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1 Introduccion



1.1 Planteamiento del problema

Alimentado por las malas practicas médicas de prescripcion de antibioticos y la
automedicacion, se ha registrado un aumento en la cantidad de microrganismos con
algun tipo de resistencia a los antibioticos comerciales y los de ultima generacion.
Este es un creciente problema para el que los sistemas de salud a nivel mundial no

estan preparados para afrontar hasta el momento.

Actualmente los sistemas de Deteccidn o Escrutinio de Alta Eficiencia (EAE), utilizan
técnicas de muestreo robotizado en microplacas de 98, 384 y 1536 pozos que
pueden tardar semanas en realizar el analisis de grandes bibliotecas de compuestos
(hasta 10° compuestos) con presunta actividad bactericida. Estos sistemas de
analisis son muy costosos por lo que la busqueda de tratamientos para
enfermedades que no son un objetivo primario en el mercado es limitada. Es por
esto que ha surgido la necesidad de desarrollar nuevos sistemas de deteccidn
sistemética de alta eficiencia que reduzcan el costo de realizar diferentes ensayos
y que permitan realizar pruebas determinantes que acorten el proceso de
investigacion y desarrollo de farmacos novedosos, consumiendo pocos reactivos y

generando pocos desechos. 12

La microfluidica basada en microgotas se ha convertido en una alternativa a los
sistemas convencionales de EAE. Esta técnica se enfoca en el estudio de
emulsiones confinadas en microcanales y permite la manipulacion de gotas cuyo
volumen va desde nanolitros (nL o 10° L) hasta femtolitros (fL o 10*° L). Cada
microgota sirve como un microreactor en donde se pueden realizar diferentes tipos
de experimentos. Esto convierte a la microfluidica basada en microgotas en una
herramienta 0til en el desarrollo de analisis quimicos y biolégicos de manera
automatizada, en tiempos reducidos de experimentacibn o ensayo y con un

consumo de reactivos drasticamente menores.34

Un avance importante para utilizar a las microgotas en la busqueda de nuevos
compuestos con actividad biologica, es el acoplamiento de equipos de

Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento CLAR 6 HPLC (High Performance



Liquid Chromatography) por sus siglas en inglés, a microchips de microfluidica.® La
cromatografia permite la separacion de mezclas complejas como los extractos
naturales y si la salida del equipo se acopla a un dispositivo de microfluidica basado
en microgotas es posible encapsular y mantener la separacion de cada uno de los
componentes de una mezcla separados en el equipo HPLC. Ademas, es posible
generar un gradiente de concentracion de cada uno de los compuestos separados
en una poblacion de microgotas con las cuales se pueden hacer ensayos

bioquimicos.®

El principal reto que presentan los sistemas de microfluidica acoplados a HPLC para
el desarrollo de ensayos bioldgicos es la facilidad que tienen las microgotas a
coalescer después de cierto tiempo de incubacién, impidiendo asi mantener
confinados de forma independiente el contenido de las microgotas (ya sean
compuestos, células individuales o una poblacién de microorganismos). Por esta
razén, el uso de aceites y tensoactivos nuevos que lleven a la generacion de
emulsiones mas estables y que permitan su incubacion es de gran relevancia. Sin
embargo, se han tenido dificultades para encontrar estos compuestos que ademas
presenten un cierto grado de biocompatibilidad ya que algunos de los compuestos
empleados para aumentar la estabilidad de las microgotas modifican las

condiciones al interior de estas como el pH o bien han resultado ser citotdxicos.’

En este trabajo se logro sintetizar un tensoactivo que permite generar una emulsion
que es estable por varios dias y que permitio la incubacién de células de Escherichia
coli en su interior. Ademas, se diseflaron y fabricaron dos dispositivos de
microfluidica. El primero permiti6é la generacion de una microemulsion al acoplarse
a un equipo de HPLC. La microemulsién se logré incubar fuera de los dispositivos y
después ser reintroducida al segundo dispositivo que permiti6 analizar las
microgotas empleando un microscopio de fluorescencia. El sistema de microfluidica
desarrollado en este trabajo sirve como base para el desarrollo de un sistema EAE

gue permita realizar la identificacion de compuestos con actividad bactericida.



1.2 Objetivos
General

e Sintetizar un tensoactivo fluorado que permita la generacion de microgotas

con las siguientes tres caracteristicas:
1) Una alta estabilidad contra la coalescencia.
2) Alta capacidad de retencion de moléculas organicas en su interior.

3) Tolerancia a la formacion de microgotas con mezclas de agua:metanol.

Particulares

e Disefiar un dispositivo de microfluidica acoplado a la salida de un equipo de
HPLC que permita encapsular en microgotas los compuestos separados
por la columna del equipo.

e Disefiar un dispositivo de microfluidica que sirva para realizar el analisis de
microgotas empleando un microscopio de fluorescencia.

e Encapsular Escherichia coli junto con un bactericida en microgotas con el

tensoactivo sintetizado.



1.3 Hipotesis

Se puede mejorar la estabilidad de microgotas formadas en dispositivos de
microfluidica si se emplea un tensoactivo fluorado polimérico tipo poli(propil-
etilenglicol)- poli(perfluoropropilen glicol)- poli(propil-etilenglicol) (PEG-PFPE-PEG)
en comparacion a aquellas microgotas generadas empleando tensoactivos

fluorados poliméricos tipo PFPE comerciales.



2 Antecedentes



2.1 Microfluidica

La microfluidica es una tecnologia que explota las propiedades particulares que
presentan los fluidos a microescala. Su objetivo principal es el desarrollo de
herramientas analiticas eficientes y confiables que presenten un funcionamiento
poco complejo y amigable con el usuario en donde se puedan llevar a cabo
diferentes tipos de ensayos quimicos o biologicos. Estas plataformas de
microfluidica denominadas comuUnmente como “laboratorios en un chip” o
dispositivos de microfluidica, son un analogo quimico a los microchips empleados
en todos los dispositivos electrénicos modernos, sin embargo, en lugar de hacer fluir
una corriente de electrones por un canal semiconductor, estos cuentan con canales
de unas cuantas micras de diametro en donde se hacen pasar diferentes tipos de

fluidos.3438

La miniaturizacién de los ensayos quimicos y biolégicos conlleva una serie de
beneficios. Entre los mas importantes esta un menor consumo de reactivos y por lo
tanto, una generacion reducida de residuos desechos. Lo anterior se traduce
directamente en una disminucién de los costos respecto a los métodos tradicionales
de andlisis como lo son la separacién de mezclas en columnas cromatograficas
preparativas, ensayos enzimaticos a volumnes tradicionales (del orden de litros o
militros) y ensayos celulares en placas de 96 pozos. Ademas, se pueden
automatizar y por lo tanto acortar tiempos de analisis y aumentar el nUmero de
pruebas en un periodo de tiempo definido. El uso de programas de computo que
acompafian el analisis de los resultados obtenidos convierte a la microfluidica en un
motor de innovacion con mucho potencial y futuro en la quimica, biolgia y bioquimica
por la capacidad de facilitar el procesamiento de datos debido a la automatizacion.
Hoy en dia se pueden encontrar en diferentes revistas arbitradas de alto prestigio
como Nature, Lab Chip y Analitical Chemistry (por mencionar algunas) articulos en
donde el empleo de dispositivos de microfluidica ha llevado a la sintesis de nuevos
materiales, ensayos enzimaticos, amplificacion de genes por medio de la técnica de
PCR, expresion genética y ensayos celulares de diferentes tipos de

microorganismos como bacterias y levaduras por mencionar algunos®-%,



Finalmente lo que vuelve alin mas atractivo el uso de esta tecnologia es que permite
la fabricacion de dispositivos altamente especializados a un bajo costo ya que la
mayoria de los dispositivos se pueden crear a partir de la técnica de fotolitografia
suave que permite transferir un patron de canales hecho a la medida por medio de
un programa de disefio digital en un molde maestro hecho a partir de una resina
fotosensible, que es duradero y puede ser reutilizado en varias ocasiones para
generar réplicas funcionales del dispositivo en un elastémero (polimero elastico que
dadas sus propiedades regresa a su forma original cuando se le deja de aplicar una
fuerza externa) como el polidimetilsiloxano (PDMS)*2. El PDMS es un material de
gran aplicacion en la microfluidica ya que es un material barato, accesible,
biocompatible, inerte, transparente, aislante, hidréfobo y permeable a gases. La
flexibilidad que presenta este método de fabricacion permite un desarrollo rapido y

sencillo de prototipos que puede llevar a varias iteraciones de un dispositivo hasta

encontrar las mejoras importantes en funcionalidad y disefio*34.

Camara de salida

Capa superior

b
Aceite

3 mm

Capa inferior AL

Figura 2- 1 Dispositivo de microfluidica fabricado en PDMS que se emplea para el monitoreo de
reacciones simultdneas en microgotas del mismo volumen pero de concentracion diferente de reactivos.
Fotografia tomada y modificada de [11].



2.1.1 Dinamica de flujos en los dispositivos de microfluidica

Existen dos métodos de manipulacion de fluidos en los dispositivos de microfluidica,
el primero es el de flujo continuo en donde se hace circular a través de los
microcanales fases miscibles; por ejemplo, un estudio particular como el nimero de
interacciones bioquimicas entre dos disoluciones de interés, como lo puede ser una
disolucién acuosa con diferentes sustratos que se pone en contacto con otra
disolucién en donde se tiene una enzima a la que se le quiere evaluar su actividad
frente a una biblioteca de compuestos, para la deposicion de proteinas en una
superficie en la manufactura de biosensores o para el desarrollo de plataformas de

perfusién para cultivos celulares!®1®,

Este método presenta ciertas complicaciones ya que, debido a la presencia del flujo
laminar al interior de los microcanales, la mezcla entre las disoluciones depende de
la dispersion de los analitos, dificultando el seguimiento de una reaccién quimica o
enzimatica. Ademas, una vez mezclados los reactivos y productos, seguira
habiendo una difusion a lo largo del canal si no se compartimentaliza la mezcla
obtenida, volviendo poco atractiva esta técnica para realizar estudios en dénde se

quieren analizar de forma consecutiva varios reactivos (figura 2-2).17

Por otro lado, existe también la microfluidica basada en microgotas en donde se
ponen en contacto dos fases inmiscibles para generar una emulsibn monodispersa
de gotas acuosa separadas por una fase continua que comanmente es un aceite.
Las ventajas que presenta la compartimentalizacién en microgotas es la limitacion
en la difusion de un analito a través de los microcanales, una mezcla controlada y
mas eficiente de reactivos al interior de las gotas asi como la disminucién en el

bloqueo y subsecuente deformacién en los microcanales.1’18

El objetivo de la microfluidica basada en microgotas es generar microreactores en
donde se pueda llevar a cabo un mismo ensayo, pero en dénde la composicién entre
un reactor y otro se pueda modular y generar asi una serie de experimentos donde

se modifiquen una o mas variables.®
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Figura 2- 2 Diagrama que muestra las dos técnicas que se emplean en los dispositivos de microfluidica.
En (1) se muestra cdmo es que se da la mezcla entre reactivos presentes en la misma fase asi como el
gradiente de concentracion que se presenta al emplear la técnica de flujo continuo. En (2) se muestra la
técnica de flujo segmentado también conocido como microfluidica basada en microgotas. Aqui se
utilizan dos fases inmiscibles en dénde una se denomina fase continua (Fase 2) y es en la que se
dispersalafase discontinua (Fase 1) generando asi una emulsion “ordenada” en donde cada microgota
puede tener una amplia gama de aplicaciones. Tomado y modificado de [17].

2.1.2 Técnicas de separacion acopladas a dispositivos de microfluidica
basados en microgotas para realizar ensayos bioguimicos

En los ultimos diez afios se han reportado algunos articulos sobre el acoplamiento
exitoso de equipos de cromatorgrafia liquida a sistemas de microfluidica basados
en microgotas.®1%29 E| acoplamiento de esta técnica de separacién con las

plataformas de microfluidica ha llevado a la generacion de herramientas Utiles.

Por ejemplo, existen sistemas acoplados que permiten la generacion de microgotas
con un gradiente de concentraciéon de algun analito de interés. La separacion
generada por el HPLC permite crear una poblacién de microgotas en la cual se sigue

el perfil de un pico cromatogréafico.62°

Este acoplamiento también ha facilitado la generacién de bibliotecas de compuestos
al permitir la encapsulacion en microgotas de los compuestos separados por el

equipo de HPLC para su posterior manipulaciéon y uso.*® La simplificacion al
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momento de generar bibliotecas de compuesto es importante para el desarrollo de
nuevas plataformas para el descubrimiento de moléculas con actividad biolégica
como lo son los sistemas de escrutinio de alta eficiencia (EAE). Estos sistemas
novedosos reducen el tiempo de analisis convencional y facilitan el descarte de

compuestos que no son de interés.210.21

También se ha logrado el acoplamiento de los equipos de HPLC a una plataforma
de microfluidica para el analisis de la actividad enzimatica al introducir una mezcla
de sustratos al equipo de HPLC y/o dispositivos de microfluidica para determinar
cudles de ellos presentan una actividad inhibidora.3® Este acoplamiento se puede
extender a otras técnicas de separacion como un paso previo a la manipulacion,

combinacién o transformacién de los analitos presentes en diferentes mezclas.>*’

2.1.4 Microgotas y su estabilidad

La estabilidad que deben presentar las microgotas depende del tipo de ensayo que
se desee ejecutar. Por ejemplo, para identificar un inhibidor enzimatico por medio
de fluorescencia, la estabilidad de las microgotas necesaria solo es de unos cuantos
segundos pues la reaccién que se monitorea ocurre en el orden de los milisegundos
una vez que se tiene homogéneo el interior de la gota. Asi que lo que se buscaria
al generar microgotas con este proposito es que la emulsion fuera lo suficientemente
estable para soportar su recorrido al interior del chip de microfluidica sin romperse
ni coalescer y que no exista ninguna especie quimica en la formulaciéon que genere

una desactivacion de la enzima.2-24

Sin embargo, existen otro tipo de aplicaciones en donde se necesitan microgotas
gue duren mayor tiempo (mas de 24 horas). Un ejemplo de estas aplicaciones es la
identificacion de un compuesto presente en un extracto natural que presente alguna
actividad frente a un microrganismo diana de interés médico. Esto es debido a que
las células y el compuesto de interés deben permanecer juntos por varias horas
para detectar la muerte celular. Ademas, es importante que las microgotas resistan
una mayor manipulacién, muchas veces fuera del microchip, y que no exista
intercambio de los compuestos organicos entre las gotas. También, al tratarse de

ensayos microbiologicos, es importante la biocompatibilidad del tensoactivo con los
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microorganismos y por ultimo que la fase continua facilite el intercambio de gases

con el medio exterior.

