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RESUMEN

El crecimiento global de resistencia bacteriana y viral contra los medicamentos es un
gran problema para la poblacién humana, y es un proceso muy largo y costoso buscar
nuevos compuestos con actividad antibacteriana o antiviral. Los productos naturales
representan una fuente rica e importante de nuevos compuestos con actividad bioldgica,
pero su separacion y posterior ensayo para identificar los mas utiles entre miles de ellos

requiere grandes esfuerzos econdmicos y de tiempo.

El desarrollo de sistemas microfluidicos es una alternativa a los métodos tradicionales en
macroescala que permite la automatizacién y miniaturizacion del analisis de compuestos
con recursos minimos. Las reacciones en dispositivos de microfluidica requieren
pequenias cantidades de reactivos (en la escala de nano- a femtolitros), y se pueden
integrar varias técnicas analiticas y procesos de separacion y mezclado de compuestos en

un solo dispositivo con materiales relativamente baratos.

El acoplamiento de un equipo de HPLC a un dispositivo microfluidico permite la
separacion rapida de compuestos y la deteccion de su actividad en una reaccion analizada
en un canal microfluidico de manera en /inea sin la necesidad de tener una biblioteca de
compuestos aislados y probar su actividad en reactores separados. El problema de realizar
la separacion y deteccion de la reaccion en el mismo sistema es que los disolventes
organicos usados comunmente en el HPLC fase reversa (metanol o acetonitrilo) no

siempre son compatibles con reacciones bioldgicas.

En este trabajo se propone un microchip el cual utilice aplicaciéon de vacio para facilitar
la evaporacion rapida de metanol de microgotas en aceite fluorinado, reteniendo a los
compuestos naturales en el agua, ya que la presion de vapor de metanol es mas alta que la

de agua y el PDMS es mas afin al metanol que al agua.
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Se estudiaron varias factores (temperatura, presion, flujo, composicion de membrana,
porcentaje de tensoactivos y porcentaje inicial de metanol) para la reduccion del volumen
de microgotas de metanol y agua en el aceite fluorinado FC-40, y se encontrd que los
factores mas importantes son la temperatura, la presion y el flujo (que determina el
tiempo de residencia dentro de un microcanal). Ademas, se encontré que se puede
disminuir la cantidad de metanol en microgotas de metanol y agua, en un flujo continuo
de aceite fluorinado FC-40, de 45.5 % a 30.9 % y de 21.2 % a 12.5 % MeOH con la
aplicacion de vacio junto con el calentamiento del microchip a 55 °C. Esta extraccion de
metanol facilitard el acoplamiento del HPLC a un ensayo de inhibicion enziméatica en

microgotas con compuestos separados en la columna del HPLC.
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1. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la busqueda de nuevos farmacos para combatir las infecciones bacterianas y virales es
importante contar con métodos rapidos y econdmicos para el analisis de los candidatos
potenciales. Una técnica atractiva es utilizar microgotas formadas en dispositivos de
microfluidica, ya que en cada microgota se puede realizar una reaccién Unica con

pequenias cantidades de reactivos que van del orden de los nano hasta los femtolitros.

Los extractos naturales representan una fuente importante de posibles candidatos para
compuestos con actividad antiviral o antibacteriana, y la diversidad estructural de los
compuestos presentes en extractos naturales es mas amplia que la que se puede alcanzar
en bibliotecas de compuestos sintéticos (Potterat y Hamburger, 2013). Entre los afios
1981 y 2014, el 26% de los nuevos farmacos aprobados por la FDA provenieron
directamente de fuentes naturales (Newman y Cragg, 2016). Sin embargo, la separacion y
caracterizacion de los compuestos presentes en extractos es normalmente un proceso
largo y complejo, y representa un inconveniente para los métodos de escrutinio de alta
eficiencia. Una solucion a este problema es utilizar la cromatografia de liquidos ya que es
un método eficaz para la separacion inicial de los compuestos (Potterat y Hamburger,

2013).

En nuestro laboratorio usamos un equipo de cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC por sus siglas en inglés) acoplado a dispositivos de microfluidica para realizar
ensayos de inhibicion de la neuraminidasa de Clostridium perfringens con los
compuestos provenientes de extractos naturales que se separan en una columna de HPLC

fase reversa (Ochoa et al., 2017).

Sin embargo, el HPLC introduce nuevos problemas. El HPLC fase reversa utiliza un

gradiente de disolventes polares y orgéanicos, iniciando con porcentajes altos de agua y



terminando el gradiente con porcentajes altos de metanol o acetonitrilo para separar los
compuestos de un extracto natural. Los picos que tienen mayor tiempo de retencion en la
columna del HPLC corresponden a los compuestos menos polares y contienen una mayor
concentracion de disolventes organicos. Estos disolventes presentan un problema para los
ensayos de inhibicién enzimatica ya que las enzimas actian normalmente en un ambiente

acuoso.



1.2 JUSTIFICACION

El porcentaje de metanol en el eluato es un factor limitante para el acoplamiento de
separaciones de extractos naturales por HPLC con los ensayos enzimaticos en
microgotas. En este trabajo, se busca un método para eliminar, o disminuir a un nivel
aceptable, la cantidad de disolventes orgédnicos en gotas que provienen del HPLC para
poder realizar ensayos enzimaticos con ellas. Esto permitiria probar la actividad
inhibitoria de cada uno de los compuestos organicos presentes en los extractos de manera

eficiente en un sistema en linea.

Varios estudios han demostrado la posibilidad de cambiar los porcentajes de disolventes
dentro de las microgotas (He et al., 2004; Ji et al., 2013, Shim et al., 2011), pero en estos
estudios se trabajo con compuestos polares dentro de las microgotas (péptidos por
ejemplo). Seglin nuestros conocimientos, aun no existe un método para eliminar
disolventes organicos en microgotas en flujo continuo y mantener los solutos organicos

no polares dentro de ellas.

El polidimetilsiloxano (PDMS) es un material muy comin para la construccion de
dispositivos de microfluidica, y la permeabilidad del PDMS a moléculas pequefias y
gases ha sido estudiada y reportada. Shim et al. (2011) mostraron una manera de
aumentar la concentraciéon de etanol en microgotas usando dispositivos fabricados en
PDMS con una reserva de etanol en una segunda capa de PDMS. Este estudio demostrd
la posibilidad del cambio de disolventes entre microgotas acuosas en una fase de aceite y
una fuente de etanol mediante una membrana de PDMS, sin cambiar la cantidad de
solutos contenidos en las microgotas. Se quiere aprovechar esa permeabilidad de PDMS
para realizar el proceso opuesto y facilitar el movimiento de disolventes desde las

microgotas hacia el PDMS.

Gnyawali et al. (2017) aprovecharon la permeabilidad de PDMS para disminuir el
tamano de microburbujas de aire. En ese estudio usaron un dispositivo de microfluidica

de PDMS con canales de vacio adyacentes a canales de microburbujas en una fase



continua organica para demostrar la posibilidad de la extraccion del aire desde las

burbujas hacia los canales del vacio (Figura 1).

Vacuum inlet 1

Liquid inlet
* Air inlet

Figura 1. Disefio del microchip de Gnyawali et al. (2017) donde se muestra la disolucién de burbujas de
aire en un microcanal serpentin hacia un canal adyacente con presion de vacio.

En este proyecto se propone modificar el disefio reportado por Gnyawali et al. (2017)
para la extracciéon de metanol de microgotas en aceite para facilitar ensayos biologicos

con compuestos que se eluyen del HPLC con una gran cantidad de metanol.

El método propuesto en este trabajo aumentard la eficiencia de la busqueda de nuevos
compuestos con actividad bioldgica, especificamente la busqueda de nuevos inhibidores

de las neuraminidasas.



2. ANTECEDENTES

2.1 MICROFLUIDICA DE GOTAS

Los métodos tradicionales para analizar grandes cantidades de compuestos tienen limites
importantes en la eficiencia que pueden lograr. Las bibliotecas de compuestos en placas
multipozos tienen un maximo de diversidad de 10° compuestos y requieren mas de 10
litros de reactivos para realizar todos los ensayos. Ademas, las bibliotecas grandes en
placas multipozos requieren tecnologia robotica para procesarlas, la cual es muy
compleja y costosa. Una alternativa son las gotas formadas en dispositivos de
microfluidica, ya que los ensayos realizados en microgotas usan volimenes de reactivos
de los picolitros hasta los nanolitros, sin limite del nimero de compuestos que pueden ser

analizados (Price y Paegel, 2016).

Figura 2. Microchip fabricado en PDMS con entradas perforadas para la
inyeccion de soluciones de reactivos al microcanal. Foto: Abraham Ochoa



La formacion de microgotas se realiza de manera activa o pasiva. Los métodos activos
utilizan valvulas o campos eléctricos para formar las gotas, y en los métodos pasivos se
utiliza presion continua de al menos dos liquidos inmiscibles y la geometria de los
canales (Shembekar et al, 2016). De los métodos pasivos, las geometrias comunes son la
uniéon en T y la union flow focusing. En las uniones de flow focusing, la fase acuosa se

corta en dos direcciones por la fase organica (Figura 3).

oil
A
oil

Figura 3. Geometria de uniones flow focusing para la formacion de
microgotas de agua en una fase continua de aceite en canales de
microfluidica (Shembekar et al., 2016).

El tamafio de gotas formadas en una unién en T o flow focusing depende de la relacion
entre los flujos de las dos fases y también del flujo total. Con una relacion mayor de flujo
en la fase continua se forman gotas mas pequefias. Pero también cuando se aumenta el
flujo total con una relacidon constante entre los fluidos inmiscibles, el tamafio promedio de
las gotas disminuye y la homogeneidad de ellas aumenta. Con menor flujo total, el
tamano promedio de las gotas formadas aumenta y la homogeneidad disminuye (Basilio

et al., 2019).

Las gotas confinadas tienen formas distintas a las gotas libres. Si el didmetro de la gota es

mas ancho que la pared la gota se deforma a una forma parecida a un elipsoide (Figura 4).



Figura 4. Geometria de una gota confinada en un microcanal (Santos et al., 2018)

Hay ciertas dificultades que presentan las microgotas de agua, las cuales son importantes
de resolver. En las gotas no hay paredes impermeables como en las placas de pozos para
guardar los reactivos dentro, porque la interfase agua-aceite de la microgota es permeable
y permite la difusion de materia. Los reactivos polares son menos solubles en la fase
organica y quedan adentro de las microgotas, pero moléculas pequefias e hidrofébicas
pueden disolverse en la fase organica. La cantidad de moléculas que salen depende de su
coeficiente de reparto entre el agua y el aceite, y de la presencia y concentracion de
tensoactivos en la fase continua asi como el tiempo de residencia de las gotas dentro de
los canales. Los tensoactivos voluminosos estabilizan la interfase entre el agua de las
gotas y la fase continua, y pueden disminuir la cantidad de moléculas que salgan fuera de
la gota. Sin embargo, altas concentraciones de tensoactivo libre en la fase continua puede
provocar la formacion de micelas reversas que pueden llevar solutos entre las gotas
(Courtois et al., 2009). Mayores tiempos de residencia permiten mas intercambio de
material entre las gotas y la fase continua (aceite). Los aceites fluorinados en la fase
continua disminuyen considerablemente el intercambio de moléculas pequenas entre las
dos fases por su baja miscibilidad con compuestos hidrogenados (Figura 5), aunque
también son volatiles y dejan el paso de gases como oxigeno y didxido de carbono

(Gruner et al., 2015)
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Figura 5. Ejemplos de aceites fluorinados. Los compuestos fluorinados son hidrofébicos y lipofobicos
(Gladysz y Jurisch, 2011).

Una ventaja de hacer ensayos quimicos o bioldgicos dentro de las microgotas contra flujo
continuo en un microcanal es que en microgotas los reactivos se mezclan rdpidamente
por el flujo convectivo y no hay dispersion de los reactivos a lo largo del microcanal
(Song et al., 2003), (Figura 6A y 6B). Ademas, el uso de volumenes de reacciéon muy
pequetios concentra los productos de la reaccidon, lo que genera una senal relativa mas
alta, aumentando la sensibilidad del ensayo (Rhaman y Rebrov, 2014; T. Wu et al,,
2012), (Figura 6C y 6D).
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Figura 6. Esquema de la mezcla de reactivos en flujo laminar (A) y en microgotas (B). En flujo
continuo la sefial de la reaccion se dispersa (C) y en microgotas los reactivos no se dispersan a lo
largo del canal y la sefial de la reaccion es mas intensa (D). Esquema modificado de Rhaman y
Rebrov (2014) y T. Wu et al. (2012).

Otra ventaja de usar microgotas como microreactores es la posibilidad de hacer
reacciones Unicas en cada microgota, sin limite del nimero de reactores ya que se pueden
generar de manera continua. Dentro de las gotas, los reactivos se mezclan rapidamente, y
se ha demostrado la posibilidad de usar series de microgotas para determinar, por

ejemplo, la cinética de Michaelis-Menten de muchas enzimas (Kaminski et al., 2017).

Una limitante significativa de los ensayos en microgotas es la dificultad de introducir
reactivos diferentes en cada microgota. Se puede utilizar un muestreo automatico de una
biblioteca de compuestos contenidos en placas multipozos que vaya introduciendo de
manera secuencial los compuestos (J. Wu et al., 2012), pero ese método tiene todas las
mismas desventajas y limitaciones que los ensayos tradicionales que utilizan este tipo de
placas. Una respuesta a este problema es el acoplamiento de métodos de separacion de
compuestos de interés directamente a los dispositivos de microfluidica para probar

diferentes compuestos de manera continua.



2.2 PDMS

El polidimetilsiloxano (PDMS) es uno de los materiales mdas utilizados para la
fabricacion de los dispositivos de microfluidica. Es un elastomero poroso, transparente,

no fluorescente, flexible, hidrofobico, y permeable a gases y moléculas pequeiias.

Para fabricarlo se mezcla un compuesto pre-polimero liquido con un agente entrecruzante
que promueve la formacion de enlaces entre las moléculas y la creacion de una matriz
flexible. La fraccion de volumen libre en esa matriz determina la permeabilidad de la
membrana, y esta fraccion depende de la concentracion del agente entrecruzante y la
temperatura utilizada en el paso de entrecruzado (Berean et al., 2014). Berean et al.
encontraron que la temperatura 6ptima de este paso para la mayor permeabilidad final de

la membrana es 75 °C.

El PDMS permite la difusion de vapores y ha sido utilizado en micro-extracciones para
eliminar pequenas cantidades de compuestos organicos de mezclas acuosas (Toepke y
Beebe, 2006). A mayores temperaturas, las cadenas del polimero se mueven con mayor
frecuencia y el PDMS muestra mayor permeabilidad (Mohammadi et al., 2005, Bakhshi
et al., 2000).

. X Solution
-9 o °
| Q Diffusion @)
< o

Evaporation
9

Figura 14. Esquema de la difusioén y evaporacion de moléculas a través de una
membrana de PDMS (Lamberti et al., 2014).
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Con el movimiento de las cadenas, se forman y desaparecen espacios libres que permiten
la difusion de moléculas pequeiias (Figura 14), y se ha mostrado que con menos agente
entrecruzante, la membrana de PDMS es mas permeable por el aumento de la cantidad de

espacios libres entre cadenas (Lamberti et al., 2014).

