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Resumen

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de los hongos cuya deteccion tiene un rol
sustancial en la seguridad de los productos alimentarios. Sin embargo, los métodos
convencionales de deteccion de micotoxinas requieren de instrumentos especializados,
laboratorios costosos y personal altamente capacitado. Esto reduce la accesibilidad de estos
métodos para los usuarios finales, que son los agricultores, los productores y los exportadores.
Asi, el desarrollo de biosensores altamente sensibles, selectivos, reutilizables y capaces de
detectar multiples micotoxinas representa una alternativa novedosa frente a los métodos

convencionales.

En este trabajo de investigacion, se hace un enfoque especial en los biosensores a nanoescala
aplicados a la deteccion de micotoxinas. Se hace énfasis en los agentes de reconocimiento mas
usados en la deteccion de los analitos de interés y en el uso de transductores dpticos basados
en metales nobles a nanoescala. Dentro de este grupo de biosensores, los anticuerpos y
aptameros son los agentes de reconocimiento mas usados; mientras que, por el lado de la
transduccion, este trabajo se enfoca en los sensores nanoplasmoénicos por ser una alternativa
optica novedosa que permite obtener niveles de deteccion similares o mejores a los métodos

convencionales, sin perder accesibilidad, y que se encuentra en constante desarrollo.

Finalmente, se presentan los tres principales tipos de sensores nanoplasmonicos reportados en
los ultimos afios, los cuales aprovechan las extraordinarias propiedades Opticas de los
nanomateriales de metales nobles como la resonancia del plasmén superficial, la resonancia de
plasmones superficiales localizados y la amplificacion del campo eléctrico que da pie a la
espectroscopia Raman amplificada en superficie. Ademas, se discuten las ventajas y
desventajas de estos sensores nanoplasmonicos con el fin de desarrollar nuevos biosensores

que puedan ser aplicados en la deteccion de micotoxinas a bajas concentraciones.
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Capitulo 1. Las micotoxinas como contaminantes naturales de

alimentos

1.1. Definicion, tipos de micotoxinas y sus efectos sobre la salud

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos principalmente por hongos del género
Aspergillus, Penicillium y Fusarium.! Estas moléculas contaminan a diversos productos
agricolas como los granos de cereales, cacao, arroz, granos de café, hierbas y especias, entre
otros, cuando el producto pasa por ciertas condiciones ambientales en cualquier etapa de la

cadena productiva.'??

Las principales micotoxinas presentes en alimentos son las
aflatoxinas (AFs), las ocratoxinas (OTs), las fumonisinas (FUMs), la patulina (PAT), la

zearalenona (ZEA) y el deoxinivalenol (DON),! cuyas estructuras se ilustran en la Figura 1 y

se describen en los siguientes parrafos.

Figura 1. Estructuras de las principales micotoxinas encontradas en alimentos.



Las aflatoxinas (AFs) son producidas principalmente por las especies Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus,’ y dentro de este grupo de micotoxinas, las aflatoxinas B1, B2, G1
y G2 son las que generalmente contaminan los cultivos. Ademas, la aflatoxina M1 contamina
la leche de vacas que comen cultivos contaminados con aflatoxina B1 (AFB1) debido al
metabolismo que sufre la AFB1 en el higado de las vacas.* La produccion de estas micotoxinas
se encuentra regulada por las condiciones de temperatura, humedad y cantidad de lluvia durante
el crecimiento, la cosecha y el almacenamiento. Los productos mas susceptibles a aflatoxinas
son el mani, el maiz, los frutos secos, los pistachos y el arroz.®> La ingesta de esta micotoxina
estd asociada con efectos a largo plazo como el aumento del riesgo de cancer de higado, la
aparicion de defectos congénitos, problemas renales y del sistema inmune, y, a corto plazo,

problemas hepéticos e incluso la muerte.’

Otra clase de micotoxinas producidas por el género Aspergillus son las ocratoxinas. Estas son
producidas principalmente por las especies Aspergillus ochraceus y Penicillium verrucosum,®
y se pueden encontrar 3 tipos: A, B y C, siendo la ocratoxina A (OTA) la més dafiina.” La
produccion de esta micotoxina estd asociada con un mal almacenamiento y secado de granos
como el trigo, el centeno, la avena, la cebada, el café, las uvas y el vino.> La presencia de OTA

en la dieta humana y animal genera tumores renales, aberraciones cromosdmicas y problemas

en los rifiones.’

