABRICACION DE MICROCHIPS

3.1.3.1 Fabricacion de microchips

Una vez que se tuvo hecho el micromolde con el disefio deseado, se pueden
hacer réplicas de microchips en PDMS. El proceso de fabricacion de microchips se
describe a continuacion.

1.-Primero se limpid de polvo y particulas los micromoldes, los vasos y el area de
trabajo con aire comprimido.

2.-Se mezcldé el mondémero de PDMS (SYLGARD 184 Silicone elastomer base,
Dow corning) con agente curante (SYLGARD 184 Silicone elastomer curing agent,
Dow corning) en proporciéon en peso 10:0.85, se mezcl6 vigorosamente la mezcla
por 1 minuto y se vacio en el micromolde.

3.- El micromolde con el PDMS se introdujo a una camara de vacio por 25 minutos
para eliminar todas las burbujas formadas durante el mezclado.

4.-Una vez que el PDMS no tuvo burbujas, se introdujo en un horno a 70 °C por al
menos 3 horas para acelerar el polimerizado.

5.- Una vez que el PDMS ha polimerizado y tiene una consistencia flexible y firme,
se corta el diseio del microchip con un bisturi y se retira del micromolde. El
microchip de PDMS es perforado en las entradas destinadas a la entrada de
liquidos con un horadador de 0.75 mm de diametro para entradas de fase acuosa
y organica, y perforacién de 1.5 mm de diametro en la entrada para el HPLC.
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3.1.3.2 Pegado de microchips a portaobjetos

Algunas consideraciones previas al pegado de los microchips son:
-Se debe de hacer en un cuarto limpio.

-Los portaobjetos tienen que estar perfectamente lavados con detergente,
después enjuagados con agua destilada y por ultimo secados en un horno a 70
°C.

Los microchips perforados son pegados a portaobjetos para microscopio (25x75
mm, Magesa) por medio de una descarga de plasma con el equipo Laboratory
Corona Treater (BD-20AC, Electro-Technic Products).

1.-Primero se incidi6 la descarga de plasma uniformemente en el microchip de
PDMS por 15 segundos, posteriormente se procedio a inducir de la misma manera
la descarga de plasma sobre le portaobjetos por un minuto, de acuerdo a los datos
reportados por Kathyn Haubert, Tracy Drierb y David Beebe[19].

2.-Una vez que ambas superficies han sido activadas por la descarga de plasma,
se procedid a juntarlas y presionarlas un poco con las yemas de los dedos, esto
con el fin de evitar burbujas. Una vez hecho el pegado, se introdujeron en un
horno a 70 °C por al menos 3 horas antes de su uso.

Figura 14. Izquierda réplica de microchip en PDMS, se puede ver la consistencia flexible del
PDMS. Derecha microchip pegado ya a portaobjetos.
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3.1.4 CARACTERIZACION DE MICROCHIPS

Una parte importante del proceso de fabricacion de microchips incluye la
caracterizacion de los microchips con el fin de reiterar que no presentan defectos
de fabricacion, asi como conocer las medidas de altura y ancho de los
microcanales a las cuales fueron disefiados. Todos estos factores de defectos,
altura y ancho dependen de las condiciones en el proceso de fabricacion.

3.1.4.1 Deteccion de defectos en el microchip

La deteccion de defectos de un microchip se lleva a cabo mediante la observacion
directa de éste bajo el microscopio. Del escaneo con el microscopio se pueden
descartar defectos en la fabricacion del micromolde.

3.1.4.2 Medida de alturay ancho de los microcanales

Para caracterizar las medidas de los microcanales, se procede a hacer un corte
diagonal en el microchip (Figura 15) antes de ser pegado al portaobjetos, el corte
garantiza evaluar la altura y ancho promedio de la gran mayoria de los
microcanales.

Cortes diagonales hechos

Figura 15. Izquierda Corte hecho en el microchip, el corte diagonal permite medir 7
entrecruzamientos a la vez. Derecha Encerrado en rojo, segmento del microchip medido en
el microscopio.

El calculo de las alturas y los anchos de los microcanales se hace mediante la
relacion entre la foto de una reticula microscépica (S2 Stage Mic 5mm/ 0.05 mm
div, Pyser-SGI LTD) y una imagen de los microcanales del microchip tomada con
la camara Phantom. Figura 16.
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Microcanales en
microchip

Figura 16. Imagen microscopica de los microcanales en el microchip. Se aprecia que la
formacion rectangular de los microcanales no presenta deformaciones.

3.2 FORMACION DE MICROGOTAS EN MICROCHIPS

La formacion de microgotas se hizo introduciendo los liquidos en los microchips
utilizando jeringas de distintos volumenes (1.0, 3.0, 5.0, 10.0 y 20.0 mL, BD
Plastipak) y bombas para jeringas (Modelo NE-1000, New Era). Los liquidos
viajan de las jeringas a los microchips por medio de un tubo de PTFE de diametro
interno 0.5 mm (modelo 06417-21, Cole Parmer). El volumen y el flujo de las
microgotas formadas en esta seccion es de decenas de nanolitros a flujos de
ciento de microlitros por hora.

3.2.1 FORMACION DE GOTAS A DISTINTOS FLUJOS

El control del flujo en los microchips de microfluidica se varié desde las bombas
para jeringas que contienen un control para las unidades de flujo proporcionado
(ML/hr, pyL/min, nL/hr y nL/min). La finalidad de poder regular el flujo de la fase
organica y de la fase acuosa dentro del microchip es para establecer un tiempo
adecuado de residencia de las microgotas dentro del microchip. Se hicieron
pruebas de formacion de microgotas a distintos flujos con el fin de establecer
distintos tiempo de residencia para la reaccion enzimatica.



29

3.2.2 FORMACION DE MICROGOTAS CON BUFFER DE FOSFATOS COMO FASE
ACUOSA

Para los ensayos enzimaticos en los microchips de microfluidica, se hizo uso de
un Buffer de fosfatos 100 mM (pH 7.5, 1 mM MgCl,) de acuerdo a lo reportado en
[20]. La formacién constante, aislada de la fase organica y repetida de las
microgotas por el tiempo que duraron los experimentos enzimaticos garantiza que
esta técnica sea factible para los objetivos propuestos. Para esto, se hicieron
pruebas de estabilidad de microgotas a distintas condiciones y concentraciones,
las cuales son:

-Uso de buffer sélo de fosfatos 100 mM (pH 7.5, 1 mM MgCly).

-El uso de albumina de suero bovina ABS para estabilizar a la enzima (BSA por
sus siglas en inglés) (Aldrich) en concentraciones de 0, 0.5, 1 y 2 mg/mL Ver
apéndice A.

- Uso de DTT en el buffer de fosfatos para prevenir enlaces inter e
intramoleculares en la enzima en concentracion de 4.39 mg/mL de acuerdo a lo
reportado en [20].

3.2.3 FORMACION DE MICROGOTAS EN MICROCHIP DE FRACTALES CON
ADAPTACION A INSTRUMENTO HPLC

La formacién de microgotas dentro de un microchip acoplado a un instrumento
HPLC (LC-20AB, Shimadzu Inc.) se hizo de la misma manera que la formacion de
microgotas en un sistema simple, solo que se hizo la adaptacion de un sistema de
succion utilizando una jeringa que succiond el flujo en exceso del HPLC en el
microchip. La purga es necesaria para el correcto funcionamiento y formacion de
microgotas dentro del microchip, esto es debido a que el flujo proveniente del
instrumento HPLC es de 6000 pL/hr, mucho mayor que los flujos desde 30 hasta
700 pL/hr utilizados en el microchip.

El arreglo experimental para la formacién de microgotas con la adaptacién al
instrumento HPLC se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Esquema experimental de la formacion de microgotas en microchip de
microfluidica adaptado a instrumento HPLC

3.2.4 DETERMINACION DEL TIEMPO DE RESIDENCIA DE MICROGOTAS DENTRO
DE LOS MICROCHIPS

El tiempo de residencia de las microgotas viajando en el microchip esta
directamente relacionado al flujo de las microgotas y la distancia dentro del
microchip. Para obtener el tiempo de residencia, asi como el tiempo que lleva la
gota viajando en distintos segmentos clave del microchip, se disefd en el software
Excel office (version 2003, Microsoft) una hoja de calculo (Figura 18) con la
longitud y el ancho de los microcanales, que puede calcular a distintos flujos el
tiempo de residencia de las microgotas en puntos clave dentro del microchip.
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Figura 18. Plantilla en software Excel office para el calculo de residencia de las microgotas
dentro del microchip.

Para todos los ensayos hechos en los microchips se necesité saber el tiempo de
residencia de cada microgota, para hacer la relacién temporal con la fluorescencia
emitida por la microgota.

El tiempo de residencia de cada microgota es inversamente proporcional con el
flujo de cada microgota, se encontré que entre mayor sea el flujo de la microgota,
menor sera el tiempo de residencia. Estos calculos dentro de los microchips, asi
como el tiempo que lleva la gota en segmentos clave del microchip se obtienen en
la hoja de calculo de Excel mediante la férmula descrita abajo:

AxD
Q

Tres:

Trs- = Tiempo de residencia (s).
D = Longitud total del microcanal (m).
A = Area del microchip (m?).

Q = Flujo total (m¥s).
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De acuerdo con las caracteristicas del microchip (100 um de altura x 150 pm de
ancho) con disefio de fractales usados durante los experimentos y los flujos
usados en los experimentos, se calcularon los tiempos de residencia. Algunos
ejemplos de dan en la tabla 1.

Tabla 1. Tiempos de residencia total en minutos y segundos de las microgotas dentro del
microchip de fractales calculados por la hoja de calculo de Excel

Flujo total Tiempo de residencia de la Tiempo de residencia de la
Fase acuosa + microgota dentro del microgota dentro del
fase organica microchip (s) microchip (min)

(uL/hr)
30 762 12.7
100 228 3.8
150 152 2.5
200 114 1.9
700 32 0.5

3.2.5 REGULACION DE PURGA EN EL MICROCHIP CON ADAPTACION A
INSTRUMENTO HPLC

El sistema de purga en el microchip tiene la finalidad de disminuir el flujo
proveniente del instrumento HPLC, ya que el flujo de éste es de 6000 pL/hry en el
microchip se utilizan valores de decenas de pL/hr para la formacion 6ptima de
microgotas. En el laboratorio se optimizé este proceso haciendo variar el flujo de
succion de la purga desde 50 - 150 uL/min, obteniéndose un valor 6ptimo de la
succion de 85.7 yL/min (5142 ulL/hr).

3.3 INSTRUMENTACION FOTOGRAFICA

3.3.1 Uso DE IMAGE J PARA EL ANALISIS DIGITAL DE IMAGENES

El posterior andlisis de las imagenes requiere un software que mida la intensidad
de la fluorescencia de forma confiable y que proporcione datos precisos sobre la
cantidad de pixeles presentes en cada imagen analizada.




33

El software utilizado durante todo el proyecto fue: ImagedJ (National Institutes of
Health ; http://imagej.nih.gov/ij/) que es un programa que calcula areas en las
imagenes y da valores de intensidad de color basado en estadisticas de valor de
pixel. (Figura 19)
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Figura 19. Muestra de pantalla de software ImageJ usado para calcular intensidad de color
basado en estadisticas de valor de pixel.

3.3.2 Uso DE CAMARA PHANTOM

La camara Phantom es un camara de video de alta velocidad que puede grabar
videos desde 1 hasta mas de 5 000 cuadros por segundo, lo que permite grabar
sucesos que suceden a velocidad normal y a alta velocidad [21]. La formacion de
microgotas a flujos > 500 uL/hr requiere equipos de fotografia mas sofisticados
para poder detectar la fluorescencia individual de cada microgota con una mayor
precision, por eso fue necesario el uso de la camara Phantom para tomar
fotografias a una alta velocidad. Después de varias pruebas en el laboratorio, se
optimizé la configuracion de la camara Phantom para poder hacer una correcta
lectura de la fluorescencia en cada microgota. La configuracion de la camara
Phantom fue: Intervalo de apertura 10000 us, Tiempo de exposicion 3000.04 ps y
Disparador a 660 722. 79 ps.
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* ISO = Es una medida en fotografia que marca la cantidad de luz que necesita la camara para hacer una
fotografia.

** S = Tiempo de exposicion es el ajuste del lapso durante el cual el captor o la pelicula es expuesto a la luz
en cada toma.

*** f = apertura del diafragma de la lente controla la cantidad de luz que pasa a través del objetivo.

La toma de imagenes se hizo con el software de la camara, PCC version 2.2
(imagen 20), que al tomar las imagenes las guarda en formato .PNG, formato que
permite guardar una gran cantidad de datos acerca de la imagen. Una vez

guardada la imagen se hizo uso del software Image J para el analisis de
imagenes.
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Figura 20. Pantalla del software PCC version 2.2 con el que se toman las fotografias de las
microgotas. La configuracion de la camara Phantom son: : Intervalo de apertura 10000 ps,
Tiempo de exposicion 3000.04 ps y Disparador a 660 722. 79 ps.



35

3.4 CURVA PATRON DE FLUORESCEINA

3.4.1 CURVA PATRON DE FLUORESCEINA EN MICROCHIPS CON DISENO DE
SERPENTIN

Se elabord una curva patron de fluoresceina en un intervalo de concentraciones
de 0-30 puM. Las soluciones de fluoresceina para la curva de calibraciéon son
hechas en el mismo buffer de fosfatos que se uso6 para el ensayo enzimatico. La
configuracion de la camara digital son: ISO 100, S =1/20 s, f= 3.5, sin Zoom,
medidor de luz: Ponderado central, balance de blancos: Tungsteno.

Aceite mineral +0.1 % m'm Span 80

[Fluoresceinal= 90 pM

Buffer de fosfatos

Figura 21. Conexiones en el microchip con diseio de serpentin echas para elaborar al cueva
de calibracién de fluoresceina 0-30 uM.

La razéon por la que se utiliza en todos los experimentos el triple de la
concentracién requerida al final se debe al hecho de que al mezclarse los distintos
flujos acuosos, se da un aumento del volumen y por ende baja la concentracién. Si
son dos flujos iguales, al mezclarse, la concentracién del componente presente se
disminuird a la mitad, y la mezcla de tres flujos distintos da la concentracién del
componente disminuida a una tercera parte y asi sucesivamente.
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3.4.2 CURVA DE PATRON DE FLUORESCEINA EN MICROCHIP DISENO DE
FRACTALES

Las conexiones hechas en el microchip con disefio de fractales para la elaboracion
de las curvas de calibracién, tanto con la camara digital HD como con la camara
Phantom se muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Conexiones en el microchip con diseio de fractales hechas para elaborar al curva
de calibracién de fluoresceina 0-30 pM.