La presion también afecta la permeabilidad de PDMS, y el flujo de moléculas a través de

la membrana es proporcional al gradiente de presion (Xu et al., 2015).
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2.3 CROMATOGRAFIA Y MICROFLUIDICA

La cromatografia liquida (CL) es un método que puede servir para separar mezclas
complejas de compuestos de productos naturales para la blisqueda de nuevos compuestos
con actividad biologica, pero los métodos estandares requieren grandes cantidades de
reactivos y mucho tiempo para la coleccion y andlisis de las fracciones eluidas. La
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés) es uno de los
métodos mas utilizado para la separacion de extractos naturales. E1 HPLC fase reversa
utiliza un columna llena de resina no polar. Los compuestos polares forman asociaciones
débiles con la resina, y los no polares se asocian con mayor afinidad con la resina. Los
compuestos se eluyen de la columna con una mezcla de solventes polares y orgénicos en
la fase movil, y su tiempo de residencia en la columna depende en su relacion de afinidad

entre la columna y los solventes utilizados.

Utilizar CL acoplada a un método de deteccion de actividad biologica en linea elimina
algunos pasos y es mas eficiente. Un problema con esto es el flujo relativamente alto
utilizado en un equipo HPLC (en la escala de mL/min) en comparacion al flujo manejado
en microfluidica (uL/h). Heus et al. disefiaron un método de acoplar nano-CL con un
dispositivo de microfluidica con un sistema de deteccion de fluorescencia para encontrar
ligandos afines al receptor de acetilcolina. El sistema trabajaba con flujos muy bajos y
con pequefias cantidades de reactivos (Heus et al 2010). En ese estudio, no se usaron
microgotas sino flujo laminar dentro de los canales. La desventaja de eso es que la
mezcla de los reactivos es lenta y la interaccion de las fases liquidas con las paredes del
canal provoca que la velocidad en el centro del canal sea mayor que la velocidad cerca de

las paredes, ocasionando una dispersion de los reactivos y productos.

Theberge et al. usaron un equipo de Ultra Pressure Liquid Chromotography (UPLC) para
separar mezclas de compuestos quimicos que se fraccionaron en gotas dentro de
microcanales. Los equipos UPLC utilizan columnas mas pequenas y flujos mas bajos que
los de HPLC tradicional. La cromatografia produce un gradiente de concentracion del

eluato que normalmente causa dificultades para la coleccion de un compuesto, pero en
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microgotas se puede aprovechar esta propiedad para realizar curvas de respuestas

dependientes de la dosis de diferentes compuestos para analizar no solo el efecto de un

compuesto sino el efecto de su concentracion (Theberge et al., 2010), (Figura 7).
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Figura 7. Esquema del acoplamiento del UPLC a un microchip realizado por
Theberge et al. Los picos eluidos de la columna entran al microchip donde se forman
gotas con un gradiente de concentracion de los compuestos separados (Theberge et

al., 2010).
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Otra manera de acoplar la cromatografia con la microfluidica para el escrutinio de
compuestos naturales es utilizar HPLC acoplado a un dispositivo de microfluidia que
tenga un canal de purga para bajar el flujo del eluato al nivel a que pueda entrar en los
micro-canales. Con este método, Ochoa et al. demostraron la posibilidad de hacer
ensayos de inhibiciébn enzimdtica en microgotas producidas en un dispositivo de
microfluidica con compuestos que salieron de una columna de HPLC, y encontraron
inhibidores de la neuraminidasa de Clostridium perfringens en la raiz de la planta

Pelargonium sidoides (Ochoa et al., 2017) (Figura 8).
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Figura 8. Sistema microfluidico para la deteccion de inhibidores enzimaticos de Ochoa et
al. (2017). Se separa un extracto por HPLC (A) y el eluato entra al microchip (B). Se
forman gotas conteniendo la enzima, su sustrato y el eluato en una union flow-focusing
con un flujo de aceite (C). El producto de la reaccion es fluorescente y se detecta el
aumento de intensidad de fluorescencia a lo largo del canal fractal (D).
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En ese estudio se utilizé un flujo isocratico de 85% agua y 15% metanol en la columna
del HPLC para separar los compuestos del extracto natural (Figura 9). Pero con este
método, solo se puede probar compuestos muy polares, los cuales salen de la columna del
HPLC con una mezcla de disolventes con un gran porcentaje de agua. La razon de utilizar
poco contenido de disolventes orgédnicos es debido a que estos inhiben a las enzimas, y
con una gran cantidad de disolventes organicos los ensayos enzimaticos no funcionarian.
Ademas, altas concentraciones de metanol interrumpen la formacion de gotas en los

canales de PDMS por la alta afinidad entre metanol y el PDMS.
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Figura 9. Cromatograma de un extracto de P. sidoides separado en el HPLC con un
flujo isocratico de 15 % MeOH y 85 % H,O. Figura modificada de Ochoa et al.
2017).
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Los cambios de viscosidad de la mezcla de metanol y agua a diferentes proporciones
provocan cambios en la presion y la velocidad del flujo total en el sistema que pueden
influir negativamente en la formacion homogénea de microgotas y en la deteccion de los
productos de las reacciones en el sistema. La viscosidad de una mezcla de metanol y agua

como funcion del porcentaje de agua se muestra en la Figura 10 (Thompson et al., 2006).
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Figura 10. Viscosidad de la mezcla de agua y metanol como funcion del
porcentaje de agua (Thompson et al, 2006).
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En nuestro laboratorio se ha logrado separar varios extractos naturales en un equipo
HPLC con gradientes de agua y metanol, pero no se ha podido analizar la actividad
inhibitoria de los picos separados a altas concentraciones de metanol de estos compuestos
en microgotas por las complicaciones provocadas por el solvente (pérdida de estabilidad
de gotas y desnaturalizacion de la enzima). La Figura 11 muestra cromatogramas
obtenidas de dos extractos naturales con dos gradientes diferentes en la fase movil.

Cada pico representa un compuesto o un grupo de compuestos parecidos.
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Figura 11. Cromatogramas de dos extractos naturales separados con un gradiente
de metanol y agua en el HPLC. (A) Hierbabuena (Mentha x piperita) separado
con un gradiente de 10 % a 100 % MeOH. (B) Tila (Ternstreomia lineata)
separado con una seria de gradientes con porcentaje final de MeOH a 70 %.
Separaciones realizadas por Laura Cuevas Lomas (resultados no publicados)
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2.4 MANIPULACION DEL CONTENIDO DE LAS MICROGOTAS

Hay varias maneras de manipular y cambiar el contenido y los disolventes en las
microgotas dentro de los canales, pero la mayoria de estos métodos tratan con gotas
estaticas y llenas de solutos polares (como péptidos), los cuales se quedan bien retenidos

en la fase acuosa.

En 2004, He et al. demostraron la concentracion pasiva de solutos polares en microgotas
acuosas. En una fase organica de aceite mineral sin tensoactivo, el area de la superficie de
las gotas de agua pura disminuy6 de manera lineal parecido a la evaporacion de gotas de
agua en aire, y eventualmente las gotas se disolvieron completamente en el aceite. Sin

embargo, en gotas con solutos idnicos, las gotas alcanzaron un tamafio final sin llegar a

disolverse (He et al., 2004).

Ji et al., hicieron una concentracion similar de solutos con péptidos separados por HPLC
(2013). El disolvente organico usado en el HPLC fue acetonitrilo (ACN) y la fase
organica en los canales de microfluidica fue dimetil carbonato (DMC), que tiene alta
miscibilidad con ACN, disuelto en agua. El ACN y un volumen pequeio de agua se
disolvieron en la fase organica, concentrando los péptidos polares (Ji et al., 2013).
Realizar este tipo de concentraciones y extracciones liquido-liquido representan una

posibilidad para el intercambio de disolventes entre dos fases.

T. Wu et al. (2012) realizaron una disminuciéon de gotas de agua en aceite aprovechando
la difusion de agua hacia la fase oleosa. El proceso de difusion depende del tipo de aceite,
la concentracion del tensoactivo y la presencia de solutos en las gotas. Encontraron que
las gotas llegaron a un volumen final y estable dependiendo también de las dichas
condiciones. Ademds encontraron que volimenes pequefios iniciales y concentraciones

bajas de solutos resultaron en disminucidon mas rapida del volumen.

En varios trabajos se ha demostrado que un aumento de la temperatura tiene un efecto

benéfico al concentrar solutos de gotas de agua. Esto se debe a que la solubilidad del
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agua en algunas fases orgdnicas aumenta con la temperatura y se obtienen gotas mas

pequeiias al llegar al equilibrio (Baipayee et al., 2010; Eslami y Elliot, 2013).

La extraccion de liquidos de las microgotas depende de la difusion de las moléculas y es
mas eficiente en microgotas que en flujos laminares, ya que la dinamica de recirculacion
al interior de las gotas favorece la mezcla rapida de disolventes dentro de ellas (Xu y Xie,

2017).

En 2011, Shim et al., propusieron un método diferente para manipular el contenido de
microgotas mediante una capa de PDMS. Aprovechando la permeabilidad de ese
material, disefiaron un dispositivo con un canal que contenia una fuente de disolventes
debajo de microgotas atrapadas en pozos en otro nivel del microchip fabricado con
PDMS. Usaron gotas acuosas con proteinas en una fase orgéanica de aceite fluorinado y
tensoactivos. La fuente suministr6 moléculas pequefias y disolventes organicos a las
gotas a través de la membrana de PDMS para cambiar las concentraciones dentro de las
gotas sin cambiar su volumen (Shim et al.,, 2011), (Figura 12). Los cambios que

observaron ocurrieron en la escala de minutos.

/ P

droplet in cell

Figura 12. Microchip de dos capas disefiado por Shim et al. (2012) para la difusion
controlada de moléculas entre microgotas y micro-pozos a través de una membrana de
PDMS. Utilizaron el microchip para extraer e introducir etanol para la cristalizacion de
proteinas, y para introducir el compuesto N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone
(OdDHL) en una microgota para inducir una respuesta bacteriana. Imagen de Shim et al.
(2012)
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Jeffries et al. mostraron la posibilidad de realizar una disminucién de volumen reversible
con gotas de agua en una fase organica de decanol o acetofenona (2007). Utilizaron un
laser para calentar s6lo una gota y, con un aumento de un Kelvin provocado por el léser,
el volumen de la gota disminuy6. Cuando apagaron el laser, la gota empezd a crecer de
nuevo por la supersaturacion de agua en la fase orgédnica alrededor de la gota. Reportaron
que la disolucion completa de la gota no ocurrié porque cuando la gota disminuye, la
relacion entre area superficial y volumen aumenta lo que mejora la conductividad de
calor y la temperatura de la gota baja un poco, disminuyendo la velocidad de disminucion

de volumen (Jeffries et al., 2007).

Se ha caracterizado la velocidad de la concentracion de un soluto por difusiéon en una
gota como proporcional a la quinta potencia de la relacion entre el area superficial y el
volumen de la gota (He et al., 2004). El hecho de trabajar en micro- y nano- escala
aumenta esta relacion y hace posible la técnica de concentracion por difusion. He et al.
(2004) también mostraron que el volumen de las gotas de agua en aceite moviéndose en
un microcanal disminuye mas rapido que el de gotas libres, debido al movimiento rapido

de la fase oleosa.
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2.5 PERVAPORACION

La pervaporacion (Figura 15) es una técnica reportada para la separacion de liquidos con
puntos de ebullicion parecidos y para la eliminaciéon de bajas concentraciones de
disolventes organicos de disoluciones acuosas. Ocurre por la absorcion y difusion
preferencial de un compuesto en una membrana densa (Villegas et al., 2015). El PDMS,
al ser una membrana hidrofobica, es una opcién comun para la separacion de alcoholes
de soluciones acuosas, a través de la desorcion del compuesto de la membrana saturada
con presion de vacio (Mohammadi et al., 2005). La separacion de metanol y agua
presenta un problema dificil porque hay poca diferencia entre sus tamafios y afinidades, y
una desventaja del PDMS y algunas otras membranas organicas es la pérdida de
selectividad a altas concentraciones de metanol (Mohammadi et al, 2005, Villegas et al.,
2015). Una vez que los poros de la membrana estan expuestos a moléculas de metanol, se
empiezan a absorber moléculas de agua y metanol con un menor factor de separacion.
Villegas et al. encontraron que el factor de separacion de metanol y agua aumenta con la
temperatura, pero en ese estudio trabajaron con una membrana de poli(3-hidroxibutirato)

en vez de PDMS (2005).
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Figura 15. Esquema de una pervaporacion. Un tipo de molécula se absorbe de manera
preferencial en la membrana y se evapora mas rapido. El liquido sale del sistema con una
cantidad menor de uno de sus componentes (Mixa y Staudt, 2008)
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La selectividad y permeabilidad de una membrana son factores importantes para la
pervaporacion de un disolvente, y generalmente hay una pérdida de selectividad con un
aumento de permeabilidad (Liu et al., 2015). Cuando los poros de la membrana son mas
grandes (mayor permeabilidad), la afinidad preferencial de una molécula para la
membrana tiene menos efecto en la cantidad e identidad de moléculas que pasan por la
membrana, y esto provoca la pérdida de selectividad. Para combatir eso y optimizar
ambos factores, Liu et al. mezclaron oligdémeros de silsesquioxano polihédrico (POSS)
con PDMS para crear membranas mixtas con mejor selectividad y permeabilidad para
butanol (2015). El disefio de membranas mixtas con selectividad especifica representa

una via posible para la optimizacion de separacion de disolventes.

Zeitoun et al. (2011) utilizaron un flujo de nitrégeno seco en un canal adyacente de un
canal con gotas de etanol y agua en aceite fluorinado FMS-121 para promover la
difusion, absorcidon y evaporacion de los dos liquidos a través de una membrana de
PDMS y reportaron que un aumento de temperatura tiene un efecto exponencial en la

velocidad de evaporacion en el sistema.
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2.6 FUSION CONTROLADA DE GOTAS

Para algunas reacciones es necesario inyectar nuevos reactivos a gotas ya existentes. En
nuestro caso, una vez que el metanol se haya extraido de las gotas, seria necesario
inyectarle la enzima. Esto puede ocurrir por fusidon pasiva con gotas o flujos nuevos, o
por fusiodn activa en la presencia de un campo eléctrico o laser (Abate et al., 2010, Gu et
al., 2011, Li et al., 2007, Mazutis et al., 2009). En la fusion activa, el componente
eléctrico desestabiliza las gotas en un punto controlado para promover su fusién, y con
estos métodos, se puede realizar la fusion de gotas de manera muy controlada y eficaz,

pero requieren equipos especializados y costosos.