Experimentalmente se ha comprobado que generar microgotas de agua en un
aceite fluorado (por ejemplo: Fluorinet FC-40 6 HFE-7500) puede cumplir con
muchos de los requerimientos antes mencionados, siempre y cuando se tenga un

buen tensoactivo.’

2.2 Tensoactivos en microfluidica basada en gotas

Los surfactantes o tensoactivos son el nombre que reciben un grupo de moléculas
anfifilicas, es decir que presentan diferentes grupos funcionales dotandolas de
diferentes afinidades por diferentes fases inmiscibles, por ejemplo, agua/aire,
agua/aceite o aceite/aire. Esta propiedad dirige a la molécula hacia la interfase en
donde la tension interfacial entre ambas fases se ve disminuida. La disminucién en
la tensién interfacial se encuentra directamente relacionada por el nimero de
moléculas adsorbidas en la interfase y se encuentra definida por la isoterma de

adsorcion de Gibbs para disoluciones diluidas.?

c dy
"= TR

Donde:

I es la concentracion en la interfase,

c es la concentracion en el seno de la disolucion,
v es la tension interfacial,

T es la temperatura y

R es la constante de los gases ideales.

Los tensoactivos o surfactantes son un componente fundamental en la microfluidica
basada en microgotas. Estos se encuentran involucrados en la estabilizacion de la
interfase de las microgotas, en la biocompatibilidad que pueda presentar el sistema

y en el proceso de intercambio de moléculas entre gotas.

12



En la familia de los surfactantes existen diferentes tipos. Estan los surfactantes
anionicos, en donde la cabeza polar se encuentra cargada negativamente y
generalmente se encuentra formada por grupos fosfato, sulfonato o carboxilato. Los
surfactantes cationicos se encuentran cargados positivamente y pueden estar
compuestos por sales de amonio cuaternarias. Los surfactantes no iénicos no
presentan ningun grupo funcional cargado y pueden estar formados por cadenas de
poli(oxietileno). Finalmente existen también los surfactantes anféteros que pueden

presentar un grupo funcional betaina o el 6xido de una amina.

La presencia de atomos de flior en la molécula de un tensoactivo modifica
drasticamente el comportamiento que presentara respecto al de los tensoactivos
clasicos. Esto ya que le proporciona una estabilidad quimica y térmica muy
importante. Es también gracias al flior que este tipo de surfactantes presenten una

tension superficial baja en disoluciéon acuosa incluso a bajas concentraciones.?*

En la generacion de emulsiones de microfluidica los surfactantes tienen un rol
basico que es garantizar que las gotas no coalescan, que es el requerimiento
minimo para poder emplear éstas como microrreactores. La coalescencia es un
fenomeno de envejecimiento de las emulsiones en dénde una o mas gotas se
fusionan. La dispersion de un fluido en otro es un sistema que se encuentra fuera
del equilibrio termodinamico ya que el costo energético total para la formacion del
area de las interfases es poco favorable. Por otro lado, la energia minima del
sistema ocurre cuando ambos fluidos se encuentran totalmente separados en dos
fases. Es asi que la fuerza motriz que actua hacia la homogenizacion del sistema
se ve contrarrestada por la accion del tensoactivo. Al adicionar un tensoactivo se
provee al sistema de una barrera energética que estabiliza la emulsién en un estado

metaestable.

Ademas de la coalescencia, otro mecanismo de envejecimiento de las emulsiones
es la maduracion de Ostwald. En este proceso gotas pequefias que presentan una
presion de Laplace (que es la diferencia de presion entre el interior de una gota y el
exterior de esta) mucho mayor que las de mayor tamario tienden a disolverse en

éstas llevando a un engrosamiento de la emulsion con el paso del tiempo. Esto
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ocurre cuando la fase dispersa es un poco soluble en la fase adyacente y puede
combatirse al agregar en las microgotas una especie que no sea soluble en la fase

continua.??

Otra propiedad que se desea tener en un tensoactivo empleado en ensayos
biol6gicos en microgotas es la biocompatibilidad, es la capacidad de llevar a cabo
las reacciones bioquimicas con la misma eficiencia al interior de las microgotas que
como si se encontraran en el seno de una disolucién. Un ejemplo de sistemas no
biocompatibles son aquellos que promueven la adsorcion o desnaturalizacion de
proteinas en la interfase aceite/agua o la presencia de interacciones entre el

tensoactivo y la membrana de alguna célula.

En concreto, los tensoactivos que se deseen emplear para ensayos bioquimicos

dentro de microgotas deben cumplir tres requerimientos minimos:

) Dar estabilidad a la emulsion
1)) Minimizar el intercambio de moléculas entre gotas y

1)  Ser biocompatibles (Figura 2.3).%3
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Capa de
surfactante

Molécula
de
surfactante

Proteinas,
DNA, RNA,
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Figura 2- 3 Para que un tensoactivo se considere apto para la ejecucion de andlisis biolégicos debe de
poder viajar rdpidamente del seno de la disolucidn a la interface de la microgota (1) y formar una capa
que brinde una buena estabilidad. Dependiendo de la naturaleza del ensayo que quiera llevarse a cabo
al interior de las microgotas generadas se debe impedir la adsorcion y/o escape del analito (2). Si lo que
se desea realizar es un ensayo microbioldgico entonces el tensoactivo debe ser biocompatible con la
célula diana (3). Tomado y modificado de [24].
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3 Materiales y metodologia
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3.1 Fabricacion de microchips.

La fabricacion de los dispositivos de microfluidica, también denominados chips de
microfluidica, inicia con el disefio del arreglo de los microcanales. La herramienta
de disefio utilizada fue el software Adobbe IllustratorCS6® (version 16.0.3.691) que
permite dibujar patrones de lineas cuyo grosor puede ser ajustado desde los

decimetros hasta los microémetros.

En la figura 3-1 se muestra el disefio de las dos plataformas de microfluidica que se
utilizaron para realizar este trabajo. En el primero se observa el arreglo de
microcanales correspondiente al chip generador de microgotas de alta frecuencia
(chip GAF) cuyo disefio se tom6 y modific6 a partir de disefios anteriores
desarrollados dentro del grupo de trabajo donde se realizé esta tesis. El segundo
disefio se basd en un dispositivo de separacién de microgotas desarrollado por el
grupo de trabajo de Mazutis, et.al.?®. La plataforma se adapté para poder introducir
microgotas y analizar éstas por medio de espectroscopia de fluorescencia o
mediante el analisis de fotos tomadas a las microgotas que se depositen en la
camara central del microchip. A este segundo dispositivo se le denomina chip de

Reintroduccion de Microgotas (chip RuG).

17



Chip de reinsercion

a0y
N

Chip generador de alta frecuencia

25 mm

Chip GAF

Figura 3- 1 Disefios de los chips empleados, la camara principal del chip RuG encerrada en un cuadrado negro
de lineas punteadas.

Una vez que se termind de disefiar los patrones de los canales de los dispositivos,
se mandaron a imprimir en negativo sobre acetato (Graficos Digitales Denver), los
cuales sirvieron como mascaras para fabricar los moldes como se detalla a

continuacion.

3.1.1 Fabricacioén de moldes mediante las técnicas de fotolitografiay litografia
suave.

La fabricacion de los microchips se puede dividir en dos etapas, la primera se
conoce como fotolitografia y consiste en la fabricacion de un molde maestro a partir
de una resina fotosensible llamada SU-8. En la segunda etapa, conocida como
litografia suave, se obtienen réplicas del dispositivo que son funcionales elaborados
a partir del polimero polidimetilsiloxano (PDMS).

En la figura 3-2 se describe el procedimiento para fabricar el molde maestro
mediante la técnica de fotolitografia suave utilizando la resina fotosensible SU-8
3035 (Microchem).
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6. Revelado. Se sumerge la oblea
durante 10 minutos en acetato de 1-
metoxi-2-propanol agitando
constantemente con el fin de remover
toda la resina que no polimerizé.
Después se saca la oblea, se lava con i-
PrOH y se seca con aire comprimido.
Finalmente se coloca sobre una caja
Petri.

5. Calentamiento post exposicion. La
oblea se coloca sobre una parrilla a 65 °C

por un minuto para temperarla. Después
se coloca sobre otra parrilla a 95 °C por 5
minutos para permitir que la reaccion de
polimerizacidn finalice.

Figura 3- 2 Procedimiento que se sigue durante el proceso de fabricacién del molde maestro.
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3.1.2 Fabricacion de las réplicas de PDMS de microchips por medio de la

técnica de litografia suave.

El PDMS es uno de los polimeros que mas se utilizan en la fabricacion de

dispositivos de microfluidica, el polimero cuenta con una gama de caracteristicas

qgue lo hacen altamente biocompatible, facil de manipular y apto tanto para su uso

en microfluidica asi como en ensayos espectrofotométricos debido a que es

transparente en la zona del espectro electromagnético ultravioleta y visible. A

continuacion se describe el procedimiento de fabricacion de los dispositivos de

microfluidica:

1)

2)

3)

4)

5)

Se pesan 25 g de prepolimero de PDMS y se agrega después una proporcion
del 8.5 % de agente curante (Sylgard 184, Silicone Elastomer base, Dow
Corning). La mezcla se agita manualmente durante algunos minutos hasta
asegurar que se ha homogenizado la mezcla, esto se sabe cuando se deja
de obsevar la presencia del agente curante cuya composicion es menos
vicosa a la del prepolimero y se asemeja en aspecto a un aceite.

Después se vierte la mezcla sobre un molde maestro de SU-8 generado
sobre una oblea de silicio dentro de una caja Petri. Se somete a una presion
de vacio dentro de un desecador durante una hora para remover la presencia
de burbujas de aire en la mezcla.

Una vez que se han eliminado todas las burbujas se coloca la caja Petri en
un horno a 75 °C por al menos 12 horas para acelerar la polimerizacion de la
mezcla.

Concluido el tiempo de polimerizado se observa que el PDMS presenta una
consistencia solida y elastica. Se corta alrededor del disefio de SU-8
empleando un bisturi. Se desprende del molde suavemente apoyandose del
bisturi.

Finalmente se realizan las perforaciones sobre el chip de PDMS de acuerdo
al disefio del dispositivo para formar las entradas para las tuberias PTFE. Se
emplean dos tipos de punzones uno de D=0.75 mm para la entrada de las
fases acuosa y oleosa, otro de D=1.5 mm para la entrada de la tuberia de
salida del HPLC.
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6) El chip de PDMS se fija sobre un portaobjetos de vidrio por medio de un
tratamiento con plasma (Corona Treater, BD-20AC, Electro-technic
Products). Se expone al plasma por 60 s a la superficie de vidrio y
posteriormente por 15 s a la superficie del chip de PDMS. Se juntan ambas
superficies expuestas y con ayuda de una espatula se remueven todas las
burbujas de aire que quedan atrapadas entre ambas superficies presionando
suavemente. El chip se deja reposar por al menos 24 horas en un horno a 75
°C.

3.1.3 Caracterizacion fisica de microchips de PDMS.

La caracterizacion de los microcanales del chip de microfluidica nos permite conocer
exactamente cuales son las dimensiones de los canales formados en cada replica
de PDMS.

Para hacer esto se realizan una serie de cortes en una réplica que no se fija a un
portaobjetos de vidrio. Cada seccion cortada se ve a través de un microscopio
empleando un objetivo de x10 para determinar la longitud de los microcanales y de
x20 para determinar la altura (Leica, NA = 0.25). Se obtuvieron al menos tres fotos
de cada seccion con una camara Phantom. Cada fotografia fue analizada utilizando
el programa ImageJ (National Institute of Health, versién 1.50b) el cual establece
una relacion entre el nUmero de pixeles y la longitud de los microcanales. Para este
fin fue necesario fotografiar una reticula microscopia de dimensiones conocidas
(figura 3-3).
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Se corta en distintas
secciones un chip
de PDMS.

Cada fragmento se
observa bajo al
microscopio a x10y
x20.

'F e
Se toma una foto IE ' 0 . l

de una rejilla | g el : .
graduada ax10y 1B \HH’_,_HHHH\

= a
| ‘

Posteriormente se
fotografian las
distintas secciones
de los fragmentos.

Figura 3- 3 Procedimiento seguido para realizar la caracterizacién de los canales en el chip de microfluidica.
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3.2 Funcionamiento de los dispositivos de microfluidica.

Los dispositivos se disefiaron teniendo en cuenta las dos necesidades principales
de este trabajo. El primer dispositivo se disefié para que fuera el encargado de
generar las microgotas, es por esto que se le denomina chip Generador de
microgotas de Alta Frecuencia (chip GAF). El segundo tiene como obijetivo ser la
plataforma en dénde se puedan analizar las microgotas, esto se logra
reintroduciendo la emulsién en éste y es por esto que se le denomina chip de
Reintroduccion de Microgotas (chip RuG). Gracias a la versatilidad que ofrecen las
réplicas de los dispositivos elaboradas en PDMS también se realiz6 una versién
modificada del primer dispositivo a la que se le denomind chip de empuje (chip E)
cuya funcién es unicamente hacer fluir fase continua (aceite fluorado) por sus
canales para permitir la reintroduccién de microgotas almacenadas fuera de los
chips hacia el chip RuG y asi permitir su analisis. El funcionamiento detallado de

cada uno de los dispositivos de microfluidica se explica a continuacion (figura 3-4).
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Figura 3- 4 Fotografia del sistema de microfluidica desarrollado en este trabajo. En primer plano se observan
unas bombas de inyeccion en donde se colocan un par de jeringas que contienen el aceite fluorado con alguno
de los tensoactivos empleados (1) y en otra la fase acuosa (2) que se conectan al chip GAF (3). En el plano
intermedio se tiene el chip RuG (4) y la cdmara de alta velocidad phantom (5). En el plano trasero se observa
la fuente de la lampara de fluorescencia (6) que sirve como detector al observar las microgotas reintroducidas
en la camara principal del chip RuG, la bomba de inyeccién correspondiente a la purga que reduce el flujo de
salida del HPLC (7) y el equipo de computo que permite la captura de imagenes y procesamiento de resultados

(8).
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3.2.1 Generacién de microgotas en el chip GAF.

Fase fluorada

Chip GAF |

Microgotas

Figura 3- 5 Diagrama que explica el funcionamiento del chip GAF.