3.4.2.1 Camara digital HD

Se elaboré una curva patron de fluoresceina en intervalo de concentraciones de 0O-
30 uM con la misma configuracion de la camara digital que en el disefio de
serpentin seccion 3.4.2

3.4.2.2 Camara Phantom

Se elabord una curva patron de fluoresceina en intervalo de concentraciones de 0-
30 uM de la misma forma que en el disefio de serpentin seccion 3.4.2. Para la
toma de imagenes se uso la camara Phantom con la configuracion: Intervalo de
apertura 10000 ps, Tiempo de exposicién 3000.04 us y Disparador a 660 722. 79

us.
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3.4.3 CURVA PATRON DE FLUORESCEINA EN MICROCHIP CON DISENO DE
FRACTALES CON ADAPTACION A INSTRUMENTO HPLC

Las conexiones hechas en el microchip con disefio de fractales con adaptacion
con instrumento HPLC para la elaboracion de la curva de calibracién con la
camara Phantom se muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Conexiones en el microchip con disefio de fractales con adaptacion con
instrumento HPLC hechas para elaborar al curva de calibracién de fluoresceina 0-30 pM

3.4.4 COMPORTAMIENTO DE LA FLUORESCENCIA A DISTINTOS PORCENTAJES
DE METANOL

Se evalué la pérdida de fluorescencia a distintos porcentajes de MeOH
provenientes del HPLC en el montaje experimental del microchip con disefio de
fractales con adaptacion a instrumento HPLC. En este disefio se evalud la pérdida
de fluorescencia en las microgotas evaluando la diferencia de fluorescencia entre
las 4 gotas que quedan en el centro del microchip (interseccion 5) y los tiempos
que a éstas corresponden. Los porcentajes de MeOH provenientes del
instrumento HPLC probados son los porcentajes del programa de elucién del
inhibidor usado (PETG). La curva de elucion va desde 50% MeOH, sube hasta
85% y vuelve a bajar a 50% MeOH Figura 24.
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Figura 24. Primer programa de elucion del inhibidor (PETG) en el instrumento HPLC. Flujo
0.1 mL/min.

La pérdida de fluorescencia por efectos de extraccion de compuestos a la fase
organica, asi como las pruebas realizadas se exponen en el apéndice H.

3.5 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALACTOSIDASA CON FDG (FLUORESCEIN
—DI1-B-D-GALACTOPIRANOSIDO)

3.5.1 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALACTOSIDASA + FDG EN MICROCHIP
CON DISENO DE SERPENTIN

Se llevo a cabo el ensayo enzimatico dentro del microchip con disefio de serpentin
utilizando tres entradas de fase acuosa de acuerdo a la Figura 25. Se varié la
concentracién del sustrato (FDG) desde 2.5-30 yM manteniendo constante la
concentracion de enzima (100 U/mL), esto se hizo variando los flujos del
substrato y del buffer, y no cambiando el flujo de la solucion con la enzima. De
esta forma se mantuvo constante el flujo total de la fase acuosa. Tanto las
soluciones de sustrato y enzima se preparan frescas para los experimentos. El
flujo total de reactivos y fase organica en el experimento es de 100 pL/hr, 50 pyL/hr
para fase organica y 50 pL/hr para el total de fase acuosa.
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Aceite mineral + 0.1 % m/m Span 80

Buffer de fosfatos

[FDG]=90 uM

B-D-Gal

Figura 25. Conexiones en el microchip con diseiio de serpentin hechas para llevar cabo el
ensayo enzimatico.

3.5.2 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALACTOSIDASA + FDG EN MICROCHIP
CON DISENO DE FRACTALES

Se llevé a cabo el ensayo enzimatico dentro del microchip con disefio de fractales
utilizando tres entradas de fase acuosa de acuerdo a la Figura 26, se varié la
concentracion del sustrato (FDG) desde 15-30 yM manteniendo constante la
concentracion de enzima (25 U/mL), esto se hizo variando los flujos del sustrato y
del buffer, y no cambiando el flujo de la solucion con la enzima. De esta forma se
mantuvo constante el flujo total de la fase acuosa. Tanto las soluciones de sustrato
y enzima se preparan frescas para los experimentos. El flujo total de reactivos y
fase organica en el experimento es de 150 uL/hr, 75 yL/hr para la fase organica y
75 uL/hr para el total de fase acuosa.
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Figura 26. Conexiones en el microchip con diseio de fractales hechas para llevar cabo el
ensayo enzimatico

3.5.3 ACTIVIDAD ENZIMATICA A DISTINTOS PORCENTAJES DE METANOL EN EL
ESPECTROFOTOMETRO

Se hicieron ensayos enzimaticos en el espectrofotometro, haciendo reaccionar la
enzima con sustrato en distintos porcentajes de MeOH, esto con el fin de
monitorear qué tanto se veia afectada la actividad enzimatica por el porcentaje de
MeOH. Esto se debe a que el programa de elucion del inhibidor tiene una
variacion del porcentaje de MeOH desde el 50% hasta el 85 %, que en la
microgota se ve disminuido a 18% y 29% aproximadamente. Los porcentajes de
MeOH probados fueron 30, 15y 10 %.

Los ensayos enzimaticos a distintos porcentajes de MeOH se llevaron a cabo en
microceldas de cuarzo en el espectrofotbmetro. La secuencia seguida para
realizar los experimentos se describe a continuacion.

1.- Se preparan cuatro soluciones distintas y totalmente frescas, una que contiene
la BR-D-Galactosidasa en el buffer del ensayo y las otras soluciones que contienen
al sustrato (FDG) en el doble de porcentaje de MeOH, es decir 60, 30 y 0% MeOH.

2.-Se colocaron 30 pL de la solucion que contiene a la enzima en el
espectrofotometro, esto con el fin de que la enzima se encuentre a la temperatura
del experimento 20 °C.
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3.- Pasados 5 minutos, se prepara el software para recabar datos del ensayo y
una vez estuvo listo, se procede a agregar 30 pL de la solucidén que contiene cada
una de los distintos porcentajes de MeOH. Se mezcla ligeramente y se inici6 el
programa del software.

4.-Se deja correr el ensayo durante 19 minutos.

El programa del software utilizado en este ensayo enzimatico es:

Barrido de 550-350 nm, Abs max. 4, Intervalo de medicion de 10 nm, 0.05 ty/,.
Coleccion avanzada:

Etapa 1 ciclo 0.5 min., final 5 min.

Etapa 2 ciclo 5 min., final 19 min.

3.5.4 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALATOSIDASA + FDG EN MICROCHIP DE
FRACTALES ACOPLADO AL INSTRUMENTO HPLC

Programa de elucién del inhibidor (sin inyectar el PETG)

Se corrié el programa de elucion del inhibidor (PETG) en el HPLC (Figura 24) sin
inyectar el inhibidor, a la vez que se monitored la reaccion enzimatica en el
microchip bajo las condiciones cambiantes de porcentaje de MeOH. Esto se llevd
a cabo monitoreando la fluorescencia de las microgotas con la reacciéon durante
todo el programa de elucion. El montaje experimental se llevo a cabo de acuerdo a
la Figura 28. No se vario la concentracion del sustrato ([FDG]=10 uM) ni de la
enzima ([R-D-Gal]= 50 U/mL) ambos en microgotas. Tanto las soluciones de
sustrato y enzima se preparan frescas para los experimentos. El flujo del FDG y de
la R-D-Gal es de 60 pL/hr cada uno, el flujo de la fase organica es de 250 pL/hr y
la purga es de 5742 pL/hr. Esto se resume en la tabla 2.

Durante el experimento se tomaron imagenes sélo en un punto del microchip
(interseccién 5), como se indica en la Figura 27. La configuracién de la camara
Phantom son: Intervalo de apertura 10000 us, Tiempo de exposicién 3000.04 ps y
Disparador a 660 722. 79 us. Microscopio: Objetivo 10x, 100% intensidad, 4to.
cuadro de enfoque. Lampara UV: 100% transmitancia. El programa de inyeccién
para el inhibidor (PETG) en el HPLC es el programa de la Figura 24.
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Sitio de
medicion

Figura 27. Forma en que se midié en el centro del microchip con disefo de fractales con
adaptacion a instrumento HPLC.

Aceite mineral + 0.1 % m/m Span 80

Entrada flujo
HPLC
 Purga
. [FDG]=30 uM
3

[B-D-Gal]= 50

‘ ’\ UL
Salida

Figura 28. Conexiones en el microchip con disefo de fractales acoplado al instrumento
HPLC hechas para llevar cabo el ensayo enzimatico.
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Una vez que estuvieron montadas las conexiones, se activdo el flujo del
instrumento HPLC al 50% porcentaje de MeOH inicial. En el momento en el que se
comenzo a correr el flujo del HPLC, se activo la purga y el flujo de las bombas de
jeringas que introducen a la enzima y sustrato al microchip. Se dejo estabilizar el
sistema por 5 minutos, una vez que lo cual, se corrio el programa de elucién del
inhibidor.

Al tiempo que el programa de elucion del inhibidor se ejecutaba se tomaron
imagenes cada minuto de las microgotas. Esto se hizo hasta dos minutos mas
después de que terminé el programa de elucion en el instrumento HPLC, esto es
porque el retraso (delay) entre microchip e instrumento HPLC fue considerado (1
min 50 segundos).

Las imagenes de las microgotas fueron analizadas digitalmente con el programa
Image J para obtener la intensidad de fluorescencia a lo largo del programa de
elucién del inhibidor.

Tabla 2. Flujos y concentraciones de reactivos usados en el experimento

Concentracion Flujo Volumen de la jeringa usada (mL)
R-D-Gal 50 U/mL 60 pL/hr
FDG 30 pM 60 plL/hr 1
Aceite | 0.1% m/m Span 80 | 250 uL/hr 3
Purga - 5742 pL/hr 20

3.6 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALACTOSIDASA CON FDG E INHIBIDOR
(PETG)

3.6.1 ENSAYO ENZIMATICOS CON INHIBIDOR (PETG) + R-D-GALACTOSIDASA +
FDG EN ESPECTROFOTOMETRO

El procedimiento experimental es idéntico al punto 3.6.3. Las diferencias son que
en las 4 distintas soluciones, una contiene la R-D-Galactosidasa en el buffer del
ensayo (200 U/mL) y las otras soluciones contienen el sustrato (FDG) con el
inhibidor (PETG) en el buffer del ensayo. Las concentraciones de PETG usadas
son 0.1,0.25 y 0.5 mM, de acuerdo a los datos reportados en [14].

Se dej6 correr el ensayo durante 30 minutos.
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El programa del software utilizado en este ensayo enzimatico es:
Barrido de 550-250 nm, Abs max. 4, Intervalo de medicion de 10 nm, 0.05 ty.

Coleccién simple: Etapa ciclo 0.02 minutos, final 30 min.

3.6.2 ENSAYO ENZIMATICOS DE R-D-GALACTOSIDASA CON INHIBIDOR (PETG)
Y FDG EN MICROCHIP DE FRACTALES ACOPLADO A INSTRUMENTO HPLC

3.6.2.1 Primer programa de elucion del inhibidor (inyectando inhibidor)
(PETG)

El montaje experimental se hizo de la misma forma que en la seccion 3.5.4. En
este experimento si se inyectd el inhibidor (PETG) a 33 mM en el instrumento
HPLC. Los flujos y concentraciones usados en el experimento se resumen en la
tabla 3.

Tabla 3. Flujos y concentraciones de reactivos usados en el experimento

Concentracion Flujo Volumen de la jeringa usada (mL)
R-D-Gal 50 U/mL 60 pL/hr 1
FDG 30 uM 60 plL/hr 1
Aceite | 0.1% m/m Span 80 | 250 uL/hr 3
Purga - 5502 pL/hr 20

3.6.2.2 Segundo programa de elucién del inhibidor (inyectando inhibidor)
(PETG)

El montaje experimental se hizo de la misma forma que en la secciéon 3.6.4. En
este experimento si se inyectd el inhibidor (PETG) a 33 mM en el instrumento
HPLC y se modifico el programa de elucién al de la Figura 29. Los flujos y
concentraciones usados en el experimento se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Flujos y concentraciones de reactivos usados en el experimento

Concentracion Flujo Volumen de la jeringa usada (mL)
R-D-Gal 50 U/mL 60 pL/hr 1
FDG 30 M 60 plL/hr 1
Aceite | 0.1% m/m Span 80 | 250 uL/hr 3
Purga - 5502 pL/hr 20
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Figura 29. Segundo programa de elucion del inhibidor (PETG) en el instrumento HPLC. Flujo
0.1 mL/min.

Las mediciones y el arreglo experimental se hicieron del mismo modo que en el
programa de inyeccion 1.

3.7 PROGRAMAS DE ELUCION EN INSTRUMENTO HPLC

3.7.1 PROGRAMA DE ELUCION PARA EL INHIBIDOR (PETG)

Para el programa de elucion se tuvo que hacer un barrido en el espectrofotémetro
del inhibidor a distintas concentraciones con el fin de hallar la longitud de onda a la
cual absorbe mas el inhibidor. Se encontr6 que el Feniletil-3-D-
tiogalactopiranosido (PETG) tiene una absorbancia caracteristica a 254 nm,
misma longitud de onda que se puso en el detector del HPLC. También se hizo
simultdneamente un barrido de absorbancia del MeOH puro y H,O porque se tuvo
que descartar que ambos no absorbieran a la misma longitud del inhibidor. Los
espectros de absorbancia del PETG, el agua y el MeOH se muestran juntos en la
Figura 30.
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Figura 30. Espectro de absorcion del inhibidor (PETG) a distintas concentraciones. Se nota
una absorcion caracteristica a 254 nm y que tanto el MeOH como el H,O no absorben en
ésta longitud de onda.

Una vez encontrada la A caracteristica del inhibidor, se procede a crear un
programa de inyeccion en el cual la concentracion de PETG fuese detectada por el
instrumento HPLC con columna cromatografica de fase reversa (Ultra II® C18 3
um 30 x 2.1 mm, Restek). A lo largo de varios programas de inyeccion, se logro
optimizar el programa de eluciéon y la concentracion de PETG inyectada y que
puede ser detectada por el instrumento HPLC.

El programa de elucion optimizado empieza desde un 0% de MeOH y asciende
hasta 85 % MeOH, para regresar a una concentracion de 50% MeOH porque bajo
este programa la formacién de microgotas no se ve afectada por el cambio brusco
de los disolventes; con un flujo constante de 0.1 mL/min y una duracién de 20 min,
los detectores estan en A= 210 nm y A= 254 nm. La A a 210 nm es porque
compuestos aromaticos como el inhibidor absorben a esta longitud de onda,
mientras que se uso la A a 254 porque es donde el inhibidor presenta absorbancia
caracteristica.

El programa de elucién se representa en la figura 31.
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Figura 31. Programa optimizado de elucion para el inhibidor PETG (inyeccion de 80 L a 8.25
mM). Flujo del HPLC 0.1 mL/min. En el cuadro a 10 minutos con 10 segundos
aproximadamente se ve el tiempo en el que es detectado el PETG en el instrumento a 254
nm. De color verde agua esta el porcentaje de MeOH en la fase mévil.

Tomando el tiempo de deteccion en el cromatograma ayudd a saber en qué
momento se daba la inhibicién en la reaccion enzimatica, ayudandose del retraso
de tiempo entre instrumento HPLC y microchip ya calculado.

La forma de inyectar el compuesto es la siguiente: se cargan 80 uL de PETG a
una concentraciéon de 8.25 mM, se carga el programa de elucion en el instrumento
HPLC y se abre el inyector del HPLC para dar paso al programa.

3.7.2 PROGRAMA DE ELUCION PARA FLUORESCEINA

Se cred un programa de elucién para la fluoresceina en el instrumento HPLC, con
el fin de relacionar en el cromatograma el tiempo en el que aparece la sefial de la
fluoresceina y el tiempo en el que es detectada la fluoresceina en el microchip.
Esta diferencia de tiempos, es conocido como retardo de tiempo. Los detalles de
la determinacion del tiempo de retardo se exponen en el apéndice E.
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El programa de elucion optimizado empieza con un 0% de MeOH y se mantiene
constante por todo el programa; con un flujo constante de 0.1 mL/min, una
duracién de 10 min y los detectores del HPLC a A= 492 nm y A= 371 nm.