La fusion pasiva puede ocurrir en una union T, donde las gotas se fusionan con un flujo
acuoso que después se corta con la fase organica, o por la fusidon de gotas sincronizadas.
Una desventaja de la fusion pasiva es que requiere el uso de gotas poco estables y es
dificil controlar las fusiones no deseadas. Normalmente las gotas estabilizadas por
tensoactivo requieren el uso de un laser o campo eléctrico para poder fusionarse, pero
Mazutis et al. (2009) reportaron una técnica de fusionar de manera controlada y
reproducible gotas estables con gotas parcialmente estabilizadas usando bajas
concentraciones de tensoactivo y una geometria de canal “zig-zag” para promover la

fusion entre gotas sincronizadas por coalescencia (Figura 13).
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Figura 13. Sistema de fusion pasiva de gotas sincronizadas. La geometria “zig-zag”
promueve la coalescencia de las gotas (Mazutis et al., 2009)
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Clausell-Thomas et al. también disefiaron un microchip para la fusion pasiva de
microgotas en donde gotas con el primer reactivo se quedaron atrapadas por pilares de
PDMS en el canal hasta la introduccién de una gota grande con el siguiente reactivo cuya
coalescencia con las gotas atrapadas forma una gota suficiente grande para salir de la

zona de fusion (2010).
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2.7 LA FASE CONTINUA

Para promover el intercambio de disolventes y desfavorecer la pérdida de solutos, es

importante considerar las propiedades de la fase organica.

El aceite mineral es facil de obtener, econdmico, y con el tensoactivo apropiado puede
formar gotas estables, pero tiene muy baja miscibilidad con el metanol, y solo permite la
difusion de metanol a temperaturas muy altas (Ferretti et al., 2015). Ademas permite la

difusion rapida de moléculas pequefias entre las gotas (Courtois et al., 2009).

Los aceites fluorinados son mas costosos, pero tienen baja miscibilidad con moléculas
pequefas y orgénicas, y permiten la difusion de moléculas de gases como oxigeno y
dioxido de carbono (Gruner et al., 2015). Ademas, se ha mostrado que gotas de metanol y
agua disminuyen en volumen a lo largo de canales con el aceite fluorinado FC-40 en la
fase organica, que sugiere que este aceite es miscible a cierto nivel con el metanol
(Theberge et al., 2010). Sus propiedades hidrofébicas y lipofobicas, por sus cadenas
fluorinadas, les hace una opcion popular para la microfluidica de gotas. Sin embargo,
algunas tintas y reactivos hidrofobicos son solubles en micelas de tensoactivo (Mazutis et
al., 2013). Por esta razon, la cantidad de tensoactivo usado y las propiedades de los

reactivos son factores importantes.

Los tensoactivos fluorinados son importantes para detener la fusion descontrolada de
gotas acuosas en una fase continua de aceite fluorninado, pero no hay muchas opciones
disponibles comercialmente. Los tensoactivos con cadenas fluorinadas cortas no dan
suficiente estabilidad a las gotas, y aquellos con cadenas més largas normalmente vienen
con un grupo idnico. Para hacer tensoactivos largos y biocompatibles (neutros) para su
uso en ensayos con células o proteinas, se necesita modificar el tensoactivo para cubrir y

neutralizar el grupo i6nico (DeJournette, et al., 2013, Holtze et al., 2008).
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2.8 NEURAMINIDASAS

Las neuraminidasas representan un blanco importante en la busqueda de farmacos
nuevos, y los extractos naturales son una fuente rica de posibles inhibidores de estas
enzimas. En este trabajo, se enfocd en una neuraminidasa para probar la funcionabilidad

de los sistemas microfluidicos disenados.

Las neuraminidasas, también conocidas como sialidasas, son enzimas que catalizan la
hidrolisis del acido acetilneuraminico N-terminal (también conocido como acido sialico o
Neu5Ac) de los glicoconjugados en la superficie de la membrana celular. Se encuentran
estas enzimas en muchos organismos, incluyendo a bacterias patdégenas como
Clostridium perfringens y virus como el de la influenza. En animales, las neuraminidasas
se encuentran presentes en muchos tejidos en donde regulan la cantidad de los acidos
sidlicos presentes y tienen un papel en la respuesta inmune de la célula y en la apoptosis

(Taylor, 1996).

En infecciones de influenza, la neuraminidasa tiene un papel importante en el proceso de
propagacion del virus. La superficie del virus tiene dos proteinas, la hemaglutinina y la
neuraminidasa. La hemaglutinina forma enlaces con los 4cidos sialicos en la superficie de
las células, lo que provoca la endocitosis del virus. Cuando el virus entra a la célula,
empieza su proceso de replicacion, pero al salir de la célula, los virus nacientes quedan
atrapados en la membrana por su asociacion con los acidos sialicos. La eliminacion del
NeuSAc del receptor celular catalizado por la neuraminidasa del virus libera a los
viriones replicados de la célula huésped para seguir el proceso de infeccion y replicacion
(von Itzstein, 2007). Sin esta actividad enzimatica, el virus no puede infectar a otras
células, y la inhibicion de dicha enzima representa una manera efectiva de combatir la

infectividad del virus.
El papel de las neuraminidasas en infecciones bacterianas es menos conocido, pero hay

evidencia que funciona en el metabolismo de varias bacterias y es fundamental para la

formacion del biofilm en algunas (Lee et al., 2017). Soong et al. encontraron que una
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cepa de Pseudomonas aeruginosa, una bacteria que causa infecciones respiratorias, con
una delecion en la secuencia de la neuraminidasa pierde su habilidad de formar el biofilm
y colonizar los pulmones de ratones. Ademads, encontraron que los inhibidores
comerciales para la neuraminidasa del virus de la influenza pueden inhibir la formacion
del biofilm e impedir la infeccion en ratones (Soong et al., 2006). Por su papel en
infecciones virales y bacterianas, los inhibidores de las neuraminidasas representan una

fuente importante para el desarrollo de medicamentos nuevos (Lee et al., 2017).

La bacteria C. perfringens causa gangrena gaseosa e intoxicacion alimentaria, y produce
tres neuraminidasas, NanH, Nanl, y NanJ, las cuales tienen un papel en la nutricion y

patogénesis de la bacteria (Lee et al., 2017).

Todas las neuraminidasas comparten un plegamiento tipo beta propela de seis ldminas,
que sirve como el dominio catalitico, y tienen siete residuos cataliticos conservados: tres
argininas, dos acidos glutdmicos, un acido aspartico, y una tirosina (Newstead et al.,
2008, Langedijk et al., 1997). Las secuencias de las neuraminidasas bacterianas tienen
30% de similitud (Taylor, 1996) y entre uno y cinco repeticiones de cajas Asp en
posiciones idénticas en la estructura, pero fuera del sitio activo, con funciones

desconocidos (Newstead et al., 2008).
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2.9 INHIBICION DE LAS NEURAMINIDASAS

Existen dos antivirales comerciales comunes que actuan contra la influenza inhibiendo la
funcion enzimatica de su neuraminidasa: zanamivir y oseltamivir. Ellos actian como
imitadores del sustrato 4cido y se unen al sitio catalitico de la enzima, pero ya existen
cepas de la influenza resistentes a oseltamivir que retienen susceptibilidad a zanamivir
(Kim et al., 2013, Richter et al., 2015). Con el crecimiento de la resistencia bacteriana y
viral a medicamentos conocidos, es muy importante buscar nuevos compuestos que
puedan ser eficaces en inhibir la funcidon de las neuraminidasas. Entre las neuraminidasas
bacterianas y virales solo se conserva 15% de la secuencia, sin embargo, la topologia y
los residuos cataliticos del sitio activo son bien conservados (Taylor, 1996), y es probable
que inhibidores de una neuraminidasa bacteriana también inhiban a sialidasas de otras

especies.

Los inhibidores virales comerciales muestran poca inhibicion contra las neuraminidasas
de C. perfringens y Vibiro cholerae, y con métodos tradicionales, la inhibiciéon de la
neuraminidasa de C. perfringens por zanamivir no es medible (Richter et al., 2015). Con
microfluidica de gotas se alcanza medir la constante de inhibicion de la neuraminidasa de
C. perfringens con zanamivir para poder comparalo con nuevos inhibidores (Ochoa et al.,

2017).

Se escogid la neuraminidasa de C. perfringens como la neuramanidasa modelo para este
estudio por su disponibilidad comercial. Pero resulta un buen modelo ya que los residuos
cataliticos de las neurmanidasas estan conservados. Con la sensibilidad del sistema
microfluidica, es posible que se pueda encontrar inhibidores débiles de esta
neuraminidasa bacteriana que puedan servir como inhibidores mas eficientes de

neuraminidasas virales.
Ademas, la neuraminidasa de C. perfringens es relativamente resistente al metanol y tiene

actividad normal en soluciones hasta 40 % en volumen de metanol (Herndndez Raya,

2012). Por esta razdn, es un buen candidato para ensayos enzimaticos acoplados a un
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equipo HPLC y para pruebas de la funcionabilidad del acoplamiento de ensayos

enzimaticos al sistema propuesto para la extraccion de metanol.
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3. HIPOTESIS

Si se aplica vacio a un canal adyacente a un canal con un flujo de microgotas con una
mezcla de agua-metanol, aumentard la pervaporacion (evaporacion a través de una
membrana) de metanol absorbido en la membrana de PDMS (Figura 16). Esta reduccion
de la concentracion de metanol en las microgotas facilitard la realizacion de ensayos de
inhibicioén enzimatica en linea utilizando compuestos quimicos separados en un equipo de

HPLC acoplado.
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PDMS ¢, evaporacion
MeOH P

Flujo de aceite

MeOH MeOH
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Figura 16. Esquema de la hipotesis. Hay difusion de solutos y disolventes hacia la fase continua hasta el
punto de equilibrio entre las dos fases. El PDMS absorbe moléculas orgénicas, como el metanol, y la
presion de vacio aumenta la evaporacion del metanol en la membrana, liberando espacio en el PDMS y
favoreciendo la difusion de mas metanol hacia la fase continua.

4. OBJETIVOS

Disefiar un método para la extraccion en linea de metanol de microgotas formadas en un
canal de microfluidica que facilite el acoplamiento de un equipo de HPLC al sistema

microfluidico para ensayos enzimaticos.

Probar la funcionabilidad del acoplamiento de HPLC al sistema microfluidico propuesto.
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5. METODOLOGIA

5.1 LOS DISPOSITIVOS DE MICROFLUIDICA
Disefio del microchip

El disefio de los dispositivos se realizd con el programa Adobe Illustrator C56 y se
imprimi6 en un acetato en negativo (Graficos Denver) que sirvid como madscara para

hacer un molde mediante el método de fotolitografia.

La impresion tiene menos precision que el archivo de Adobe Illustrator, lo que result6é en
que los canales en el negativo estuvieran menos anchos que los canales del disefio. Por
eso, para lograr canales de 350 um en el dispositivo, se tiene que disefiar los canales en

Adobe Illustrator de 380 pum.

Se disefiaron y se fabricaron cuatro microchips para probar los sistemas de evaporacion

de metanol y deteccion del ensayo enzimatico.

El primer disefio (Figura 17A) consiste en una unién de flow focusing para la formacion
de gotas con una anchura de 100 um, un canal serpentin de 380 um de ancho y 325 mm
de largo y canales adyacentes con una anchura de 170 um. Estos tltimos canales se
conectan en una entrada para una bomba de vacio. La distancia entre los canales del vacio
y el canal serpentin en el archivo de Adobe Illustrator es 125 pm, y la altura de todos los
canales es 80 um. Este disefio fue adaptado del disefio que fue utilizado por Gnyawali et

al. para disminuir el tamafio de microburbujas de aire (Gnyawali et al. 2017).

El segundo diseno (Figura 17B) es una modificacion del primer microchip. Se disefi6 la
zona de entrada para facilitar el acoplamiento a un equipo de HPLC vy tiene tres entradas,
una para el aceite, otra para el sustrato de la reaccion enzimadtica, y otra para el flujo que

viene del HPLC. Ademas tiene una salida rio arriba de la formacion de gotas para la
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purga del flujo en exceso del HPLC. Al final del canal de serpentin hay una salida del
chip para las gotas. En este disefio, como en el microchip 1, los canales de vacio entre las
curvas del serpentin se conectan por una entrada para la conexion de una bomba de vacio.
El canal serpentin tiene una anchura de 380 pm y una longitud de 727 mm. La anchura de
los canales de vacio es 170 pm y la distancia entre el canal serpentin y los canales de
vacio es 125 um. La altura de los canales en este chip es 100 um. La longitud y la altura
de los canales fueron modificados del primer disefio para aumentar el tiempo de

residencia en el canal y la superficie de contacto entre los canales y el PDMS entre ellos.
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Figura 17. Disefio de los microchips (A) Microchip 1 de extraccion de metanol, (B) Microchip 2 de
extraccion con una entrada diseflada para el acoplamiento del HPLC, (C) Microchip 3 para ensayos
enzimaticos acoplados al HPLC, (D) Microchip 4 para ensayos enzimaticos acoplados al microchip 2
de extraccion con una entrada disefiada para la introduccion de la enzima. 33



El tercer disefio (Figura 17C) se ha utilizado en un trabajo previo para los ensayos
enzimaticos (Ochoa et al., 2017). En este disefio el flujo conteniendo el eluato del HPLC
se baja por la purga y rio abajo se mezcla con un flujo conteniendo la enzima y otro flujo
con su sustrato. Un flujo de aceite corta el flujo acuoso y se forman gotas conteniendo los
tres reactivos. El canal consiste en un patron fractal en que cada cruz representa
diferentes tiempos de residencia de las gotas en el chip. El canal tiene la anchura de 150
um, una altura de 100 um y una longitud de 28 cm. La deteccion de la concentracion del
producto acumulado en la microgota se realiza por fluorescencia en cualquier parte del
canal. Sin embargo, en la cruz central del fractal es donde hay mayor diferencia de
tiempo de reaccidon entre las gotas de las cuatro curvas (15, 40, 65, 90 % tiempo de
residencia en el microcanal) (Ochoa et al., 2017). Los detalles de la cruz central (cruz 5)

se muestran en la Figura 18.
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Figura 18. Detalles de la cruz central del fractal en los microchips 3 y 4. El canal donde recorren las
microgotas se representa con la linea negra. En la cruz 5 se puede detectar cuatro gotas con cuatro
diferentes tiempos de residencia en el canal. Las flechas indican la direccion del flujo.

El microchip 4 (Figura 17D) tiene el mismo patron y medidas para el canal fractal en que

ocurre la reaccion. La entrada nueva se disefi¢ para la introduccidon de la enzima a las
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microgotas que salen del microchip (1) o (2) que ya contienen el sustrato de la enzima y
el eluato del HPLC. En el microchip 4, se introduce un flujo continuo conteniendo la
enzima, que se junta con el flujo de microgotas en aceite que provienen del microchip (1)
0 (2), al juntar estos dos flujos, se forman gotas de enzima que mas adelante pueden
fusionarse con las del microchip (1) o (2). Las gotas pasan por una zona ancha del canal
para promover su fusion, y un flujo nuevo de aceite se introduce para controlar el tamafio

y el espacio entre las gotas que entran al fractal.