Los hongos del género Penicillium también producen patulina (PAT). Esta micotoxina es
producida por las especies Penicillium expansum y Penicillium griseofulvum.® La produccion
de esta micotoxina se ve favorecida por el almacenamiento de frutos dafiados a temperatura
ambiente.® Los casos mas conocidos de contaminacion se reportan en los jugos o sidra hecha
de manzanas que presentan zonas podridas, pero también se ha reportado su presencia en

cereales, queso y frutas.’ La exposicion aguda a patulina puede causar nduseas y vomitos,



mientras que se ha reportado que la exposicion cronica afecta el rifion, el higado, el colon y el

sistema inmune, y causa aberraciones en el ADN.?

Por otro lado, a diferencia de las otras micotoxinas, las fumonisinas (FUMs) son producidas
por la especie Fusarium verticilliodes y entre ellas se encuentran las fumonisinas B1, B2 y B3.’
Su produccion se ve incrementada cuando el cultivo atraviesa una temporada de alta humedad
luego de un periodo de clima seco y calido; sin embargo, los niveles de estas micotoxinas
también pueden ser afectados por los procesos de molienda, fabricacién y almacenamiento.’ El
principal producto infectado por esta familia de micotoxinas es el maiz, pero también puede
contaminar otros granos como el trigo.’ La exposicion aguda a fumonisinas puede producir
diarrea y dolor abdominal mientras que la exposicion cronica puede producir cancer al

es6fago.!”

El género Fusarium también es responsable de producir zearalenona (ZEA). Esta es producida
principalmente por las especies Fusarium graminearum 'y Fusarium culmorum,’ y se produce
principalmente en la post-cosecha de los cereales. Los alimentos en los cuales mas se ha
reportado la presencia de esta micotoxina son el maiz, el trigo, la cebada, la avena, el arroz y
el pan.'! Altos niveles de esta micotoxina se relacionan con alteraciones endometriales y con

el crecimiento de carcinomas mamarios; sin embargo, tiene una baja bioacumulacion.'?

La especie Fusarium graminearum también produce deoxinivalenol (DON), siendo este hongo
el principal productor de esta micotoxina.!* Aunque su produccién ocurre en condiciones
climaticas normales, estd especialmente favorecida en condiciones frescas y humedas. Los
productos principalmente afectados son el trigo, el maiz, la avena, la cebada, el pan, los fideos
y la cerveza.>'* La ingesta de alimentos con altos niveles de esta micotoxina puede causar

vOmitos y nauseas.’



Como se puede apreciar, la proliferacion de estos contaminantes depende de factores
ambientales pre- y post-cosecha, de la temperatura y humedad, pero también de otros factores
relacionados a la biodisponibilidad de micronutrientes y el dafio del cultivo por plagas, siendo
un fenémeno complejo.!* Adicionalmente, se ha reportado que las micotoxinas se pueden
encontrar presentes en el producto final procesado debido a que sus estructuras quimicas son
estables y resistentes a altas temperaturas.'* Por ello, la presencia de micotoxinas en alimentos

representa un problema preocupante para la salud publica.

1.2. Efectos econOmicos, regulacion y situacion actual

La presencia de micotoxinas no solo tiene consecuencias sobre la salud de los seres humanos
y animales, sino que también genera pérdidas econdmicas. Estas pérdidas estan asociadas a los
cuidados de la salud de la poblacion, a la pérdida de alimentos, y al gasto adicional que efectua
el consumidor o el productor para cumplir con la carga econdmica de regular el suministro de
alimentos y piensos, relacionado a estrategias correctivas de cultivo y al analisis exhaustivo de

sus productos.’

Frente a estos problemas, diferentes organismos han planteado limites maximos permitidos de
estas micotoxinas en alimentos. En la Tabla 1, se resumen los valores establecidos por la Union
Europea (UE),"” la Administracién de alimentos y firmacos de los E.E.U.U. (FDA, por sus
siglas en inglés),!® y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la

Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés).!”

Gracias a la regulacion estricta para la mayoria de micotoxinas que impone limites del orden
de las partes por billon (ppb), la Union Europea sigue reportando casos de alimentos

contaminados por micotoxinas. Con la finalidad de contar con informacién maés precisa y



resumida, se trabajo con la base de datos del Sistema de alerta rapida para alimentos y
piensos (RASFF por sus siglas en inglés).'® El analisis, presentado en la Tabla 2, identifica un
total de 1278 casos de contaminacion de micotoxinas en alimentos alrededor del mundo, siendo

la media mayor a 400 casos por afo.

Tabla 1. Niveles maximos permitidos de micotoxinas en los alimentos en la UE, la FDA y la FAO.