El programa de elucién de la fluoresceina se muestra en la Figura 32.
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Figura 32. Programa de elucion para la fluoresceina. Flujo del HPLC 0.1 mL/min. En la figura
se ve el pico de absorbancia aproximadamente a 4 minutos y medio, tiempo cuando la
fluoresceina es detectada por el instrumento a 492 nm.

La forma de inyectar el compuesto es la siguiente: se cargan 80 pL de
Fluoresceina a una concentracion de 90 uM, se carga el programa de elucion en el
instrumento HPLC y se abre el inyector del HPLC para dar paso al programa.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 FABRICACION Y DISENO DE MICROCHIPS

El disefio de los microchips se llevd a cabo con el software de disefio Adobe
lllustrator CS6. El disefio se basa en el trabajo previamente realizado por el
Ingeniero Quimico Arturo Romero Garcia [17], pero con las siguientes
modificaciones (Figura 33): en la regién de formacién de las microgotas se
aument6 el numero de entradas de la fase acuosa a 4, una de ellas mas ancha
para poder acoplar el tubo del instrumento HPLC.

El disefio tiene un microcanal de 28 cm de largo en un area de 4 cm?, logrando
con esto un tiempo mayor de residencia para las microgotas dentro del microchip.
Si se tiene un flujo total de 20 plL/hr, el tiempo de residencia de las microgotas
dentro del microchip es de 19 minutos, otro ejemplo es de un flujo total de 300
uL/hr, que da un tiempo de residencia de 1.7 minutos

El disefio utilizado se bas6 en la geometria de los fractales. Un fractal es una
estructura geométrica que se repite varias veces a diferentes escalas de magnitud.
Las ventajas que presenta este disefio es que se aprovecha el espacio disponible
y ademas permite monitorear varios tiempos de reaccion en una sola toma al usar
un microscopio de fluorescencia en el centro del microchip [22].

Fase organica

Entrada flujo
HPLC

Purga

Entrada de fase
acuosa

_?\'

Figura 33. Microchip de microfluidica con disefio de fractales, encerrado en dos poligonos
de tamafio ascendente se ve como el disefio de fractales muestra la repeticién en la figura.
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La manera en la que los disefios hechos de los microchips quedaron en los
micromoldes se muestra en la Figura 34.

Micromolde A Micromolde B

Figura 34. Arreglos que se establecieron para aprovechar el maximo espacio disponible en
las obleas de silicio. El micromolde A fue el utilizado para el acoplamiento del instrumento
HPLC.

La impresion de los disefios se realizé en una mascara con forma de negativos en
Grupo Grafiscanner Adisa, que cuenta con una impresora digital que proporciona
una resolucion de 2400 puntos por pulgada (DPI).

4.1.1 FABRICACION DE MICROMOLDES CONSTRUIDOS EN EL LABORATORIO

Las caracteristicas de los disefios de microchip elegidos para las pruebas hechas
durante todos los experimentos son: altura de los microcanales 100 um y ancho de
150 um, como se muestra en la Figura 35. Tres de las paredes de los microchips
son de PDMS vy la cuarta corresponde al vidrio del portaobjetos.
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Figura 35. Caracteristicas requeridas para los microcanales de los microchips usados.
Imagen modificada de [7].

En total se fabricaron 7 micromoldes en el laboratorio, de los cuales los microchips
del micromolde #3 (disefio de Micromolde A Figura 34) presenta las caracteristicas
requeridas para los experimentos. Las condiciones mas relevantes que se
cambiaron en los protocolos se resumen en las tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de fabricacién de micromoldes usando la resina SU-8 2025

# de
Micromolde

Programa spin-coater

Altura de lampara UV
(cm)

Tiempo de exposicion

(s)

1

1.-10 s 500 rpm a 100
rpm/s

2.- 40 s 650 rpm a 300
rpm/s

30

60

*2

1.-10 s 500 rpm a
100rpm/s
2.-40 s 600 rpm a 300
rpm/s

30

40

1.-10 s 500 rpm a
100rpm/s
2.-40 s 550 rpm a 300
rpm/s

30

45

*Se desprendio parcialmente la resina de la oblea de silicio

La determinacion de las alturas y los anchos de los microcanales se hizo
comparando una imagen de una reticula microscépica (Figura 36) con una imagen
de los relieves del microchip (Figura 37).
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Figura 36. Imagen de la reticula microscépica con la que se hizo la relacion con las
imagenes de los relieves del microchip. La medida de 0 a 10 corresponde a 500 micras.

-

Altura de los Ancho de los
microcanales microcanales

Figura 37. Arriba Imagen que ilustra los relieves correspondientes al alto y ancho de los
microcanales. Abajo Enumeracion de intersecciones en el microchip.
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El promedio de 3 mediciones de las alturas de los microchips en 5 distintas
intersecciones se resumen en la Figura 38.

1300
£ 1200
81100 -
g -
§ 100.0 i
5 90.0 —-—- g @ Micromolde 1
g 80.0 l +1 H micromolde 2
-g 70.0 ll = Micromolde 3
2 600 i
< 50.0
012345678 910111213
Interseccion en el microchip

Figura 38. El promedio de tres mediciones de las alturas en 5 distintas intersecciones de los
microcanales de 3 distintos microchips hechos con los micromoldes 1,2y 3.

El promedio de tres mediciones de los anchos en 5 distintas intersecciones de los
microcanales de 3 distintos microchips hechos con los micromoldes 1, 2 y 3 se
resumen en las Figuras 39, 40 y 41.

220.0

210.0 A =
2000 T
£ 190.0
= 180.0
170.0 ¢ &
160.0 ¢
150.0
140.0
130.0 L 1] +
120.0 =
110.0
100.0

@ Micromolde 1

microcanales (|

Promedio de ancho de los

012345678 910111213
Interseccioon en el microchip

Figura 39. El promedio de tres mediciones de los anchos en 5 distintas intersecciones de
los microcanales de 3 distintos microchips del micromolde 1.
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Figura 40. El promedio de tres mediciones de los anchos en 5 distintas intersecciones de
los microcanales de 3 distintos microchips del micromolde 2.
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Figura 41. El promedio de tres mediciones de los anchos en 5 distintas intersecciones de
los microcanales de 3 distintos microchips del micromolde 3.

4.1.2 MEDIDAS DE LOS MICROCANALES OPTIMIZADOS

Las medidas del micromolde fabricado, optimizado y utilizado en los experimentos
llevados a cabo en este proyecto, se resumen en la tabla 6.

Las consideraciones previas a la fabricaciéon del micromolde para evitar el
desprendimiento de resina de la oblea de silicio, asi como homogeneidad en la
altura de los microcanales se citan a continuacion:
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*Antes de utilizar la oblea de silicio se tuvo que hacer un calentamiento para
eliminar todo resto de humedad que pudiera tener, esto se consigue calentando la
oblea a 200°C por 5 minutos y posteriormente se dejo enfriar a 70°C por 10
minutos.

** La irradiacion de los rayos UV a la resina con la mascara se hizo por partes, es
decir, se cubrié con un trozo de cartdn uno de los relieves y mientras el resto se
irradié con rayos UV, posteriormente se cubrio la parte irradiada con anterioridad y
se irradio la zona aun no irradiada.

Tabla 6. Promedio de las alturas y de los anchos del microchip hecho con el micromolde #3
en 6 distintas intersecciones

Interseccion | Interseccion | Intersecciodn | Interseccion | Interseccion | Interseccion
Micromolde #3 1 2 4 5 11 12
Promedio de altura
(um) 110.0+4.7 | 113.8+2.7 | 111.7+2.3 | 1096+15| 110429 107.0+£2.3
Promedio de ancho
(um) 155.7+5.0 | 159.1+56 | 1584 +45 | 1743 +28 | 159.4 +1.3 159.3+7.1

4.2 FORMACION DE MICROGOTAS

Formacién de microgotas en microchips

La formacion de microgotas dentro de un microchip se lleva a cabo cuando una
fraccion de fase acuosa viaja dentro de una fase organica moévil, esto se logra
mediante el corte repetido de la fase acuosa por una fase organica Figura 42.
Dentro del sistema de microgotas, cada una de ellas es considerada un reactor
independiente en el cual pueden llevarse a cabo reacciones quimicas de forma
aislada, sin dispersion y sin contaminacion.

Fase organica

Fase acuosa

Figura 42. Formacién de microgotas dentro de microchip.
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4.2.1 FORMACION DE MICROGOTAS A DISTINTOS FLUJOS

El montaje experimental para la formacién de microgotas y de los experimentos llevados a
cabo en este proyecto se muestra en la Figura 43.

Bombas de jeringas Céamara Phantom Laboratorio 309

Facultad de Quimica
UNAM

4

1 }
= 3
I! ? ' Iv I‘I\!

. Microchips {
1 / \ . “ * )
. h—
Microscopio

Figura 43. Montaje experimental de microchips de microfluidica.

La variaciéon de los flujos del agua y el aceite (fases acuosa y organica)
modificaron tanto la frecuencia como el tamano de las microgotas, a partir de la
proporcion de fase acuosa con fase organica 1:1 se produjeron gotas muy
estables y constantes.

Entre mayor fue la proporciéon de fase organica respecto a la acuosa, mayor fue la
distancia entre las microgotas; si la proporcion entre las dos fases era menor, el
tamano de las microgotas fue menor, esto se ilustra en la Figura 44.
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Formacion de Formacién de
microgotas microgotas

Figura 44. a) Formacion de microgotas pequeias con menor frecuencia. Proporcion entre
fase organica y acuosa de 6:1. B) Formaciéon de microgotas mas grandes. Proporcién entre
fase organica y acuosa de 1:1.

Los flujos utilizados para la formacién de microgotas en los experimentos de la
seccion 4.2.1 donde la proporcién de las fases (organica y acuosa) es 1:1 son:

Tabla 7. Flujos utilizados en la formacion de microgotas

Flujos Agua Aceite mineral
+0.1% m/m Span 80
50 pL/hr 50 pL/hr
Volumen de 1 1
la jeringa utilizada
(mL)

4.2.2 FORMACION DE MICROGOTAS CON BUFFER DE FOSFATOS COMO FASE
ACUOSA

Para realizar ensayos enzimaticos se hicieron pruebas de estabilidad de
microgotas con distintos buffers de fosfatos 100 mM (pH 7.5, 1 mM MgCl,) en la
fase acuosa. La formacion constante, aislada de la fase organica y repetida de las
microgotas por el tiempo que duraron los experimentos enzimaticos garantiza que
esta técnica sea factible para los objetivos propuestos. Para esto, se hicieron
pruebas de estabilidad de microgotas a distintas condiciones y concentraciones,
las cuales son:

-Uso de buffer sdélo de fosfatos 100 mM (pH 7.5, 1 mM MgCly).
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-El uso de albumina de suero bovina ABS para estabilizar a la enzima (BSA por
sus siglas en inglés) (Aldrich) en concentraciones de 0, 0.5, 1 y 2 mg/mL Ver
apéndice A.

- Uso de DTT en el buffer de fosfatos para prevenir enlaces inter e
intramoleculares en la enzima en concentracién de 4.39 mg/mL de acuerdo a lo
reportado en [20].

4.2.2.1 Buffer de fosfatos 100mM, pH 7.5, 1 mM MgCl..

De las pruebas hechas para estabilizacion de microgotas con el buffer de fosfatos
100 mM pH 7.5, 1 mM MgCl,, se concluyé que el buffer sin DTT y sin ABS seria
utilizado para los ensayos enzimaticos debido a los resultados obtenidos con el
uso de DTT y ABS (ver mas adelante).

4.2.3 FORMACION DE MICROGOTAS EN MICROCHIP DE FRACTALES ACOPLADO
AL INSTRUMENTO HPLC

El arreglo experimental para la formacion de microgotas con la adaptacién al
instrumento HPLC se muestra en la Figura 45. En este microchip se incluye una
purga en las conexiones del microchip. La purga es necesaria para el correcto
funcionamiento del microchip y la satisfactoria formacién de microgotas dentro de
él; esto es debido a que el flujo proveniente del instrumento HPLC es de miles de
microlitros por hora y en el microchip se usan flujos de decenas de microlitros por
hora. También puede considerarse un acoplamiento del microchip con un sistema
nano HPLC, pero el uso de un sistema nano HPLC incrementaria los costos de
operacion y mantenimiento.

En este experimento de formacién de microgotas la proporcion de disolventes
provenientes de HPLC es de 100% H2O y 0% MeOH, esto para acoplar la purga
en el microchip y dar una satisfactoria formacion de microgotas. Se intenté que las
condiciones de estabilidad de las microgotas fueran de un flujo parecido (decenas
de microlitros por hora) al usado en los ensayos enzimaticos tanto en el disefio de
serpentin como en el disefo de fractales.
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Aceite mineral + 0.1 %o m/m Span 80

Entrada flujo

HPLC

” - 100 %0 FL,O
0 2
, & P

- “, Purga

Salida

Figura 45. Esquema experimental de la formacién de microgotas en microchip de
microfluidica adaptado al instrumento HPLC. En el punto A se monitoreo6 la formacion de
microgotas.

El flujo proveniente del instrumento HPLC (100 % H2O) es de 6000 uL/hr, pero se
requeria que el flujo que pasara a la formacién de microgotas fuera de 30 pL/hr.
Se probaron distintos flujos de purga con el fin de establecer cual era el mejor flujo
de purga para obtener el flujo requerido para los ensayos enzimaticos y la
formacion de microgotas.

El calculo del flujo proveniente del instrumento HPLC para la formacién de
microgotas se hizo con el software PCC 2.2. El flujo calculado se hace en el punto
A (Figura 45) justo en la interseccion donde se forman las microgotas, el software
PCC 2.2 calcula la velocidad de la gota en el video y mediante la relaciéon del
volumen de la gota y la velocidad de ésta, se calcula el flujo de gotas, a este flujo
se le suma el flujo de la fase organica para obtener el total de flujo.

Los flujos totales obtenidos del instrumento HPLC después de pasar por el canal
de purga, asi como el flujo de purga usado se resumen en la Figura 46.
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Flujo proveniente de HPLC

300 +-300 +299.5
295

5900 6000 6100 6200 6300 6400 6500 6600 6700
Flujo de purga (uL/hr)

Figura 46. Flujos totales obtenidos del instrumento HPLC después de pasar por el
microcanal de purga.

De la Figura anterior, se observa que la mayoria de los flujos finales se encuntran
entre 330-340 pL/hr. Estos resultados son debido a las limitaciones técnicas de la
bomba de jeringa que se uso6 para la purga. A flujos de purga mayores a 6600
uL/hr no hay formacion de microgotas porque todo el flujo proveniente del
instrumento HPLC se va por el microcanal de purga. El flujo de purga utilizado
estuvo en el intervalo para los experimentos estuvo entre 5900-5940 uL/hr.