Como se muestra en la figura 3-5 en la parte superior del pentagono se introduce el
aceite fluorado, este fluye por el perimetro del pentadgono y se intersecta con la fase
acuosa a la mitad de la base del pentadgono generando asi las microgotas por medio
de la técnica de enfoque de flujos®. La entrada de mayor tamafio que se encuentra
en el interior del pentadgono préxima a la parte superior es donde se acopla la salida
del equipo de HPLC, debido a que el flujo de salida de éste es de 0.1 mL-min-* (6000
uL-ht) es necesario reducirlo por medio de una purga. La purga se encuentra a
unos cuantos micrometros de la entrada del HPLC en posicion perpendicular a éste.
En la purga se genera una diferencia de presion para disminuir el flujo de entrada
del HPLC hasta 60 uL-h. El canal que se conecta de forma diagonal al interior del
pentagono sirve para introducir una fase acuosa que se combine con el flujo ya
reducido del HPLC. La generacion de las microgotas ocurre cuando la fase fluorada
fluye por el pentagono y se intersecta con la fase acuosa (esta puede contener o no
células suspendidas). Al ser inmiscibles ambas fases, la fuerza de corte generada

por la fase fluorada en la interseccion permite la formacién de las microgotas, cuya
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composicion al interior es la combinacion entre la fase acuosa proveniente del HPLC

y la introducida en el canal diagonal.

3.2.2 Reintroduccién de microgotas en el chip RuG.

En la literatura se encontré con un disefilo apropiado para un microchip que
permitiera la reintroduccién de la microgotas generadas en el chip GAF asi como su
analisis?®®. En la figura 3-6 se presenta el disefio, asi como el funcionamiento del
chip RuG.

Chip GAF

Figura 3- 6 Diagrama que describe como ocurre la reinsercion de microgotas acoplando el chip GAF y el chip
RuG.

También se puede realizar una ligera modificacion al chip GAF para que solo
presente la entrada correspondiente a la fase fluorada y la perforacion
correspondiente a la salida de la fase del chip. Esta modificacion se realiza con la
intencion de tener un dispositivo cuya unica funcion sea el bombear fase fluorada a
una seccién de tuberia PTFE que puede contener microgotas almacenadas para su

posterior introduccion al chip RuG.
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La introduccion de las microgotas ocurre en el chip RuG con apoyo del chip de
empuje de microgotas (chip E). Las microgotas se introducen en la camara ubicada
a la mitad del disefio y gracias al flujo constante de fase fluorada se fuerzan a las
microgotas a fluir por el dispositivo para permitir la deteccion de la viabilidad celular
(figura 3-7).
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Flujo de microgotas

Figura 3- 7 Diagrama que describe como ocurre la reinsercidon de microgotas empleando el chip E y el chip
RuG.

3.2.3 Espaciado de microgotas en el chip RuG.

Una funcion adicional que presenta el chip RuG es el espaciar las microgotas
reintroducidas. Como se aprecia en la figura 3-6 y 3-7 en la parte superior del chip
RuG se introduce aceite fluorado (representado por flechas de color morado), éste
recorre los microcanales exteriores y se intersecta con las microgotas reintroducidas
en la parte inferior del microchip logrando asi la adicion de pequefios volimenes de
aceite fluorado continuamente entre cada microgota generando asi el espaciado de

éstas (figura 3-8).
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Microgotas reintroducidas

Espaciadolde microgotas

Chip RuG

Figura 3- 8 Diagrama que describe el funcionamiento del espaciado de microgotas en el chip RuG.

3.3 Sintesis de un tensoactivo fluorado.

La sintesis para un tensoactivo formado por dos cadenas de poli(perfluoropropilen
glicol) (PFPE) y una de poli(propil-etilenglicol) (PEG) que se denomina PFPE-PEG-
PEPF se encontrd reportada en la literatura’. Sin embargo, la sintesis realizada en
este trabajo sufri6 de modificaciones que no se encontraron reportadas, por lo que
se pudo realizar la sintesis de un tensoactivo tipo PFPE-PEG-PFPE a partir de esta

ruta alterna.

3.3.1 Sintesis del tensoactivo PFPE-PEG-PFPE.

Se pesaron 2 g de tensoactivo Krytox FH 7500 (DuPont) y se secaron bajo vacio
por 18 h en un matraz Schlenk. Posteriormente, se agregaron 5 mL de aceite
fluorado HFE 7500 (Novec, 3M) bajo atmdsfera de N2 seco. Después, se agregaron
0.35 g de cloruro de oxalilo (Sigma-Aldrich) por medio de una jeringa de plastico, se
dej6 calentando bajo reflujo (50 °C) y con agitacion por 24 h. Una vez concluido el

tiempo de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se
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evapord a vacio el cloruro de oxalilo que no hubiera reaccionado, asi como un
volumen aproximado de 4 mL de aceite HFE 7500. En un segundo matraz Schlenk
se colocaron 0.26 g (0.23 mL) de Jeffamina ED-900 (Sigma-Aldrich) y se dejaron
secando por 20 h bajo vacio. Después se agregan 5 mL de aceite fluorado HFE
7500y la mezcla se somete a agitacion dando lugar a una emulsién en donde ambas

fases son incoloras.

El crudo de la reaccion entre el Krytox FH 7500 y el cloruro de oxalilo presenta un
volumen aproximado de 1 mL, el cual se transfiere por medio de una canula al
matraz Schlenk que contiene una emulsion generada entre la Jeffamina y el aceite
fluorado HFE 7500. Una vez concluida la transferencia se observa un cambio
instantaneo en la apariencia de la mezcla tornandose de una emulsion clara y
traslucida a una mezcla lechosa opaca. Esta mezcla de reaccion se dejé bajo reflujo
a 60°C por 24 h con agitacion. Después, el aceite fluorado se evapord a presion
reducida y se procedié a pesar el crudo de reaccion obteniendo una masa final de
2.53 g.

3.4 Purificacion del tensoactivo fluorado.

La purificacion del tensoactivo PFPE-PEG-PFPE se llevo a cabo por medio de tres
extracciones con agua/aceite florado. Primero se disuelve en 5 mL de aceite
fluorado HFE 7500 medidos con una jeringa de plastico de 10 mL una masa de 0.33
g del tensoactivo PFPE-PEG-PFPE, después se agregan 5 mL de agua destilada y
se mezclan suavemente. Se removioé la fase acuosa y se recupera la fase fluorada.
Esta operacion se repite por triplicado y se lleva a un volumen final de 16.5 mL con
aceite fluorado, este volumen se mide en la escala presente en el tuvo cénico en
donde se resguarda la mezcla. Después se pasa la disolucion por un filtro de 0.2

um y se almacena la disolucion.

3.5 Caracterizacion de materias primas y del tensoactivo fluorado.

Las materias primas principales, asi como el tensoactivo PFPE-PEG-PFPE se
caracterizaron por medio de la técnica de espectroscopia infrarroja en fase liquida
(FTIR; GBC; CINTRA 6) empleando un espectrofotbmetro IR.
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3.6 Preparacion de mezclas aceite fluorado y tensoactivos (fase fluorada)

Se prepararon tres mezclas fluoradas distintas, todas estas se emplearon para la
generacion de microgotas. La primera se traté de una disolucion de tensoactivo
Krytox al 1.8 % m/m en aceite fluorado HFE 7500. La segunda consiste en una
disolucién de Krytox al 3.6 % m/m en aceite fluorado HFE 7500 que se utilizé para
formar gotas acuosas en un chip al entrar en contacto con una disolucion acuosa
de Jeffamina al 0.75% m/v. Finalmente la tercera se tratd de una disolucién al 2%

m/m de tensoactivo PFPE-PEG-PFPE sintetizado y purificado en este trabajo.

3.6.1 Fases fluorada: Krytox en aceite fluorado HFE 7500.

Se ha reportado que las emulsiones generadas utilizando una disolucion al 1.8 %
m/m presentan una estabilidad mayor a las emulsiones en donde se emplea aceite
mineral y un tensoactivo no fluorado que son las fases continuas tipicas empleadas
en los sistemas de microfluidica. Se prepar6 pesando 16 g de aceite fluorado HFE
7500 y posteriormente agregando 0.288 g de tensoactivo Krytox. La mezcla se
almacena en un tubo Falcon de 15 mL y se homogeniza utilizando agitacion vortex.
Al momento de ser empleada se transfiere a una jeringa de 1 mL a la que le ha sido
adaptada una porcién de tuberia PTFE de 20 cm y que se acopla al chip GAF para

la generacion de microgotas.

3.6.2 Fase fluorada: Krytox/Jeffamina en aceite fluorado HFE 7500.

La fase fluorada Krytox/Jeffamina-HFE 7500 se prepara pesando 16 g de aceite
fluorado HFE 7500 y posteriormente agregando 0.576 g de tensoactivo Krytox. La
mezcla se almacena en un tubo Falcon de 15 mL y se homogeniza utilizando
agitacion vortex. Por otra parte, se prepardé una disolucién de 0.75% m/v de
jeffamina y colorante vegetal rojo suficiente para tefiir la disolucion. Al momento de
ser empleada se transfiere cada una de las fases a una jeringa de plastico de 1 mL
a la que le ha sido adaptada una porcion de tuberia PTFE de 20 cm y que se acopla

al chip GAF para la generacion de microgotas.

3.6.3 Fase fluorada: Tensoactivo PFPE-PEG-PFPE/FH7500.
La fase fluorada que contiene el tensoactivo PFPE-PEG-PFPE tiene una

concentracion de éste del 2% m/m. Se prepara pesando 0.6 g del tensoactivo
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purificado y disolviéndolo en 30 g del aceite fluorado FH7500. Se homogeniza la
disolucién empleando un agitador vortex y posteriormente se filtra a través de una
membrana con un tamafio de poro de 0.2 um. Al momento de ser empleada también
se transfiere a una jeringa de 1 mL a la que se le ha sido adaptada un segmento de
tuberia PTFE de 20 cm y que se acopla al chip GAF para la generacion de

microgotas.

3.7 Ensayos de estabilidad de emulsiones.
La estabilidad de las microgotas generadas empleando cada una de las distintas
fases fluoradas se determind comparando tres caracteristicas que son

indispensables para que las microgotas puedan ser utilizadas como microreactores:

e Generacién de microgotas con distintos porcentajes de metanol en agua
utilizando un gradiente de agua-metanol con un equipo de HPLC.

¢ Que las microgotas no presenten coalescencia al ser transportadas de un
dispositivo a otro.

e Almacenamiento de las microgotas fuera de los dispositivos en segmentos
de tuberia PTFE por hasta 72 h.

3.7.1 Generacién de microgotas con un gradiente de MeOH.

Empleando el chip GAF acoplado a un sistema de HPLC se probé la capacidad de
cada emulsion generada a partir de las tres fases fluoradas distintas que se
prepararon de permitir la generacion de microgotas conforme se corria un programa
de elucion que presentaba un gradiente de MeOH. El gradiente generado en el
equipo de HPLC se explica a continuacion.

3.7.1.1 Programa de elucion.

Se desarrollé un programa de elucion con gradiente de MeOH bajo las siguientes
condiciones cromatogréficas: flujo de 0.1 mL/min, volumen de inyeccién 20 uL,
longitud de onda principal 280 nm y longitud de onda secundaria 320 nm. La fase
moévil A (FMA) era una disolucion acuosa de acetonitrilo al 5%. La fase mévil B

(FMB) fue MeOH. EIl programa de elucion se muestra en la figura 3-9.
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Programa de elucion (A5)

100

80

60

% MeOH

40

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

tiempo (min)

Figura 3- 9 Programa de elucion A5.

Para la caracterizacion del sistema de microfluidica se empled un estandar de 4-
Metilumbeliferona (4MU), el tiempo de elucién del compuesto va de los 10-20
minutos por lo que se tomo la decision de generar una version del programa de

elucién A5 mas corta, a esta iteracion se le denominé A5’ (figura 3-10).
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Programa de elucion (A5')
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Figura 3- 10 Programa de elucion A5’, empleando en la caracterizacion del sistema de microfluidica.

3.7.2 Transferencia de microgotas.

La segunda propiedad que se midi6 a las tres disoluciones de aceite fluorado con
tensoactivo fue la transferencia de las microgotas del chip GAF al chip RuG. Esta
transferencia ocurre mediante una tuberia de PTFE de 35 cm de longitud conectada
entre el chip GAF y el chip RuG y que presenta un diametro interno de 0.55 mm. La
estabilidad de la emulsion se determina en funcion de la capacidad de la emulsion
de viajar a través de la tuberia sin que las microgotas presenten un alto grado de
coalescencia. Esto puede observarse facilmente en la tuberia PTFE como
secciones de la tuberia en donde su aspecto es méas claro en contraste con las
secciones en donde no existe coalescencia y el aspecto de la tuberia es opaco. Sin
embargo, la coalescencia se puede observar instantaneamente bajo el microscopio

al observar la camara de reintroduccion del chip RuG (figura 3-11).
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Figura 3- 11 Diagrama de la trasferencia de microgotas del chip GAF al chip RuG por medio de un segmento
de tuberia PTFE. A) Microgotas siendo transferidas sin presencia de coalescencia. B) Microgotas aglomeradas
(izquierda) que dan lugar a gotas de mayor tamafio (coalescen). C) Coalescencia en mayor grado de las
microgotas.

3.7.3 Almacenamiento de microgotas.

Si se separa el fragmento de tuberia PTFE de los microchips chip GAF y chip RuG
y se protegen ambos extremos de la tuberia con Parafilm se pueden almacenar las
microgotas por un periodo de tiempo de hasta 72 horas. La estabilidad de la

emulsidn generada se evalla tomando en cuenta dos parametros:

) La capacidad de la emulsién de ser reintroducida y que presente la menor
coalescencia posible y

i) La capacidad de la emulsion de no coalescer mientras se incuba al interior
de la tuberia PTFE.

3.7.4 Encapsulamiento de células en microgotas.

La encapsulacion de células de E. coli se lleva a cabo en el chip GAF inyectando en
el dispositivo una suspension de células de E. coli con una densidad éptica (OD)
medida bajo un espectrofotdmetro UV/Vis a 600 nm igual a 1.0 a un flujo (®) de 60
uL/h, el mismo que se tiene para el HPLC una vez que se activa la purga (®= 5940
uL/h). La encapsulacion de las células en microgotas ocurre cuando el flujo
combinado entre el proveniente del HPLC y el de las células se intersectan de forma
perpendicular con el de la fase fluorada que tiene un flujo de 150 uL/h como se

muestra en la figura 3-12.
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Figura 3- 12 La mezcla entre el flujo proveniente del HPLC y la suspensidn de bacterias ocurre antes de que
se generen las microgotas en la interseccion que se encuentra a la mitad de la base del pentagono en el chip

GAF.

3.8 Ensayos biolégicos empleando la cepa BL21 de E. coli.

Para los ensayos bioldgicos realizados en las microgotas se empleo la cepa BL21

de la Escherichia coli. Para evaluar la viabilidad celular se utiliz6 la tinta fluorescente

de bromuro de etidio y como agente antibidtico se selecciond el compuesto

fosfomicina.