Micotoxina Alimento UE (ng/kg)" FDA (ng/kg)'®  FAO (ng/kg)"
Aflatoxinas B1, Cereales, arroz, frutos
B2, G1, G2 secos, especias, nueces 413 20 10-15
Leche, productos Balencc®
Aflatoxina M1 ©ChS, b 0.025 férmulas 0.5 0.5
lacteos .
infantes
Ocratoxina A Cereales, frutos secos
de la vid, vino, uvas, 0.50 — 80 20" 5
café, cacao, especias
Fumonisinas Maiz y derivados 200 — 4000 2000 — 4000 2000 — 4000
Bl1, B2, B3
Patulina Zumos de frutas y
manzanas, productos
de manzana, 10 -50 50 50
alimentos infantiles
Zearalenona Cereales y derivados,
maiz, aceite de maiz, 20 — 400 B B

alimentos infantiles

Deoxinivalenol  Granos, cereales y
derivados, harina, 200 - 1750 1000 — 5000 200 - 2000
alimentos infantiles

* Este valor no corresponde a un limite maximo permitido; sin embargo, la FDA recomienda que concentraciones
de OTA menores o iguales a 20 pg.kg™' no requieren mayor evaluacion.

Seglin este andlisis, se identificO que las principales categorias de alimentos contaminados
fueron las nueces y derivados, semillas, frutas, vegetales, cereales y productos de panaderia,
hierbas y especias. En particular, las dos primeras categorias representan casi el 78% del total
de alimentos contaminados. La mayor cantidad de estos presentaron aflatoxinas (86.78%),

ocratoxina A (10.95%) y fumonisinas (1.02%) mientras que para las demds micotoxinas como



PAT, DON y ZEA se reportaron menos de 10 ocurrencias. De los casos totales, 132 provinieron
de la region sudamericana, siendo Argentina el pais con mayor nimero de casos reportados
(92), seguido de Bolivia (18) y Brasil (12), todos ellos con mas de diez casos registrados. El
Peru presentd seis casos de contaminacion: cinco de estos en la categoria de cereales y
productos de panaderia, y uno en la categoria nueces y sus derivados, asi como de semillas. En
cuatro de ellos se reporto la presencia de fumonisinas, uno de aflatoxinas y uno de ocratoxina A.
En la Tabla 2, se muestra un resumen de las principales micotoxinas encontradas, el nimero

de casos totales y los paises incidentes obtenidos de la base de datos de RASFF.

Tabla 2. Resumen del nimero de casos de contaminacion por micotoxinas y su procedencia en los tlltimos 3 afios
por la UE".

Micotoxina N° de casos’ Paises incidentes
Aflatoxinas 1109 Argentina, Egipto, India, Iran, Turquia, Estados
Unidos
Ocratoxina A 140 India, Indonesia, Turquia
Fumonisinas 13 Argentina, Pert, Eslovaquia
Patulina 8 Dinamarca, Alemania, Paises Bajos, Romania,

Serbia, Espana
Deoxinivalenol 6 China, Francia, Hungria, Ucrania

Zearalenona 1 Bélgica

“Datos obtenidos del portal RASFF de la Comunidad Europea'® La informacion fue filtrada mediante un
procesador de textos teniendo en cuenta productos contaminados, paises incidentes y registro de la micotoxina
detectada.

Ante esta situacion, se hace evidente la necesidad de contar con métodos de deteccion que sean
sensibles, selectivos, rapidos y accesibles a las agencias responsables de asegurar el control de

calidad de estos productos de forma que se pueda entregar un producto seguro para el

consumidor; asi mismo, estos métodos pueden ayudar a los productores que desean garantizar



la calidad de sus productos y generar estrategias de correccion temprana con el fin de que sus

pérdidas econdmicas sean menores.

1.3. Métodos convencionales para la deteccion de micotoxinas

Los productos agricolas presentan una matriz compleja y el analisis de micotoxinas en estos
requiere de procesos de extraccion y separacion previos, o de técnicas altamente selectivas para
una determinada micotoxina.'® Adicionalmente, los métodos de anélisis tienen el desafio de
identificar estas sustancias a bajas concentraciones, en el orden de las ppb por lo que también

se necesita de métodos altamente sensibles.

Actualmente, uno de los métodos més empleados esta basado en la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) debido a su alta selectividad y
sensibilidad. Asi, por ejemplo, esta técnica ha permitido detectar simultdneamente hasta
69 micotoxinas.?’ y alcanzar limites de deteccion en el orden de las partes por trillon (ppt),2*2!
lo que permite detectar concentraciones por debajo de los limites maximos permitidos por las
agencias reguladoras. El problema de este método cromatografico es que se requieren etapas
previas de extraccion y purificacion de la muestra, y se necesita la implementacion de
laboratorios especializados con equipos costosos y personal altamente capacitado para la
ejecucion del método. En consecuencia, los usuarios finales —agricultores, productores y
exportadores— tienen poco acceso a este tipo de método y su implementacion puede, en algunos

casos, ser limitada.