Se hicieron pruebas de formacién y estabilizacion de microgotas modificando
varios factores como la cantidad de surfactante en la fase organica (Span 80 al
0.1% m/my al 1% m/m en aceite mineral), la composicion del buffer de fosfatos
(Con albumina de suero bobina al 0.5, 1 y 2 mg/mL de buffer, ademas del uso de
DTT a 4.39mg/mL de buffer), el porcentaje de MeOH proveniente del instrumento
HPLC y el usos de aceites fluorados como fase organica y el recubrimiento de los
microcanales con el polimero Aquapel. Los resultados se que se exponen en los
apéndices A, B, C y D respectivamente.

Las condiciones ideales para la formacion y estabilizacion de microgotas son:

- Cantidad de surfactante en la fase organica, Span 80 al 0.1 % m/m en el aceite
mineral.

-Uso de buffer de fosfatos 100 mM pH 7.5, 1 mM MgCl; sin DTT y sin ABS
(albumina de suero bovina).
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-La formacién y estabilizacion de microgotas no se ve afectada por la
concentraciéon de MeOH (0-85 %) a la que se trabajo en este proyecto.

-No usar aceites fluorados como fase organica ni recubrir los microcanales con el
polimero Aquapel.

4.3 INSTRUMENTACION FOTOGRAFICA

4.3.1 CONFIGURACION DE LA CAMARA PHANTOM

Las pruebas para establecer la configuracion optima de la camara Phantom
consistieron en variar la velocidad de captura y el tiempo de exposicién de la
camara en una curva de calibracion de fluoresceina desde 0.5 - 30 uM, este
intervalo de concentracion se considerd porque es la concentracion maxima que
se esperaba por parte de producto de la hidrolisis de FDG. También con este
mismo experimento se establecié la configuracidén para el minimo de deteccién a
una concentracion de fluoresceina de 0.5 uM.

Después de varias pruebas en el laboratorio, se optimizé la configuraciéon de la
camara Phantom para poder hacer una correcta lectura de la fluorescencia en
cada microgota. La configuracién de la camara Phantom son Intervalo de apertura
24 pps ps, Tiempo de exposicion 3000.04 us y Disparador a 660 722. 79 ps.
Figura 47.

Figura 47. Gotas de fluoresceina a 30 uM. Imagen tomada con la configuracion 6ptima de la
camara de la camara Phantom, captura de 24 pps , Tiempo de exposicion 3000.04 us.
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Se tuvo que hacer uso de la camara Phantom en vez de la camara digital, puesto
que se presento el problema de que las imagenes tomadas con la camara digital
no tenian la misma intensidad, incluso bajo las mismas condiciones. Esto se debio
a que el portacamara que se monta en el microscopio de luz UV es externo y por
ende el acomodo rara vez se pudo hacer de la misma manera.

La camara Phantom se puede montar de forma reproducible en el microscopio
porque éste tiene una entrada para montar camaras como ésta al microscopio.

4.4 CURVAS PATRON DE FLUORESCEINA

4.4.1 CURVA PATRON DE FLUORESCEINA EN MICROCHIPS CON DISENO DE
SERPENTIN

Se elabord una curva patrén de fluoresceina en intervalo de concentraciones de 0-
30 uM. Las soluciones de fluoresceina para la curva de calibracion son hechas en
el mismo buffer de fosfatos que se us6é para el ensayo enzimatico. La
configuracion de la camara digital: ISO 100, S =1/20 s, f= 3.5, sin Zoom, medidor
de luz: Ponderado central, balance de blancos: Tungsteno. Microscopio: Obijetivo
del microscopio 10x, 100% intensidad, 4to. cuadro de enfoque. Lampara UV:
100% transmitancia.

Las imagenes de las microgotas formadas fueron tomadas en el punto sefalado
en la Figura 48. Una vez tomadas las imagenes, se utiliza el software Image J
para obtener la intensidad y con ello hacer la curva de calibracion.
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Aceite mineral + 0.1 % m/m Span 80

Entrada sellada

[Fluoresceina]=
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Figura 48. Sitio de medicion para la elaboracion de la curva de calibracion de una solucién
de fluoresceina 0-30 uM en buffer de fosfatos a una concentracion 100 mM, pH 7.5 y una
concentracion de 1 mM de MgCl.,.

El flujo total fue de 100 uL/hr durante la elaboracion de la curva. Los flujos

utilizados en la elaboraciéon de la curva, asi como la curva de calibracidon obtenida
se resumen en la tabla 8 y en la Figura 50.

Tabla 8. Flujos utilizados para la curva de calibraciéon de 0-30 uM

Flujos uL/hr
[Flu] | Buffer de fosfatos Aceite mineral *Mean | [Fluoresceina]
50 uM + 0.1% m/m Span 80 resultante uM
30 20 50 123.691 30
25 25 50 104.149 25
20 30 50 103.406 20
15 35 50 83.919 15
10 40 50 56.837 10
5 45 50 47.701 5
0 50 50 0.018 0

*Intensidad de fluorescencia detectada por el software Image J

Se muestra la secuencia de imagenes en las que se ve la disminucion de la

intensidad de fluorescencia debido a la disminuciéon de la concentracion de
fluoresceina.
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Figura 49. Secuencia de imagenes que muestra como va disminuyendo la intensidad de
fluorescencia a medidas que disminuye la concentracion de fluoresceina. Disminucién de
izquierda a derecha 30, 20, 10 y 5 pM. La configuracion de la camara: 1SO 100, S =1/20 s, f=
3.5, sin Zoom, medidor de luz: Ponderado central, balance de blancos: Tungsteno.
Microscopio: Objetivo 10x, 100% intensidad, 4to. cuadro de enfoque. Lampara UV: 100%
transmitancia.
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Figura 50. Curva de calibracién de fluoresceina buffer de fosfatos (100 mM, pH 7.5 y una
concentracion de 1 mM de MgCl.,) obtenida de los datos de las imagenes de microgotas en
microchips, [Flu] 0-30 uM en buffer de fosfatos, sin BSA, S =1/20 s, f= 3.5, ISO 100, flujo
total= 100 uL/h.

La ecuacion de la curva de calibracion que relaciona la concentracion de
fluoresceina con la intensidad de fluorescencia se obtuvo después del analisis
digital, dando como resultado:

Mean = 3.6393 [Flu] + 20.856
2=0.9291

Esta ecuacion fue utilizada para posteriores analisis enzimaticos.
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La determinacion de la configuracién 6ptima de la camara digital HD y las pruebas
hechas para la determinacion se exponen en el apéndice F.

4.4.2 CURVA DE PATRON DE FLUORESCEINA EN MICROCHIP DISENO DE
FRACTALES

Se elabord una curva patron de fluoresceina en el microchip con disefio de
fractales en un intervalo de concentraciones de 0-30 uM. Las soluciones de
fluoresceina para la curva de calibracion son hechas en el mismo buffer de
fosfatos que se uso6 para el ensayo enzimatico. La configuracién de la camara
digital: ISO 100, S =1/20 s, f= 3.5, sin Zoom, medidor de luz: Ponderado central,
balance de blancos: Tungsteno. Microscopio: Objetivo 10x, 100% intensidad, 4to.
cuadro de enfoque. Lampara UV: 100% transmitancia.

Las imagenes de las microgotas formadas fueron tomadas en el punto sefialado
en la Figura 51. Una vez tomadas las imagenes, se utiliza el software Image J
para obtener la intensidad y con ello hacer la curva de calibraciéon. Se obtuvieron
en la imagen al menos la intensidad de 3 microgotas (Figura 52), de las cuales se
mide la intensidad y se promedia para obtener la intensidad de fluorescencia
promedio.

Aceite mineral + 0.1 % m/m Span 80

¢ Buffer de fosfatos

.
[Flibresceinal—45 M [Fluoresceina]=45 uM
I \/7
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m R _lf ) : I‘l— ® Silida
S ) E— .:] = I:_£Opm
___-[i'--jl|—:: [L ],,,:'j BN FIJ‘J
s L'—J_ B Tl NN
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Figura 51. Sitio de medicién para la elaboracién de la curva de calibracién 0-30 puM.
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Figura 52. Medicion de intensidad en microgotas, al menos se tenian 3 microgotas por
imagen.

El flujo total fue de 150 uL/hr durante la elaboracion de la curva. Los flujos

utilizados en la elaboraciéon de la curva, asi como la curva de calibraciéon obtenida
se resumen en la tabla 9 y en la Figura 54.

Tabla 9. Flujos utilizados para la curva de calibraciéon de 0-30 uM

Flujos pL/hr

Jeringa | Jeringa Jeringa 3 Jeringa 4
1 2
[Flu] [Flu] | Buffer de fosfatos Aceite mineral *Mean [Flu]
45 uM | 45 uM + 0.1% m/m Span 80 | promedio | en microgotas
uM
25 25 25 75 243 30
20.8 20.8 33.4 75 228 25
16.6 16.6 41.8 75 217 20
12.5 12.5 50 75 167 15
8.3 8.3 58.4 75 139 10
4.1 4.1 66.8 75 91. 5
0 0 75 75 0 0

*Intensidad de fluorescencia detectada por el software Image J

Se muestra la secuencia de imagenes en las que se ve la disminucién de la
intensidad de fluorescencia debido a la disminuciéon de la concentraciéon de
fluoresceina.

Figura 53. Secuencia de imagenes que muestra cémo va disminuyendo la intensidad de
fluorescencia a medidas que disminuye la concentracidon de fluoresceina. Disminucion de
izquierda a derecha 30, 25, 15y 5 uyM. Configuracién de la camara: ISO 100, S =1/20 s, f= 3.5,
sin Zoom, medidor de luz: Ponderado central, balance de blancos: Tungsteno. Microscopio:
Objetivo 10x, 100% intensidad, 4to. cuadro de enfoque. LAmpara UV: 100% transmitancia.
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Figura 54. Curva de calibracién de fluoresceina en buffer de fosfatos (100 mM, pH 7.5y una
concentracion de 1 mM de MgCl.,) obtenida de los datos de las imagenes de microgotas en
microchips. [Flu] 0-30 uM en buffer de fosfatos, sin BSA, S =1/20 s, f= 3.5, ISO 100, flujo
total= 150 pL/h.

La ecuacion de la curva de calibracion que relaciona la concentracion de
fluoresceina con la intensidad de fluorescencia se obtuvo después del analisis
digital, dando como resultado:

Mean = 7.7361[Flu] + 39.325
R?=0.9184

Esta ecuaciéon fue utilizada para posteriores analisis enzimaticos De aqui se
concluye que es satisfactorio realizar curvas de calibracion de fluoresceina en
microchips de microfluidica con disefio de fractales desde 0- 30 uM. La
comparacion de las curvas de calibracion hechas en los distintos microchips, no es
equiparable porque ambos disefios difieren del tiempo de residencia, lo que
repercute en una pérdida de fluorescencia por extraccion a fase organica mayor a
mayor tiempo de residencia
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4.4.3 COMPORTAMIENTO DE LA FLUORESCENCIA A DISTINTOS PORCENTAJES
DE METANOL

Dentro de las pruebas necesarias para establecer que el sistema de adaptacién
microchip-instrumento HPLC es factible, esta el de establecer el comportamiento
de la fluorescencia por la presencia de MeOH. Se evalu6 el comportamiento de la
fluorescencia a distintos porcentajes de MeOH provenientes del HPLC, el montaje
experimental del microchip con disefio de fractales adaptado a instrumento HPLC
se muestra en la Figura 55. Los porcentajes de MeOH provenientes del
instrumento HPLC probados va desde 50% MeOH, sube hasta el 85% y vuelve a
bajar a 50% MeOH.

Aceite mineral + 0.1 %o m/m Span 80

Entrada flujo
HPLC

Purga

[Flu]= 90 nM

d Buffer de fosfatos
11 12 1 5 4 2 1 ,\
Salida
15 21|
1

—
—= =(ﬂ= A sitio de medicion
—

Figura 55. Montaje experimental del microchip” con disefio de fractales acoplado a un
instrumento HPLC para evaluar el comportamiento de la fluorescencia a distintos
porcentajes de MeOH.

La medicién de la intensidad de la fluorescencia se hizo en la interseccion 5 del
disefo de fractales marcada en la Figura 55.

El MeOH proveniente del instrumento HPLC al pasar por el lugar del microcanal
donde converge con las dos entradas de fase acuosa, disminuye su porcentaje de
concentracion a 1/3 del original. Esto se debe a que las fases acuosas lo diluyen y
cuando entra en la microgota, el porcentaje ya es 1/3 del original. Por ejemplo, si
del instrumento HPLC se tiene un porcentaje de MeOH de 60%, en la parte del
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microchip donde se juntan los tres flujos (HPLC y las dos fases acuosas) toda la
concentraciéon se divide en 3, dando para este ejemplo un 20% de MeOH
resultante.

Se dejo correr el programa de elucidn del inhibidor (sin inyectar inhibidor aun) y se
monitored el comportamiento de la fluorescencia conforme se daba el programa.
Los flujos usados en el experimento se resumen en la tabla 10. Los resultados del
monitoreo de la fluoresceina se resumen en la Figura 56.

Tabla 10. Flujos utilizados a lo largo del programa de elucién

Flujos Purga Instrumento [Flu] =90 Buffer de Aceite mineral
HPLC UM fosfatos +0.1% m/m
Span 80
5940 6000 uL/hr 20 uL/hr 20 uL/hr 130 pL/hr
uL/hr
Volumen de la - - 1 1 3
jeringa
Usada (mL)
120 90
n . . - 85
100 [ | @ primer experimento
3 H /4 | B segundo experimento = 80
@ * . %MeOH
e 80 B 75
S * H o
[&)
3 L u T
S 60 * - a u . e
o [ ]
S 40 L 60
g
E B 55
20
- 50
0 45
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo (min)

Figura 56. Promedio de la intensidad de la fluorescencia de 4 gotas con fluoresceina durante
el programa de eluciéon del HPLC que se empleé con el inhibidor enzimatico.
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De los resultados del comportamiento de la fluorescencia lo largo del programa de
inyeccidén, se observa una variacion en la intensidad de la fluorescencia que oscila
entre 40 y 100 UA . Esto se debe a la inconsistencia de los flujos proveniente de
las bombas para jeringas (buffer y fluoresceina) porque al ser flujos muy bajos, no
hay una estabilizaciéon permanente del sistema ya que el flujo que proviene del
HPLC es en promedio 3 veces mas grande que el flujo proveniente de las bombas
de jeringas.

4.5 ENSAYOS ENZIMATICOS DE R-D-GALACTOSIDASA + FDG (FLUORESCEIN-
DI-B-D-GALACTOPIRANOSIDO)

4.5.1 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALACTOSIDASA + FDG EN MICROCHIP
CON DISENO DE SERPENTIN

Se llevé a cabo la hidrélisis enzimatica del sustrato FDG con la enzima R-D-
Galactosidasa dentro del microchip con disefio de serpentin de acuerdo a la
Figura 25. Se hicieron diferentes experimentos en los cuales se varié la
concentracion inicial del sustrato en las microgotas desde 2.5-30 yM, esto se hizo
variando los flujos de las jeringas con el buffer y con el sustrato para mantener un
flujo de fase acuosa total constante. Tanto las soluciones iniciales de sustrato (90
HM) y enzima (300 U/mL) se preparan frescas para los experimentos. Los flujos
usados en el experimento se resumen en la tabla 11. Durante el experimento se
tomaron imagenes a las microgotas en distintos puntos de los microcanales
(sefialados como triangulos en la Figura 57). La configuracion de la camara digital
son: ISO 100, S =1/20 s, f= 3.5, sin Zoom, medidor de luz: Ponderado central,
balance de blancos: Tungsteno. Microscopio: Objetivo 10x, 100% intensidad, 4to.
cuadro de enfoque. Lampara UV: 100% transmitancia.
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Figura 57. Sitios de medicion considerados durante el experimento.