3.8.1 Cultivo de E. coli.
Para el cultivo de colonias de E. coli se emple6 tanto medio LB liquido como sdlido.

Para la preparacion de 1 L de medio LB liquido se siguié el procedimiento
descrito a continuacion:

Se pesaron 10 g de peptona de la leche (P6838, Sigma Aldrich, E.U.A), 5 g
de extracto de levadura (70161, Sigma Aldrich, E.U.A.) y 5 g de NaCl (L-
B0809, Distribuidora Quimica AlVI, México). Dichas cantidades se disuelven
en 1 L de agua destilada. El medio se esteriliza en una autoclave (SK100C,
Yamato Scientific America, EE. UU.) por 20 minutos a una temperatura de
120 °C. Se etiqueta el contenedor y se almacena en refrigeracion (5 °C) para
SUS usos posteriores.

Para la preparacion de 1 L de medio LB sélido se siguié el mismo
procedimiento descrito anteriormente, pero se adicionaron 15 g de agar

(A1296, Sigma Aldrich, E. U. A) por litro de cultivo. Después de esterilizar, se
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vierten aproximadamente 20 mL de la solucién en placas Petri de 9 cm de
diametro y 1.5 cm de profundidad en un ambiente estéril dentro de una
campana de flujo laminar (Purair flow-24, AirScience, EUA) Finalmente la
solucion se deja solidificar dentro de las placas, se etiquetan y se guardan

bajo refrigeracion (5 °C).

Se prepar6é y esterilizO una soluciéon salina al 0.85% m/v y una disolucién
amortiguadora de fosfatos (50 mM; pH igual a 7) como medio para resuspender las

colonias de E. coli para su empleo en el dispositivo de microfluidica.

e La solucién salina al 0.85% se preparé pesando 85 g de NaCl y
disolviéndolos en 1 L de agua destilada. Después se fracciond la solucion en
tubos Falcon de 50 mL. La solucion se esterilizé en una autoclave.

e El buffer de fosfatos 50 mM que se prepara pesando 0.2898 g de
NaH2PO4 -H20 y disolviéndolo en 100 mL de agua destilada, después de
ajusta el pH=7 de la disolucién amortiguadora con HCI 2 M.

3.8.2 Preparacion de disolucién del antibiético fosfomicina.

Se preparé una disolucién de fosfomicina (125M4168V, Sigma Aldrich, E.U.A)
pesando 1 mg y disolviéndola en 1 mL de agua destilada. Se preparé una disolucion
de fosfomicina para cada ensayo llevado a cabo. La concentracion final que se

ajusté para cada cultivo fue de 250 pg/mL.

3.8.3 Preparacion de tinta fluorescente.

Se preparar6 una disolucién stock de la tinta bromuro de etidio (BrEt). La disolucion
stock del BrEt (lote: MKBD5725V, Sigma Aldrich) se preparar6 para tener una
concentracion de 2.4 mM en agua. La disolucién de trabajo se diluy6é con agua a
una concentracion de 400 pM.

3.8.4 Tincién de células de E. coli.
Las células se analizaron una vez gue se tifieron con la tinta bromuro de etidio de

acuerdo al procedimiento descrito a continuacion:

Se toman colonias de E. coli de una placa de agar, sembrada 16 horas antes a 37

°C, se resuspenden en 7 mL de solucién de salina. Se mide la densidad 6ptica (OD)
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del cultivo a una longitud de onda de 600 nm y se diluye a una ODsoo nm de trabajo
de 1.0.

En dos microtubos estériles se colocaron 0.75 mL de suspension de células, en
cada microtubo se afiadieron 77 pL de la solucion de trabajo de la tinta bromuro de
etidio que tenia una concentracion de 400 uM. La concentracion final de bromuro
de etidio fue de 30.8 pM.

Posteriormente, ambos microtubos se etiquetan, uno como “viables” y otro como
“no viables”. Al microtubo con la etiqueta de “no viables” se le afiaden 0.25 mL del
antibiético. Al microtubo etiquetado como “viables” se le agregan 0.25 mL de agua
destilada. La densidad 6ptica se diluyé a 0.8, después de afiadir ya sea la solucion
de antibidtico o agua destilada. El avance de la actividad bactericida fue seguido
con el set de filtros DAPI-50LP-A/ FITC-5050-A y FITC-5050-A/LF561/LP-C para
observar las células tefiidas con bromuro de etidio, es importante mencionar que el
set de filtros DAPI-50LP-A/ FITC-5050-A no es exclusiavamente selectivo a la

flurescencia producida por el BrEt.

3.8.5 Andlisis de microgotas con el programa ImageJ.

El andlisis de las fotos obtenidas de las microgotas que se observan en la camara
del chip RuG fueron analizadas con el programa ImageJ. Este software permite
realizar el conteo de las bacterias tefiidas con las distintas tintas encapsuladas en
las microgotas. A continuacién, se describe el método de procesamiento de cada
imagen para obtener el conteo de células en cada fotografia:

Se inicid la aplicacion del programa ImageJ. Se selecciona en la barra de
herramientas la pestafia de archivo (File) y después se selecciona la opcion de abrir
(Open; figura 3-13).
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Figura 3- 13 La opcidn de abrir archivo permite seleccionar la foto que se desea procesar.

Una vez que se ha seleccionado la foto a procesar se abre la pestafia de Proceso
(Process) y se selecciona la opcion de Substraer Fondo (Substract Background...;
figura 3-14)

Figura 3- 14 La opcion de substraer fondo permite eliminar la luz de fondo de la imagen, reemplazandola por
un fondo oscuro.

Una vez que se ha seleccionado esta opcidén se abre un pequefio menu, entre las
opciones que pueden seleccionarse se encuentra una que permite seleccionar la
longitud del radio en pixeles (Rolling ball radius) que quiere removerse de fondo
(figura 3-15).
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Figura 3- 15 Se selecciona una longitud de radio de 50 pixeles para procesar todas las imagenes analizadas
con este software.

Después se selecciona en la pestafia de Ajuste (Adjust) la opcion de Umbral de
Color (Color Threshold; figura 3-16).

Figura 3- 16 La opcién de umbral de color permite modificar los colores que componen la imagen.

Se abre un menu que permite la edicion de los colores de la imagen, esto permite

que los diferentes colores de la imagen se cambien (figura 3-17).
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Figura 3- 17 Para el analisis de todas las fotos se seleccioné un brillo de 30/255, un umbral de color rojo y un
fondo oscuro. Asi se transforma la imagen para que todos los colores de laimagen se reemplacen por diferentes
tonalidades de rojo dependiendo de su brillo.

Posteriormente se procesa la imagen seleccionando de la pestafia Proceso la
opcién Binario (Binary) y después la opcién de Convertir en Binario (Make Binary;
figura 3-18).

Figura 3- 18 La opcidén de convertir a binario permite transformar la imagen a blanco y negro, el fondo negro se
convierte a blanco y los colores de la imagen (en este caso rojos) se vuelven negros.

Al convertir la imagen a binario se facilita el proceso de conteo de células, esto
gracias a que convierte la imagen a puntos negros de diferente diametro sobre un
fondo blanco. Para definir las células que se encuentran muy juntas se selecciona
en la pestafia de Proceso la opcion de Binario y después la opcién de Linea divisora
(Watershed). Esta opcion agrega una linea de un pixel de espesor entre paquetes
de pixeles que se cree pertenecen a objetos independientes en la imagen (figura 3-
19).
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Figura 3- 19 La opcion de linea divisora permite definir mejor la imagen que se ha procesado en binario, esto
lo hace agregando una linea divisora de un pixel de grosor entre un cumulo de pixeles que el software interpreta
como un objeto junto a otro en la imagen.

Para realizar el conteo de células en cada imagen se selecciona la pestafia de
Analizar (Analyze) y la opcion de Analizar Particulas (Analyze Particles; figura 3-
20).
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Figura 3- 20 La opcién de analizar particulas permite realizar el conteo de células en cada microgota una vez
que se ha procesado hasta binario.

Se abre un menu en donde se pueden seleccionar diferentes opciones asi como
ajustar algunos parametros. La opcion de Tamarfo (Size) permite seleccionar el
tamafio de las particulas a que se van a analizar, para todas las fotos analizadas se
escoge el rango de 2-200 pixeles cuadrados.

Una vez que se ha procesado la imagen aparece una ventana con el titulo de
Resumen (Summary) en donde se despliegan los resultados obtenidos por el
software. Estos resultados se copian y pegan en una hoja de calculo del software

Excel para su posterior procesamiento (figura 3-21).
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Figura 3- 21 Una vez que el software analiza las imagenes, los resultados obtenidos los despliegan en una
tabla. Estos a su vez se copian en una hoja de calculo de Excel para su procesamiento.

3.9 Caracterizacion del sistema de microfluidica.

3.9.1 Preparacién de estandares de fosfomicina.
Se preparan tres disoluciones estandar de fosfomicina en metanol (2.5, 5y 10
mg/mL) para determinar el tiempo de retencidén de la fosfomicina en la columna de

HPLC de acuerdo con el programa de elucién A5.

3.9.2 Preparacion de estandares de 4MU.
Se prepara una disolucion stock de 4-metilumbeliferona (4MU) cuya concentracion
fue de 2.5 mM. La disolucién se prepara empleando como disolvente una mezcla
de solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7 y MeOH que a partir de este momento
se denomina como solvente. La proporcion de MeOH en el solvente es 10 % vi/v.
Se preparan dos disoluciones de trabajo, la primera tuvo una concentracion de 4MU

igual a 1.6 mM y la segunda una concentracion de 0.8 mM.

3.9.3 Preparacion de la mezcla de caracterizacion.
Para preparar la mezcla de caracterizacion se pesaron 2.5 mg de fosfomicina en un
microtubo y se agregé un mililitro de la disolucion de trabajo de 4MU de

concentracion 1.6 mM. Se homogeniza con ayuda de un agitador vortex.
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4 Resultados y Analisis
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4.1 Tensoactivo fluorado PFPE-PEG-PFPE.
En la figura 4-1 se describen las reacciones llevadas a cabo para realizar la sintesis
del tensoactivo PFPE-PEG-PFPE.

(0]

OH
F3C—(CF2)2—OT(FZ—CF2—O]—(FZ‘< + a Cloruro de oxalilo
éF3 ~'\LF3 S
fi= 40-43 N

Tensoactivo Krytox Reflujo en

aceite HFE 7500

Y as55C24h
CHj CHg
H H H H, H H
F3C—(CF2)2—OA[C—CF2—O]— + HZN—é—CZ o_(:—czHo—cz—c2 o—cz—H NH,
L,

Reflujo en aceite I a0 = "
Cloruro de amdo deI eHFJE 7500 5 m=39 I+'n =6
tensoactivo Krytox Jeffamina

60°C 24 h

CHj, CH
H H, Hy H, Hy

Lt
HN—C—C +~0— O—C—
F H i
F3C—(CF2)2—0 C—C O—T‘Q Hs C—O O—(CF2)2—CFs3
CFy  © | m n <I:F3
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Tensoactivo PFPE-PEG-PFPE

Figura 4- 1 Esquema de la reaccion de sintesis del tensoactivo PFPE-PEG-PFPE.

Para obtener el tensoactivo fluorado PFPE-PEG-PFPE es necesario llevar a cabo
primero la conversion del acido carboxilico del poli(perfluoropropilen glicol) (PFPE)
en su cloruro de acido, esto se hace haciéndolo reaccionar con un agente oxidante
tal como lo es el cloruro de oxalilo, bajo atmosfera de nitrégeno y bajo agitacion
constante por 24 h a reflujo de 50 °C empleando como medio de reaccion el aceite
fluorado HFE 7500. Esta conversion también puede llevarse a cabo con otros
agentes oxidantes tales como el cloruro de tionilo, sin embargo, para este trabajo

se opto por el cloruro de oxalilo ya que su manipulacion era mas sencilla y segura.

La segunda reaccion que se lleva a cabo es entre la diamina del poli(propil-
etilenglicol) (PEG), conocida comercialmente como Jeffamina, y el cloruro de &cido
sintetizado en el paso anterior disuelto en aceite HFE 7500 libre de trazas de cloruro
de oxalilo. Al no ser soluble la Jeffamina en el aceite HFE 7500 la segunda reaccion
se lleva a cabo en fase heterogénea, a agitacion constante y a reflujo de 60 °C por
24 horas. La reaccién que se lleva a cabo es el acoplamiento de la cadena PFPE

presente en el cloruro de acido y la cadena PEG presente en la Jeffamina por medio
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de la formacion de dos enlaces amida para asi formar el tensoactivo co-polimérico
PFPE-PEG-PFPE.

4.1.1 Caracteristicas fisicas y propiedades del tensoactivo fluorado PFPE-
PEG-PFPE

El tensoactivo sintetizado se trata de un liquido viscoso de color blanco. Es insoluble
en agua y forma una disolucion translucida en aceite fluorado HFE 7500.

Al generarse una emulsion entre agua y una disolucion de aceite fluorado con el
tensoactivo sintetizado (1.8% m/m), se formd una espuma blanca. La emulsion

generada es bastante estable y tiene una apariencia gelatinosa.

4.1.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de los reactivos y
productos.

Como método de caracterizacion espectroscopico se eligid la espectroscopia
infrarroja. Se obtuvo el espectro infrarrojo de las materias primas, asi como del
producto de la reaccion. Al comparar los espectros de las tres substancias se
determind que se sintetiz6 un compuesto nuevo que presenta bandas que no se

observan en los espectros de ninguna de las dos materias primas.

4.1.2.1 Caracterizacién por espectroscopia infrarroja del reactivo Krytox
El Krytox 157 FSH es un poli(perfluoropropilen glicol) cuya cabeza polar esta
formada por un &cido carboxilico (Figura 4.2). Este compuesto comunmente
denominado Krytox, es soluble en aceites fluorados y tiene propiedades de
tensoactivo. El espectro infrarrojo que se obtuvo de este compuesto se muestra en
la Figura 4-3.
OH
F3c—(CF2)2—oT(F:—CFZ—oTcF:~<
(|:F3 n(|:F3 S

n=40-43

Figura 4- 2 Estructura quimica del tensoactivo fluorado Krytox 157 FHS.
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Figura 4- 3 Espectro FT-IT del tensoactivo Krytox 157 FHS.