El esquema para el acoplamiento de varios chips se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Esquema del disefio experimental. El flujo del HPLC con los extractos separados entra en el
microchip 2. Se mezcla con el sustrato para diluir la proporcion de metanol en un 50 %. La cantidad de
metanol y el volumen total de las gotas formadas disminuye a lo largo del canal. Las gotas concentradas
salen del microchip 2 y se fusionan con gotas que contienen la neuramindasa de C. perfringens y la reaccion
empieza. Las gotas se estabilizan con la adicion de aceite con tensoactivo, y la reaccion se monitorea
grabando videos en las cruces del fractal.
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Fabricacion del microchip

La fotolitografia (Figura 20) es un método muy utilizado para hacer moldes para
dispositivos de microfluidica. En este trabajo se utiliz6 la resina fotosensible SU-8 para
realizar este paso del proceso. Una oblea de silicio se limpid con isopropanol seguido por
agua destilada, y se calent6 sobre una parilla a 200 °C por 5 min para eliminar residuos
liquidos. Se colocd la oblea en el centro de un spin coater (Laurell®, WS-650MZ-
23NPPB) y se pegd a la superficie mediante presion de vacio. Se afiadieron
aproximadamente 2 mL de la resina fotosensible SU-8 3035 (MicroChem) en la oblea y
se empezd un programa de revolucion de 10 s a 500 rpm y 30 s a 1000 rpm con una
aceleracion de 100 rpm/s para obtener una altura de la resina de 80 pm. Se movio la oblea
a una parilla a 65 °C durante 8 min y después a 95 °C por 25 min para un calentamiento
suave (soft bake). Para obtener una altura de 100 um se formaron dos capas de la resina
de 50 pum utilizando un programa de 500 rpm por 10 s y 2000 rpm por 30 s y repitiendo
el paso de soft bake después de cada capa. Se coloco6 la mascara de acetato sobre la resina
y la oblea, y se expuso la oblea bajo una ldmpara UV (Blak-Ray®, B100AP) por 33 s. La
resina se polimerizé donde la mascara permitio el paso de la luz UV. Después de la
exposicion, la oblea se colocd en una parilla a 65 °C por 1 min 'y a 95 °C por 10 min para
terminar el proceso de polimerizacion. Se sumergid la oblea en el revelador 1-meti-2-
propanol-acetato (Sigma) por 12 min para eliminar los residuos de la resina no
polimerizados y se lavd la oblea con isopropanol. Se inspeccion6 el molde bajo un
microscopio digital (Dinolite AM4515ZTL) para buscar defectos en el canal. Después de
la limpieza e inspeccion, se colocd la oblea con el molde una vez mas en una parilla a

150 °C por 5 min para el endurecimiento final.
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Figura 20. Fotolitografia. (A) 2 mL de la resina Su-8 en una oblea limpia de silicio, (B)
Revoluciones en un spin coater para crear una capa uniforme de la resina, (C) Sofi bake, (D)
Colocacion de la mascara y exposicion a luz UV, (E) Calentamiento para terminar el proceso de

polimerizacion, (F) Revelado del molde del microchip con 1-meti-2-propanol-acetato.

Se utiliz6 polidimetilsiloxano (PDMS) para la fabricaciéon del dispositivo mediante
litografia suave. Se mezclo la base de PDMS (Sylgard 184 Silicone Elastomer) con el
agente entrecruzante (Sylgard 184 Elastomer curing agent) en tres diferentes relaciones
por peso (10:1, 15:1 y 20:1) para probar membranas de diferentes permeabilidades. Se
utilizdé 7.5 g de la mezcla para los disefios grandes y 5 g para los mas pequefios para
controlar el espesor de los microchips. Se puso la mezcla sobre el molde en la oblea en
una caja de Petri y se colocod en una campana de vacio durante 20 min para eliminar las
burbujas del aire atrapadas en el PDMS. Se calent6 durante la noche en un horno a 60 °C

para realizar la polimerizacion completa del PDMS.
Se cortd y removio el PDMS polimerizado de la oblea con una espatula. Las salidas y

entradas para las dos fases liquidos y para la presion de vacio se hicieron con un punzén

(Rapid-Core, Electron Microscopy Sciences) con un diametro de 0.75 mm para las
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entradas de la fase orgénica y la fase acuosa inyectada directamente al microchip, y con

un didmetro de 1.5 mm para la entrada del flujo del HPLC.

Para completar el proceso de la fabricacion del dispositivo, el PDMS polimerizado se
pegod a un portaobjetos de vidrio de manera irreversible aplicando un minuto de plasma
de oxigeno a ambas superficies (Corona Treater, BD-20AC, Electro-technic Products). El
dispositivo pegado se coloco en un horno a 60 °C durante la noche para formar enlaces

covalentes entre el PDMS vy el vidrio.

Caracterizacion del microchip

La mascara de acetato se caracterizd bajo el microscopio Leica DMI3000 B con la
camara DinoEye Eyepiece Camara (C-mount 0.55x) y el programa Dino-Lite, calibrado

para medir iméagenes.

Se cortaron secciones transversales de una replica en PDMS en vez de unirlo al vidrio

para caracterizar la altura de los canales.
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5.2 DISMINUCION DE LA CANTIDAD DE METANOL

Preparacion de disoluciones

Para pruebas con aceite mineral como fase organica, se usé una mezcla de aceite mineral
(Reproquifin) con una gravedad especifica de 0.845-0.905 y una viscosidad a 40 °C de
34.5 CTS con el tensoactivo Span 80 (Sigma) al 1.8 % en peso.

Para probar la funcionalidad del microchip se utilizé una mezcla parecida a la usada por
Gnyawali et al. (2017). La mezcla contiene proporciones 1:1:1 en volumen de a) una
solucion salina con 1.5 mg aceite vegetal/mL, b) glicerol, y c) una solucion de Pluronic

F-127 en agua (0.2g/mL).

Los aceites fluorinados, Flourinert® FC-40 (Sigma) y HFE 7500 (Synquest
Laboratories), se utilizaron sin tensoactivo, o se prepararon con 0.1 %, 0.5 %, 3 % o0 5 %
en peso de un tensoactivo fluorinado y biocompatible sintetizado en nuestro grupo de
trabajo de acuerdo a Holtze et al. (2008). El punto de ebullicion del aceite FC-40 esta
entre 158.0 y 173.0 °C y el del HFE 7500 es 130 °C.

En los experimentos de disminucién de gotas la fase acuosa se hizo a diferentes
concentraciones de agua destilada y metanol puro (LiChrosoly) con colorantes artificiales

para alimentos (Azul Brillante FCF, McCormick).

Inyeccion de disoluciones

La inyeccion de disoluciones al sistema de microfluidica se realizd6 con bombas de
infusién (NE-1000, New Era) y con jeringas de ImL (BD). Un extremo de un tubo
flexible de politetrafluoroetileno (PTFE) con didmetro externo de 1.19 mm e interno de
0.508 mm (Cole Parmer) se conectd a la aguja de la jeringa (22G) y el otro extremo se
uni6 al dispositivo mediante las entradas cortadas en el PDMS del microchip con

diametros de 0.75 mm.
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Calentamiento de los microchips

Se colocaron los microchips de extraccion sobre una parrilla para aumentar la
temperatura. Midiendo la temperatura del PDMS sobre la parrilla se encontré que la
temperatura leida de la parrilla era distinta a la del PDMS. La temperatura programada de
65 °C correspondi6 a 55 +/- 3 °C en el microchip. Esta diferencia y rango fueron medidos
en cada experimento con calentamiento, y para simplicidad, en el resto de este trabajo se

reporta la temperatura de calentamiento en el microchip como 55 °C.

Acoplamiento de la bomba de vacio

La bomba de vacio (ILMVAC, p < 1 x 107 mbar) se conecté al dispositivo de
microfluidica mediante dos tipos de tuberia, un tubo grande de latex y un tubo flexible de
PTFE como el que se utiliz6 para conectar las jeringas. La union de los dos tubos se
realizd con una valvula de 4 vias y una conexion luer para tuberia con diametro de 1/16
pulgadas (World Precision Instruments). El extremo de la tuberia mayor se sell6 con
parafilm y la entrada de la conexion luer para el tubo de PTFE se sell6 de manera
irreversible con resina epoxica. Para algunos experimentos se utiliz6 otra bomba de vacio

(Dryfast Ultra®, Welch).

Hay una perdida significativa de presion a lo largo de la tuberia de latex que conecta la
bomba de vacio al dispositivo, sin embargo una presion de vacio apreciable llegd al
microchip. La presion absoluta que marco la bomba de vacio sin tuberia conectada fue
3.1 x 10 mbar. La presién minima alcanzada con el acoplamiento de la tuberia de latex
con la salida sellada fue 0.17 mbar, y la presion en el sistema completo, con todos los
tubos conectados al dispositivo de microfluidica y las entradas y salidas del dispositivo

sellados, fue 0.16 mbar.
La presion de vacio fluctud por problemas en la bomba o en las conexiones. En varios

experimentos, solo se logré una presion 3.0 mbar. Por estd razon, siempre se anota la

presion medida en cada experimento. Con la bomba usada, no se pudo programar la
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presion para comparar entre dos presiones, pero abriendo la valvula de lastre de gas se
notd un aumento ligero en la presion. Con eso se pudo comparar entre presiones
diferentes. Con el sistema microfluidico conectado y la valvula de lastre de gas cerrada
normalmente se logrd una presion de 0.16 mbar y con la vélvula abierta llegd a una

presion de 0.30 mbar.

Grabacion y Analisis de videos

Se grabaron videos de las gotas y burbujas en el dispositivo con una cdmara digital
(Canon, PowerShot SX260 HS) montada sobre el ocular del microscopio. Se midieron las
areas transversales las burbujas en pixeles y se convirtieron las medidas a las reales
usando un factor de escala basado en la anchura promedio medida de los canales. Se

calculd su volumen, asumiendo burbujas esféricas.

Para los experimentos en los cuales el chip se mont6 sobre una parilla para calentarlo, se
grabaron videos de las gotas con la camara del microscopio portatil (Dinolite
AMA4515ZTL). Se analizé los videos con el programa Imagel, utilizando la anchura

conocida de los canales. Se midi6 el area de cada gota (Figura 21) y se estimo el volumen

Figura 21. Imagen de una
gota en ImagelJ con dos de
los radios del elipsoide (a,
b) marcados. El eje c tiene
la longitud de la mitad de
la altura del canal.
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de la gota, asumiendo gotas elipsoidales para simplicidad. El volumen de un elipsoide es
igual a (4/3)mabc. Se asumi6 que el area medida es el area de un elipse igual a mab. Para
calcular el volumen de una gota se multiplicé el area por 4/3 y la mitad de la altura

conocida del canal (el radio ¢ de la forma elipsoide).

Cuantificacion del porcentaje de metanol en las microgotas

Para medir la cantidad de metanol final en las gotas se realiz6 un ensayo colorimétrico
con un protocolo adaptado de Anthon y Barret (2004) que consiste en dos partes (Figura
22). En la primera parte del ensayo, la enzima alcohol oxidasa (Pichia pastoris) convierte
el metanol a formaldehido el cual reacciona en la segunda parte con el reactivo
clorhidrato de la hidrazona del 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH) para producir un
color azul. La segunda parte del ensayo requiere la presencia iones libres de hierro 111, y

por este razon se utilizé un amortiguador de Tris en vez de un amortiguador de fosfatos.

Alcohol oxidasa

1 Metanol >  Formaldehido
CII-|3 Cll-|3
N H N
\C N NH, + (|3 (o] \C N N CH,+ H-0O

1 = N— =Q— = N—N=

(1) y P | y >+ Ha
S H S
CHsg

N
N
2 2) C= N— NH*
. /
S

(Oxidized MBTH)

CHs CHg
I

N\\ //N +
AN} 7
7 2

S S

(Blue-colored complex)

W

(

Figura 22. Pasos del ensayo colorimétrico para la determinacion de la concentracion de metanol. (1) La
enzima alcohol oxidasa convierte el metanol en formaldehido. (2) El MBTH oxidado forma un
complejo con el formaldehido que tiene color azul. Adaptado de Hach®.
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Todos los reactivos se compraron de Sigma. Se mezcld 1 uL de la muestra de metanol
con 14 uL. de 100mM Tris-HCI (pH 7.5), 4 uL de 3 mg/mL MBTH y 1 uL de la enzima
alcohol oxidasa a 0.01 U/mL. Se incubd esta solucion a 30 °C por 20 min. Después se
afiadieron 20 uL de una solucién de sulfato de férrico y acido sulfaimico a 5 mg/mL de
cada uno con 60 uL de H,O para un volumen final de 100 uL, y se incubd por 20 min a
temperatura ambiente. Se midio la absorbancia a 700 nm con un espectrofotdmetro
(Varian Cary 50). Se prepararon cinco soluciones para la curva de calibracion en el rango
de 1.23 — 3.70 mM MeOH en agua que es el equivalente de 10 — 30 % V/V MeOH en
agua diluido 2000 veces.

Se colectaron gotas saliendo del microchip 2 y se centrifugaron a 15,000 rpm por 15 min
para romperlas. El aceite fluorinado FC-40 tiene una densidad de 1855 kg/m’ y el
metanol tiene una densidad de 792 kg/m’. Las dos fases se separaron quedando la mezcla

de metanol y agua arriba del aceite fluorinado.
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5.3 FUSION DE GOTAS PARA LA INTRODUCCION DE LA ENZIMA

Pruebas de fusion controlada

Se realiz6 una prueba preliminar utilizando el microchip 4 para intentar fusionar gotas de
agua y colorante azul formadas y disminuidas en el microchip 2 y un flujo continuo
introducido en el microchip 4 con agua y colorante rojo. Se inyecto la solucion azul en el
microchip 2 y se formaron gotas en FC-40 con 3 % de tensoactivo con el flujo de las dos
fases en 120 pL/h. Se coloco el microchip 2 sobre una parrilla y se calentd a 55 °C. Se
conecto la salida del microchip 2 a una entrada del microchip 4 con un tubo PTFE con
didmetro externo de 1.19 mm e interno de 0.508 mm. En la entrada de la enzima se
inyectd agua con colorante a 100 pL/h. En la entrada del aceite del microchip 4, se

inyectd aceite FC-40 sin tensoactivo a 200 pL/h.
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5.4 HPLC

El acoplamiento del HPLC (LC-20AB, Shimadzu) al microchip (2) o (3) se realizd
conectando el tubo de salida del HPLC a una entrada grande (1.5 mm) en el microchip.
En una salida rio arriba de la formacion de gotas se conectd otra bomba (NE-1000, New
Era) con una jeringa de 20 mL (BL) para purgar el flujo alto del HPLC, jalando con un
flujo de 5940 uL/h para bajar el flujo en el microchip de 6000 uL/h hasta 60 uL/h. En los
experimentos con el microchip 2 y el microchip 4 acoplados al HPLC se dejo el flujo de

la purga en 5500 uL/h.

Se utiliz6 una columna fase reversa C18 (Raptor ARC-18, 2.7 um, 50 x 2.1 mm, Restek)
con una fase mévil de H,O (A) y MeOH (B). Para los experimentos sin el chip de
extraccion (microchip 2) se utilizé un gradiente de 10 % - 50 % B. Para los experimentos

con el microchip de extraccion se utilizé un gradiente de 10 % - 100 % B.