Para obtener la concentracion de producto (fluoresceina) obtenida a cada
concentracion de sustrato (FDG), se convirtieron los valores de intensidad de
fluorescencia de las imagenes de las microgotas dentro del microchip con la curva
de calibracion elaborada con anterioridad. En la Figura 58 se observa un
incremento de fluorescencia y por ende de producto a medida que va recorriendo
la microgota el microcanal.

Tabla 11. Flujos utilizados en el ensayo enzimatico hecho en microchip con disefo de

serpentin
Flujos uL/hr
Aceite mineral [FDG] [3- Buffer de | [Fluoresceinal *[Fluoresceina]
+ 0.1% m/m Span 90 Gal] fosfatos maxima como producto al final
80 uM 300 producto uM del microcanal uM
U/mL
50 16.7 16.7 16.7 30 16.4
50 13.8 16.7 19.6 25 13.8
50 11.1 16.7 22.3 20 12.5
50 8.3 16.7 251 15 9.6
50 5.5 16.7 27.9 10 7.3
50 2.7 16.7 30.7 5 4.7
50 1.4 16.7 32 2.5 1.5
Volumen 3 1 1 1
de las
jeringas
usadas
(mL)

e Concentracion de fluoresceina al final del microcanal

De las concentraciones de fluoresceina calculadas se obtiene cerca de 50% del
producto esperado, esto es porque la reaccion no se lleva a cabo por completo en
el tiempo que tardan las gotas en recorrer toda la extension del microcanal, dando
valores de concentracion menores a las esperadas.
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Figura 58. Monitoreo de la reaccion de hidrélisis de FDG con R-D-Galactosidasa en
microgotas en microchips a lo largo del microcanal. Cada dato corresponde a la
concentracion de fluoresceina en la microgotas a distintos tiempos (puntos sefialados como
triangulos en la Figura 57). Ensayo enzimatico en microchip con diseio de serpentin [FDG]=
30 uM, [R-Gal] 100 U/mL.ISO 100, S = 1/20 s, f =3.5 Flujo total 100 uL/h.

Direccion

del flujo

Figura 59. Imagen panoramica del ensayo enzimatico en el serpentin. Se puede observar
que la intensidad de las microgotas aumenta conforme van recorriendo el microcanal, lo que
indica el avance de la reaccion enzimatica. La configuracién de la camara digital es: 1ISO 100,

S =1/20, f= 3.5, 100% intensidad, 6to. cuadro de enfoque. Lampara UV: 100% transmitancia.
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4.5.2 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALACTOSIDASA + FDG EN MICROCHIP
CON DISENO DE FRACTALES

Se llevé a cabo el ensayo enzimatico dentro del microchip con disefo de fractales
de acuerdo a la Figura 26. Se vari6 la concentracion del sustrato en las microgotas
desde 15-30 uyM, variando el flujo de las jeringas con el buffer y el sustrato para
mantener un flujo de fase acuosa total constante. Tanto las soluciones iniciales de
sustrato (90uM) y enzima (75 U/mL) se preparan frescas para los experimentos. El
flujo total de reactivos y fase organica en el experimento es de 150 yL/hr, 75 uL/hr
para la fase organica y 75 plL/hr para el total de fase acuosa. Durante el
experimento se tomaron imagenes de las microgotas en distintos puntos de los
microcanales (senalados en la Figura 60). La configuracion de la camara Phantom
son: Intervalo de apertura 10000 ps, Tiempo de exposicion 3000.04 us y
Disparador a 660 722. 79 us. Microscopio: Objetivo 10x, 100% intensidad, 4to.
cuadro de enfoque. Lampara UV: 100% transmitancia.

Nt S L]
I Jo | i [ I
TR |

Figura 60. Sitios de medicién considerados durante el experimento.

Las imagenes tomadas de las microgotas en este experimento se trataron de igual
forma que en el caso anterior (chip de serpentin), y el resultado del tratamiento de
los datos obtenidos se muestra en la tabla 12 y en la Figura 61.
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Tabla 12. Flujos utilizados el ensayo enzimatico hecho en microchip con disefio de fractales

Flujos uL/hr
Aceite [FDG] [R-Gal]= Buffer de | [Fluoresceina] | *[Fluoresceinal
mineral 90 75 U/mL fosfatos | maxima como Producto al
+0.1% m/m uM (25 U/mL producto uM final del
Span 80 en microcanal uM
microgota)
75 25 25 25 30 32.6
75 20.8 25 29.2 25 28.4
75 16.6 25 33.4 20 24.6
Volumen de 3 1 1 1 -
la jeringa
usada (mL) -

*Concentracion de fluoresceina al final del microcanal

De las concentraciones de fluoresceina obtenidas, se obtienen concentraciones
mayores al 100 % del producto esperado, esto es porque la concentracion real del
sustrato era mayor a la calculada o hubo variacién en los flujos, haciendo que el
valor de la concentracion de fluoresceina esperada fuera mayor. La pérdida de
fluorescencia al final del microcanal no se considerd apreciable, por lo que la
medicion se llevd a cabo en ese sitio. La ventaja del disefio de fractales es que
permite mayor tiempo de residencia por eso se puede usar menor concentracion
de enzima para llevar a cabo la reaccion (25 U/mL).

35
30 an
‘(g
25 L
52 41 A
= > 4 [FDG]=30 uM
215 A
[ - B [FDG]= 25 pM
10 m
(’ [FDG]= 20 pM
5
A
0 &
0 30 60 90 120 150
Tiempo(s)

Figura 61. Monitoreo de la reaccion de hidrolisis enzimatica de FDG con R-D-Galactosidasa
en microgotas en microchips a lo largo del microcanal de fractales. Cada dato corresponde
a la concentracion de fluoresceina en la microgotas a distintos tiempos. Ensayo enzimatico
en microchip con disefio de fractales. [FDG]= 30 uM, [R-Gal] 25 U/mL. Configuracién de la
camara Phantom: Intervalo de apertura 10000 ps, Tiempo de exposiciéon 3000.04 us y
Disparador a 660 722. 79 ps. Flujo total 150 uL/h
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4.5.3 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALACTOSIDASA + FDG EN MICROCHIP DE
FRACTALES ACOPLADO AL INSTRUMENTO HPLC

Se corrio el programa de elucion del inhibidor (PETG) en el HPLC sin inyectar el
inhibidor, a la vez que se monitoreo la reaccion enzimatica en el microchip bajo las
condiciones cambiantes de porcentaje de MeOH. Se vari6 la concentracion final
del sustrato ([FDG]=10 uM) y de la enzima ([R-D-Gal]= 16.7 U/mL) en las
microgotas. Tanto las soluciones de sustrato y enzima se preparan frescas para
los experimentos.

La configuracion de la camara Phantom y del microscopio similar a la seccién
4.5.2.El programa de inyeccién para el inhibidor (PETG) en el HPLC es el
programa sefialado en la Figura 29.

Los flujos utilizados en este experimento se resumen en la tabla 13.

Tabla 13. Flujos y concentraciones de reactivos usados en el experimento

Concentracién Flujo
R-D-Gal 50 U/mL 60 pL/hr
FDG 30 uM 60 pL/hr
Aceite | 0.1% m/m Span 80 | 250 uL/hr
Purga - 5742 pL/hr
HPLC - 6000 pL/hr

La figura 62 muestra una imagen de las microgotas en uno de los cruces del
microchips sin inducir la fluorescencia. La figura 63 es una imagen de las
microgotas en la misma posicion del microchip, pero ahora con la fluorescencia
inducida. Se puede observar como la fluorescencia crece paulatinamente en las
gotas que pasan por las diferentes posiciones, siendo esto un indicador de que la
reaccion enzimatica se esta llevando satisfactoriamente.

De las imagenes de fluorescencia de las microgotas dentro del microchip tomadas
durante cada minuto del programa de elucién del inhibidor, se obtuvo el valor de
intensidad de fluorescencia y estos, valores de intensidad de fluorescencia fueron
graficados en funcion del tiempo (Figura 64) y asi se monitored el ensayo
enzimatico.
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Figura 62. Microgotas de la hidrélisis enzimatica de FDG con B-D-Galactosidasa dentro del
microcanal del microcanal. [FDG]= 10 pM, [B-Gal] 16.7 U/mL. Configuracién de la camara
Phantom: Intervalo de apertura 10000 ps, Tiempo de exposiciéon 3000.04 ys y Disparador a
660 722. 79 ps. Flujo final 818 uL/h.

Figura 63. Microgotas de la hidrdlisis enzimatica de FDG con R-D-Galactosidasa dentro del
microcanal del microcanal. [FDG]= 10 pM, [R-Gal] 16.7 U/mL. Microscopio: Objetivo del
microscopio 10x, 100% intensidad, 4to. cuadro de enfoque. Lampara UV: 100%
transmitancia. Configuracion de la camara Phantom: Intervalo de apertura 10000 ps,
Tiempo de exposicion 3000.04 ys y Disparador a 660 722. 79 ps. Flujo final 818 pL/h.
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Ensayo enzimatico en microchip acoplado a HPLC *Mean de cada gota] vs
Tiempo. [FDG]= 10 uM, [R-Gal] = 16.7 U/mL. Intervalo 10000 ps, Exposicion
3000.04 ps y Disparador a 660 722. 79 ps. Flujo total 818 uL/h
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Figura 64. Monitoreo de la reaccién de hidrdlisis enzimatica de FDG con B-D-Galactosidasa
en microgotas dentro del microchips a lo largo del microcanal. La fluorescencia se evalla
durante todo el programa de elucién del inhibidor. [FDG]= 10 uM, [RB-Gal] 17.6 U/mL.
Configuracion de la camara Phantom Intervalo de apertura 10000 ps, Tiempo de exposiciéon
3000.04 us y Disparador a 660 722. 79 ps. Flujo final 818 pL/h. La actividad de la enzima no
se ve afectada por incremento en la concentracion de MeOH.

Con los resultados mostrados anteriormente se concluyé que es satisfactorio
realizar el ensayo enzimatico sin verse afectada la actividad de la enzima por la
presencia de MeOH. El porcentaje de MeOH en la gréfica, es el % a la salida del
HPLC, pero al mezclarse con las microgotas se ve disminuido a una tercera parte
de su concentracion original. Lo mas alto que se tuvo el porcentaje de MeOH en
las microgotas fue de 28%. Respecto al flujo de succion en la purga, en este
programa de elucion la estabilizacién fue posible sélo usando la succién de 5742
uL/hr.

4.5.4 ACTIVIDAD ENZIMATICA A DISTINTOS PORCENTAJES DE METANOL EN
ESPECTROFOTOMETRO

Se realizaron ensayos enzimaticos en el espectrofotometro, haciendo reaccionar
la enzima con sustrato a distintos porcentajes de MeOH, esto con el fin de
monitorear qué tanto se veia afectada la actividad con el porcentaje de MeOH.
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Esto se debe a que el programa de elucion del inhibidor tiene una variacion del
porcentaje de MeOH desde el 50% hasta el 85 %, porcentaje que en la gota se ve
disminuido a 18% y 29% aproximadamente. Los porcentajes de MeOH probados
fueron 0, 15y 30 %; estos porcentajes fueron usados debido a que no se alcanzé
mayor porcentaje de % MeOH.

Las concentraciones de enzima (R-D-Galactosidasa), sustrato (FDG) y los
porcentajes finales de MeOH se resumen en la tabla 14.

Tabla 14. Concentraciones usadas en el experimento de actividad enzimatica

Microcelda [FDG]=10 pM [R-D-Gal]= 1.536 U/mL | V. total | %MeOH
(0,30 y 60 % MeOH final
4 30 pL (0% MeOH) 30 uL 60 pL 0
6 30 pL (30% MeOH) 30 pL 60 pL 15
8 30 pL (60% MeOH) 30 pL 60 pL 30

De los primeros 19 minutos de reaccion, se hicieron las graficas para sacar la
velocidad inicial de las reacciones de hidrdlisis enzimatica del FDG a cada
porcentaje de metanol. Los datos de concentracion de fluoresceina a lo largo de
tiempo se resumen en la Figura 65.

45
. = ¢ 0% MeOH
35 =
Z B 15% MeOH
,2\ /
525 W"/‘é 30% MeOH
s 2
L
—15 — Lineal (0%
1 MeOH)
0.5 — Lineal (15%
0 MeOH)
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 —jneal (30%
Tiempo (min) MeOH)

Figura 65. Monitoreo de la reaccion de la hidrélisis enzimatica de FDG con R-D-
Galactosidasa. La concentracion de fluoresceina a lo largo del tiempo se obtuvo a partir de
la curva de calibracién.
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En la figura anterior, se aprecia que la cinética de la reaccién no se ve afectada de
una forma significativa a los distintos porcentajes de metanol, esto se reitera con
los valores de velocidad inicial expuestos en la tabla 15.

Tabla 15. Velocidades iniciales de la reaccion enzimatica de hidrélisis de FDG con R-D-
Galactosidasa a distintos porcentajes de MeOH

Microcelda %MeOH Vo
final (M/min)
4 0 0.0559
6 15 0.0854
8 30 0.0719

La velocidad inicial no muestra una tendencia respecto a la concentracion de
metanol, en el caso de 15% de MeOH es mayor la velocidad, bajando de nuevo en
la concentracion de 30%. Sabiendo esto, se procedio a realizar los experimentos
sin tomar en cuenta que la enzima perdiera actividad. De forma rapida se reiterd
que la enzima siguiera activa y que el sustrato no estuviera hidrolizado, esto para
descartar que ya no sirviera la enzima en la grafica anterior. Se hizo un ensayo
enzimatico usando 100 veces mas de concentracion de enzima y la misma
concentracion de sustrato (5pM) a un 0% de MeOH, esto sdélo con fines
ilustrativos. El resultado se resume en la figura 66.

0.40+ 0.40

0.35-
0% MeOH

035 0% MeOH

0.30

Abs
Abs

0.25——
L 0.30

0.204

0.25

350 400 450 500 550 5 10
Long. Onda (nm) Tiempo (min)

Figura 66. Monitoreo de la absorbancia de la reaccién de hidroélisis enzimatica a 490 nm para
reiterar que los reactivos estaban en buenas condiciones. A la izquierda esta la absorbancia
de 550-350 nm a lo largo del experimento y a la derecha la absorbancia a 490 nm a lo largo
del tiempo.
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4.6 ENSAYOS ENZIMATICOS DE R-D-GALACTOSIDASA + FDG + CON
INHIBIDOR (PETG)

4.6.1 ENSAYO ENZIMATICO DE R-D-GALACTOSIDASA CON INHIBIDOR (PETG)
Y FDG EN ESPECTROFOTOMETRO

Los ensayos enzimaticos con inhibidor (PETG) se hicieron con las
concentraciones reportadas en [14], por lo que se utilizaron las concentraciones de
0.1,0.25y 0.5 mM.

El resumen de volumenes de reactivo usados en el experimento esta en la tabla
16.