Otro de los métodos mas empleados consiste en los ensayos por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). Esta técnica consiste en la inmovilizacion de un

antigeno o un anticuerpo sobre una superficie que es responsable de la captura de un anticuerpo



0 un antigeno, respectivamente. Luego, estos se unen a un anticuerpo conjugado enlazado a
una enzima, que da una respuesta colorimétrica o fluorescente que se puede relacionar con la
concentracion del analito.?? Este método es sencillo, accesible, y permite llegar a limites de
deteccion del orden de laas ppb.2* Sin embargo, el uso de anticuerpos y proteinas conjugadas
hace que el método sea menos robusto que los métodos LC-MS/MS y que los kits de ELISA
tengan un tiempo de vida limitado. Ademas, estos kits suelen ser vendidos para la deteccion de
solo un analito, por tanto, no es sencillo realizar el monitoreo de mas de una micotoxina. Por
ultimo, como estas técnicas son de un solo uso, el costo global se ve incrementado en caso de

un muestreo I’I’IEISiVO.23

En vista de los tltimos dos problemas mencionados con la técnica ELISA, la empresa Randox
Food Diagnostics ha aprovechado la tecnologia de arreglos de biochips (BAT, por sus siglas
en inglés) para desarrollar un método para la deteccion de micotoxinas. Este método esta
basado en la técnica ELISA y permite la deteccion en simultaneo de 7 micotoxinas: AFBI,
AFGI1, DON, FB1, OTA, ZEA y la toxina T2.>* Asimismo, ha sido validado por la Union
Europea en las siguientes doce matrices: colza, remolacha azucarera, centeno, maiz, soja,
cebada, trigo, semillas de algodén, avena, semilla de girasol y cereales para animales.” Sin
embargo, a diferencia de los kits ELISA convencionales, estos presentan biochips
funcionalizados en la superficie con anticuerpos de las 7 micotoxinas. Dado que este método
estd basado en ELISA, comparte tanto las ventajas y desventajas de esta ultima, aunque si
permite un monitoreo multiple como algunos de los protocolos basados en LC-MS/MS. Los
limites de deteccion de este método varian en funcion de la micotoxina analizada, pero en su
mayoria se encuentra en el rango de las ppb con excepcion del DON y las FUMs, las cuales

presentan limites de deteccion en el orden de las 100 ppbs.?

Ante esta realidad, se requiere de métodos alternativos que sean tan selectivos y sensibles,
como LC-MS/MS, accesibles y faciles de implementar, como ELISA, y que puedan combinar
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las mejores caracteristicas de ambas técnicas como la tecnologia BAT. En los ultimos afios se

han desarrollado biosensores Opticos que pretenden reemplazar estos métodos convencionales.



Capitulo 2. Consideraciones en el disefio de un biosensor optico

Un biosensor es un dispositivo de andlisis capaz de detectar uno o mas analitos por medio de
un evento de reconocimiento bioldgico, o biomimético, asociado a un transductor
fisicoquimico. Este ultimo transforma la interaccion entre el analito y el agente de
reconocimiento en una sefial medible por un sistema de procesamiento instrumental.!*** De
esta definicion, se puede desprender que los biosensores constan de tres componentes: el

elemento de reconocimiento biologico, el transductor y el sistema instrumental (Figura 2).

Figura 2. Esquema general de un biosensor. Adaptada de Terry y colaboradores.®

Entre las caracteristicas mas buscadas en los biosensores destacan la alta selectividad y la facil
implementacion. Diferentes biomoléculas han sido empleadas como agentes de reconocimiento
selectivos y sensibles a bajas concentraciones para diversos analitos. Asimismo, diversos
estudios se han enfocado en el disefio de sistemas de transduccion basados en el uso de
nanomateriales, y métodos que permitan la adsorcion de los agentes de reconocimiento en los

transductores.
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2.1. Principales agentes de reconocimiento

Diferentes biosensores emplean enzimas, células, tejidos, aptdmeros y anticuerpos como
agentes de reconocimiento. En el caso de la deteccién de micotoxinas se destaca el uso de

anticuerpos y aptameros.

Los anticuerpos (Ab) son proteinas con un peso molecular entre 150 y 1000 kDa que pertenecen
a la familia de las proteinas globulares.?” Estos forman parte del sistema inmune adaptativo y
sirven para proteger a los organismos de diferentes agentes infecciosos como virus, bacterias,
hongos, entre otros. Todos los tipos de anticuerpos comparten una estructura en forma de Y,?’
en la cual se pueden distinguir tres regiones: la region de union al antigeno (Fab), la region

variable (Fv) y la region cristalizable (Fc) (Figura 3).