Acoplamiento del sistema completo

Se colocé el microchip 2 sobre una parrilla y se calent6 a 55 °C y se introdujo vacio a los
canales de vacio. Se conectd la salida del HPLC a la entrada central en el microchip 2, y
se inyectd un amortiguador de fosfatos con colorante azul con o sin el sustrato 4-
MUNANA en la entrada para el sustrato. Se conect6 la bomba de la purga en la salida de
la purga con un flujo de 5500 uL/h. Se utilizo el aceite FC-40 con 3 % tensoactivo a 120
uL/h como la fase continua. En la salida del serpentin se colocé un tubo PTFE con
didmetro externo de 1.19 mm e interno de 0.31 mm que conectd a una de las entradas
para la fase acuosa del microchip 4 colocada en el microscopio Leica DMI3000 B. En la
otra entrada para la fase acuosa se inyectd el amortiguador de fosfatos con o sin la
neuraminidasa de C. perfringens con un flujo de 120 uL/h. En la entrada para aceite del

microchip 4 se inyecto el aceite FC-40 con 3 % tensoactivo a 200 uL/h.

Por la diferencia de densidades entre el aceite y las microgotas, no se mantiene el espacio

entre ellas a lo largo de la tuberia entre los dos chips. Las microgotas tienen menor
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densidad y se juntan en el apice del arco de tuberia. Una vez que se acumulan varias
microgotas empiezan a mover otra vez y llegan al segundo chip en grupos. Entre estos
grupos llega puro aceite al segundo chip. Para evitar este problema y hacer el flujo de
gotas mas constante se monto el microchip de fusion en una posicion mas alta que la del

microchip 2 para promover el flujo de microgotas hacia el nuevo chip.
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5.5 ENSAYOS ENZIMATICOS

Preparacion de disoluciones y reactivos

La enzima y el sustrato se disolvieron en un amortiguador de fosfatos (50 mM fosfatos,
150 mM KCl, 0.2 % BSA) a pH 7.0. Se prepar6 el sustrato acido2-(4-metilumbeliferil)-a-
D-N-acetilneuraminico (4-MUNANA) a 300 uM y la neuraminidasa a 2 U/uL. La

neuraminidasa de Clostridium perfringens se compro de Sigma Aldrich.

El zanamivir para el control positivo de inhibicion se preparé de un medicamento
comercial Relenza®, y una dosis de 25 mg corresponde a 5 mg de zanamivir. Se disolvid
un dosis en 250 ulL de agua destilada para una disolucion final de 20 mg/mL de
zamamivir. Se filtrd la disolucion para inyectar al HPLC con un filtro para jeringas con

poro de 0.20 um (Millex® siringe filter units, Sigma-Aldrich).

Ensayos enzimaticos seguidos por fluorescencia

El compuesto 4-metilumberiferona (4-MU) es un producto fluorescente de la reaccion
enzimatico de la neuramindasa con el sustrato 4-MUNANA. El maximo de absorcioén de
4-MU es a los 360 nm, y su maximo de emision es a los 450 nm. Para inducir la
fluorescencia en las gotas, se colocd el microchip en un microscopio de fluorescencia
(Leica, DMI3000-B) y se proyect6 luz en el rango de 350 a 400 nm. La luz llegd al
microscopio desde una lampara (PhotoFluor II, Chroma, 89 North) que produce un rango
amplio de longitudes de onda. La luz producida entrd en el microscopio por un cable de
fibra optica y pas6 por un cubo de fluorescencia DAPI-50LP-A (Semrock, Inc.) que
incluye un filtro de excitacion (FF01-377/50), un filtro de emision (FF409-DI03) y un
espejo dicroico (FF02-409/LP).
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Grabacion y analisis de videos

Para obtener videos de las gotas para analisis de su fluorescencia, se utilizd una camara
de alta velocidad (Phantom, Miro M110, AMETEK) acoplada al microscopio que tiene la
capacidad de capturar hasta 5000 cuadros por segundo. Se utilizé el software PCC 2.2
para grabar los videos. Los parametros de los videos fueron resolucion (512 x 384

pixeles), velocidad de captura (24 cuadros por segundo) y tiempo de exposicion (39583

us)

Para analizar los videos se utiliz6 el software MatLab con un programa desarrollado para
medir las magnitudes de fluorescencia en las gotas. Se seleccionaron cuatro puntos en la
pantalla los cuales correspondieron a las cuatro curvas de una cruz del fractal de canales,
y el programa midié la magnitud de luz en cada cuadro del video en estos puntos. Los
datos obtenidos en este programa se pasaron a un programa del software Mathematica
(Wolfram) para sacar los maximos de las sefiales de fluorescencia y quitar los minimos
(que corresponden a espacios entre gotas o a gotas parciales), (Ochoa, 2016, Tesis

Licenciatura UNAM).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CARACTERIZACION DE LOS MICROCHIPS

Se determinaron el ancho y altura de los canales de los dispositivos a partir de imagenes
tomadas con una camara digital (DinoEye Eyepiece, C-mount 0.55x) bajo un
microscopio invertido con un objetivo 4X y utilizando el programa DinoLite (Figura 23).
En el microchip 1 el canal serpentin de las dos fases midi6 348.5 um +/- 2.1. Los canales
para el vacio midieron 143 um +/- 2.2 y la distancia entre los canales en PDMS midio
145 pm +/- 1.4. Se cortaron y analizaron secciones transversales del dispositivo de

PDMS para determinar la altura de los canales que era de 79 pum.

El canal serpentin del microchip 2 midi6é 385.6 wum +/- 7.56 de ancho. Los canales de
vacio midieron 172 um +/- 6.3 y la distancia entre los canales en PDMS midi6 107.6 um
+/- 4.5. Todos los canales midieron 96.4 pm +/- 4.95 de altura. El microchip 4, el canal
de fractal midio 151 wm +/- 4.3 de ancho. La zona ancha del canal antes de la union flow
focusing midié 777 um +/- 4.6 y la zona inmediatamente después de la zona ancha midi6

79.3 um +/- 2.5. Todos los canales midieron 108 um +/- 4.2.

(A) (B)

Figura 23. Caracterizacion de los microchips. (A) Canal serpentin y canal de vacio del microchip 2. (B)
Corte transversal del microchip 4 que muestra la altura de los canales.
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6.2 APLICACION DE VACIO

Para comprobar la permeabilidad del PDMS y observar el efecto del vacio en el sistema
se realiz6 una adaptacion del experimento de Gnyawali et al. (2017) utilizando el
microchip 1. Se formé un flujo constante de burbujas de aire en un fluido formado por
una mezcla homogénea de 1:1:1 por volumen de aceite vegetal en una solucion salina,
glicerol y una solucion de Pluronic F-68 en agua. El tamafo de las burbujas fue muy
variable, pero cuando se aplico vacio en los canales adyacentes al flujo se observd una
reduccion rapida del tamafio de las burbujas lo cual indic6 la salida del aire a través el
PDMS hacia los canales del vacio (Figura 24A). La fase continua se cambi6 por aceite
mineral, ya que este es mas facil de obtener que la mezcla utilizada por Gnyawali et al.
(2017). El experimento se repitid con aire en aceite mineral con y sin presion de vacio
para medir el efecto del vacio en la disminucién de las burbujas (Figura 24B). Se observo
una diferencia significativa en la velocidad de la disminucion del tamafio de una burbuja
con y sin vacio, observandose un cambio mayor con presion vacuométrica en los canales
adyacentes. Se observo que las burbujas més pequenas se movian con menor velocidad, y

ocurrieron fusiones de burbujas cuando las mas grandes alcanzaron a las menores.

5.0 @
5 10 ¢ .
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0 * * ¢
0 50 100 150 200
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Figura 24. (A) Disminucion del volumen de burbujas en un flujo continuo con vacio aplicado en el
microchip 1, y utilizando como la fase continua una mezcla 1:1:1 por volumen de aceite vegetal en una
solucion salina, glicerol y una solucion de Pluronic F-68 en agua. Las flechas indican la direccion del
flujo en el canal serpentin. (B) Disminucion del volumen de una burbuja en el microchip 1 como
funcién del tiempo de residencia en el canal a presion atmosférica (azul) y presion de vacio (rojo). La
fase continua en este experimento fue aceite mineral sin tensoactivo. Cuando se prendié la bomba de
vacio las burbujas en flujo disminuyen su volumen hasta desaparecer por completo antes de llegar a la
salida del chip.
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6.3 DISMINUCION DE GOTAS CON METANOL Y AGUA (microchip 1)

—
—
0 + M/ W@ Salida

10 mm
Figura 25. Disefio del microchip 1 para la extraccion de metanol con las entradas para el aceite (O), la

mezcla 1:1 metanol:agua (M/W), y para la conexion de la bomba de vacio (V). El serpentin de este chip
tiene una longitud de 325 mm.

Se encontr6 que gotas de puro metanol no se forman en el aceite fluorinado porque

el

metanol se asocia con la membrana de PDMS. Por tal razoén, se utiliz6 un flujo constante

de gotas de metanol y agua (1:1 en volumen) con colorante azul en aceite fluorinado (FC-

40) sin tensoactivo como la fase continua en el microchip 1 (Figura 25, 26).
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Figura 26. Formacion de gotas de 50 % metanol y agua v/v
(fluyjo = 20 pL/h) en el aceite fluorinado FC-40 sin
tensoactivo (50 pL/h).

Para medir la disminucién del volumen de las microgotas a través de su viaje por el
serpentin del dispositivo, se grab6é un video del movimiento de una gota a lo largo del
canal bajo varias condiciones. Después, se analizaron con detalle las imagenes de la gota
en cada curva del serpentin en un lado del microchip y se midid su area transversal. Las
gotas formadas sin usar tensoactivo tienen formas rectangulares mas que elipsoidales y
para estos experimentos se estim6 el volumen de las gotas multiplicando el area
transversal por la altura del canal, asumiendo que las gotas llenaron el canal. Se
estudiaron cuatro condiciones iniciales: a) temperatura ambiente (23 °C) y presion
atmosférica (780 mbar en la Ciudad de México); b) temperatura ambiente (23 °C) y vacio
(0.88 mbar); ¢) temperatura alta (55 °C) y presion atmosférica (780 mbar); y finalmente
d) temperatura alta (55 °C) y vacio (0.88 mbar).
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En la Figura 27 se muestra la disminucion del volumen de una gota en funcion de la
distancia recorrida bajo las diferentes condiciones mencionadas anteriormente. Cuando la
microgota viaja a temperatura y presion ambiental se observo una ligera disminucion (11
%) de su volumen de 14.9 a 13.3 nL (linea azul). Lo que sugiere que el agua y/o el
metanol son ligeramente solubles en el aceite FC-40. La disminucion del volumen de la
microgota cuando se mantuvo la temperatura en 23 °C y se aplico vacio (10 %, 15.7 —
14.2 nL, linea verde) fue muy parecida a la observada a presion atmosférica. El aumento
de la temperatura de 23 °C a 55 °C a presion atmosférica si provocéd un cambio
significativo en la disminucién (25 %) del volumen de una gota de 12.4 a 9.3 nL (linea
roja). Finalmente, cuando se utilizd una temperatura de 55°C y vacio, hubo una
disminucion de 39 % en tan solo la primera mitad del microchip (linea negra). En este

caso, la gota se fusiond con otra por lo que se ve un aumento del volumen en la segunda
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Figura 27. Disminucion del volumen de una gota de metanol y agua (1:1 en volumen) a lo largo del
canal de microchip 1 a dos diferentes presiones y temperaturas. El flujo del aceite fue 50 uL/h y él de la
mezcla de metanol y agua fue 20 uL/h. La velocidad de las gotas fue 0.56 mm/s +/- 0.085. La gota
seguida a 55 °C y 0.88 mbar (linea negra) se fusiond con otra gota después de recorre la primera mitad
del serpentin por lo que su volumen se duplico abruptamente. En la segunda mitad se sigui6 la nueva
gota grande formada.
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mitad del chip. Se intentd calentar el microchip a mayores temperaturas, pero arriba de 60
°C, todos los fluidos, incluyendo el aceite, empezaron a evaporarse rapidamente.
Ademas, el PDMS se volvié mas flexible y no se pudo mantener el sello necesario con

las mangueras de PTFE en las entradas del microcanal e inclusive se salieron.

Una medida para comparar la velocidad de evaporacion de las gotas es el cambio de los
nanolitros de la gota entre los milimetros avanzados por la gota (la magnitud de las
pendientes de la Figura 27). Para comparar entre las cuatro condiciones utilizadas se
promediaron las pendientes de entre dos y cuatro experimentos independientes en los que

se siguid una gota en cada uno.

La Figura 28 muestra los promedios de las magnitudes de las pendientes (velocidad de
evaporacion, nL/mm) bajo las cuatro condiciones (23 °C, 780 mbar; 23 °C, 0.88 mbar; 55
°C, 780 mbar; y 55 °C, 0.88 mbar) las cuales fueron 0.006, 0.01, 0.02 y 0.05
respectivamente. El promedio de la magnitud de la pendiente de disminucion del
volumen a temperatura ambiente con vacio aplicado, si fue distinto y mayor (67 %) que
el a presion atmosférica (una diferencia no observada en la Figura 27). Pero alin esta
diferencia fue menor que la que se provocd por un aumento de la temperatura con la
presion constante a 780 mbar (Figura 28) que fue un aumento de 233 % en la magnitud.
La aplicacion de vacio a la membrana de PDMS promueve la evaporacion de moléculas
absorbidas en la membrana y libera espacio en la membrana para promover la absorcion
de moléculas nuevas. Pero el hecho de que el calentamiento es necesario para ver un
cambio significativo en la disminucidn del tamafio de gotas, sugiere que la solubilidad de
metanol y agua en el aceite fluorinado es un factor limitante importante y que esa
solubilidad aumenta con temperatura. La combinacion de calentamiento y vacio (55 °Cy
0.88 mbar) tiene un efecto sinérgico (733 % de aumento en la magnitud de la pendiente
de disminucion de volumen con respecto a 23 °C y 780 mbar), probablemente porque a
mayores temperaturas una mayor cantidad de moléculas de metanol y/o agua se difunden
en el aceite y llegan a tener contacto con la membrana de PDMS por el aumento de

solubilidad en el aceite. El vacio libera espacio libre en la membrana, promoviendo la
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absorcion répida de las moléculas disueltas en el aceite y aumentando el gradiente de

concentracion de metanol y/o agua en el aceite.
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Figura 28. Promedios de las magnitudes de las pendientes de disminucioén (nL/mm) de gotas de metanol
y agua (1:1 en volumen a inyeccién) bajo varias condiciones. Para los experimentos a 55 °C se
promediaron cuatro resultados y dos a temperatura ambiente.

El tiempo de residencia de una gota en el canal es un factor muy importante en la
difusion, y se escogieron flujos muy bajos para estos experimentos en el microchip 1 para
maximizar el tiempo de residencia y poder identificar otros factores importantes. Las
pruebas en el microchip 1 indicaron que, a los flujos utilizados, el factor mas importante
para la evaporacion de metanol de las gotas es la temperatura, y que a mayores
temperaturas la presion tiene mayor efecto. Pero los flujos manejados en los
experimentos en el microchip 1 eran mas bajos de los que normalmente se puede utilizar
con el acoplamiento de HPLC. Para medir la evaporaciéon de metanol baja condiciones

reales con flujos alcanzables para el acoplamiento de HPLC, se disefi6 el microchip 2.