Tabla 16. Concentraciones usadas en el experimento de inhibicién enzimatica en
microceldas

Microcelda [FDG]= 60 uM [3-D-Gal]= 200 U/mL | V. total | [PETG] mM
(0,0.2,0.5y 1 PETG mM Final
4 30 uL (0.2 PETG mM) 30 uL 60 pL 0.1
6 30 uL (0.5 PETG mM) 30 uL 60 pL 0.25
8 30 L (1 PETG mM) 30 L 60 L 0.5
10 30 uL (0 PETG mM) 30 uL 60 pL 0

Los resultados obtenidos del ensayo enzimatico con inhibidor en el
espectrofotometro se muestran en la Figura 67.
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Figura 67. Monitoreo de la absorbancia en el tiempo de la hidrélisis enzimatica de FDG a
distintas concentraciones de inhibidor (PETG) en microceldas de cuarzo, [FDG]= 60 uM, [B-
Gal] =100 U/mL, [PETG]= 0, 0.1, 0.25 y 0.5 mM. Se observa el comportamiento de la reaccion
a lo largo del tiempo, siendo evidente que la inhibicion es parcial, no total.

En la Figura 67 se observa que la inhibicidén ocurrié en funcién de la concentracion
de inhibidor, a mayor concentracion de PETG, la inhibicion era mayor. Basado en
esto, se calculd la concentracion de PETG a inyectar en el instrumento HPLC, que
pudiera ser detectada por el HPLC y a la vez inhibiera la reaccion enzimatica. Se
observa que a una concentracién de 0.5 mM de PETG para estas condiciones, la
reaccion es inhibida en un 90 %.
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4.6.2 ENSAYO ENZIMATICOS DE R-D-GALACTOSIDASA CON INHIBIDOR (PETG)
Y FDG EN MICROCHIP DE FRACTALES ACOPLADO A INSTRUMENTO HPLC

4.6.2.1 Primer programa de elucién del inhibidor (inyectando inhibidor)
(PETG)

Se llevo a cabo el ensayo enzimatico con inhibidor (proveniente del HPLC) dentro
del microchip con disefio de fractales acoplado al instrumento HPLC. No se vario
la concentracién de [FDG]= 10 uM ni de la enzima [R-D-Gal]= 16.7 U/mL respecto
a los experimentos de la seccidn 4.5.3. Tanto las soluciones de sustrato y enzima
se preparan frescas para los experimentos. Los flujos y concentraciones usados
en el experimento se resumen en la tabla 17.

La configuracién de camara Phantom y del microscopio es similar a la seccion
4.5.2. El programa de inyeccién para el inhibidor (PETG) en el HPLC es el
programa sefalado en la Figura 24, se eligido este programa porque el inhibidor
(PETG) eluye aun ~ % 77 de MeOH.

Por un lado se preparo el programa de elucién del PETG en el HPLC y se inyecté
60 L de PETG a 825 mM. La absorcion del PETG a 254 nm es de
aproximadamente 400 mUA en el cromatograma y también es detectado al mismo
tiempo a mas de 4000 mUA a 210 nm (Figura 68). En el momento en que el
sistema de formacion de microgotas en el microchip estuvo estable, se abrid el
“Loop” del instrumento HPLC para inyectar el PETG a través de la columna.

Cada minuto se tomaron imagenes de la fluorescencia de las gotas en el centro
del canal del microchip tal como se mostré en la figura 79 y se obtuvo el valor de
intensidad de fluorescencia. Estos valores fueron graficados en funcién del tiempo
y se muestran en la Figura 69. Las gotas del lado superior izquierdo de la imagen
corresponden a gotas con un tiempo de residencia de 3.95 s. Las gotas que pasan
por la esquina superior derecha corresponden a gotas con un tiempo de residencia
de 10.86 s. Las gotas que pasan por la esquina inferior derecha corresponden a
gotas con un tiempo de residencia de 17.77 s y las gotas que pasan por la esquina
inferior izquierda corresponden a gotas con un tiempo de residencia de 24.6 s. De
acuerdo a la figura, al tiempo uno corresponde a la gota que tiene el menor tiempo
de reaccion y asi sucesivamente hasta la gota al tiempo 4.
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Figura 68. En el cromatograma se muestra encerrado cuando el inhibidor es detectado en el
programa, aproximadamente a 400 mUA en 3 minutos 48 segundos a 254 nm y también es

detectado al mismo tiempo a mas de 4000 mUA a 210 nm. Flujo de 0.1 mL/min

El tiempo de retardo entre el detector del HPLC y la primera posicién en el
microchip en que se midid es de 1 minuto 50 segundos, como se determind en el
apéndice E de esta Tesis. De esta manera, hay que esperar este tiempo después
de que el PETG sale del HPLC para que sea detectado en el microchip en forma

de inhibicién de la reaccion.

Una vez que se estabilizo la reaccion enzimatica, se abrié el Loop y se monitore6

la fluorescencia como se muestra en la Figura 69.

Tabla 17. Flujos y concentraciones de reactivos usados en el experimento

Volumen de jeringa Concentracién Flujo
usado en el experimento
1mL R-D-Gal 50 U/mL 60 plL/hr
1mL FDG 30 M 60 uL/hr
3mL Aceite | 0.1% m/m Span 80 | 250 uL/hr
10 mL Purga - 5142 pL/hr
- HPLC - 6000 pL/hr
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Figura 69. Monitoreo de la reaccion de hidroélisis enzimatica de FDG con R-D-Galactosidasa

en microgotas dentro de microchips a lo largo del microcanal. La fluorescencia se registra

como el promedio de 3 gotas en el mismo minuto durante todo el programa de elucién del

inhibidor (PETG). La fluorescencia desaparece a los 6 minutos por la inhibicion de la R-Gal
por el PETG dentro del microchip. La inhibicién de la reaccién enzimatica dura de 6 a 12
minutos. [FDG]= 10 uM, [R-Gal] 17.6 U/mL. [PETG]= 8.25 mM. Configuracion de la camara

Phantom: Intervalo de apertura 10000 ps, Tiempo de exposicion 3000.04 ys y Disparador a

660 722. 79 ps. Flujo final 818 pL/h.

Como se observa en la Figuras 68 y 69, el inhibidor se comenz6 a detectar en el
HPLC a los 3 minutos con 48 segundos. Sin embargo, como se habia dicho antes,
tardo 1:50 min en llegar al microchip. Y es entonces cuando la fluorescencia
desaparece de los 6 minutos hasta los 12 minutos. Esta desaparicién se explica
debido a la pérdida de producto (fluoresceina) causado por la inhibicion de la
reaccion enzimatica por parte del PETG. Por otro laso se observo que la inhibicién
se extendid hasta el minuto 12, esto es debido a que el flujo proveniente del HPLC
sufre el fendbmeno de dispersion de Taylor que dispersa los compuestos en un
volumen mayor y extiende mas la inhibicion dentro del microchip. Pasados los 12
minutos en el microchip, regresa la fluorescencia, pero no a niveles similares a los
que habia antes de la entrada del inhibidor. Esto probablemente se debe a que
todavia queda PETG remanente en el fluido del HPLC y que entra al microchip
inhibiendo parcialmente la reaccion.
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En base a esto, se decidio monitorear el experimento 5 minutos antes y 5 minutos
después de haber inyectado el inhibidor a la columna del HPLC, esto con el fin de
saber si el sistema se restablece completamente para una nueva inyeccion de
PETG y se muestran en la siguiente seccion.

De este experimento se concluye que es factible realizar ensayos enzimaticos y
detectar la inhibicion en el microchip mediante la intensidad de fluorescencia.

4.6.2.2 Segundo programa de elucién del inhibidor (inyectando inhibidor)
(PETG)

Se repitié el ensayo enzimatico dentro del microchip en la presencia de inhibidor
(proveniente del HPLC) utilizando las mismas condiciones de la seccién anterior.
Con las siguientes excepciones: ahora se monitoreé el experimento 5 minutos
antes de inyectar el inhibidor y 5 minutos después de terminada la elucion el
inhibidor.

Se modificé el programa de elucidén del inhibidor en dos condiciones: La primera
consistié en alargar el tiempo de duracion del programa de elucion con el fin de
monitorear la fluorescencia durante mas tiempo. Y en la segunda consistié en
empezar una rampa de ascenso en porcentaje de MeOH desde 0% hasta 85 %,
como en la Figura 70, esto con el fin de aprovechar al maximo la columna
cromatografica. Este programa permitira eluir desde sustancias muy polares hasta
sustancias no polares de un extracto.

De las imagenes de las microgotas en el centro del microchip tomadas cada
minuto durante la reaccién se obtuvo el valor de intensidad de fluorescencia y
estos, valores de intensidad fueron graficados en funcion del tiempo. La Figura 63
ejemplifica la numeracion asignada a las gotas en funcion de su tiempo de
reaccion. La gota al tiempo uno corresponde a la reaccion en el tiempo 3.95 s, la
gota al tiempo dos a 10.86 s, al tiempo tres a 17.77 s y al tiempo cuatro a 24.6 s.

La absorcion del PETG a 254 nm es de aproximadamente 500 mUA en el
cromatograma del segundo programa de elucion (Figura 70). Se llevo a cabo la
reacciéon de la misma manera que en el primer programa, solo se modifico la
duracion y la curva de porcentaje de disolventes del programa elucion.
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Figura 70. En el cromatograma modificado se muestra encerrado cuando el inhibidor es
detectado en el programa, aproximadamente a 400 mUA en 10 minutos 12 segundos a 254
nm y también es detectado al mismo tiempo a mas de 4000 mUA a 210 nm. Flujo de 0.1
mL/min.

De la detecciéon del PETG por parte del instrumento HPLC, se espera 1 minuto 50
segundos para que el PETG llegue al microchip inhibiendo la reaccién.

Los flujos y concentraciones usados en el experimento se resumen en la tabla 17.
Una vez que se restablecio la reaccion enzimatica, se abrid inyectd el inhibidor y
se monitoreo el experimento como se muestra en la figura 71y 72.
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Figura 71. Monitoreo de la reaccién de hidrélisis enzimatica de FDG con B-D-Galactosidasa
en microgotas dentro de microchips a lo largo del microcanal. La fluorescencia se evalta
durante todo el programa de elucién del inhibidor (PETG). La fluorescencia comienza a
desaparecer a los 10 minutos aprox. por la inhibicion de la B-Gal por el PETG dentro del
microchip. La inhibicion total de la reaccién enzimatica dura de 12 a 17 min. [FDG]= 10 uM,
[R-Gal] 17.6 U/mL. [PETG]= 8.25 mM. Configuracién de la camara Phantom: Intervalo de
apertura 10000 ps, Tiempo de exposicion 3000.04 ys y Disparador a 660 722. 79 us. Flujo
total 818 pL/h. grafico correspondiente al grafico de las gotas al tiempo 1y 2.
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Figura 72. Monitoreo de la reaccién de hidrdlisis enzimatica de FDG con B-D-Galactosidasa
en microgotas dentro de microchips a lo largo del microcanal. La fluorescencia se evalua
durante todo el programa de elucién del inhibidor (PETG). La fluorescencia comienza a
desaparecer a los 10 minutos aprox. por la inhibicion de la BR-Gal por el PETG dentro del
microchip. La inhibicion de la reaccion enzimatica dura de 12 a 17 min. [FDG]= 10 uM, [B-Gal]
17.6 U/mL. [PETG]= 8.25 mM. Configuracién de la camara Phantom: Intervalo de apertura
10000 ps, Tiempo de exposicion 3000.04 us y Disparador a 660 722. 79 us. Flujo total 818
ML/h. grafico correspondiente al grafico de las gotas al tiempo 3y 4.

Como se observa en la Figura 71 y 72, la fluorescencia empezé a decaer a los 10
minutos y desaparecié desde los 12 minutos hasta los 17 minutos. Esto se debe a
la reaccion enzimatica estuvo totalmente inhibida y dejé de producir fluorescencia.
Por otro lado, el inhibidor fue detectado por el detector de instrumento HPLC a 10
minutos con 12 segundos aproximadamente, el tiempo de inhibicion se extiende a
5 minutos, esto es debido a que el PETG inyectado sufre el fendbmeno de
dispersion de Taylor, lo que extiende mas la inhibicion dentro del microchip.
Pasados los 17 minutos en el microchip, se restablece la fluorescencia, pero no a
niveles similares a los que habia antes de la entrada del inhibidor. Esto también se
debe a que todavia queda PETG remanente en el fluido del HPLC y que entra al
microchip inhibiendo parcialmente la reaccién.
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En base a esto, se comprueba que el programa modificado de eluciéon ayuda
factiblemente a detectar inhibidores de forma cualitativa. La inestabilidad de las
senales de fluorescencia podria deberse a dos factores relacionados con las
bombas de jeringas. El primero es que la jeringa de 20 mL hizo que la sensibilidad
del proceso de succion disminuyera y se refleja en el flujo que pasa del HPLC.

El segundo factor es que no se cambia el flujo de purga cuando se da el cambio
de viscosidad por aumento de porcentaje de MeOH. Estos dos factores propician
que a los minutos 12 haya desaparicién de las microgotas y se forme un flujo
continuo, hecho que fue corregido aumentando la purga de 5742 a 11742 ulL/hr
por 10 segundos y regresando a 5742 pL/hr para continuar con el programa. Con
las modificaciones del programa y el monitoreo de la fluorescencia por 5 minutos
después de haber terminado el programa, se concluyé de este experimento que es
factible realizar ensayos enzimaticos y detectar la inhibicion enzimatica en el
microchip cualitativamente mediante la intensidad de fluorescencia.



5 CONCLUSIONES
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En este trabajo se logré disefar, fabricar y caracterizar un microchip de
microfluidica para formar microgotas.

Se logré realizar y monitorear mediante microscopia de fluorescencia y analisis
digital de imagenes la reaccién enzimatica con la R-D-Galactosidasa en
microgotas dentro de un microchip de microfluidica en ausencia y en presencia de
un inhibidor.

Se redisefio el microchip para acoplarse a un instrumento de HPLC y poder
introducir a las microgotas los compuesto eluidos en el HPLC.

Se llevo a cabo la reaccidon enzimatica con la 3-D-Galactosidasa en microgotas en
microchips acoplados al instrumento de HPLC.

Se desarrollé un programa de elucion en el instrumento HPLC que permite eluir
desde compuestos muy polares hasta compuestos no polares y probar su
actividad inhibitoria en el acoplamiento HPLC- microchip con reaccion enzimatica
modelo.

Se detectod cualitativamente la inhibicion de la reaccion enzimatica modelo dentro
del microchip de microfluidica acoplado al instrumento HPLC usando cantidades
de reactivos del orden de los 1000 pL para cada reactivo.

Los logros obtenidos en este proyecto permitiran en un futuro cercano |la deteccién
de inhibidores enzimaticos contenidos en extractos naturales utilizando un
microchip de microfluidica acoplado a un instrumento HPLC.



6 APENDICES
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6.1 APENDICE A

6.1.1 BUFFER DE FOSFATOS 100MM, PH 7.5, 1 MM MGCL, CON ALBUMINA DE
SUERO BOVINA ABS (BSA POR SUS SIGLAS EN INGLES)

El uso de albumina de suero bovina ABS (BSA por sus siglas en ingles) en el
buffer tiene la finalidad de estabilizar a otras proteinas porque ofrece un ambiente
biolégico mas estable para ellas y evita que vayan a la interfase de agua-aceite.
También se usa para que no se adhieran las proteinas a los tubos de reaccion vy,
puntas de micropipeta [23].