Figura 3. Estructura representativa de un anticuerpo. Las regiones indicadas con Fab, Fv y Fc representan la region
de unio6n al antigeno, la region variable y la region cristalizable, respectivamente. Adaptado de Hidding.?’

Asi, la zona Fab de un Ab interactiia por medio de fuerzas no covalentes con una region del

antigeno denominada epitopo. Esta interaccion altamente selectiva genera un complejo que
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sirve como marcador para que el sistema inmune reconozca al agente infeccioso y pueda

inhibirlo o eliminarlo del organismo.

Cuando se desea producir un anticuerpo para un determinado antigeno, se puede optar por la
produccion en animales vivos, que genera anticuerpos policlonales, o la produccion in vitro
utilizando técnicas de cultivo de tejidos, que genera anticuerpos monoclonales.?® Los
anticuerpos policlonales se caracterizan por interactuar con mas de un epitopo del antigeno; en
cambio, los monoclonales son producidos por una misma c¢lula inmune y se enlazan a solo un

epitopo del antigeno (Figura 4).

Figura 4. Representacion esquematica de anticuerpos policlonales y monoclonales. A: antigeno; EP: epitopo.
Adaptado de Vazquez-Gutiérrez y Langton.?’

El empleo de este tipo de biomoléculas presenta diversas ventajas y desventajas. Por un lado,
se destaca que ofrecen una gran sensibilidad con constantes de afinidad (Kgq) entre 1 y
10 nmol.L!,*® gran parte de ellos son comercialmente accesibles y es sencillo inmovilizarlos
sobre plataformas.’! Sin embargo, su estabilidad esta limitada por las condiciones fisiologicas
de pH y temperatura, lo que también dificulta su transporte y almacenamiento. Ademas, se

desnaturalizan totalmente en medios no acuosos; y su produccién puede ser altamente
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costosa.>>* Estas limitaciones han llevado a la introducciéon de nuevas biomoléculas

receptoras, en las que los aptameros representan una atractiva alternativa para los anticuerpos.

Los aptameros (Apt) son oligonucledtidos monocatenarios de entre 20 a 60 bases con un peso
molecular entre 6 y 20 kDa.** A diferencia de los Ab, los Apt sufren de un cambio
conformacional durante el proceso de enlace al analito. Los Apt pueden adoptar una
conformacidon tridimensional aleatoria o motivos estructurales como horquillas, bucles
internos, bultos, diplex, bucles de multiples ramificaciones y cuadruplex dependiendo del
medio en el que estén disueltos, y si se encuentran solos o interactuando con un analito.

Algunos de estos motivos se pueden apreciar en la Figura 5.273°

Figura 5. Principales motivos estructurales encontrados en aptdimeros. Adaptado de Sullivan y colaboradores.?

La formacion del complejo Apt-analito genera un cambio conformacional de la hebra
oligonucleétida, y estd dirigido por fuerzas no covalentes como enlaces de hidrégeno,
interacciones electrostaticas, de apilamiento o hidrofobicas. El disefio de aptameros se realiza
por medio de un proceso denominado evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento

exponencial (SELEX, por sus siglas en inglés).*® Este es un proceso realizado in vitro en el
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cual, en un ciclo, se selecciona a los candidatos con mayor afinidad por un determinado analito,

a partir de una libreria de 10'3-10'° oligonucleétidos. Este ciclo se repite entre 5 a 15 veces

hasta obtener una pequefia secuencia de oligonucleodtidos con alta afinidad por el analito,*® que

puede ser luego sintetizada y quimicamente modificada en los extremos con grupos funcionales

o marcadores de interés. Uno de los métodos de sintesis de aptameros mas empleados es la

sintesis de oligonucledtidos en fase solida;>” este estd basado en el acoplamiento de nucleotidos

desde el término 3° a 5’ en un soporte solido, que puede ser un vidrio de poro controlado o

perlas de poliestireno.

38

El uso de aptdmeros en biosensores representa un campo de estudio reciente y ha traido

bastantes ventajas respecto al uso de anticuerpos. Entre ellas destacan las siguientes:

14

La producciéon de aptameros se realiza de manera sintética y con muy buenos
rendimientos a diferencia de los anticuerpos, para cuya produccidon se requiere de
organismos vivos o técnicas de cultivo in vitro.>

Los aptameros tienen un mayor rango de estabilidad de temperatura y pH, por lo que
tienen una mayor aplicabilidad en medios no fisioldgicos o no acuosos.*

Los aptdmeros permiten detectar una mayor gama de analitos que los anticuerpos. Estos
ultimos no son buenos para detectar ni moléculas pequenias ni iones, por lo que su
aplicabilidad se ve reducida.’® Ademas, no es necesario que el analito genere una
respuesta inmune en el organismo.