Se realizé la interpretacion del espectro infrarrojo del tensoactivo en donde se
observa que la banda caracteristica del grupo carbonilo correspondiente a los
acidos carboxilicos no se aprecia con la intensidad que es de esperarse para un
acido de cadena corta. A diferencia de estos, la cadena de este tensoactivo cuenta
con varios perfluoroésteres que generan que la banda del grupo carbonilo sea
pequefia, esta se ubica a una frecuencia de 1780 cm* (Figuras 4-3 y 4-4).25 Al igual
que con la banda del grupo carbonilo, la banda ancha y de gran intensidad propia
de los acidos carboxilicos de cadena corta (que normalmente se encuentra entre
3200 cm hasta 3500 cm™) y que se debe al puente de hidrégeno generada por el

acido no se observa debido a la ausencia de esta interaccion en este compuesto.?®
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Figura 4- 4 Acercamiento a la banda correspondiente al estiramiento del enlace C=0 indicativo de la presencia
del grupo carbonilo.

Las bandas ubicadas entre 1000 y 500 cm™ (Figura 4-3) son indicativas de la
presencia de especies fluoradas, mientras que las bandas que se observan entre
1300 a 1100 cm™ indican la presencia del grupo éter.?® La diferencia entre la
intensidad de las bandas corresponde a la que se esperaria tener en un polimero
con la presencia de grupos éter y varias especies fluoradas, éstas en una presencia
mayor a la del acido carboxilico. En la tabla 4-1 se reportan la frecuencia de las
diferentes bandas presentes en el espectro del compuesto, la intensidad del maximo

de éstas, asi como el grupo funcional al cual se le asocia.
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Tabla 4-1 Frecuencia de las bandas IR, intensidad y grupo funcional asociado determinados para el
tensoactivo Krytox 157 FSH

Frecuencia (cm™) | Transmitancia (T%) | Grupo funcional®®
1780 96.56 R-COOH
1303 65.6 R-COOH
1227 8.4 R-O-R
1179 31.8 R-O-R
1118 11.37 R-O-R
979 15.69 C-F
808 79.15 C-F
744 65.74 C-F
719 76.22 C-F
647 75.05 C-F
524 72.06 C-F

4.1.2.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de Jeffamina.

El compuesto Jeffamina es una diamina del poli(propil-etilenglicol) (PEG). En ambos

extremos de la cadena PEG se encuentra un grupo amino.

NH,

CH,

m=39
+n=6

Figura 4- 5 Estructura de la poliamina Jeffamina.

NH,

Al igual que sucede con el tensoactivo Krytox, las sefiales caracteristicas que se

esperan de una amina secundaria en el espectro de infrarrojo presentan una

intensidad baja (Figura 4-6). Este efecto esta asociado a la presencia de la cadena

PEG. La banda que se encuentra entre 3000-2800 cm indica la presencia de

grupos metilo y metileno (-CHz y -CH2-). A 1097 cm™! se observa una banda intensa,

ésta se asocia a los grupos éter del PEG. Un acercamiento a las bandas

caracteristicas de las aminas se muestra en la figura 4-7.26
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Figura 4- 6 Espectro FT-IR de la poliamina Jeffamina.

100

99

98

97

Transmitancia (T %)

96

95
3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200 3150 3100 3050 3000

Frecuencia (cm™)

Figura 4- 7 Acercamiento a las bandas correspondientes al puente de hidrégeno caracteristico en las aminas
secundarias.

49



En la tabla 4-2 se muestran la frecuencia de las diferentes bandas presentes en el
espectro del compuesto, la intensidad del maximo de éstas, asi como los grupos

funcionales a los cuales se les asocia.

Tabla 4-2 Frecuencia de las bandas IR, intensidad y grupo funcional asociado determinados para el
compuesto Jeffamina

Frecuencia (cm-1) | Transmitancia (T) | Grupo funcional?®

3373 98.63 NH2

3306 99.06 NH2

2866 70.23 -CH3 y -CH2-
1592 96.97 NH2

1456 86.69 -CH3 y -CH2-
1348 82.29 -CH3

1097 28.44 R-O-R

946 73.62 N/A

849 74.42 N/A

4.1.2.3 Caracterizaciéon por espectroscopia infrarroja del tensoactivo PFPE-
PEG-PFPE.

El producto de la reaccién se trata de un copolimero formado por dos bloques PFPE

y un bloque PEG. Su estructura se muestra en la figura 4-8.

2 H 2
c—
FsC—(CF22—0 C—C iHa c—o O—(CF2)2-CFs
| m lF3

fi= 40-43 m=39 A=40-43
I+n=6

Figura 4- 8 Estructura planteada para el tensoactivo PFPE-PEG-PEPF.
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Figura 4- 9 Espectro FT-IR del tensoactivo PFPE-PEG-PFPE.

Al observar el espectro infrarrojo del producto no se aprecian las bandas
correspondientes a las aminas secundarias de la Jeffamina y la banda
correspondiente al carbonilo del acido carboxilico del tensoactivo Krytox sufre de un
desplazamiento de 1780 a 1710 cm™, éste comportamiento se asocia con la

presencia del grupo amida en el compuesto (Figura 4-9).2¢

En la figura 4-10 se hace una comparacion entre los espectros obtenidos para las
materias primas y para el producto obtenido. Al hacer esta comparacion saltan a la
vista una serie de desplazamientos que indican que el producto obtenido se trata de
un compuesto diferente a las materias primas y que presenta bandas indicativas de

la conversion al producto deseado.
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Figura 4- 10 Comparacion entre los espectros FT-IR de ambas materias primas y el producto obtenido.

Se observa una banda de base ancha y que presenta dos picos en la region entre
3000 a 2800 cm?, esta banda cambia de forma respecto a la observada en el
espectro de la Jeffamina a 2866 cm debido al cambio que sufren los metilos y
metilenos presentes en el bloque PEG al momento de adicionarse los dos bloques
PFPE a éste (Figura 4-11).%¢
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Tensoactivo PEG-PFPE-PEG Krytox Jeffamina
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Figura 4- 11 Comparacién de las bandas ubicadas en la regiéon 3000-2700 cm™ en los espectros FT-IR de las
materias primas y el producto obtenido.

La banda correspondiente al grupo &cido carboxilico del tensoactivo Krytox se
desplaza de 1780 a 1710 cm™. Esto se asocia al cambio de acido carboxilico a
amida del grupo carbonilo presente en tensoactivo PFPE-PEG-PFPE. Este cambio

puede observarse en la figura 4-12.26
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Tensoactivo PFPE-PEG-PFPE Krytox Jeffamina
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Figura 4- 12 Comparacion de las bandas ubicadas en la regién de 1800-1700 cm en los espectros FT-IR de
las materias primas y el producto obtenido.

El comportamiento observado en las bandas de la regiéon 3000-2800 cm* también
se observa con las que se ubican en la regién entre 1250 a 1000 cm™ y que se
asocian a los grupos éter presentes en el bloqué PEG, sin embargo, al contar el
tensoactivo Krytox también con dichos grupos éter se observa que éstas bandas se
deforman en tres picos. Esto indica la presencia de los bloques PFPE y PEG en la

molécula (Figura 4-13).%°
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Tensoactivo PFPE-PEG-PFPE Krytox Jeffamina
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Figura 4- 13 Comparacion de las bandas ubicadas en la region de 1300- 1100 cm en los espectros FT-IR de
las materias primas y el producto obtenido.

Finalmente, las bandas asociadas a diferentes especies fluoradas presentes en el
tensoactivo Krytox aparecen sin mayor cambio en el espectro del tensoactivo
sintetizado, incluso la intensidad de estas bandas aumenta. Lo anterior es de

esperarse ya que el compuesto sintetizado cuenta con dos bloques PFPE (Figura
4-14).
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Tensoactivo PFPE-PEG-PFPE Krytox Jeffamina
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Figura 4- 14 Comparacion entre las bandas ubicadas en la region de 1000-500 cm en los espectros FT-IR de
las materias primas y el producto obtenido.

En la tabla 4-3 se muestran la frecuencia de las diferentes bandas presentes en el
espectro del compuesto, la intensidad del maximo de éstas, asi como los grupos

funcionales a los cuales se les asocia.
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Tabla 4-3 Frecuencia de las bandas IR, intensidad y grupo funcional asociado determinados para el
tensoactivo PEG-PFPE-PEG

Frecuencia (cm-1) | Transmitancia (T) | Grupo funcional®®
2980 87.78 -CH3
2880 91.65 -CH;-
1710 97.19 OC-N
1480 96.72 -CHs
1460 95.99 -CH,-
1304 65.53 R-O-R
1228 12.56 R-O-R
1181 39.08 CFs
1119 18.42 CFs
979 26.69 C-F
809 80.9 C-F
744 69.57 C-F
652 79.09 C-F
527 75.45 C-F

Se puede determinar debido al cambio en el espectro infrarrojo y propiedades fisicas
del producto de la reaccién que éste se trata de un compuesto diferente a cualquiera

de las materias primas.

Los cambios que se realizaron en esta nueva ruta de sintesis respecto a lo reportado
en la literatura son el uso de una mezcla del acido carboxilico del
poli(perfluoropropilen glicol) cuya masa va de los 7000 a los 7500 Da,
comercialmente conocido por el nombre de Krytox FH 7500 (originalmente se
encontro reportado el uso de un acido purificado de 6000 Da), el empleo del cloruro
de oxalilo como agente oxidante en lugar del cloruro de tionilo, asi como la reaccién
en fase heterogénea en lugar de fase homogénea entre el cloruro de acido generado
a partir de la reaccion entre el acido carboxilico y el cloruro de oxalilo con la diamina
del poli(propil-etilenglicol), conocida comercialmente como Jeffamina. El tensoactivo
fluorado sintetizado permite la generacién de microgotas con estabilidad superior a

la de otros tensoactivos fluorados comerciales como se detalla mas adelante.
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4.2 Estabilidad de emulsion: Krytox / FH7500.
La primera fase fluorada que fue empleada para la formacién de microgotas en el
chip GAF, incubacion y posterior reintroduccion al chip RuG (figura 3-6) fue la

disolucién al 2 % m/m del tensoactivo Krytox en aceite fluorado FH7500.

Para determinar su funcionalidad se realizaron diferentes pruebas entre las que se
encuentran su capacidad para generar microgotas a diferentes concentraciones de
metanol y agua, la capacidad de la emulsién generada de ser transferida de un
dispositivo a otro viajando a través de un segmento de tuberia PTFE, la estabilidad
de la emulsion al ser almacenada en el segmento de tuberia y la resistencia a

coalescer al ser reintroducida después de un tiempo de incubacion al chip RuG.

4.2.1 Generacion de microgotas con un gradiente de MeOH.

Una caracteristica que es importante determinar en el tensoactivo es su capacidad
para formar microgotas cuando la composicion de la fase acuosa va cambiando
gradualmente y el agua es reemplazada por otro solvente organico (MeOH) como
componente mayoritario al interior de las gotas. Esto es necesario si se quiere
analizar en las microgotas los compuestos separados en un equipo de
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAR o HPLC), ya que es muy probable
que se requiera de un gradiente de elucion para separar compuestos presentes en

mezclas complejas, como lo son los extractos naturales.?’

Entonces, para determinar si el tensoactivo fluorado es capaz de formar microgotas
al realizar un cambio gradual en su proporcion de agua y metanol se emple6 un
programa de elucién reportado en la literatura para la separacién del extracto natural
de la planta manzanilla 6 Chamaemelum nobile (programa de elucion A5 (Figura 3-
9)).28 Se realizaron una serie de experimentos en dénde se analizé cual era la
concentracion de MeOH presente en la fase acuosa que limitaba la generacion de
las microgotas. Es importante mencionar que el fluido que sale del HPLC se mezcla
con una proporcioén igual en volumen de agua por medio de un microcanal llamado
“bacterias” antes de la formacion de microgotas (Figura 4-15). Los resultados

obtenidos para el Krytox se muestran en la Tabla 4-4.
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Tabla 4-4 Condiciones de los experimentos de formacion de microgotas con el tensoactivo Krytox

% MeOH en % MeOH en ®Purga DHPLC ®Bacterias DFase Generacion
HPLC (v/v) pgotas (v/v) (uL/h) (uL/h) (uL/h) fluorada de pgotas
(ul/h)
10 5 Si
20 10 Si
30 15 Si
40 20 Si
50 25 Si
60 30 5940 60 60 150 No
70 35 No
80 40 No
90 45 No
100 50 No

Durante los experimentos realizados se determind que a concentraciones por
debajo del 60 % de MeOH en el gradiente del HPLC (o del 30 % de MeOH disuelto

en cada microgota) no hay ninguna dificultad al formar microgotas en aceite fluorado

con Krytox al 1.8% m/m. A concentraciones mayores de metanol se asume que

probablemente se produzca un cambio en la viscosidad, tension superficial o bien

en ambas que impide la generacion de microgotas, sin embargo, hace falta un

estudio profundo que realice la determinacion de dichas propiedades, esto no se

determind experimentalmente dado que salia del alcance orginal de este proyecto.

En la figura 4-15 se describe la falla que se presenta dentro del microchip que ya no

permite la generacion de microgotas.
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Figura 4- 15 El funcionamiento del chip GAF se ve interrumpido a concentraciones mayores del 60% en el flujo
que sale del HPLC (30% de metanol al interior de las microgotas). El problema consiste en que el flujo de la
fase fluorada direcciona el flujo tanto de HPLC como de la suspension de bacterias hacia la purga del chip y no
hacia la salida del microchip. Por lo tanto, la generacién de microgotas compuestas por la mezcla de la
suspensién de bacterias y el flujo reducido del HPLC no se logra. Esto se asume que probablemente ocurra
debido a un cambié en la viscosidad y/o tension superficial del fluido sin embargo, el cambio en dichas
propiedades no se determino experimentalmente.

Para mitigar este problema se opt6 por disminuir la succién generada por la purga
del HPLC en el chip GAF. La succion original es de 5940 ulL/h que reduce el alto
flujo de salida del HPLC de 6000 uL/h a solo 60 uL/h. Sin embargo, conforme se
modifica la composicién de la fase movil que sale del HPLC disminuyendo la
proporcion de agua presente en ésta se optd por disminuir la succion generada por
la purga a 5640 ulL/L, este valor se eligio ya que representaba la disminucion minima
gue permitia que las microgotas volvieran a generarse. En la figura 4-16 se
muestran la comparacion de las gréaficas pertenecientes al programa de elucion A5

y al programa de purga disefiado para este experimento.
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Figura 4- 16 Comparacién entre el programa de elucion A5 y el programa de purga. Al momento de llegar a una
concentracion del 60% de metanol en la fase mévil que esta saliendo del HPLC se procede a disminuir la succion
genera por la purga del chip GAF para compensar los cambios en las propiedades reoldgicas de las microgotas
y asi no detener la generacién de microgotas durante todo el programa de elucién A5.