Se hicieron pruebas de estabilizacion de microgotas con distintas concentraciones
de ABS con el fin de establecer la concentracidon optima para el ensayo
enzimatico. Las concentraciones de ABS en el buffer de fosfatos que se probaron
fueron 0, 0.5, 1 y 2 mg/mL.

De las pruebas hechas con ABS en el buffer de fosfatos, la formacion de
microgotas fue satisfactorio por los primeros 10 minutos, posteriormente no hubo
microgotas dentro del microcanal porque las dos fases (organica y acuosa) no
viajaban por separado, dandose incluso pequefas acumulaciones en las esquinas
de las curvas del microchip (Figura 72). Estos fendmenos no se presentaron en el
uso de buffer sin ABS.

Figura 72 . Para ambas fotos [Fluoresceina] = 30 uM, flujo total= 100 pL/hr (suma de flujo de
fase acuosa y fase organica). La configuracién de la camara digital: ISO 100, S =1/20 s, f=3.5.
a) Deformacion de microgotas por pegado de fase acuosa a las paredes del microcanal en
presencia de [ABS] = 2mg/mL. b) Microgotas sin deformacién y sin pegado de fase acuosa,
buffer sin ABS.
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6.1.2 BUFFER DE FOSFATOS 100MM, PH 7.5, 1 MM CLORURO DE MAGNESIO
(1) coN DTT.

EI DTT (ditiotreitol) es un compuesto sulfurado que tiene la funcién de reducir los
enlaces disulfuro de proteinas. Se utiliza frecuentemente para prevenir enlaces
intramoleculares e intermoleculares no especificos provenientes de los residuos
del aminoacido cisteina. El uso de [3-Mercaptoetanol con la misma funcién del DTT
se ha reportado en la hidrdlisis del Fluorescein-Di-B-D-Galactopiranosido con la
enzima R-galactosidasa como componente del buffer empleado en los ensayos
enzimaticos [20].

Se hizo el ensayo enzimatico con y sin DTT presente en el buffer de reaccién con
el fin de determinar si el uso de DTT es necesario o no en la enzima. Esto se ve
reflejado en la actividad de la enzima, ya que al haber disminucion de la actividad
de la enzima, se evalua si es perjudicial para la hidrdlisis, el DTT se puso en una
concentracion 4.39 mg/mL.

H
/\/\/SH
HS

H

.ullllO

Olitieee

Figura 73. Estructura quimica del Ditiotreitol (DTT)

De los ensayos enzimaticos hechos con y sin DTT en el buffer de fosfatos, se
comprobd que después de mezclar los reactivos, al minuto la reaccion de hidrdlisis
es mas rapida y cualitativa (mas producto, mas fluorescencia) en el buffer que no
contiene a la enzima con DTT (Figura 74 ) que en la que si lo contenia. Por lo que
se optd por no utilizar el DTT en el buffer porque disminuyd la actividad de la
enzima.
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Figura 74. Reaccion de hidrolisis del FDG con B-gal realizada en una gota sobre un
portaobjetos. Las imagenes muestran la fluorescencia de la gota después de un minuto de
reaccion. a) Con [DTT] =4.39 mg/mL b) Sin DTT. [FDG]= 90 uM Buffer de fosfatos [R-gal] =

100 U/mL. La configuracion de la camara digital: ISO 100, S =1/20 s, f=3.5

6.2 APENDICE B

6.2.1 CANTIDAD DE SURFACTANTE EN LA FASE ORGANICA

El uso de surfactantes en la fase organica (aceite mineral) dentro del microcircuito
tuvo como funcién la estabilidad de las microgotas a lo largo del microcanal, ya
que evita que se mezclen entre ellas o se destruyan [7]. Para este proyecto se
utilizé el surfactante Span 80 por ser un surfactante que comunmente se utiliza
para la estabilizacion de microgotas con buenos resultados y cuya estructura
quimica se muestra en la Figura 75.

0]
CH. O C —CH. (CH,). CH, CH = CHCH_.(CH.),CH,
HO  C 0
S
H
HO/ OH

Figura 75. Estructura quimica de Span 80
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Las pruebas llevadas a cabo para establecer la cantidad 6ptima de surfactante
para la formacién de microgotas incluyen el contenido en el aceite mineral de
Span 80 en 0.1% m/my 1% m/m.

Se hicieron pruebas de formacién de microgotas usando como fase acuosa
fluoresceina 60 uM en el buffer de fosfatos y en la fase organica se vari6 la
concentracién de Span 80, probando las concentraciones de 0.1% m/my 1% m/m.

Los flujos utilizados en las pruebas de cantidad de surfactante y las
concentraciones se resumen en la tabla 18.

Tabla 18. Flujos utilizados en los experimentos de cantidad de surfactante

Flujos [Fluoresceina] = 60 uM en buffer de fosfatos. Buffer de fosfatos Fase
(concen. Final en microgotas = 30 pM) 100 mM organica
25 uL/hr 25 ul/hr 50 pL/hr
Volumen 1 1 1
de
la jeringa
usada
(mL)

Los resultados obtenidos acerca de la cantidad de Span 80 o6ptima para la
estabilidad de las microgotas dentro del microcircuito corresponde a una
concentracién del 0.1% m/m, ya que a ésta concentracion no se presentd un
pegado de las microgotas a las paredes del microcanal. La fase organica con
concentracion al 1% m/m de Span 80 presenté acumulacion de la fase acuosa a lo
largo de los microcanales como se observa en las Figuras 76y 77.

Figura 76. Span 80 al 1% m/m. Se presenta acumulacion de la fase acuosa en las paredes de
los microcanales. [Fluoresceinal= 30 uM, flujo total= 100 pL/hr (Fase acuosa + fase
organica). La configuraciéon de la camara digital: ISO 100, S =1/20 s, f=3.5
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Figura 77. Span 80 al 0.1% m/m. Se presenta estabilizaciéon de las microgotas a través de los
microcanales. [Fluoresceina] = 30 uM, flujo total= 100 uL/hr (Fase organica + fase acuosa).
Configuracion de la camara digital: ISO 100, S =1/20 s, f=3.5.

6.3 APENDICE C

6.3.1 FORMACION DE MICROGOTAS A DISTINTOS PORCENTAJES DE METANOL

La formacion y estabilizacién de las microgotas a distintos porcentajes de metanol
era importante, porque de esta manera se podria utilizar un programa de elucion
con el instrumento HPLC que permitiera la separacion de compuestos a través de
una columna cromatografica de fase reversa (Ultra II® C18 3 um 30 x 2.1 mm,
Restek). La frecuencia y la estabilidad de las microgotas dentro del microchip se
vieron afectadas por el desempefio de la bomba de jeringa que succionaba el
exceso de flujo proveniente de HPLC, ya que al cambiar la viscosidad en los
distintos porcentajes de MeOH cambié la cantidad de flujo que succionaba la
bomba.

Dentro del programa de elucion del instrumento HPLC, se tuvieron cambios en
porcentaje de polaridad de los dos liquidos acarreadores (MeOH/H,0O). Al
aumentar el porcentaje de MeOH presente en el flujo proveniente del instrumento
HPLC se tiene una disminucion de viscosidad, lo cual afecta la estabilidad de las
microgotas.

El montaje experimental es el mismo que en el experimento de formacion de
microgotas en un microchip con disefio de fractales con adaptacion a un
instrumento HPLC (Figura 18), es decir, sin ninguna otra entrada de fase acuosa,
solo la entrada del HPLC.
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Se comenzo6 a correr el flujo de 6000 pL/hr 100 % H20 en el instrumento HPLC, a
la vez que se comenzaba a hacer una purga de minimo 5400 pL/hr, y un flujo de

aceite de 50 yL/hr.

Una vez que se estabilizé la formacién de microgotas en 100% H20O, se vari6 el
porcentaje de Metanol en la fase acuosa proveniente del HPLC. Se probaron los
porcentajes de MeOH de 0, 50, 80 y 100 %. De acuerdo a la estabilizacion de las
microgotas, se vario también la purga en 5400 y en 5700 uL/hr, y el flujo de aceite

de 50, 100 y 150 pL/hr.

Los flujos usados en el experimento, se resumen en la tabla 19.

Tabla 19. Flujos utilizados en la formacién de microgotas a distintos porcentajes de MeOH

Flujos | Flujode | Flujode | Aceite mineral con % Formacién de Frecuencia de
HPLC purga Span 80 0.1% MeOH microgotas microgotas
m/m (microgotas/seg)
Prueba 3000 4200 50 pL/hr 0 Si 15
1 uL/hr uL/hr
Prueba 6000 5400 50 pL/hr 0 Si 1.3
2 uL/hr uL/hr
Prueba 6000 5400 50 pL/hr 50 Si 2.75
3 uL/hr uL/hr
Prueba 6000 5400 100 pL/hr 80 Si 2.95
4 pL/hr pL/hr
Prueba 6000 5700 180 pL/hr 100 *Si -
5 uL/hr uL/hr

* Gotas deformes y se daba el pegado de las microgotas de metanol a las paredes del microcanal.

ey

e

Figura 78. Formacion de microgotas a distintos porcentajes de MeOH. a) 0% MeOH del
HPLC. b) 50% MeOH del HPLC. c) 80% MeOH del HPLC d) 100% MeOH del HPLC.
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La desestabilizacién de las microgotas a un alto porcentaje de MeOH se debe al
cambio de viscosidad cuando hay 100% MeOH proveniente del HPLC. En este
porcentaje de metanol la bomba de jeringa que esta succionando en la purga
presenta dificultades técnicas para succionar MeOH lo que se reflejo en la
ausencia de formacién de microgotas. Aunando a este fendmeno la fase organica
se mezcla con el MeOH y no se da la formacion de microgotas por no existir entre
ellos casi ninguna inmisciblidad.

6.4 APENDICE D

6.4.1 USO DE ACEITES FLUORADOS COMO FASE ORGANICA Y RECUBRIMIENTO
DE MICROCANALES CON EL POLIMERO AQUAPEL

Los aceites fluorados son liquidos a temperatura ambiente derivados de alcanos,
en los que se ha sustituido los enlaces carbono-hidrogeno por carbono-fluor. Las
caracteristicas principales de los aceites fluorados son [24] :

-Son quimicamente inertes, por lo que no participan en reacciones colaterales que puedan
llevar a la formacién de subproductos e impidiendo asi, la migracion de sustancias de
las microgotas al aceite mineral [24].

-No son inflamables.
-Son inmiscibles con muchos disolventes organicos y con el agua.
-Tiene una viscosidad baja.

El aceite fluorado se utilizé con los mismos flujos que el aceite mineral, la funcion
es la misma, formacion de microgotas. Se usO recién preparado para los
experimentos el aceite fluorado FC-40 (Aldrich) con una concentracién de
surfactante fluorado 1H,1H,2H,2H-Perfluoruro-1-octanol (Aldrich) al 2.5 % m/m.

La sustancia Aquapel es un polimero fluorado que tiene la funcidn de recubrir las
paredes de los microcanales, evitando asi que cualquiera de las dos fases
(organica o acuosa) se peguen en las paredes de los microcanales.

La preparacion de los microchips cubiertos de Aquapel se lleva cabo mediante la
inyeccion de éste con una jeringa por el microcanal de salida hasta que los
microcanales estén llenos. Una vez que el microchip contiene al Aquapel, se deja
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reposar dentro del microchip por 20 segundos. Para retirar el Aquapel del interior
del microchip, se suministra aire por el microcanal de salida para expulsar el
Aquapel del interior de los microcanales, una vez hecho esto, los microchips se
hornean a 70°C por 20 minutos antes de su uso [24].

La primera etapa de uso de aceites fluorados consistié en hacer los experimentos
de formacién de microgotas de forma habitual, usando como fase acuosa el buffer
de fosfatos. En este experimento, la formacion de microgotas no fue posible
porque el aceite fluorado se quedaba pegado a las paredes de los microcanales.

La segunda etapa consistidé en el uso de un polimero que recubriera las paredes
de los microcanales, de tal forma que el aceite fluorado no se pegara a las
paredes y permitiera la formacion satisfactoria de las microgotas. El polimero
usado es el Aquapel, polimero fluorado usado para repeler agua en vidrios de
automoviles.

La tercera etapa consistio en probar la formacién de microgotas con el Aquapel
recubriendo las paredes de los microcanales y usando el aceite fluorado como
fase organica. Respecto a los resultados obtenidos de esta tercera etapa, se da
una formacion satisfactoria de las microgotas, pero como los aceites fluorados son
menos viscosos que los normales, se presento el fendmeno de un fluido de aceite
fluorado en contraflujo a las fases acuosas. La acumulacion paulatina de aceite
fluorado en el microcanal da por consecuencia una descarga de aceite, o que
perjudica en la continuidad de flujo de la fase acuosa. Figura 81.

Figura 81. En la imagen se observa como el aceite fluorado llega a los canales de entrada de
la fase acuosa, lo que originé irregularidad en el flujo suministrado.

Debido a estos factores en los que no hubo regularidad en el flujo de las fase
acuosa consecuencia del uso de aceite fluorado, se opté por utilizar aceite mineral
+ Span 80 1% m/m como fase organica.
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6.5 APENDICE E

6.5.1 DETERMINACION DEL TIEMPO DE RETARDO ENTRE EL MICROCHIP Y EL
INSTRUMENTO HPLC

Era importante conocer el retardo de tiempo entre el instrumento HPLC vy el
microchip, ya que de esta manera se puede hacer una relacion de tiempo entre los
componentes detectados de una mezcla inyectada en el instrumento HPLC y el
momento en el que ingresan en el microchip a reaccionar con la enzima y el
sustrato.

El flujo del instrumento HPLC se fij6 a 6000 uL/hr para todos los experimentos y se
procedié a hacer un programa de elucion de fluoresceina con el fin de relacionar
en el cromatograma el tiempo en el que aparece la sefal de la fluoresceina y el
tiempo en el que es detectada la fluoresceina en el microchip. Esta diferencia de
tiempos se definié como tiempo de retardo.

La forma de inyectar el compuesto es la siguiente: se cargd 80 uL de Fluoresceina
a una concentracion de 90 pM, se prepardo el programa de elucion en el
instrumento HPLC y se abre el inyector del HPLC para dar paso al programa. Los
detectores del instrumento se pusieron en A= 492 nm y A= 371 nm. El programa de
elucién optimizado empieza desde un 0% de MeOH y se mantiene constante por
todo el programa; con un flujo constante de 6000 pL/hr y una duracion de 10 min
(Figura 79). En este experimento se uso el flujo de succion obtenido en la seccion
4.2.1. y un flujo de la fase organica de 180 pL/hr. El retardo se calculé como la
diferencia entre el tiempo que tarda la fluoresceina en ser detectada en la entrada
del microchip y el tiempo de deteccion que esta en el cromatograma del HPLC.

may Max Intensity : 875,069 _%
Detector A Ch1:482nm smth Time 3236 Inten. 1,067.700 Conc. 89.5§]
Detector & Ch2:371nm smih

10004 A Press.(Status)
F80

70
&0
S0
40
30

20

0.0 10 20 30 40 50 ) 70 20 S0 min

Figura 80. Programa de elucién para la fluoresceina. Flujo del HPLC 0.1 mL/min. En la figura
se ve el pico maximo de absorbancia aproximadamente a 4 minutos y medio, tiempo cuando
la fluoresceina es detectada por el instrumento a 492 nm.
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En el momento que se inyecté la fluoresceina y se inici6 el programa, se comenzo
a tomar video en el microchip. Una vez que la fluoresceina es detectada por el
detector del HPLC, se observd en video el tiempo en el que la fluoresceina es
detectada en microchip. De esta manera se obtuvo el tiempo de retardo entre el
HPLC y el microchip.