Los aptameros tienen constantes de afinidad similares a los anticuerpos e incluso
pueden llegar al orden de los pmol.L™.3°

Dependiendo de la estrategia de deteccion en el biosensor, el empleo de aptdmeros
podria, potencialmente, dar lugar a sensores reutilizables. Sin embargo, de acuerdo a lo

40,41

reportado en la literatura, muy pocos sensores han aprovechado esta caracteristica.



A pesar de las ventajas que ofrecen los aptdmeros, también presentan algunas desventajas que
podrian limitar su aplicacion. Asi, el principal problema radica en la rapida degradacion por

nucleasas en medios bioldgicos.>*

En ambos casos, sea mediante el uso de un anticuerpo o de un aptamero, el agente de
reconocimiento actua como el principal responsable de la selectividad del sensor; mientras el
transductor toma un rol importante en la sensibilidad del sistema, al ser el responsable de
producir una sefial medible producto de la interaccion entre el agente de reconocimiento y el

analito.

2.2. Principales sistemas de transduccion

Entre los diferentes sistemas de transduccion empleados en biosensores se encuentran los
sistemas de transduccion térmicos, gravimétricos, eléctricos y 6pticos. En cuanto a la deteccion

de micotoxinas destacan los 3 ultimos.

Los sistemas de transduccion gravimétricos aprovechan el cambio de masa que ocurre en la
superficie de un cristal de cuarzo piezoeléctrico. Cuando estos cristales son sometidos a la
presencia de un campo eléctrico alternante, se generan deformaciones mecénicas sobre el

1.2 A una determinada frecuencia, se inducira una resonancia actstica 0 mecanica sobre

crista
el material; esta frecuencia depende de la masa del cristal, por tanto cualquier cambio de masa
como la unién de una toxina a un anticuerpo sera detectado por medio de la variacion de la

frecuencia de oscilacion del cristal.?®

Un destacable ejemplo de un biosensor gravimétrico es
el propuesto por Ying Tang y colaboradores para detectar AFB1 en muestras de mani con un

limite de deteccién igual a 0.83 ng.kg™'.*> Como se puede observar en la Figura 6, el sensor

inicialmente consta de wuna lamina de oro funcionalizada con wun residuo de
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concavalina A (Con A) unida al complejo BSA-AFB1.** Este residuo es liberado en ausencia
de AFBI1, pues el anticuerpo de AFBI1 se encuentra unido a un nanoliposoma cargado con
glucosa. El anticuerpo se une a la plataforma, libera glucosa por la adicion de Triton-X-100 y
desplaza a la Con A de su anclaje, dando como resultado la pérdida del residuo
ConA-AFB1-BSA. En presencia de AFBI, el sensor se mantiene igual, pues los sitios de
reconocimiento del Ab de AFBI estian ocupados y no se unen a la plataforma.*’ Para una

revision de mas biosensores gravimétricos, se puede consultar la referencia +*.

Figura 6. Esquema representativo del biosensor gravimétrico de Tang. Adaptado de Tang y colaboradores.*?

Por otro lado, los sistemas de transduccidon electroquimicos miden los cambios en las

propiedades eléctricas del sistema como la conductividad, la corriente, el potencial o la

16



impedancia. Estos cambios son generados por la produccion o el consumo de especies
electroactivas, o por procesos de adsorcion de analitos sobre la superficie de electrodos.?®*
Para medir estas variaciones, se suelen usar técnicas como la potenciometria y la amperometria,
principalmente. Un ejemplo importante de un sistema de transduccion electroquimico es el
biosensor de OTA planteado por Tang y colaboradores que alcanzo6 un limite de deteccion de
0.23 pg.mL'.* Este consta de un electrodo de oro funcionalizado con el complejo
aptamero-ADN auxiliar que contiene una region complementaria al aptamero de OTA. En
presencia de OTA, el aptamero se separa del complejo anterior producto del enlace OTA-Apt;
lo que permite que, al afiadir hojas de MoS,, estas puedan adsorberse al electrodo de oro.**
Luego se aprovecha la propiedad catalasa del MoS; para catalizar la oxidacion de la quinona a

hidroxiquinona, esta reaccidon redox genera una corriente proporcional a la concentracion de

OTA. En la Figura 7, se muestra un esquema representativo del sensor electroquimico de Tang.