La importancia de poder generar microgotas a diferentes concentraciones de
metanol viene de la necesidad de no dejar de generar microgotas en ningun punto
del programa de elucion A5. Si se dejara de generar microgotas a concentraciones
por encima del 60 % de metanol y existiera algun compuesto de interés que eluye
a tales condiciones no podria ser almacenado en las microgotas. Por otra parte, se
determiné que aun empleando este flujo menor en la fase fluorada, la generacién
de microgotas a concentraciones cercanas al 100% (composicién real de la

microgotas cercana al 50 % de MeOH) no es posible (figura 4-17).
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Figura 4- 17 Fotografias de la “T” de formacion de microgotas del chip GAF cuando se tienen concentraciones
préximas al 50% de MeOH en la fase proveniente del HPLC. Aun cuando se modifica el flujo de la fase continua
y la succién generada por la purga se incrementa, no es posible reestablecer la formacion de microgotas. Se
identifica como responsable de esta falla en el funcionamiento del microchip a la composicion de la fase
proveniente del HPLC.

4.2.2 Transferencia de microgotas.

La transferencia de microgotas de un microdispositivo a otro es un requisito
imprescindible cuando se desean realizar ensayos biolégicos. Esto debido a que no
siempre es posible generar y almacenar dentro del mismo microchip la totalidad de
las gotas generadas. Al ser asi, es necesario transferir las microgotas a un
recipiente que permita su almacenamiento y luego a otro microchip que permita su
analisis. Un tensoactivo que permita la generacién de emulsiones que puedan ser

transferidas de un dispositivo a otro en varias ocasiones es de gran interés.

La transferencia de las microgotas formadas en el aceite FH7500 con Krytox al 1.8%
m/m no fue posible debido a que una vez que las microgotas salian del chip
generador estas se fusionan o coalescen dentro de la tuberia de PTFE. (Figura 4-
18 y 4-19).
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Figura 4- 18 Experimentos de transferencia de microgotas realizados empleando como fase continua una
disolucion de tensoactivo Krytox al 1.8 % m/m en aceite FH7500. La formacion de las gotas se lleva a cabo en
el chip GAF (izquierda), mientras nuevas gotas se generan estas son forzadas a desplazarse por un segmento
de tuberia PTFE de 15 cm. Al observar la camara del chip RuG se observa que las microgotas han coalescido
en su gran mayoria (derecha).

Las microgotas generadas no soportaban el esfuerzo mecénico al que se
encontraban sometidas y al observar en la camara principal del chip RuG era

apreciable la desaparicién (coalesencia) de la emulsion.
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Figura 4- 19 Fotografias tomadas de la cdmara principal del chip RuG en dos diferentes experimentos de
reintroduccion de la emulsion generada empleando como fase continua una disolucién de tensoactivo Krytox al
1.8 % m/m.

A partir de este resultado se optd por abandonar el uso de solamente Krytox en el
aceite fluorado en futuras pruebas, principalmente debido a la necesidad de la
preservacion de la emulsion una vez que ha viajado a través del segmento de la

tuberia PTFE para ser almacenado.

De igual manera la generacion de microgotas que contuvieran microorganismos se
abandona ya que para poder llevar a cabo ensayos de viabilidad celular es
imprescindible que la emulsion presente la capacidad de ser almacenada,

transportada e incubada.

4.3 Estabilidad de emulsion: Krytox+Jeffamina / FH7500.

Se ha reportado en la literatura que una manera sencilla de aumentar la estabilidad
de las emulsiones de agua en aceite fluorado empleando el tensoactivo Krytox es a
partir de la adicién de una cantidad equimolar de una PEG-amina como lo es la
poliéterdiamina Jeffamina.?® La estabilidad de la emulsién se da a partir de las
interacciones electrostaticas que se presentan en la interfase de las microgotas
entre la cabeza cargada negativamente del tensoactivo Krytox (R-COO") con una
de las dos cabezas cargadas positivamente de la Jeffamina (R’-NHa4*). Al ocurrir

dicha interaccion en la interfase de la microgota se obtiene un aumento en la
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estabilidad de la emulsién tanto en el cambio de composicion que soporta esta
nueva emulsién, como en la estabilidad ante esfuerzos mecéanicos. En la figura 4-
20 se presenta una figura que explica como ocurre la estabilizacion de la emulsién

gracias a las interacciones electrostaticas.’

; Aceite

Figura 4- 20 Las interacciones electrostaticas que se presentan en la interfase de las microgotas entre la cabeza
polar del tensoactivo Krytox (cargada negativamente) y las cabezas polares de la Jeffamina (cargadas
positivamente) aumentan la estabilidad de la emulsién significativamente. Tomado y modificado de referencia
17.

4.3.1 Generacion de microgotas con un gradiente de MeOH.

Se evalud la capacidad de esta mezcla de Krytox+Jeffamina para generar una
emulsion que fuera estable cuando la composicion de su interior cambiaba
gradualmente de 100% agua a 100% metanol de acuerdo con el gradiente

establecido por el programa de elucién A5.

Los resultados obtenidos empleando esta mezcla de compuestos revelaron que la
formacion de microgotas ya no se veia limitada por el cambio en la composicion de
la fase movil proveniente del HPLC, ni siquiera a concentraciones del 50% en el
interior de las gotas (100% en el HPLC).
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Sin embargo, para que la formacién de microgotas no se viera interrumpida se
determind que debia reducirse la succion realizada por la purga al llegar a un 60 %
de MeOH en la composicion de la fase movil, tal como se habia observado en los

experimentos con solo Krytox (Fig. 4-16. Secc.4.2.1).

Estos resultados suponen un avance considerable en comparacién con los
obtenidos empleando el tensoactivo Krytox. La capacidad de mejorar el desempefio
de la emulsion generada a partir de la adicion de la Jeffamina es realmente positiva

debido a la facilidad con la que la emulsion se forma.

4.3.2 Transferencia de microgotas.

La capacidad de esta emulsion para ser transportada por un segmento de tuberia
PTFE de 15 cm de longitud también fue retada. A diferencia de la emulsion
generada empleando Unicamente el tensoactivo Krytox se encontrd que la mezcla
Krytox-Jeffamina permitia la transferencia de la emulsion de un chip a otro (Figura
4-21).

66



N

Chip GAF

Figura 4- 21 Experimentos de transferencia de microgotas empleando como fase continua una disolucion de
tensoactivo Krytox (3.6 % m/m) en aceite FH7500 y como fase discontinua una soluciéon agua-metanol con
Jeffamina (1.8%). La formacién de las gotas se lleva a cabo en el chip GAF (izquierda) en un intervalo de
composicion al interior de las microgotas del 5-50% de metanol. Al ser un sistema en flujo continuo, las gotas
son forzadas por las nuevas a desplazarse por un segmento de tuberia PTFE de 15 cm. Al observar la camara
principal de los dispositivos RuG (derecha) se observé que algunas de las microgotas han coalescido, sin
embargo, una gran mayoria permanecio inalteradas (derecha).

Se observo también que existia un fendmeno de coalescencia que no era posible
de controlar. A este fendmeno se le denomind frente coalescente y consiste en la
generacion de una gota de gran tamafio que se genera a partir de algunas
microgotas que no soportan el esfuerzo mecanico al momento de ser transferido y
se fusionan. Este frente coalescente es responsable de la polidispersidad en el
tamafio de las microgotas reintroducidas. Se encontré0 una relacion entre la
aparicion del frente coalescente con el de la longitud de la tuberia PTFE ya que a
menor longitud este fendmeno tiende a presentarse con menor impacto y a

longitudes mayores tiende a incrementarse.

67



El frente coalescente se puede explicar como un fendémeno que solo le ocurre a
aguellas poblaciénes de microgotas que se ven sometidas a un esfuerzo mecéanico
mayor durante su trayecto entre un microdispositivo a otro. El esfuerzo produce que
las gotas se vean forzadas a coalescer y generar una microgota de mayor tamafo
respecto a la mayoria de las microgotas que estan viajando, la fuerza a la que se
ven sometidas las de menor tamafio se ve amortiguada por la generacion de gotas
grandes, permitiendo asi que no todas las microgotas se fusionen (figura 4-22). La
aparicion del frente coalescente en los experimentos de transferencia no supone un
problema para la realizacion de los experimentos posteriores que sea considerable

cualitativamente (figura 4-23).

Figura 4- 22 Diagrama de la trasferencia de microgotas del chip GAF al chip RuG por medio de un segmento
de tuberia PTFE empleando la fase continua Krytox/Jeffamina. A) Microgotas siendo transferidas sin presencia
de coalescencia. B) Microgotas aglomerandose (izquierda) que daran lugar a gotas de mayor tamafio
(coalescen). C) Frente coalescente.
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Figura 4- 23 Comparacion de la reintroduccion de microgotas que presentan una concentracion de MeOH
diferente. Las microgotas que presentan solo un 5% de MeOH en su interior (Izquierda) presentan el mismo
problema de frente coalescente que las microgotas que presentan el 50% de MeOH. Por lo que se determiné
que el frente coalescente no depende del cambio en la composicion al interior de la microgotas.

4.3.3 Almacenamiento de microgotas.

La capacidad de la emulsién generada con Krytox y Jeffamina de ser transferida de
un chip a otro permiti6 llevar a cabo la evaluacion de su estabilidad a ser
almacenada por un periodo aproximado de una hora fuera del chip. Se removio el
segmento de tuberia PTFE que conecta a ambos chips y se sellaron los extremos
abiertos con parafilm para resguardar la emulsion. Una vez que concluyo el tiempo
de incubacion de una hora, se reintrodujo la emulsién al chip RuG y se observé en

la camara principal del chip RuG la integridad de la emulsion (figura 4-24).
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Figura 4- 24 Diagrama de la reintroduccién de microgotas que se incubaron fuera del chip (off-chip) empleando
una version modificada del chip GAF denominada chip E que permite la reintroduccion de la emulsion al chip
RuG mediante el flujo de fase fluorada en la tuberia PTFE que empuja la emulsion sin alterarla.

A partir de estos experimentos se determind que la fase continua formada por el
tensoactivo Krytox/Jeffamina no permiti6 almacenar la emulsion de forma estable
por periodos de una hora, ya que al ser reintroducida se observo la coalescencia

casi completa de las microgotas.

La coalescencia de la emulsion se asocia al esfuerzo mecanico que se ejerce para
remover el segmento de tuberia PTFE de los microchips. Es a partir de este
momento que se observa un aumento en la coalescencia de las gotas y que se
magnifica con el tiempo de almacenamiento. Lo poco favorable de los resultados
obtenidos en estos experimentos evidencian la poca utilidad de la mezcla para
futuros experimentos en dénde se busca que no exista coalescencia por lo que se

descarta su uso en experimentos posteriores.

70



4.4 Estabilidad de la emulsién: PFPE-PEG-PFPE / FH7500.

La necesidad de encontrar un tensoactivo que permitiera la generacion de
microgotas que pudieran ser almacenadas en segmentos de tuberia PTFE por un
intervalo de tiempo minimo de una hora sin que se presentara coalescencia llevo a
la sintesis de un tensoactivo fluorado tipo PFPE-PEG-PFPE referido en una
publicacion de Holtze, C. et al, Lab Chip 2008, 8 (10), 1632. Las propiedades
observadas en las microgotas generadas empleando este tensoactivo que se
sintetizo superan a las que presentan las microgotas generadas cuando se emplea

Unicamente el tensoactivo Krytox y la mezcla de este con Jeffamina.”?°

4.4.1 Generacion de microgotas con un gradiente de MeOH utilizando el
tensoactivo PFPE-PEG-PFPE.

Al igual que con las otras fases continuas, la primera serie de experimentos a los
que se sometid el tensoactivo sintetizado (2 % m/m en FH7500) fue probar su
capacidad para generar microgotas con diferentes concentraciones de MeOH.
Como se muestra en la tabla 4-5 la fase continua empleada no presenté ninguna

dificultad para generar microgotas a diferentes concentraciones de metanol.

Tabla 4-5 Condiciones de los experimentos de formacién de microgotas con el tensoactivo PFPE-PEG-PFPE

% MeOH en % MeOH en ®Purga OHPLC ®Bacterias fli)(l):f:ja Generacion de
HPLC (v/v) ugotas (v/v) (uL/h) (uL/h) (uL/h) (uL/h) ugotas
10 5
20 10
30 15 5940 60
40 20
50 25 ’
- 20 60 150 Si
70 35
80 40 5640 360
90 45
100 50

Los experimentos realizados con el tensoactivo PFPE-PEG-PFPE arrojaron
informacion que ayuda a corroboraron la hipotesis del cambio en la composicién

que sufren las microgotas cuando se llega a una concentracion de MeOH del 60%
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en el HPLC (30 % en las gotas). Se asume como causa mas probable que el
aumento de MeOH al interior de las microgotas produce un cambio en la tensién
superficial y/o viscosidad de éstas, volviendo necesario disminuir la succién que se
ejerce en la purga del microchip y asi lograr que no se interrumpa la generacion de

las microgotas en el chip GAF.

Se observé en algunos experimentos que la generacién de microgotas se podia
llevar a cabo sin la necesidad de disminuir la succién generada por la purga sin
embargo estos resultados no eran reproducibles en todos los ensayos realizados
por lo que se optd por la disminucion de la succidon generada en la purga del
microchip en los experimentos posteriores. Estos resultados son comparables con
los obtenidos empleando como fase continua la combinacidn del tensoactivo Krytox

con Jeffamina.

4.4.2 Transferencia de microgotas utilizando el tensoactivo PFPE-PEG-PFPE.
Una vez que se comprob6 que la generacion de la microgotas era posible a
diferentes concentraciones de MeOH, se llevaron a cabo los experimentos de
transferencia de la emulsion a través de un segmento de tuberia PTFE de 15 cm de
longitud como se ilustra en la figura 4-25.
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Figura 4- 25 Esquema de los experimentos de transferencia de microgotas realizados empleando como fase
continua una disolucién de tensoactivo PFPE-PEG-PFPE (2 % m/m). La formacion de las gotas se lleva a cabo
en el chip GAF (izquierda) en un intervalo de composicién al interior de las microgotas del 5-50% de metanol.
Las gotas generadas fueron forzadas a desplazarse por un segmento de tuberia PTFE de 15 cm por las gotas
gue se iban formando. Al observar la camara del chip RuG se observa que no hay microgotas que hayan
coalescido (derecha).

Ademas de la capacidad de las microgotas de ser transferidas de un chip a otro no
se observa la aparicion de un frente coalescente, lo que indica un aumento en la
estabilidad de la emulsién en comparacion con las dos anteriores. Ademas, como
se muestra en la figura 4-26, se aprecia que este aumento en la estabilidad de la
emulsion es consistente debido a que incluso soportan la compresion que se genera

de las microgotas a medida que viajan a través del chip RuG.
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Figura 4- 26 Comparacion de la reintroduccion de microgotas que viajan a diferentes longitudes de los canales
del chip RuG. En la primera imagen (izquierda) se observa c6mo se empaquetan las microgotas saliendo de la
camara principal del chip RuG y como éstas se compactan a medida que la longitud del canal va disminuyendo
(derecha). Esto demuestra un aumento en la estabilidad de la emulsiéon en comparacién con la generada con el
tensoactivo Krytox y Krytox/Jeffamina ya que esto no se habia observado en dichos experimentos.