El experimento se hizo por triplicado, resultado en todos los casos un tiempo de
retardo de 1 min con 50 segundos.

6.6 APENDICE F

6.6.1 USO DE CAMARA DIGITAL HD

La cuantificacion de la concentracion de la fluoresceina, el producto de la reaccion
de hidrdlisis del FDG, se llevé a cabo mediante el analisis de imagenes tomadas
con una camara digital de alta resolucion (Canon Powershot SX260) montada en
un microscopio de fluorescencia (DMI 3000B, Leica)

Figura 82. Imagen tomada con la configuracion 6ptima de la camara. ISO 100, S =1/20 s, f=
3.5, sin Zoom, medidor de luz: Ponderado central, balance de blancos: Tungsteno.

Las pruebas para establecer la configuracion 6ptima de la camara digital consistid
en variar el ISO, el tiempo de apertura (S) y abertura del diafragma (F) mientras
se tomaban fotos de microgotas en una curva de calibracion de fluoresceina
desde 0.5 - 30 uM.

Se optimizé la configuracion de la camara digital, las cuales son: ISO* 100, S**
=1/20 s, f***=3.5, sin zoom, medidor de luz: ponderado central, balance de
blancos: Tungsteno.
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* ISO = Es una medida en fotografia que marca la cantidad de luz que necesita la camara para hacer una
fotografia.

** 8 = Tiempo de exposicion es el ajuste del lapso durante el cual el captor o la pelicula es expuesto a la luz
en cada toma.

*** f = apertura del diafragma de la lente controla la cantidad de luz que pasa a través del objetivo.
Las pruebas de la configuracion de la camara digital se modificaron a lo largo de la

curva de calibracion para establecer las mejores condiciones. Los resultados estan
resumidos en la Figura 83.
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Figura 83. Intensidad a distintas condiciones de ISO y S con la camara digital. [Flu] = 0.5 yM,
Buffer de fosfatos a una concentracion 100 mM, pH 7.5 y una concentracion de 1 mM de
MgCl,. Se observa una saturacion de intensidad con ISO mayora 800y 1,600 en los casos
de S mas largos como s s y 110 s. Del mismo modo se da el mas 6ptimo S a un tiempo de
apertura = 1/20 s. Estableciendo asi las condiciones 6ptimas.

6.7 APENDICE G

6.7.1 CURVA PATRON DE ABSORBANCIA DE LA FLUORESCEINA EN
ESPECTROFOTOMETRO

Se elabord una curva patron para la absorbancia de la fluoresceina (Sigma
aldrich) en un intervalo de concentraciones de 0-30 pM. Las soluciones de
fluoresceina para la curva de calibracion son hechas en el mismo buffer de
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fosfatos que se uso para el ensayo enzimatico (Buffer de fosfatos 100mM pH= 7.5,
1mM MgCly).

La absorcion de las soluciones de fluoresceina se midié en celdas de cuarzo de
60 uL (Innovative Lab Supply) en el Espectrofotémetro (Cary 50 Bio, Varian) a una
A de onda de 490 nm.

Los resultados obtenidos en el espectrofotometro para elaborar la curva de
calibracion se resumen en la tabla 20 y la Figura 84.

Tabla 20. Valores de absorbancia a distintas concentraciones de Fluoresceina

[Fluoresceina]x10° M Abs

6 2.97222

5 2.743015
4 2.302745
3 1.606279
2 1.076812
1 0.679926
0 0.0543993

35 ™ Abs = 0.5038 [FIu] + 0.1223
3 R2=0.9891 >
.
2.5

*

Abs

H E—
N

0 1 2 3 4 5 6 7
[Fluoreceina] x10-5 M

Figura 84. Curva de calibracién de fluoresceina en buffer de fosfatos a una concentracién
100 mM, pH 7.5 y una concentracion de 1 mM de MgCl, de 0-60 uM, A= 490 nm.
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6.8 APENDICEH

6.8.1 PERDIDA DE FLUORESCENCIA POR EFECTOS DE EXTRACCION DE LOS
COMPUESTOS A LA FASE ORGANICA

Algunas sustancias como reactivos o productos pueden ser extraidas de las
microgotas por extraccion por parte de la fase organica, esto se da cuando una
sustancia tiene afinidad por la fase organica o por rompimiento de la emulsion en
la microgota.

Se considerd la pérdida de fluorescencia como un factor a considerar durante
todos los experimentos, ya que si la extraccion de fluoresceina a la fase organica
(aceite mineral) era muy grande, no se podria considerar como validos los
resultados a la hora de la inhibicidn.

La extracciéon de fluoresceina se da cuando la fluoresceina llega hasta la interfase
microgota-aceite y migra una pequeia cantidad al aceite mineral.

Se monitored la pérdida de fluorescencia a lo largo del microcanal. Para el
microchip de serpentin, y en puntos estratégicos del disefio de fractales. La
pérdida de fluoresceina se evalué como la diferencia de intensidad entre dos
imagenes en distintos lugares del microchip.

6.8.1.1 Pérdida de fluorescencia en microchip con disefio de serpentin

Se evalud la pérdida de fluorescencia en las gotas dentro de los microcanales
haciendo la diferencia entre la fluorescencia de la gota final y la gota inicial en los
puntos marcados en la Figura 85. El valor de fluorescencia se obtiene de una
imagen tomada en las partes del microcanal sefnaladas.
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Figura 86. Forma en que se midi6 la pérdida de fluorescencia en microchip diseio de
serpentin.

Los flujos totales probados fueron: 5, 10, 40, 80, 120 y 160 uL/h totales.

Los resultados de pérdida de fluorescencia a distintos flujos se resumen en la
tabla siguiente:

Tabla 21. Pérdida de fluorescencia al final del microcanal a distintos flujos, [Flu]= 2.5 pM,
Buffer de fosfatos a una concentracién 100 mM, pH 7.5 y una concentracion de 1 mM de

MgCl,
Flujo fase Flujo fase Flujo total (uL/hr) %Pérdida
acuosa (pL/mL) | organica (uL/mL)

2 3 5 11.82
5 5 10 17.24
20 20 40 22.83
30 50 80 13.69
50 50 100 9.2
60 60 120 21.87
80 80 160 14.16
- - % Promedio de pérdida 15.83
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Figura 87. Pérdida de fluorescencia vs. Flujo total. Las medidas de fluorescencia se hicieron
al inicio del microcanal y al final del mismo. Condiciones: Aceite mineral + Span 80 al 0.1%
m/m. [Fluoresceina] = 2.5 uM, Buffer de fosfatos a una concentracion 100 mM, pH 7.5y una

concentracion de 1 mM de MgCl,. Configuracion de la camara digital: ISO 100, S =1/20 s,
f=3.5.

De los resultados anteriores, el flujo que se decidié utilizar fue el de 100 uL/h ya
que presenta menos pérdida de fluorescencia. Sin embargo, no se da una
tendencia clara de pérdida de fluorescencia con respecto al flujo, ya que el
promedio muestra que la pérdida es en promedio del 15%. También puede
hacerse uso de los flujos de 160 y 80 uL/ h, ya que no presentan alta pérdida de
fluorescencia. La Figura 88 muestra la pérdida de fluorescencia al inicio y al final
del canal para el flujo de 100 p/h.

Figura 88. a) Fluorescencia al inicio del microcanal un flujo de 80 uL/h. [Fluoresceina] = 30
MM, flujo total= 80 pL/hr b) Fluorescencia al final de microcanal a un flujo de 80 pL/h.
[Fluoresceina] = 30 pM, flujo total= 80 pL/hr. Configuracién de la camara digital: ISO 100, S
=1/20 s, f=3.5.
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6.8.1.2 Pérdida de fluorescencia en microchip con disefio de fractales con

adaptacion a instrumento HPLC

Para el disefio de fractales se trabajo con un flujo total constante de 150 uL/hr. Las
imagenes para evaluar la pérdida de fluorescencia tomaron en el centro del
microchip (Figura 27). Para esta prueba se utilizé6 la camara Phantom con la
configuracion: velocidad de captura de 24 pps y un tiempo de exposicion de

39583.33 ps.

Figura 27. Forma en que se midi6 la pérdida de fluorescencia en microchip disefio de
fractales con adaptacion a instrumento HPLC.

Los resultados de pérdida de fluorescencia a distintas concentraciones de
fluoresceina dentro del microchip se resumen en la tabla siguiente:

Tabla 22. Pérdida de fluorescencia al final del microcanal a flujo constante de 150 yL/hr
[Flu]= 5 - 30 uM, Buffer de fosfatos a una concentracion 100 mM, pH 7.5 y una concentracion

de 1 mM de MgCl,

[Flu] (uM) | % Pérdida
5 214
10 14.3
15 14.9
20 134
25 104
30 10.9
% Promedio 14.2
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Figura 89. Pérdida de fluorescencia respecto a la concentracion de fluoresceina.
Condiciones: Span 80 al 0.1% m/m. [Fluoresceina] = 2.5 uM, Buffer de fosfatos a una
concentracion 100 mM, pH 7.5 y una concentraciéon de 1 mM de MgCl,. Configuracion de la
camara Phantom velocidad de captura de 24 pps y un tiempo de exposicion de 39583.33 ps.

De los resultados anteriores, se observo que la pérdida mas significativa se daba
cuando la concentracion de fluoresceina es de 5 pM. Se da una tendencia de
pérdida de fluorescencia a concentraciones de fluorescencia mas bajas, siendo las
concentraciones mas altas las que menos pierden. El promedio de pérdida es de
aproximadamente 15%. La Figura 90 muestra el comportamiento de la
fluorescencia lo largo del tiempo en el microcanal.

N
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o
o

ORI 000y

: Y *Xx M [Flu]= 10 uM

150 A“I.-ﬁm—‘t% A[FIuJ=15uM
|

100 Ny X [Flu]=20 uM
X [Flu]=25uM

50
@ [Flu]=30uM

0

Intensidad de fluorescencia (UA)

0 20 40 60 80 100
Tiempo (s)

Figura 90. Comportamiento de la intensidad de la fluoresceina en buffer de fosfatos a una
concentracion 100 mM, pH 7.5 y una concentracion de 1 mM de MgCl,, a lo largo del
microcanal.
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De los resultados anteriores se concluyd que la pérdida de fluoresceina que se
debe de considerar en los ensayos enzimaticos no es muy grande para impedir
detectar inhibicion en la reaccidn enzimatica. De modo que no pudo ser
confundida la pérdida de fluorescencia con la inhibicién de la reaccion.



/ REFERENCIAS



10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

113

WHO, Antimicrobial resistance: global report on surveillance 2014. 2014: p. 238.

Abgrall, P. and A. Gue, Lab-on-chip technologies: making a microfluidic network and
coupling it into a complete microsystem—a review. Journal of Micromechanics and
Microengineering, 2007. 17(5): p. R15.

Tabeling, P., Introduction to Microfluidics. 2005, Paris: OXFORD University Press. 301.

Nge, P.N., C.l. Rogers, and A.T. Woolley, Advances in Microfluidic Materials, Functions,
Integration, and Applications. Chemical Reviews, 2013. 113(4): p. 2550-2583.

Squires, T.M. and S.R. Quake, Microfluidics: Fluid physics at the nanoliter scale. Reviews of
modern physics, 2005. 77(3): p. 977.

Minchen, T.U. Lab on Chip PCR. 2015 [cited 2015 24-10-15]; Available from: http://lab-
on-chip.gene-quantification.info/.

Theberge, A.B., et al., Microdroplets in microfluidics: an evolving platform for discoveries in
chemistry and biology. Angewandte Chemie International Edition, 2010. 49(34): p. 5846-
5868.

Mufioz, M.A. Principios bdsicos. 2015 [cited 2015 Febrero]; Available from:
http://www.manualvuelo.com/PBV/PBV18.html.

Seong, G.H., J. Heo, and R.M. Crooks, Measurement of enzyme kinetics using a continuous-
flow microfluidic system. Analytical chemistry, 2003. 75(13): p. 3161-3167.

Demello, A.)., Control and detection of chemical reactions in microfluidic systems. Nature,
2006. 442(7101): p. 394-402.

i Solvas, X., Droplet microfluidics: recent developments and future applications. Chemical
Communications, 2011. 47(7): p. 1936-1942.

science, P.a.o. Alterations in swirls within the microdroplets. 2012; Available from:
http://www.azonano.com/news.aspx?news|D=24602.

Panesar, P.S., et al., Microbial production, immobilization and applications of
B-D-galactosidase. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 2006. 81(4): p. 530-
543,

Held, P., Kinetic Analysis of 8-Galactosidase Activity using the PowerWave™ HT and Gen5™
Data Analysis Software, in Application note, B.l. Applications Dept., Inc., Editor. 2007.
Valeur, B., Molecular fluorescence: Principles and applications. 2001, Germany.
contributors, W. Fluorescence microscope. 2015 [cited 2015 2015]; Available from:
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Fluorescence microscope&oldid=642832662.
Garcia, A.R., Viabilidad de células de E.Coli BL21 dentro de microgotas en microchips por
medio de fluorescencia inducida por Ildser, in Fisicoquimica. 2015, UNAM: Mexico D.F. p.
91.

Xiang, N., et al., Investigation of the maskless lithography technique for the rapid and cost-
effective prototyping of microfluidic devices in laboratories. Journal of Micromechanics
and Microengineering, 2013. 23(2): p. 025016.

Haubert, K., T. Drier, and D. Beebe, PDMS bonding by means of a portable, low-cost corona
system. Lab on a Chip, 2006. 6(12): p. 1548-1549.

Rondelez, Y., et al., Microfabricated arrays of femtoliter chambers allow single molecule
enzymology. Nature biotechnology, 2005. 23(3): p. 361-365.

Inc., V.R. Phantom Miro M110. 2015 [cited 2015; Available from:
http://www.visionresearch.com/Products/High-Speed-Cameras/Phantom-Miro-M110/.
Hirata, K., et al., Fractal-shaped microchannel design for a kinetic analysis of biochemical
reaction in a delay line. Microfluidics and Nanofluidics, 2012. 13(2): p. 273-278.



http://lab-on-chip.gene-quantification.info/
http://lab-on-chip.gene-quantification.info/
http://www.manualvuelo.com/PBV/PBV18.html
http://www.azonano.com/news.aspx?newsID=24602
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Fluorescence_microscope&oldid=642832662
http://www.visionresearch.com/Products/High-Speed-Cameras/Phantom-Miro-M110/

23.

24,

114

Vilker, V.L.,, C.K. Colton, and K.A. Smith, The osmotic pressure of concentrated protein
solutions: Effect of concentration and ph in saline solutions of bovine serum albumin.
Journal of Colloid and Interface Science, 1981. 79(2): p. 548-566.

Brouzes, E., et al.,, Droplet microfluidic technology for single-cell high-throughput

screening. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2009. 106(34): p. 14195-
14200.



	Portada

	Índice

	1. Introducción

	2. Antecedentes

	3. Procedimiento Experimental

	4. Resultados y Discusión

	5. Conclusiones

	6. Apéndices

	7. Referencias