Finalmente, los sistemas de transduccion Opticos se basan en los cambios en las propiedades
Opticas del sistema generados por el proceso de reconocimiento del analito. Estas propiedades
son medidas por diferentes técnicas instrumentales como la espectroscopia ultravioleta-visible
y la espectroscopia Raman, entre otras.’® En la literatura, un ejemplo de sistema de
transduccidn Optico se encuentra en el biosensor para detectar AFM1 planteado por Jalalian y
colaboradores, el cual permitié alcanzar un limite de deteccion de 30 ng.L!'.** Este biosensor
consta de una nanoparticula de silica (SNP) funcionalizada con el aptamero de AFM1 que se
encuentra unido a su hebra complementaria (HC) inicialmente. En presencia del analito, la HC
se desprende de la SNP y se adsorbe a las nanoesferas de oro (AuNS), protegiéndose asi de la
agregacion frente a la adicion de NaCl. En ausencia de analito, la HC no se desprende, por lo
que las AuNS agregaran por la adicion de NaCl. Esto generard cambios en los valores de

absorbancia a 650 nm (AuNS agregadas) y 520 nm (AuNS estables) varie en funcion de la
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1.45

concentracion de AFM En la Figura 8, se muestra un esquema representativo de este

biosensor.

Figura 7. Esquema representativo del biosensor electroquimico de Tang. Adaptado de Tang y colaboradores.**

Figura 8. Esquema representativo del biosensor 6ptico de Jalalian. Adaptado de Jalalian y colaboradores.
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A pesar de los diferentes tipos de transductores existentes, este trabajo de investigacion se
enfocara en el empleo de nanomateriales como transductores Opticos, especificamente en los
sensores nanoplasmonicos, un campo que viene en constante desarrollo y crecimiento debido

a sus excelentes propiedades a nanoescala.

2.3. Nanomateriales de metales nobles como transductores opticos

Los nanomateriales son estructuras que tienen al menos una dimension en la escala de los
nandmetros (10° m) y estan formados por 4tomos y moléculas.*® Estos presentan una gran
variedad de propiedades Opticas, magnéticas, quimicas y eléctricas Uinicas debido a su pequefio

tamafio.*’

En el caso de los nanosensores Opticos para la determinacién de micotoxinas, destacan 3 tipos
de nanomateriales: los puntos cuanticos (QDs), las nanoparticulas magnéticas (MNPs) y los
nanomateriales de metales nobles. Los puntos cudnticos han sido empleados en métodos
basados en la luminiscencia como marcadores fluorescentes y como agentes de mejora o de
extincion de la fotoluminscencia.*® Por otro lado, aunque las nanoparticulas magnéticas no
destacan especialmente por sus propiedades Opticas, se suelen emplear en procesos que
permiten adsorber los analitos en su superficie y lograr una separacion magnética rapida y
sencilla. Luego, entran en sinergia con los transductores Opticos y permiten obtener sistemas
de deteccion con una sensibilidad y selectividad mejorada.**~>* Finalmente, los nanomateriales
de metales nobles también son empleados como plataformas de adsorcion del analito. A
diferencia de las MNPs, el proceso de adsorcion de los analitos sobre la superficie metalica
genera cambios en sus propiedades Opticas que permiten la deteccion y cuantificacion de las
sustancias de interés y con ello el desarrollo de transductores plasmoénicos.>* Este trabajo de

investigacion se enfocard principalmente en este tltimo tipo de transductores Opticos.
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Los metales nobles son un grupo de elementos que se caracteriza por ser quimicamente inertes
a la corrosion, o la oxidacion, cuando se exponen a ambientes acuosos, acidos o en presencia
de oxigeno, entre ellos se encuentran la plata, el oro, el platino, el rutenio y el osmio, entre
otros. Los nanomateriales de oro y plata son los mas estudiados y empleados como
transductores Opticos debido a sus excelentes propiedades en el rango visible-infrarrojo
cercano,” asi como por su alta estabilidad, facil sintesis y funcionalizacién superficial con
distintos agentes de reconocimiento, convirtiéndose en prometedoras herramientas alternativas

en el disefio de biosensores Opticos.

La sintesis de estos nanomateriales puede ser abordada por dos diferentes aproximaciones: de
arriba hacia abajo (top-down) o de abajo hacia arriba (bottom-up). Las técnicas top-down son
aquellas que sintetizan los nanomateriales a partir del metal en grueso y, por medio de técnicas
fisicas y quimicas, llegan hasta la nanoestructura deseada. Las técnicas bottom-up, por otro
lado, consisten en la construccién de las nanoestructuras a partir de sales y compuestos.*’ En
este tipo de sintesis, los factores como la temperatura, la concentracion del agente precursor
metalico, el agente reductor y el agente estabilizante determinan la forma y tamafio del
nanomaterial sintetizado. En la Figura 9, se muestra un esquema representativo de estas dos

formas de sintetizar nanoestructuras.