55



6.4 DISMINUCION DE GOTAS CON METANOL Y AGUA (microchip 2)

Se disefio un segundo microdispositivo con una entrada para acoplar la salida del HPLC y
con un serpentin con el doble de largo que ¢l del microchip 1 (727 mm y 325 mm,
respectivamente) para aumentar el tiempo de residencia de las gotas en el canal. Ademas,
se cambiaron varias condiciones para acercar las condiciones esperadas con los
acoplamientos del equipo de HPLC y del microchip 3. Se utilizé tensoactivo en la fase
continua para evitar los muchos eventos de fusién inesperados. Para la mayoria de los
experimentos en el microchip 2 se aument6 el flujo respeto a los primeros experimentos
en el microchip 1 para probar la funcionalidad del sistema con un flujo alcanzable con el
acoplamiento del HPLC. Los canales mas anchos y largos aumentan el tiempo de
residencia de las gotas para balancear el efecto de los flujos mas altos. Para los
experimentos iniciales de disminucion del volumen se inyectd una mezcla de metanol y

agua sin conectar el HPLC al microchip.

(A)

Figura 29. (A) El microchip 2 con los seis puntos de medicion indicados. En longitud total del serpentin
es 727 mm. (B) Gotas de 50 % MeOH en aceite fluorinado FC-40 con 3 % tensoactivo a 55 °C y 1.7
mbar en los seis puntos de medicion en el serpentin del microchip 2.
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Para determinar la disminucién del volumen de las microgotas se midieron las areas
transversales de 10 gotas en seis puntos distintos en el serpentin del microchip 2 (Figura
29) y se calcularon sus volumenes correspondientes. El tensoactivo fluorinado aument? la
estabilidad de las gotas y se hizo posible promediar los volimenes de las 10 gotas cuando
pasaron por los seis puntos de medicion. Se probaron varias condiciones con el microchip

2 para encontrar las que dieron mayor disminucion del volumen (Figura 30).
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Figura 30. Disminucién de gotas de metanol y agua (50 % v/v) en el aceite FC-40 con 3 % de tensoactivo
con una relacién constante de 1:1 entre los flujos de las dos fases. Los puntos experimentales son el
promedio del volumen de 10 gotas en seis puntos del serpentin. (A) Efecto de la presion a temperatura
ambiente (23 °C) con el flujo de las dos fases a 120 uL/h. (B) Efecto de la presion a 55 °C con el flujo de
las dos fases a 120 pL/h. (C) Efecto de la relacion entre PDMS y agente entrecruzante en la membrana
usando tres diferentes microchips a 1.7 mbar y 55 °C. (D) Efecto el flujo de las dos fases a 1.7 mbar y 55
°C,. No se midieron gotas en la segunda mitad del chip cuando el flujo estaba en 30 uL/h porque muchas
gotas se fusionaron antes de llegar a la salida.
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Con los flujos de las dos fases en 120 pL/h, no se observé una disminucion del volumen
de microgotas a temperatura y presion ambiental (Figura 30A). Ademas, se observd que
la presion de vacio en la membrana de PDMS a temperatura ambiente (23 °C) no
provocd un cambio en la evaporacion de las gotas de metanol y agua (Figura 30A). El
calentamiento a 55 °C si provoco una disminucion del volumen (17 %) de 11.7 2 9.7 nL
(linea roja en Figura 30B); y la combinacion del calentamiento y presion baja provoco un
cambio mayor (38 %) que el del calentamiento solo (linea azul en la Figura 30B) de 12.0

a7.4nl.

El PDMS se forma a partir de una base liquida y un agente entrecruzante, y la relacion
entre estos dos componentes determina la densidad de enlaces en la matriz de la
membrana. Se ha reportado que una menor cantidad de agente entrecruzante aumenta la
permeabilidad del PDMS (Lamberti et al., 2014). Con menos agente entrecruzante, hay
mas espacio libre en la membrana porque hay menos enlaces entre las cadenas de PDMS.
Un resultado no esperado fue que las pendientes de disminucion del volumen en los
microchips con diferentes cantidades de agente entrecruzante en la membrana fueron
muy parecidas (Figura 30C). Hay una ligera tendencia hacia pendientes de mayor
disminucién con menos agente entrecruzante. Se obtuvo una pendiente de -0.0035
nL/mm en el microchip fabricado con una relacion de PDMS:agente entrecruzante en
10:1; -0.0045 nL/mm en el microchip de 15:1; y -0.0052 nL/mm en el microchip de 20:1.
Sin embargo, las diferencias estdn dentro de las barras de error. Estos experimentos con
diferentes membranas bajo las mismas condiciones que se muestra en la Figura 30C se
repitieron, y otra vez no se observd una diferencia significativa entre las diferentes
membranas de PDMS y no se observo ninguna tendencia con respecto a la relacion
PDMS:agente entrecruzante. Las pendientes de disminucion de volumen en microchips
fabricados con 10:1, 15:1 y 20:1 PDMS:agente entrecruzante fueron -0.0078, -.0056 y -
0.0066 respectivamente (Anexo 1). Una razéon de por qué las pendientes son muy
similares puede ser que la solubilidad del metanol en el aceite fluorinado sea el factor
limitante para la difusion de metanol fuera del chip. Otra hipotesis puede ser que a alta
presion de vacio la membrana con menos agente entrecruzante, al ser mas flexible se

aplasta y se pierde una porcion del espacio libre. Es probable que entre todos los factores
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(el aceite, la presion, la temperatura, la velocidad de gotas y el tiempo de residencia), el

porcentaje de agente entrecruzante en la membrana no es tan importante.

Se probaron varios flujos en el canal para observar el efecto de esta variable en la
disminucion del volumen de las microgotas. Se mantuvo la relacion entre los flujos de las
dos fases constantes, pero se disminuyd el flujo total para aumentar el tiempo de
residencia de las microgotas en el microcanal, esperando observar un aumento en la
velocidad de disminucién del volumen. Los flujos reportados son los flujos individuales
de las dos fases (120 pL/h se refiere al flujo de la mezcla MeOH/H,O y 120 uL/h del
flujo del aceite, es decir un flujo total = 240 pL/h). A flujos bajos (Figura 30D), la
disminucién de volumen es mayor. Por ejemplo, las pendientes son -0.0066, -0.0096, -
0.019 y -0.031 nL/mm para los flujos de 120, 90, 60 y 30 uL/h . Sin embargo, hay mas
eventos de fusion y las gotas se forman mas grandes y menos homogéneas. El fendmeno
de la dependencia del tamafio de las gotas en el flujo total con una relacion constante
entre los flujos de las dos fases ha sido reportado (Basilio et al., 2019). Cuando el flujo de
las dos fases se bajé a 30 pL/h, se escogio un grupo de 10 gotas para seguir y medir en el
canal, sin embargo, fue imposible encontrar las gotas en la segunda mitad del chip por
muchos eventos de fusion inesperados. La velocidad de las gotas de diferentes tamafios
varia ligeramente, y la distancia entre las gotas disminuye a lo largo del canal cuando las
gotas mas grandes alcanzan las gotas pequefias en frente de ellas, y el calentamiento del
microchip desestabiliza las gotas. Aunque la disminucién de la cantidad de metanol es el
objetivo, se escogio el flujo de 120 pL/h para los otros experimentos de disminucioén por
la reproducibilidad del tamafo inicial de las gotas y la facilidad de escoger y seguir 10
gotas representativas en el canal para medicion. Ademds, un flujo de 120 pL/h es
alcanzable con el acoplamiento del HPLC, y es muy dificil manejar flujos mas bajos por

los pulsos de las bombas del HPLC tradicional.

La Figura 31 muestra otros tres factores medidos en la disminucion de metanol.
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Figura 31. Reduccion del volumen de las microgotas a lo largo del microchip tomando como variable: (A)
El porcentaje inicial de metanol en la microgotas; (B) la concentracion de tensoactivo en la fase continua;
y (C) el volumen inicial de la gota. En todas las graficas el flujo de las dos fases se mantuvo en 120 uL/h,
y la temperatura y presion se mantuvieron a 55 °C y 0.17 mbar respectivamente. Cada punto
experimental representa el promedio del volumen de 10 gotas. El % inicial de metanol en (B) y en (C) fue
de 50 % y 25 % v/v, respectivamente, mientras que el % de tensoactivo en (A) y en (C) fue de 3 % m/m.

La Figura 31A muestra la disminucion del volumen de las gotas con diferentes
porcentajes iniciales de metanol. Hay una ligera diferencia entre la disminucion a los tres
porcentajes probados. Las gotas con un 50 % de metanol inicial tienen una pendiente de
disminucién de volumen con magnitud 61 % mayor (0.0062 nL/mm) comparado con las

de 0 % (pura agua) que tienen una pendiente con la magnitud 0.0024 nL/mm. Lo que
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indica que mayores cantidades de metanol se evaporan mas rapido, congruente con una
mayor presion de vapor al aumentar el % de MeOH. Una normalizaciéon de los datos
mostrados en la Figura 31A mostraria un cambio claro entre las pendientes. Sin embargo,
el tamafio inicial de la microgota también tiene un efecto en la pendiente de disminucion,
y es importante no descartar esa contribucion. Por esta razéon no se normalizaron los
puntos experimentales y no se puede concluir con certidumbre el efecto del porcentaje
inicial de metanol con las condiciones utilizadas. Si se puede decir que es probable que
gotas con mayores cantidades de metanol disminuyen con mayor velocidad en el aceite

FC-40 en canales de PDMS.

La Figura 31B muestra la disminucion del volumen de gotas con diferentes porcentajes
de tensoactivo en la fase continua. Se observé que en el rango probado (0.5 % - 3 %
m/m) de tensoactivo, el porcentaje no tuvo un efecto significativo en las pendientes de
evaporacion de microgotas de metanol y agua (0.0065, 0.0064 y 0.0067 para 0.5 %, 1.5
% y 3 % m/m tensoactivo respectivamente). Las gotas formadas en FC-40 con 0.5 % y
1.5 % tensoactivo se tardaron en estabilizar y tenian menor homogeneidad que gotas
formadas en aceite FC-40 con 3 % tensoactivo. Por esta razon, para la mayoria de los

experimentos se utilizé 3 % de tensoactivo.

Las graficas (Figura 30, 31) muestran que un cambio en las condiciones puede provocar
un cambio en el tamafio inicial de las gotas. Inclusive, en un mismo experimento se
pueden observar gotas de diferentes tamafios después de un cambio de flujo, o
simplemente por usar el mismo chip en varios experimentos y que la mezcla de metanol y
agua moje el canal de PDMS. La Figura 31C muestra el resultado de medir 10 gotas
grandes y 10 gotas mas pequefias bajo las mismas condiciones a lo largo del microcanal,
midiendo y calculando su volumen en seis puntos de medicidon. Se observéd que las gotas
que empiezan con mayor volumen tienen la tendencia a evaporarse mas rapido que las
pequenias (magnitud de pendiente de 0.006 nL/mm vs 0.0026 nL/mm con las condiciones
de la Figura 31C). Una explicacién probable es que el espesor de la capa de aceite
fluorinado que recubre las gotas sea el factor limitante de la disminucion del volumen.

Las gotas mas grandes estan deformadas por las paredes del canal porque tienen
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diametros mayores a las dimensiones del canal y tienen una capa de aceite mucho mas

delgada entre ellas y la membrana de PDMS que las gotas pequeiias (Figura 32).

Figura 32. Variacion en el tamafio de las
microgotas. Las puntas rojas marcan las
paredes del canal serpentin.

Las moléculas de metanol y agua solubilizadas en esta capa delgada de aceite se absorben
en el PDMS rapidamente provocando un gradiente de difusion mayor en el aceite
alrededor de las gotas mas grandes. Esta diferencia hace que las gotas mdas grandes

evaporen mas rapido.

Se ha reportado que gotas de agua en aceite en condiciones fijas llegan a un volumen
final y estable, dependiendo del tipo de aceite y la presencia y tipo de solutos en las gotas
(T. Wu et al., 2012). En todos los experimentos en el microchip 2 (longitud de 727 mm)
con la temperatura a 55 °C y aplicaciéon de vacio a los canales, el volumen de las
microgotas que se observaron tiende a 5 nL de volumen. Atin algunas que empezaron con
volumenes cerca de 5 nL so6lo lograron una disminucién minima en su tamafo (Figura
31C). Es posible que el volumen estable de microgotas de metanol y agua con el soluto
de la tinta azul (en FC-40 a 55 °C) no sea tan lejano de los 5 nL, y que este fenémeno
también contribuya a las diferentes pendientes de disminucion de volumen observadas

con diferentes volumenes iniciales de las gotas. Pero como el tiempo de residencia de las
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gotas en el microchip 2 no es suficiente para que todas las gotas lleguen al mismo tamafio
final, también existe la posibilidad que la limitante del tamafio final sea el tiempo, y que
en un canal mas largo (con tiempo de residencia mayor) permitiria observar una

tendencia hacia microgotas mas pequenas.

Los resultados mostrados hasta ahora indican que los factores mas importantes en la
disminucion del volumen son la combinacioén de calentamiento y vacio, y el flujo total en
el canal. En un esfuerzo de conjuntar todos los resultados se promediaron las magnitudes
de las pendientes de disminucion (velocidad de evaporacion) de cada experimento hecho
bajo cuatro condiciones (presion atmosférica y temperatura ambiente, presion atmosférica
y 55 °C, presion de vacio y temperatura ambiente, presion de vacio y 55 °C), incluyendo
experimentos con diferentes concentraciones de tensoactivo y diferentes porcentajes de
agente entrecruzante en la membrana de PDMS ya que el tensoactivo y el porcentaje de
agente entrecruzante no tuvieron un efecto significativo sobre las pendientes. Sin
embargo se descartaron experimentos con flujos distintos a 120 pL/h y aquellos con
diferentes porcentajes iniciales de metanol debido a que este flujo es necesario para poder
acoplar el equipo de HPLC. Los resultados se muestran en la Figura 33. Como se
promediaron los resultados de varios experimentos se reporta el rango de presiones
medidas con la aplicacion de vacio durante todos los experimentos considerados. Los
detalles completos de las condiciones y las pendientes de los experimentos incluidos en

los promedios se muestran en el Anexo 2.

La Figura 33 muestra una tendencia parecida a que se muestra en la Figura 28, pero con
velocidades de evaporacion menores debido a los flujos usados en el microchip 2 que
resultaron en tiempos de residencia menores. Los promedios de las magnitudes de las
pendientes bajo las cuatro condiciones (23 °C, 780 mbar; 23 °C, vacio; 55 °C, 780 mbar;
y 55 °C, vacio) fueron 0.00003 +/- 0.001, 0.0004 +/- 0.0004, 0.002 +/- 0.0005 y 0.006 +/-
0.002, respectivamente. Se nota que la aplicacion de vacio cuando se mantiene la
temperatura a 23 °C aumenta ligeramente las magnitudes de las pendientes de
disminucion, pero las pendientes de las dos condiciones son menores al error de medicion

y no se puede concluir acerca del efecto de vacio a temperatura ambiente (Figura 33). Se
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observd que el calentamiento es necesario para ver un cambio significativo en la
disminucion del tamafio de gotas, como se habia notado en los experimentos en el
microchip 1. Ademas se corrobor6 que la combinacion de calentamiento y vacio tiene un
efecto sinérgico y provoca el mayor cambio en la velocidad de evaporacion (67 % mayor

que calentamiento solo).
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Figura 33. Promedios de las magnitudes de las pendientes de disminucion (nL/mm) de gotas de metanol
y agua (1:1 en volumen a inyeccion) bajo cuatro condiciones. Para los experimentos sin vacio se
promediaron tres resultados. Se promediaron cinco resultados con vacio a temperatura ambiente y 15
con vacio a 55 °C. Sélo se promediaron las pendientes de experimentos donde el flujo de las dos fases
se mantuvo en 120 pL/h. No se incluyeron experimentos con flujos distintos (30, 60 o 90 pL/h) ni con
porcentajes iniciales de metanol distintos (menores a 50 % en volumen).
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6.5 ENSAYO COLORIMETRICO DE METANOL

Para cuantificar el porcentaje final de metanol en las microgotas después de pasar por el
serpentin del microchip 2, se realiz6 un ensayo colorimétrico. Este ensayo fue crucial
para comprobar que se puede disminuir el porcentaje de metanol en las gotas en el
microchip utilizado y mostrar que realmente se puede evaporar a diferentes velocidades

los dos liquidos (metanol y agua).