A partir de los resultados obtenidos en donde se observa que la emulsion generada
empleando el tensoactivo PFPE-PEG-PFPE es capaz de transferirse de un
microdispositivo a otro sin la presencia de coalescencia, se procedio a evaluar la

estabilidad de las microgotas al ser almacenadas e incubadas fuera de los chips.

4.4.3 Almacenamiento de microgotas.

La estabilidad de las microgotas se evalué al reintroducirlas en el chip RuG después
de haber sido almacenadas por una hora en segmentos de tuberia PTFE de 15 cm
de largo. Como se ve en la figura 4-25 y 4-26, las microgotas se conservaron
integras. Entonces, se probaron tiempos de incubacién mas largos: 12 h, 24 h, 72 h
y 168 h (7 dias). La emulsion reintroducida a las 12 horas no presentd coalescencia
importante (aproximadamente del 1%) ya que se observan pocas gotas de mayor
tamafio respecto a la mayoria. Los resultados obtenidos a las 24 horas son
parecidos (aproximadamente 2%). Para los experimentos en donde se dejé
incubando la emulsion por 72 horas se observé hasta de un 10% de coalesencia y
en los experimentos de 168 horas se observd un aumento en la coalescencia de
hasta un 20% aproximadamente. El porcentaje de coalescencia se calculo a partir
del nimero de gotas de mayor tamafo observadas por cada 5 microgotas de

tamano normal.
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4.5 Caracterizacion de un sistema de dispositivos de microfluidica acoplados
a un equipo de HPLC empleando un compuesto fluorescente como
marcador.

Al comprobarse que las microgotas formadas con el tensoactivo PFPE-PEG-PFPE
tenian la estabilidad adecuada para contener porcentajes altos de metanol y ser
transferidas entre dispositivos y no coalescer en mas de un 10% después de ser
almacenadas en tuberias hasta por un plazo de 72 horas, se disefié un sistema de
microfluidica que pudiera encapsular en microgotas los compuestos separados en
la columna del HPLC y después transferir, almacenar y analizar por fluorescencia

estas gotas cargadas (Figura 4-27).

Una parte importante a caracterizar en el sistema es el tiempo de residencia que
presentan las gotas con cierto compuesto quimico en cada seccién. Se denomina
tiempo de residencia al tiempo que comprende desde la introduccion de cierto
analito a uno de los dispositivos y/o seccidn de estos hasta que el analito ya no se
encuentra presente en dicho dispositivo y/o seccidon. La relevancia de la
determinacion del tiempo de residencia que presenta un analito durante su trayecto
en el sistema viene dada por la capacidad de predecir el momento en el cual una
poblacién de microgotas que tiene en su interior un analito de interés, se encuentra
viajando en determinda seccion y asi poder estudiar esas gotas y saber de que

compuesto se trata.

Como se muestra en la figura 4-27 se determinaron cinco tiempos de residencia
para el sistema de microfluidica. Para hacer esto se inyectd el compuesto
fluorescente 4-metilumbeliferona (4MU) al equipo de HPLC y se monitereo el tiempo
gue tardaba en recorrer cada uno de los dispositivos y tuberias que integran todo el

sistema de microfluidica. Para ello se emple6 un microscopio de fluorescencia.

El sistema inicia en un equipo de HPLC que separa los compuestos quimicos. El
tiempo de elucién de la 4MU corresponde al tiempo en el cual eluye el compuesto
de acuerdo al programa de elucion A5 en el sistema cromatografico. La deteccién
en este punto se realiza por medio del detector UV/Vis del equipo HPLC. Posterior

a la elucién del compuesto y aprovechando la propiedad fluorescente que presenta,
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se monitore6 el recorrido de la 4MU empleando un microscopio de fluorescencia
(figura 4-27-A). Se registré el tiempo que tarda el compuesto en salir del HPLC y
ser introducido en el chip GAF (figura 4-27-B). La deteccion en este punto se realizé
por medio de la fluorescencia observada para el compuesto por medio del
microscopio. Después, se registré el tiempo en el cual se deja de observar
fluorescencia en el chip GAF y que se denomina como el tiempo que tarda en salir
un compuesto del primer dispositivo de microfluidica ya encapsulado en microgotas
(figura 4-27-C) denominado como: lapso fluorescencia GAF. Posteriormente, se
midié el tiempo que tardaban en recorrer las microgotas un segmento de tuberia
PTFE de las siguientes logitudes: 15, 25, 35 y 50 cm. Este tiempo es importante ya
que permite identificar la longitud de tuberia 6ptima para almacenar en su totalidad
aquella poblacion de microgotas que contiene el analito de interes (figura 4-27-D).
Finalmente se determind el tiempo que tardaba el compuesto en llegar a la camara
principal del chip RuG, este tiempo solo es relevante si se desea analizar las
microgotas sin que se detenga el flujo en ningan punto del experimento, es decir, si
no se retira el segmento de tuberia PTFE para incubar las micrgotas (figura 4-27-
E).
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Figura 4- 27 A) Determinacién del tiempo de retencion del compuesto fluorescente en una columna de HPLC
de acuerdo con el programa de elucién A5. B) Tiempo que tarda un compuesto separado en el equipo de HPLC
en ser introducido al chip GAF. C) Tiempo que tarda un compuesto que esta siendo introducido en el chip GAF
en ser completamente encapsulado en microgotas. D) Tiempo que tarda un compuesto encapsulado en
microgotas en viajar a través de un segmento de tuberia PTFE de 15, 25, 30 y 50 cm hasta llegar a ser detectado
en el chip RuG (tiempo de recorrido de tuberia PTFE). E) Tiempo que transcurre desde la entrada de las
microgotas con el compuesto fluorescente al chip RuG y su deteccion en el canal de salida (tiempo de residencia
de la emulsion en el chip RuG).

4.5.1 Determinacion del tiempo de elucién de la 4MU en el HPLC.

La 4-metilumbeliferona (4MU) es un compuesto fluorescente cuando se encuentra
en una disolucion neutra o basica y se utilizO para caracterizar el sistema de
microfluidica (figura 4-28).3° Se inyectaron 20 pL de una solucién estandar de 4MU
a 1600 uM disuelta en una mezcla de disolucion amortiguadora de fosfato a pH 7 y
10% de MeOH. Se estimé que la concentracion media de 4MU en el flujo
proveniente del equipo HPLC fue aproximadamente de 55 uM a partir de la siguiente

formula:

- Vinj [Std
[AMU] = j [Stdamyl

L
tamuPrpLc1000 %
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En donde t4MU es el tiempo de retencion del compuesto (Figura 4-28) y “fi” HPLC
es el flujo del HPLC (0.1 mL/min). Esta férmula se generd a partir de la férmula

clasica de célculo de la concentracion de una dilucion:
GV, =GV,

Después de despejar la concentracion de la dilucion generada por el HPLC (C2)
llegando al siguiente despeje:
_ G0
2 = VZ
En donde Ci es la concentracion inicial de la disolucion estandar de la 4MU (160
uM); V1 es el volumen que se inyecta al equipo de HPLC de la disolucion estandar

de 4MU y finalmente V2 se calcula a partir del flujo que se tiene en el equipo HPLC,

asi como por el tiempo de retencion que presenta la 4MU.

Cromatograma 4MU ([1600 uM], pH=7, 10%
MeOH)

700000 °
600000
500000 °

400000 ”

300000 ° 320 nm
— 280 Nnm

Absorbancia (mV)

200000

100000

0 5 10 15 20 25 30

tiempo (min)

Figura 4- 28 Cromatograma obtenido para la 4MU disuelta en disolucién amortiguadora de fosfatos pH= 7.0
con 10% de metanol. En este se observan cuatro picos correspondientes a diferentes especies protonadas de
la 4MU%0, Los picos A-C son las especies predominantes en la disolucion y presentan fluorescencia. A tr= 10.86
min, B tr=13.37 min, C tr= 16.71 min. El pico D se trata de una impureza cuya identidad se desconoce.
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4.5.2 Determinacion del tiempo de traslado de la 4MU desde el HPLC hasta el
chip GAF.

Se llevaron a cabo una serie de experimentos cuyo objetivo era determinar el
tiempo que transcurria para que la 4MU detectada en el equipo de HPLC viajara por
una tuberia externa y fuera introducida en el primer microchip denominado GAF
(Figura 4-29).

Compuesto fluorescente

Compuesto fluorescente T

@ AN
\V

—> —e

T T T " salida HPLC ‘\

A

Figura 4- 29 Una vez que se determina el tiempo de retencion de un compuesto fluorescente (A) se determiné
el tiempo que tarda éste compuesto en salir del sistema HPLC viajar por una tuberia y ser introducido en el chip
GAF (B). Este tiempo se obtiene cuando se observa la presencia de fluorescencia en una de las entradas del
chip GAF.

Se realizaron tres inyecciones de 4MU a las mismas condiciones y los resultados

se presentan en la tabla 4-6.

Tabla 4-6 Resultados de los experimentos realizados para determinar el tiempo de introduccién de un analito

al chip GAF
i
. |fer'npo de Tiempo de inicio Tiempo de
inicio de la ., ) 8
deteccién de de la deteccion de introduccién de
AMU en HPLC 4MU en ChIF) GAF | analitos al chip F—]AF
. i (ticcar; min) (tanpLc-ticear; Min)
(tanpic; min)
9:30 10:52 1:22
9:23 10:51 1.28
9:12 10:32 1:20
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El tiempo promedio que tardd la 4MU en viajar desde el equipo de HPLC hasta el
chip GAF es de 1:23 minutos. Este tiempo se puede considerar constante para todos
los analitos separados en el HPLC con una masa molar en el orden cercano a la de

4MU debido a que tendrian coeficientes de difusion parecidos.

4.5.3 Determinacion de la difusion del pico de 4MU durante su trayecto:

HPLC a la encapsulacion en microgotas en chip GAF.

Ademas del tiempo de traslado del HPLC al chip GAF, se determind el intervalo de
tiempo que tarda un compuesto en eluir del equipo HPLC (ancho del pico
cromatografico) y el tiempo que tarda en ser segmentado en microgotas el fluido en
el que viene el compuesto. Con esto es posible saber si se presenta una difusién
significativa del analito a lo largo del recorido (difusion de Taylor = dispersion de
cualquier compuesto que se mueva en flujo continuo por una tuberia). Lo anterior
se puede determinar al comparar ambos tiempos. Si ambos tiempos son iguales se
puede considerar que no existe difusiébn del analito. Por otra parte, si estos son
diferentes se considera que existe difusion. Determinar si existe o no difusion del
analito permite conocer si existe el riesgo de que los compuestos separados en el
HPLC se puedan mezclar parcialmente al recorrer la tuberia antes de ser
encapsulados en las microgotas. La mezcla de analitos seria en detrimento del
sistema ya que se desea medir la actividad de cada compuesto individualemnte en

el interior de las microgotas.

T Chip GAF Chip GAF T

‘ Inicio de la deteccién del ‘

—@ compuesto fluorescente. —@

A N

Fin de la deteccion del
compuesto fluorescente.
® ®

Figura 4- 30 La deteccion de la fluorescencia se realiza en la parte superior del chip GAF en el canal donde se
conecta la tuberia de salida del equipo HPLC. Se toma el tiempo con cronometro a partir de que se detecta la
presencia de la fluorescencia en la parte superior del chip hasta que se deja de observar la Ultima microgota
formada con fluorescencia. Esta se observa en la base del pentagono del chip GAF en donde se intersecta el
flujo de aceite fluorado y el flujo proveniente del HPLC, es en este momento cuando se detiene el cronometro.
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Como se muestra en la figura 4-30 se realiz6 una serie de experimentos en donde

se determiné el tiempo total de residencia del compuesto fluorescente en el chip

GAF y se determiné el ensanchamiento del pico cromatogréafico. Los resultados

obtenidos se resumen en la tabla 4-7.

Tabla 4-7 Resultados de los experimentos de determinacion del tiempo de residencia de un compuesto
fluorescente

Tiempo de inicio
de la deteccion

Tiempo de final
de la deteccidén

Tiempo de inicio
de la deteccidén de

Tiempo del final
de la deteccion

Diferencia entre los
tiempos de deteccién

Experimento uv uv Fluorescencia de . UV-Fluorescencia
(min) (min) (min) Fluorescencia (min)
(min)
1 09:12 20:31 10:35 22:34 00:40
2 09:18 19:18 10:41 21:14 00:33
3 09:15 19:48 10:38 21:47 00:36
Promedio 09:15 19:52 10:38 21:51 00:36

De acuerdo con los resultados de la tabla 4-7 un compuesto que es separado en el

equipo de HPLC y es introducido al chip GAF se difunde durante su trayecto por la

tuberia de salida del equipo HPLC. El tiempo total de deteccion, que se considera

como el tiempo que transcurre para la elucion completa del compuesto en la

columna cromatografica y que corresponde a la base del pico cromatografico, es

menor al tiempo durante el cual se detecta la presencia de fluorescencia en el chip

GAF. Lafluorescencia solo puede provenir del compuesto que esta siendo separado

(4MU) por lo que se considera que el aumento en el tiempo durante el cual se

detecta la presencia del compuesto fluorescente es de 36 segundos en promedio
(Figura 4-31).
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Figura 4- 31 Un compuesto que es separado en un equipo de HPLC presenta difusién en su camino hacia al
chip GAF, esto se presume a partir del aumento en el tiempo total de deteccién de la sefial de fluorescencia en
comparacion con el mismo tiempo observado en la sefial UV.

El ensanchamiento del pico fue solo de un 6%. Este porcentaje se calculo
considernado el tiempo de elucidon en el HPLC 10:37 min (637 s) y el tiempo de
deteccién de la fluorescencia en el chip GAF 11.13 min (673 s). Se considera que
la difusién observada podria no afecta cuando se trabajan con mezclas sencillas en
donde los componentes individuales tuvieran una separacién mayor al aumento de

36 segundos.