El ensayo colorimétrico utiliza la enzima alcohol oxidasa y el reactivo MBTH para
determinar la presencia de metanol y al ser muy sensible funciona solo en un rango
pequeiio de concentraciones. En el microchip se trabaja con concentraciones en el rango
de 0 % a 50 % de metanol, y para cuantificar la concentraciéon de metanol en las gotas
saliendo del chip, se colectaron las gotas y se las diluyeron 2,000 veces. Para realizar la
curva de calibracion, las soluciones estandares (en el rango de 10 % - 30 % de metanol)
se diluyeron 2,000 veces (Tabla 3). Para cuantificar el metanol en muestras con una
concentracion alrededor de 50 % de metanol, estas se diluyeron 4,000 veces, y se

multiplico por dos el resultado de la concentracion.

Tabla 3. Concentraciones de los estandares de metanol. Las muestras se diluyeron 2000 veces.

10 2.47 1.23
15 3.70 1.85
20 4.94 2.47
25 6.17 3.09
30 7.41 3.70

La curva de calibracion y algunas muestras representativas de gotas se muestran en la
Figura 34. Se colectaron gotas saliendo del microchip 2 durante una hora bajo las
siguientes condiciones: PDMS:agente entrecruzante = 10:1, flujo de las dos fases = 120

uL/h, temperatura = 55 °C, presion = 3 mbar con una concentracion inicial de 25 %
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metanol. Después de colectar las gotas, se centrifugaron para romperlas. La mezcla de
metanol y agua tiene menor densidad que el aceite FC-40 y cuando las dos fases se
separaron, la fase acuosa quedd arriba. Se tomd una alicuota de esta mezcla para el
ensayo colorimétrico. Como control, también se colectaron microgotas del mismo chip
con el mismo flujo sin calentamiento a presion atmosférica y se trataron igual. Ademas se
tomo una alicuota de la solucién de metanol al 25 % en agua que estaba en la misma
jeringa antes de ser inyectada al microchip para calcular la cantidad de metanol inicial
exacta. Los resultados de absorbancia se interpolaron en la curva de calibracion para
calcular la cantidad de metanol en la mezcla inyectada en el microchip y en las

microgotas colectadas después de pasar por el canal serpentin (Figura 34).

y=0.2061x + 0.0101
R?=0.99913

0.75

Absorbancia (700 nm)
o
N o
(93] (5]

0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4
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Figura 34. (¢) Curva de calibracion de la concentraciéon de metanol obtenida a partir de estandares.
Cada punto muestra el promedio de tres repeticiones. Las barras de error representan una desviacion
estandar. (X) Muestra de la mezcla de metanol y agua en la jeringa antes de inyeccion al microchip. Se
prepard a 25 % en volumen y se diluy6 2000 veces. La concentracion calculada por la regresion lineal
de la curva de calibracion corresponde a 23.6 % antes de dilucion. (+) Microgotas colectadas,
centrifugadas y diluidas 2000 veces después de recorrer el serpentin del microchip 2 de extracciéon a
temperatura ambiente y presion atmosférica. La concentracion final corresponde a 21.2 % antes de
dilucion. (M) Gotas colectadas, centrifugadas y diluidas 2000 veces después de recorrer el serpentin del
microchip 2 a 55 °C y 3 mbar. La concentracion final corresponde a 13.1 % antes de dilucion. Se utilizd
3 % de tensoactivo en la fase continua en el canal del microchip y se mantuvo el flujo de las dos fases
en 120 pL/h.
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En ausencia de calentamiento y vacio, la concentracién de metanol en las microgotas
disminuy6 de 23.6 % a 21.2 %, y con calentamiento y vacio las microgotas salieron con

13.1 % metanol.

Se hicieron tres repeticiones del experimento partiendo de concentraciones iniciales de 50
% y 25 % de metanol, utilizando calentamiento y vacio (Figura 35). Los resultados
muestran una disminucidon promedia del 45.5 +/- 4.5 % a 30.9 +/- 4.1 % en el primer caso
y una disminucion del 21.2 +/- 2.8 % a 12.5 +/- 2.2 %. Es decir un 32 % y 41 % de

reduccion respectivamente.

Se observo mas desviacion en las mediciones con 50 % inicial, probablemente por la

volatilidad de la mezcla y la necesitad de diluirla dos veces mas que las otras muestras.

60 - B 9% MeOH inicial

H 9, MeOH final

10 -

O -

Figura 35. Porcentaje de metanol inicial y final con el flujo de las dos fases en 120
ulL/h a 55 °C y 3 mbar con 3 % de tensoactivo en la fase continua. Se midi6 la
cantidad de metanol inicial con una muestra de la solucién inyectada al chip y se
coleccionaron y se centrifugaron gotas en la salida del chip para medir la cantidad
final. Se diluy6 cada muestra 2000 veces, se calculd la concentracion de las muestras
interpolando en la curva de calibracion, se multiplicé la concentracion calculada por
2000 y se convirtio esa concentracion a porcentaje. Se repitio la coleccion y medicion
tres veces con dos diferentes porcentajes iniciales de metanol.

67



Las concentraciones finales de metanol en microgotas en estos experimentos muestran
que seria posible realizar ensayos con la neuraminidasa de C. perfringens, ya que esta
enzima tiene actividad normal en hasta 40 % MeOH (Hernidndez Raya, 2012, Tesis
Licenciatura UNAM). Sin embargo, para enzimas mas sensibles que requieren un
porcentaje menor de metanol, es probable que se podria lograr mayor disminucion del %
MeOH aumentando el tiempo de residencia de microgotas en el canal serpentin

(alargando el canal o manejando un flujo menor dentro de él).
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6.6 FUSION DE MICROGOTAS PARA LA INTRODUCCION DE LA ENZIMA
(microchip 4)

Para introducir la enzima a las microgotas que salieron del microchip 2, es importante

realizar fusion de microgotas (S) con un flujo acuoso de la enzima (E) introducido en el

microchip 4 (Figura 36).

14%}? "11 5 "4 2 1
+

Figura 36. Disefio del microchip 4 para la introduccién de la enzima (E), la fusion de
microgotas que traen los extractos del HPLC junto con el sustrato (S) y la deteccion
de la reaccién enzimatica. Tiene una entrada extra para aceite (O).
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En una primera prueba, se formaron microgotas de agua pura y colorante azul en el
microchip 2 con las mismas condiciones que los experimentos anteriores de disminucion
y se conecto6 la salida del serpentin con la entrada S en el microchip 4. Se inyect6 un flujo
de agua pura con colorante rojo en la entrada E a un flujo de 60 pL/h. En la entrada del
aceite (O) se inyecté6 FC-40 sin tensoactivo a 100 puL/h. Un problema observado es que
las microgotas de agua pura son mas estables que las gotas de metanol y agua, y aunque
en el microchip 2 se observan muchos eventos de fusion debido al calentamiento (55 °C),
cuando llegan al microchip 4 regresan a temperatura ambiente y se convierten en gotas
mas estables. La Figura 37 muestra una imagen de gotas en el chip de fusiéon que no

lograron fusionar.

0.2 mm

Figura 37. Microgotas de agua y colorante estables en el chip de fusién. Aunque las
microgotas se llegan a fusionar al contacto en el microchip 2 debido a la temperatura
de 55 °C, cuando llegan al microchip 4 (colocado sobre el microscopio Leica
DMI3000 B a temperatura ambiente) se vuelven mas estables. Gotas de pura agua o
amortiguador de fosfatos no se fusionan con gran frecuencia con 3 % de tensoactivo
en la fase continua.
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Hay ocasiones en que las gotas entran en contacto directo con las paredes del microcanal
(se pierde la capa de aceite que hay entre ellas y el canal). Cuando esto ocurre las gotas se
rompen y generan un flujo continuo por alguna corta distancia. A este fenémeno se le
suele llamar “mojado” 6 “mojado del canal,” y ocurrié cuando se conecté el HPLC al
sistema (Figura 38, 39). En estas condiciones el mezclado con el flujo de la entrada (E) es

mas eficiente (Figura 39B).

D

\%

Figura 38. Acoplamiento del HPLC con el microchip 2 y el microchip 4. Las flechas rojas indican la
direccion del flujo. Se marcan las entradas del aceite (O), el sustrato (S), la enzima (E), el vacio (V); y
la salida de la purga (P).

Se conectd el HPLC al microchip 2 para probar la funcionabilidad del método de
evaporacion de metanol y disminucioén del volumen de gotas con el sistema completo
conectado y con diferentes concentraciones de metanol saliendo de la columna del
HPLC. Se program¢ la purga en 5500 pL/h, se inyectd amortiguador de fosfatos (50 mM,
pH 7.0) con colorante azul a 60 pL/h en la entrada (S) del microchip 2 y se formaron
gotas conteniendo el eluato del HPLC y el amortiguador con colorante en aceite FC-40
con 3 % tensoactivo. Con el flujo del HPLC en 0.1 mL/min (6000 puL/h) el flujo ideal de
la purga para bajar el flujo a 60 puL/h seria 5940 pL/h, pero con este flujo de purga los dos
componentes de la fase acuosa fluyen hacia la purga debido a la resistencia en el canal.
La presion en el sistema de canales, el cambio de la viscosidad de la fase acuosa con un
aumento de metanol y los pulsos de las bombas del HPLC son factores importantes que

influyen el flujo en el microchip. Se tuvo que cambiar el flujo de la purga para facilitar la
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Eluato
del HPLC

formacion de gotas, y por esta razon se bajo el flujo de la purga a 5500 uL/h. Se puede
estimar el flujo del eluato del HPLC observando la relacion entre el eluato transparente y

el amortiguador con colorante en el canal antes de la formacion de gotas (Figura 39A).

Con la salida del HPLC conectada al microchip 2 y la salida del microchip 2 conectada a
la entrada S del microchip 4 se observd mayor fusion en el microchip 4 (Figura 39B).
Cuando los pulsos de flujo provocado por las bombas del HPLC llegaron a los canales
delgados del microchip 4, las paredes de los canales de entrada se mojaron (no habia
recubrimiento de aceite) y las gotas se rompieron y fusionaron en contacto con el flujo
continuo de amortiguador en la entrada (E). En la union de flow focusing del microchip 4,
se formaron gotas de nuevo con un flujo introducido de FC-40 con 3 % de tensoactivo a

200 pL/h (Figura 39C).

Aceite

Gotas (E +S)

Figura 39. (A) Formacion de microgotas en el microchip 2 con el HPLC conectado. Se conecté el HPLC con un
gradiente de 10 % - 100 % MeOH, se programé la purga a 5500 pl/h y se inyectd al microchip 2 el
amortiguador de fosfatos con colorante azul en la entrada del sustrato a 60 pul/h. Se formaron gotas en el aceite
FC-40 con 3 % de tensoactivo a 120 pL/h. Se calent6 el microchip 2 a 55 °C y se conectd la bomba de vacio para
lograr una presiéon de 0.16 mbar en el microchip. (B) Fusion de flujos y (C) re-formacion de gotas en el
microchip 4. Las gotas salieron del canal serpentin y se reintrodujeron en la entrada (S) del microchip 4. En la
otra entrada de la fase acuosa (E), se inyectd el amortiguador de fosfatos a 100 pL/h sin colorante (en lugar de la
enzima). Al estar conectado el HPLC, las paredes de PDMS en la zona de fusion se mojaron y las gotas
empezaron a fusionar con el flujo del amortiguador. Rio abajo un flujo de 200 uL/h del aceite FC-40 con 3 %
tensoactivo corta el flujo acuoso para formar gotas de nuevo.
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En los experimentos preliminares de fusion (Figura 37) se utilizé un flujo en la entrada
(E) de 60 pL/h, pero al acoplar el HPLC y los dos microchips era necesario aumentar este
flujo. Debido a los pulsos de flujo en el HPLC, a veces las gotas entrando al microchip 4
cortaron el flujo bajo (60 puL/h) en la entrada (E) y empezaron a salir por esa entrada,
entrando en la tuberia llena de amortiguador. Al aumentar el flujo en la entrada (E) a 120

uL/h se resolvi6 el problema.

Se grabaron gotas en la primera mitad del microchip 2 acoplado al HPLC para medir la
disminucion del volumen con diferentes porcentajes de metanol en la columna (Figura
40). Se observo una alta variabilidad en el tamafio de las gotas con porcentajes altos de
metanol debido a los pulsos de las bombas del HPLC. Sin embargo, las pendientes de
disminucién de volumen a las cuatro diferentes concentraciones de metanol probadas
fueron comparables con las pendientes observadas en los experimentos de disminucion
sin el HPLC. El promedio de las pendientes de disminucion en los experimentos sin
HPLC con calentamiento y vacio en el microchip 2 fue -0.0056 +/- 0.0023 nL/mm y con
el HPLC y las mismas condiciones de presion y temperatura las pendientes variaron entre

-0.0031 y -0.014 nL/mm.
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Figura 40. Disminucion del volumen de microgotas con diferentes porcentajes de metanol generados
con el HPLC conectado al microchip 2. Se muestra el promedio del volumen de 10 microgotas en tres
puntos en la primera mitad del serpentin con cuatro diferentes flujos isocraticos en el HPLC (10 %, 25
%, 50 %, 100%) los cuales corresponden a un 5 %, 12.5 %, 25 % y 50 % en las microgotas después de
la purga (5500 pL/h) y la inyeccion del amortiguador de fosfatos en la entrada del sustrato a 60 uL/h Se
grabaron videos de las microgotas para medicion en la primera mitad del microchip y se dejé la cdmara
fija. Para el experimento con 100 % MeOH, los pulsos del HPLC a veces cortaron el flujo del
amortiguador introdujeron metanol puro al serpentin. Las primeras curvas del serpentin se mojaron y las

microgotas empezaron a formar rio abajo de la uniéon de flow focusing, 150 mm después de entrar en el
serpentin.
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6.7 ENSAYOS EN MICROGOTAS (microchip 3)

El objetivo principal de este trabajo es la extraccion del metanol de las microgotas, pero
también se obtuvieron algunos resultados de la funcionabilidad de la plataforma para

proyectos futuros.

En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion se ha probado y caracterizado el
uso de un microchip con un patron fractal (microchip 3, Figura 41) para la deteccion de
reacciones enzimaticas, y se ha mostrado la funcionabilidad de ensayos de inhibicion en
este chip con la neuraminidasa de C. perfringens dentro microgotas con el inhibidor
comercial zanamivir después de pasar por la columna del HPLC con un flujo isocratico
de 15 % metanol en agua (Ochoa et al., 2017). Es posible que un gradiente creciente de
metanol en el HPLC complique la formacion de microgotas y aumente el ruido en la

sefial de la reaccion.