4.5.4 Determinacion de la longitud 6ptima de tuberia PTFE para contener una
poblacion particular de microgotas.

Una vez que se determiné el tiempo que tarda un compuesto que es separado en
el equipo de HPLC en ser introducido al chip GAF y salir de este encapsulado en
microgotas, se procedié entonces con la determinacion de cual deberia ser la
longitud apropiada de un segmento de tuberia PTFE para almacenar toda la
poblacion de microgotas en donde quedd encapsulado el compuesto fluorescente.
Para esto se probaron cuatro longitudes diferentes de tuberia PTFE: 15, 25, 35y 50
cm y se midio el tiempo que tardaban en recorrer las microgotas los segmentos de
tuberia PTFE. El tiempo se comenzaba a medir cuando las Ultimas gotas
fluorescentes se introducian a la tuberia PTFE (a la salida del chip GAF) y se dejaba
de medir cuando se observaba en la camara principal del chip RuG la presencia de

las primeras gotas fluorescentes.
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Para poder determinar la longitud minima para almacenar todas las microgotas
fluorescentes, se pensé que seria aquella en dénde se observara un tiempo de
recorrido al menos igual o de preferencia mayor al tiempo de encapsulacién del
compuesto fluorescente en el primer microchip (Chip RuG). Los tiempos de

recorridos del tren de gotas por las diferentes tuberias se resumen en la tabla 4-8.

Tabla 4-8 Resultados de los experimentos de tiempo de recorrido de la emulsién

Longitud (cm) Tiempo de Tiempo de Tiempo de
salida del reintroduccion de las recorrido (min)
chip GAF microgotas con 4MU en

(min) el chip RuG(min)
15 21:51 28:01 6:10
25 21:51 28:51 7:00
35 21:51 36:03 14:12
50 21:51 49:11 27:20

Con los resultados obtenidos se pudo determinar que de acuerdo con el tiempo de
recorrido que presentaba la 4MU, la minima longitud de tuberia PTFE apropiada
para utilizar en los experimentos posteriores de almacenamiento de las microgotas
era la de 35 cm. Esto dado que el tiempo total en el cual se logran encapsular la
4MU en microgotas es de 11:13 minutos (Figura 4-32) y que el tiempo de recorrido
para estas gotas en la tuberia de 35 cm es de 14:12 minutos. Por esta razén se opto

por emplear esta longitud en los experimentos posteriores.
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l1/2=7.5 em-t1,2=3:05 min

1=15 ¢m-t=6:10 min

112=12.5 cm-t12=3:30 min

1=25 em-t=7:00 min

l1/2=17.5 cm-ty2=7:06 min

1=35 cm-t=14:12 min

11/2=27.5 cm-t1,2=13:40 min

|=55 cm-t=27:20 min

e

Figura 4- 32 Se experimento con longitudes de tuberia PTFE para encontrar aquella que pudiera almacenar a
las microgotas donde se observa fluorescencia para ser analizadas posterior a su incubacion.

4.5.5 Determinacion del tiempo de residencia de la 4MU en el chip RuG.

Posterior a los experimentos en donde se determind el tiempo que tardaba en
recorrer la emulsion fluorescente un segmento de tuberia PTFE, se continud con la
determinacion del tiempo de residencia de las gotas en el chip RuG. La importancia
de la determinacion de este tiempo es el conocer cudl es la ventana que se tiene
para tomar fotografias a las microgotas mientras estan siendo introducidas al chip

RuG para asi poder ser analizadas.

El tiempo de residencia se determina de manera similar a como se realiz6 la
determinacion del tiempo de residencia de la 4MU en el chip GAF. Se monitoreo la
entrada del chip RuG empleando el microscopio de fluorescencia y se cronometré

el tiempo a partir de que se detecta la introduccion de las primeras microgotas
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fluorescentes hasta el momento en el que ya no se observa ninguna de estas en la
camara principal del chip como se muestra en la figura 4-33. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 4-9.

Tabla 4-9 Resultados de los experimentos de determinacion del tiempo de residencia de la emulsion en el

chip RuG
Tiempo de inicio de deteccion | Tiempo de final de deteccion Tiempo de residencia. (s)
de fluorescencia. (s) de fluorescencia. (s)
1055.50 1533.75 478.25

Uy

09:17 min

Chip|RuG
L

Figura 4- 33 La obtencion del tiempo de residencia de las microgotas fluorescentes en el chip RuG se realiza
introduciendo la emulsién que se genera en el chip GAF y se almacené en el tubo de PTFE de 35 cm. Se
observa que la emulsién fluye en tres direcciones diferentes ilustradas por las flechas moradas en la imagen.
Sin embargo, en las secciones A y B suelen depositarse las microgotas facilitando su analisis. Manteniendo el
flujo generado por el chip GAF (270-570 pL/h; flujos correspondientes a la fase acuosa) no queda ninguna
microgota fluorescente después de 9:17 minutos en promedio.

4.5.9 Difusiéon de analitos encapsulados en microgotas.
Adicionalmente a los experimentos de caracterizacion del sistema de microfluidica
se encontr6 que la estabilidad de la emulsidén permitia que no existiera intercambio

aparente entre los analitos contenidos en las microgotas. Esto se determiné al
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observar bajo la luz de la lampara de fluorescencia la emulsion contenida e incubada
en diferentes segmentos de tuberia PTFE. Al iluminar diversas secciones de tuberia
se observo que solo las secciones en dénde se encontraba la poblacion de
microgotas que contenia 4MU tenian fluorescencia, mientras que las secciones en
donde habia microgotas que no contenian la 4MU, no presentaban fluorescencia
(figura 4-34 y 4-35). Tambien, al incubar y observar gotas con y sin 4MU en la
camara principal del chip RuG, no se observé incremento de la fluoresencia en las

segundas.

Seccién de tuberia
ddnde se observa
fluorescencia a
simple vista.

Figura 4- 34 Fotografia tomada a un segmento de tuberia PTFE en donde se habia almacenado las microgotas
gue contenian el compuesto fluorescente. Al iluminar con la luz fluorescente la tuberia se puede apreciar a
simple vista que estas fluorescen.

Lo anterior es importante debido a que la difusién de los analitos no es deseable en
la mayoria de las ocasiones. Para los ensayos bioldgicos es de vital importancia
que no exista difusion del contenido de las microgotas ya que se desea identificar

las propiedades del analito independientemente en cada gota.
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Sin embargo, es importante puntualizar que no se hicieron pruebas mas robustas,
como determinar si existe un intercambio de analitos entre microgotas durante
periodos de tiempo mayores a 24 horas. Los resultados obtenidos son cualitativos
y se determinaron para un perido de tiempo de 24 horas posteriores a la

encapsulacién del compuesto fluorescente en microgotas.

Microgotas
que contienen
4MU

===

Lampara de
fluorescencia.

Figura 4- 35 Esquema en donde se ejemplifica como es que se observan las microgotas que presentan
fluorescencia desde el exterior de la tuberia PTFE cuando se iluminan con una lampara fluorescente. Esto da
pista de que no existe una contaminacién entre microgotas ya que aun en experimentos donde se dej6 encubar
la emulsiéon no se observé un aumento en la zona delimitada por la presencia de la fluorescencia al inicio.

4.6 Encapsulamiento de células en microgotas.

Una vez que se logo caracterizar el sistema de microfluidica se procedio a realizar
una serie de experimentos con la intencibn de demostrar la capacidad del
tensoactivo para generar microgotas estables que contuvieran en su interior una

pequefia poblacion de células de E. coli BL21.

Estas células se tifieron con la tinta fluorescente bromuro de etidio (BrEt), un
compuesto que solo tifie a las células no viables, con el objetivo de poder realizar
un monitoreo del niamero de células que van muriendo al interior de las microgotas.
Se planteé que, si en el interior de las microgtas existe algun tipo de agente

bactericida como la fosfomicina o la misma composicion de la fase movil proveniente
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del equipo HPLC, deberia de ser posible notar un aumento en el nimero de célula
no viables despues de los diferentes tiempos de incubacién que se monitorearon: 0
h.24 h,48 hy 72 h.

4.6.1 Encapsulamiento de células de E. coli en microgotas empleando un
sistema de microfluidica.

La suspension de bacterias fue introducida en el chip GAF por medio de una jeringa
de plastico de 1 mL y se combiné con el flujo proveniente del HPLC. En el equipo
se corrid el programa de elucion A5’ y se realiz6 una inyeccion de una disolucion
estandar de fosfomicina a una concentracién de 2.5 mg/mL. Ambos flujos se
mezclan antes de llegar a la base del pentdgono por donde se hace fluir la fase

fluorada y que al intersectarse dan pie a la generacion de microgotas (figura 4-36).

Durante los primeros cinco minutos, la composicion en el programa de elucion A5’
tiene una proporcion de 90% de fase mavil A (H20:ACN, 95:5) y 10% de fase movil
B (MeOH). Al formar las microgotas el porcentaje de disolventes organicos se
reduce a la mitad ya que la suspension de células de E. coli aporta la mitad del
volumen de las gotas. Para poder realizar el conteo de células no viables presentes
en cada microgota se monto el sistema de microfluidica como se describe en la
figura 4-36.
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Chip GAF

Figura 4- 36 En el chip GAF antes de que se generen las microgotas, se puede observar una interfase entre el
flujo proveniente del HPLC y la introduccion de las células tefiidas (izquierda). Una vez formadas las microgotas,
viajan por la tuberia de PTFE y son introducidas en la camara principal del chip RuG en dénde pueden ser
estudiadas (derecha).

Las microgotas con células tefiidas en su interior se incubaron en una tuberia de
PTFE y en diferentes tiempos se reintrodujeron al chip RuG donde se observaron
bajo el microscopio de fluorescencia como se muestra en la figura 4-37. Los filtros
DAPI-50L-A y LF 561/LP-C permiten ver la fluorescencia generada por la tinta BrEt.
Sin embargo, el segundo filtro es selectivo Unicamente a la fluorescencia generada
por esta tinta por lo que se considera que el conteo obtenido para las fotografias
tomadas bajo este filtro son los datos mas confiables debido a que presenta menor

contaminacion lUminica.
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Figura 4- 37 Fotografias tomadas a las microgotas con células de E. coli. En la primera imagen (arriba) se
observan las microgotas con células teflidas en su interior bajo el filtro DAPI-50L-A. En la segunda imagen
(abajo) se observan las mismas microgotas bajo el filtro LF 561/LP-C.
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El conteo de las células no viables contenidas al interior de una poblacion de once
microgotas se realiz6 con imagenes tomadas a diferentes tiempos de incubacién y
empleando el software ImageJ para el andlisis de imagenes. Los promedios de las
células tefiidas con BrEt en 66 microgotas (seis fotografias) a diferentes tiempos de

incubacion se muestran en la figura 4-38.
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Figura 4- 38 Numero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio dentro de microgotas después de
diferentes tiempos de incubacion.

Al revisar los resultados se encontré que el numero de células no viables detectado
en cada ensayo no presentd un aumento al paso del tiempo, como seria de
esperarse al estar en contacto con el antibiotico fosfomicina. Por el contrario, oscild
entre 30 y 70 células. Por cuestion de tiempo no se realizaron mas experimentos
para encontrar el origen de estos resultados, pero una hipotesis es que la gran
mayoria de las células sufrieran dafios y se tifieran con bromuro de etidio desde los
primeros instantes al haber sido expuestas a una concentraciéon de 5% de metanol
en las microgotas. Sin embargo, se demostré que la emulsiéon formulada con el
nuevo tensoactivo fluorado PEG-PFPE-PEG es capaz de incubar células en
microgotas hasta 72 horas y transferirlas de un dispositivo a otro después de este

tiempo de manera confiable.
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5 Conclusiones

Se logré sintetizar el tensoactivo fluorado PFPE-PEG-PFPE que permite la
generacion de una emulsion de gotas estables en un aceite fluorado con una
composicion variable de agua:metanol desde 0 hasta 50% de metanol. La
estabilidad de las microgotas con este tensoactivo es mucho mayor frente a las otras
gotas generadas a partir de un tensoactivo fluorado disponible comercialmente
(Krytox); o bien de la mezcla del tensoactivo Krytox con el agente estabilizador

Jeffamina.

Ademas de formar microgotas adecuadamente, el tensoactivo fluorado PFPE-PEG-
PFPE permitio transferir integramente las microgotoas de un dispositivo de
microfluidica a otro; incubarlas fuera del microchip en una tuberia de PTFE; retener
adecuadamente el compuesto 4MU en el interior de las microgotas y finalmente
incubar céulas de E. coli BL21 en las microgotas por periodos de hasta 72 horas.

Se disefid6 un sistema de microfluidica que combina dos dispositivos de
microfluidica, uno encargado de la generacion de microgotas y otro que permite el
andlisis de las microgotas. Este sistema se emple6 para comparar la capacidad de
los tensoactivos de generar microgotas con concentraciones de hasta un 50 % de
metanol, la estabilidad de las gotas y la resistencia de las gotas a ser transportadas

a través de un segmento de tuberia de PTFE.

Este sistema de microfluidica se logré acoplar con un equipo de HPLC, permitiendo
fraccionar en miles de microgotas el compuesto 4MU que se inyecto en el equipo.
Las microgotas se almacenaron en un segmento de tuberia PTFE manteniendo el

orden en que fueron formadas y manteniendo encapsulado el compuesto 4MU.

El trabajo realizado en este proyecto sienta las bases para el desarrollo de un
sistema de Deteccion Sistemético de Alta Eficiencia que potencialmente podria
realizar la separacién de una mezcla compleja como lo es un extracto natural y
realizar posteriormente ensayos de viabilidad celular con cada una de las fracciones

separadas para asi identificar compuestos con actividad bactericida.
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La sintesis del tensoactivo fluorado que se desarroll6 durante este trabajo posee
gran relevancia, ya que al compararse con otros tensoactivos fluorados, el
tensoactivos PEG-PFPE-PEG permite manipular las microgotas que se generan
dentro del chip GAF. Los sistemas de escrutinio de alta eficiencia basados en
microgotas dependen de que las microgotas generadas puedan ser manipuladas,
almacenadas, incubadas e incluso transportadas sin que el registro se pierda ni que
exista contaminacién cruzada entre las microgotas. Estas propiedades se

observaron en las microgotas generadas a partir del tensoactivo PEG-PFPE-PEG.
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6 Perspectivas a futuro

Durante la elaboracion de este proyecto se identificaron diferentes oportunidades
asociadas a distintos procesos experimentales, a continuacion, se enlistan la serie
de mejoras detectadas para robustecer el dispositivo de escrutinio de alta eficiencia

desarrollado:

e Establecer el proceso de tincion celular idéneo para los ensayos biologicos
basados en microgotas. Se busca una combinacién de tinciones que permita
distinguir correctamente entre microorganismos viables y no viables bajo
cierto filtro y/o longitud de onda.

e |dentificar el microorganismo diana apropiado para la evaluacion de
viabilidad celular en ensayos biologicos basados en microgotas.

e Robustecer el método de procesamiento de imagenes empleando el software
ImageJ (o equivalente) que facilite el conteo de microorganismos al interior
de microgotas por el método de fluorescencia.

e Encontrar el medio de cultivo adecuado para los ensayos de viabilidad celular

basados en fluorescencia.
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