HPLC

Figura 41. Esquema del microchip 3. El eluato del HPLC entra al chip, y la purga (P, 5940 pL/h) baja
su flujo de 6000 pL/h a 60 pL/h. El eluato se mezcla con flujos conteniendo la enzima (E) y su sustrato
(S) en 60 pL/h cada uno, y se forman microgotas acuosas en aceite cuando llegan a tener contacto con
la fase oleosa introducida en la entrada (O). Se detecta la fluorescencia del producto de la reaccion en
las microgotas. Las microgotas llegan a las cuatro curvas de la cruz central (cruz 5) en 7 s (a), 19 s
(b), 31 s(c) y43s(d).
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Con el proceso de pervaporacion (microchip 2) no es posible eliminar 100 % del metanol
de las microgotas, y era util comprobar que los cambios afectados por un gradiente no
interferiria demasiado con los resultados de deteccion. En este trabajo, para probar el
efecto del gradiente de metanol en los resultados de los ensayos, se realizo el ensayo de
inhibicion en el microchip 3 con zanamivir eluido de la columna con un gradiente de
metanol 10 % - 50 % en 10 min. En estos experimentos se conectd la salida del HPLC

directamente la entrada del microchip 3 con el flujo de la purga en 5940 pL/h.

El flujo del eluato del HPLC (60 pL/h después de la purga) se mezcld con flujos que
contenian la enzima y su sustrato en 60 puL/h cada uno. Se formaron microgotas acuosas
con el eluato, la enzima y el sustrato en aceite HFE 7500 con un flujo de 250 uL/h. Una
vez que se formaron las microgotas los reactivos empezaron a mezclarse rapidamente y la
reaccion empezd. Las microgotas entraron al canal fractal y la reaccion ocurrié a lo largo

del canal. Se detectd la acumulacion del producto de la reaccion por su fluorescencia.

Se grabd la procesion de gotas en la cruz 5 del fractal del microchip 3 (Figura 42). La
cruz 5 muestra los cuatro tiempos de residencia con mas distancia entre ellos. Las curvas
de esta cruz representan los (a) 7, (b) 19, (c) 31 y (d) 43 s de residencia en el microchip
con los flujos del HPLC, sustrato, enzima y aceite HFE 7500 en 60 uL/h, 60 uL/h, 60
uL/h y 250 uL/h en ese orden. Los tiempos de residencia de las gotas correspondan a los
tiempos de la reaccion, ya que la reaccion empieza cuando las gotas se forman. Se
obtuvieron dos videos de miles de gotas pasando la cruz 5 durante 10 min. El primer
video fue un control en el que las gotas contenian el sustrato, la enzima y el gradiente (10
% - 50 % MeOH) saliendo del HPLC sin ningun analito. Los resultados de este control se
muestran en la Figura 42A donde cada punto experimental representa la intensidad de
fluorescencia de una microgota pasando una de las curvas de la cruz 5 (a, b, c, d). La
fluorescencia corresponde al tiempo de reaccion y aumentd en cada curva. El gradiente
del HPLC introdujo ruido a la deteccion de la reaccion. Debido a los pulsos de las
bombas del HPLC y el cambio de viscosidad de la mezcla con el gradiente, la relacion

eluato/sustrato/enzima cambi6 ligeramente con el tiempo. Estos cambios provocaron una
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fluctuacion en la sefial de fluorescencia de las microgotas con los mismos tiempos de

residencia en el canal (tiempo de reaccion) como funcion del tiempo del gradiente.

El segundo video fue el control positivo con el inhibidor comercial zanamivir (Relenza®)
eluido del HPLC con el mismo gradiente. Se analizaron los videos para sacar los
maximos de fluorescencia durante los 10 min (Figura 42B). Aunque el acoplamiento del
HPLC con el gradiente introdujo ruido, la inyeccion de zanamivir en las microgotas
grabadas en el intervalo de 1.5 a 3.5 min claramente inhibi6 la actividad enzimatica, lo
que se refleja en una disminucion de la fluorescencia fuera de las fluctuaciones normales
de fluorescencia ocasionadas por el gradiente. El cromatograma de zanamivir saliendo de
la columna del HPLC se muestra en la Figura 43. El perfil de elucion de zanamivir
coincide con el perfil de inhibicion de la actividad enzimatica (disminucién de

fluorescencia).
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Figura 42. Intensidad de fluorescencia en las microgotas con un gradiente de metanol 10 % - 50 %
grabadas en las cuatro curvas del centro del microchip 3 durante 10 min. (A) Microgotas sin inhibidores
y (B) microgotas con zanimivir a 20 mg/mL inyectado al HPLC. Las microgotas grabadas entre 1.5 y
3.5 min son las que contienen zanamivir. El eje x representa los min del video

Los tiempos de residencia tedricas se calcularon en un trabajo previo (Ochoa et al., 2017)
utilizando la velocidad de las gotas y las medidas del canal. Para comprobar estos
tiempos, en este trabajo se revisaron los tiempos de los minimos de intensidad de
fluorescencia durante el experimento con zanamivir (que ocurrieron cuando la microgota

con mayor concentracion de zanamivir llegd a las cuatro curvas de la cruz central) y se
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observo que los minimos de cada curva salieron con un promedio de 12.4 +/- 1.8 s entre
ellos (Figura 42B). Esta mediciéon coincide con los tiempos teodricos calculados
previamente (12 s entre las curvas). Por simplicidad se utilizaron los tiempos de

residencia tedricos en las graficas.

El zanamivir no es un buen inhibidor de las neuraminidasas bacterianas (Richter et al.,
2015) ya que muestra un constante de inhibicién (Kj) de 1.8 +/- 0.1 mM con la
neuraminidasa de C. perfringens (Ochoa et al., 2017). La posibilidad de mostrar
inhibicion con un inhibidor débil atin con el ruido que introduce el gradiente muestra la

funcionabilidad de los ensayos acoplados al HPLC en este sistema.

Entre el HPLC y el microchip hay un tiempo de retraso en que los compuestos saliendo
de la columna llegan a las curvas de interés. En dos experimentos el pico de inhibicién
por zanamivir en la curva “d” de la cruz 5 sali6 90 s después de su inyeccion en la
columna del HPLC (Figura 43, 44). El hecho de que los tiempos de inhibicién coinciden
es un buen indicador de la reproducibilidad del ensayo y la posibilidad de identificar

picos de interés en ensayos con productos naturales en el futuro.
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Figura 43. Cromatograma de zanamivir a 270 nm (linea negra) y el gradiente de metanol (roja).
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Figura 44. El pico de zanamivir en el HPLC (linea negra), y la sefial de fluorescencia en la curva “d” de
la cruz 5 (linea azul y linea roja) de dos experimentos independientes. Las lineas de puntas representan
el ajuste gaussiano de cada pico.
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6.8 ENSAYOS EN MICROGOTAS (microchip 4)

Después de realizar con éxito los ensayos enzimdticos con un gradiente de metanol, se
realizd una prueba de todo el sistema completo para detectar la actividad enzimética en el
microchip 4 acoplado al microchip 2 de extraccion y el HPLC (Figura 45). Se utilizé un
gradiente en el HPLC de 10 % - 50 % MeOH en 5 min, y no se inyectd ningun inhibidor
al HPLC.

Se formaron gotas del eluato del HPLC y el sustrato 4-MUNANA (300 uM) en el
microchip 2 con el flujo de la purga en 5500 pL/h, el flujo de inyeccion del sustrato a 60
uL/h y el flujo del FC-40 con 3 % tensoactivo en 120 pL. Se conectd la salida del
microchip 2 a la entrada para el sustrato del microchip 4. Se inyectd la enzima de C.
perfringens (2 U/uL) en el microchip 4 a 120 puL/h y se separaron las gotas fusionadas
conteniendo la enzima y el sustrato con un flujo del aceite FC-40 con 3 % tensoactivo a

200 pL/h.

oY

Figura 45. Acoplamiento del sistema completo para deteccion de la reaccidon enzimatica. Salida de la
purga (P), Entrada del sustrato (S), Entrada de la enzima (E).
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Se grabd la procesion de gotas en la cruz 5 del fractal del microchip 4 (Figura 46). El
acoplamiento de los dos microchips aumentd la presion en el sistema que aumentd el
efecto provocado por las fluctuaciones de las bombas del HPLC. Con el canal
microfluidico mas largo, la presion en el canal aumenta, lo que afecta el comportamiento
de los fluidos con la purga y el efecto de los pulsos del HPLC. Esto provoco que llegaron
secciones de gotas al microchip 4 con muy poco sustrato y otras con poco eluato del
HPLC. No se logro obtener una clara distincion entre las intensidades de fluorescencia de
los cuatro tiempos de reaccion como en la Figura 42, pero se puede ver un aumento de la
intensidad promedio con tiempo, lo que indica que los reactivos se mezclaron y la
reaccion ocurrid. Aunque falta mucha optimizacion en el acoplamiento del sistema nuevo
con los dos microchips y de las concentraciones de reactivos, creo que es un reto

alcanzable para seguir reacciones enzimaticas después de la pervaporacion en linea de

metanol.
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Figura 46. Intensidad de fluorescencia en las gotas con el gradiente de metanol 10 % - 50 % en las
cuatro curvas durante 5 min sin inhibidores. El eje representa el tiempo total del video. Las cuatro
curvas representan cuatro distintos tiempos de reaccion. Se puede observar que la intensidad de
fluorescencia de los datos negros (curva “d”) son mas grandes que los azules o rojos (curvas “a” y “b”)
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7. CONCLUSIONES

Se demostr6 que se puede utilizar la pervaporacion, promovida por calentamiento y
presion de vacio, para extraer metanol de microgotas en aceite fluorinado FC-40 que

contienen mezclas de metanol y agua a través de una membrana de PDMS.

Para microgotas de 50 % metanol en agua (formadas en el aceite FC-40 con 3 %
tensoactivo con el flujo de las dos fases en 120 pL/h cada fase) la velocidad de reduccion
del volumen de gotas a temperatura ambiente y presion atmosférica es despreciable, y la
aplicacion de vacio a temperatura ambiente no produce un aumento significativo en esa
velocidad. El aumento de la temperatura de 23 °C a 55 °C tiene mucho mayor efecto que
la disminucion de presion a temperatura ambiente (400 %). Pero hay un efecto sinérgico
al juntar los dos factores, y el promedio de la velocidad de evaporacion es 200 % mayor
con un aumento de la temperatura a 55 °C y aplicacion de vacio que con soélo

calentamiento.

La reduccion promedio de 45.5 +/- 4.5 % a 30.9 +/-4.1 % y de 21.2 +/- 2.8 % a 12.5 +/-
2.2 % MeOH en las microgotas es un resultado prometedor para el acoplamiento del
HPLC y la realizaciéon de ensayos enzimaticos en linea con compuestos separados por
HPLC. Es probable que un aumento del tiempo de residencia de microgotas en el
microcanal de pervaporacién aumente la reduccion del porcentaje de metanol.

Se logré realizar ensayos enzimaticos con microgotas utilizando la neuraminidasa de C.
perfringens en un microchip acoplado a un equipo de HPLC con un gradiente de 10 % -
50 % MeOH y se logro realizar ensayos de inhibicion con el zanamivir. A pesar de que el
acoplamiento del HPLC y su gradiente introduce ruido, en este trabajo se logréo mostrar
claramente la inhibicién de la neuraminidasa de C. perfringens con zanamivir, lo que es

un buen indicador de la sensibilidad del método.
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8. PERSPECTIVAS

El método de extraccion reportado en este trabajo se podria utilizar para probar la
actividad inhibitoria de compuestos organicos como la hierbabuena (Figura 47) separados

con un gradiente de 10 % - 100 % MeOH con la neuraminidasa de C. perfringens.
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Figura 47. Cromatograma de hierbabuena (Mentha x piperita) separado con un
gradiente de 10 % a 100 % MeOH. Separacion realizada por Laura Cuevas Lomas
(resultados no publicados)

Para enzimas mads sensibles al metanol, el método descrito en este trabajo aumenta el
rango de concentraciones de metanol que se puede utilizar para separar compuestos y el
rango de compuestos que se puede probar, aunque para enzimas muy sensibles se tendria
que utilizar un gradiente menos extremo, como el que se utilizd para la separacion de té

de tila (7. lineata) en la Figura 48.

Uno de los mayores retos para el acoplamiento del HPLC a la plataforma microfluidica es
la regulacion y el manejo del flujo del eluato del HPLC en canales microfluidicos, porque

se requiere disminuir en un 99 % el flujo de 6000 a 60 pl/h.
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Figura 48. Cromatograma de Tila (Ternstreomia lineata) separado con una seria de
gradientes con porcentaje final de MeOH a 70 %. Separacion realizada por Laura
Cuevas Lomas (resultados no publicados)

Una alternativa seria utilzar equipos de Ultra-Performance Liquid Chromotography
(UPLC) en donde se manejan flujos muy bajos que son compatibles con la microfluidica.
El método de extraccion propuesto podria ser muy util para grupos de investigacion que

trabajan con ensayos bioldgicos en sistemas microfluidicos acoplados a un equipo
UPLC.

Sin embargo, el acoplamiento del HPLC sigue siendo un reto importante, porque el

HPLC tradicional es un equipo mas comun y accesible.
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9. ANEXO

9.1
Anexo 1. Pendientes de disminucion de gotas de 50 % MeOH y H,O en el aceite FC-
40 con 3 % tensoactivo variando la relacion entre la base de PDMS y el agente

entrecruzante en la membrana de PDMS.
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9.2

Anexo 2. Pendientes de disminucion de gotas de 50 % MeOH y H,O en el aceite FC-

40 bajo varias condiciones.

Temperatura C

% Tensoactivo

Presion (mbar)

PDMS:agente

pendiente de

entrecruzante disminucion

55 0.1 0.14 10:01 -0.0107
55 0.1 0.3 10:01 -0.0076
55 0.5 2.3 10:01 -0.0055
55 0.5 0.16 10:01 -0.0065
55 1.5 0.16 10:01 -0.0064
55 1.55 0.16 10:01 -0.0074
55 1.55 0.26 10:01 -0.0061
55 3 0.16 10:01 -0.0067
23 3 780 20:01 0.001

23 3 1.7 20:01 0.0007

55 3 780 20:01 -0.0027
55 3 1.7 20:01 -0.0066
55 3 1.7 15:01 -0.0056
55 3 1.7 10:01 -0.0078
55 5 0.32 10:01 -0.0035
55 5 0.32 15:01 -0.0045
55 5 0.32 20:01 -0.0052
23 5 780 10:01 -0.0009
23 5 2.3 10:01 -0.00009
23 5 0.1 10:01 0.0001

23 5 780 15:01 -0.0002
23 5 2.3 15:01 0.0007

23 5 0.1 15:01 0.0004

55 5 780 10:01 -0.0023
55 5 2.3 10:01 -0.0028
55 5 0.1 10:01 -0.0025
55 5 780 15:01 -0.0017
55 5 2.3 15:01 -0.0026
55 5 0.1 15:01 -0.002
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