Figura 9. Esquema representativo de las técnicas bottom-up y top-down. Adaptado de Habibullah y Kim.%>
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Con el desarrollo y la optimizacion de los métodos de sintesis, se han logrado obtener
nanomateriales de diversas geometrias y tamafios que son altamente estables y con una
distribucion uniforme.”® Dentro del campo de aplicacion de los biosensores Opticos de
micotoxinas, la sintesis de nanoparticulas por la aproximacion top-down es reportada como la
menos recurrente, y solo resaltan algunos ejemplos basados en la deposicion fisica de vapor y
la electrodeposicion de metales.”® % En todos estos casos se hace necesario contar con
laboratorios de nanofabricacion especializados, o salas blancas, que no son facilmente
accesibles y que reducen su recurrencia en este campo de aplicacion. Por su parte, los métodos
bottom-up son los mas usados debido a que no requieren de instrumentacion avanzada, pueden
sintetizarse en un laboratorio con equipamiento bdsico, y tienen la capacidad de producir

nanoestructuras uniformes, comparables a las producidas por los métodos top-down.

En los métodos de sintesis bottom-up, se requieren 3 componentes: la sal precursora, el agente
reductor y el agente estabilizante. La sal precursora es la fuente de atomos metalicos para
construir la nanoestructura; esta suele ser HAuCls para el oro, o0 AgNOs3 para la plata.”’ Esta
sal es reducida por el agente reductor, el cual puede ser citrato de sodio, borohidruro de sodio
o tiosulfato de sodio, entre otros.’”** La importancia de este componente es que determina la
velocidad de produccion de atomos metélicos reducidos que van formando centros de
nucleacion o semillas. Luego, el agente estabilizante se adsorbera en la superficie de estos
centros de forma que se reduce la energia de la superficie y se favorece el crecimiento de estos
en una determinada direccion, dando como resultado una gama de diferentes formas y tamanos.
Entre los agentes estabilizantes méas comunes destacan el ion citrato,® el ion tiosulfato,® y el
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB por sus siglas en inglés),® entre otros. En la
literatura, las nanoparticulas cuasiesféricas de oro (AuNEs) y de plata (AgNEs) sintetizadas
por el método de reduccidn con citrato son las mas comunes en el desarrollo de biosensores

basados en nanomateriales. No obstante, también existen trabajos en los que se han empleado
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nanoparticulas anisotrdpicas, como las nanovarillas de oro (AuNRs) y los nanotridngulos de
oro (AuNTs), o nanoparticulas magnéticas de FesO4@Au del tipo ntcleo-cascaron. Por ello, a
continuacion, se explicard brevemente los métodos de sintesis de estas nanoparticulas mas

usadas en la deteccidon de micotoxinas.

El método de reduccion con citrato para la sintesis de las AuNEs fue planteado por Turkevich
en 1951,% y luego fue refinado por Frens y colaboradores en 1973.%7 En este, se utiliza dcido
cloroaurico (HAuCls) como la sal precursora que es reducida por el ion citrato de Au(Ill) a
Au(0). Ademas, el citrato sirve como agente estabilizante, pues se adsorbe sobre la superficie
de las nanoesferas a medida que se va formando e impide la agregacion de estas como producto
de la repulsion entre nanoparticulas. Mediante la variacion de la relacion oro/citrato se han
podido sintetizar nanoparticulas de entre 9 y 120 nm de didmetro; sin embargo, la principal
limitacion de este método es la calidad de las particulas, pues se obtienen algunas impurezas
de nanoelipsoides y nanotriangulos.®® Para solucionar este problema, Bastus y colaboradores
en el 2011 plantearon un método de sintesis por crecimiento de semillas controlado
cinéticamente.®® En este método se separa el proceso de nucleacion y crecimiento de particula
temporalmente. Primero, se produce la formacion de semillas de oro de ~10 nm de didmetro a
120°C; luego, se disminuye la temperatura a 90°C, y se agrega mas citrato y HAuClys para
favorecer el crecimiento de la semilla. Con este método de sintesis se ha podido producir
nanoparticulas de entre 10 a 180 nm de diametro con un alto grado de monodispersidad y con

un menor grado de impurezas, a diferencia del método de Turkevich y Frens.®’

Analogamente, se planted un método similar para la sintesis de AgNEs, que fue propuesto por
Lee y colaboradores en 1982;"° sin embargo, a diferencia de las AuNEs, la modulacion de la
relacion plata/citrato no permite controlar de manera muy precisa la forma y tamafio de las
nanoparticulas resultantes.’' Para solucionar este problema, en el 2009, Dong y colaboradores
plantearon un método de reduccidn por pasos y pudieron sintetizar AgNEs de hasta 70 nm de
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diametro.”! Este consiste en la separacion de la etapa de nucleacion y del crecimiento de semilla
producido por la alteracion de pH del medio, el cual afecta a las propiedades reductoras del
citrato. A pH alto, la fuerza reductora es mayor, se favorece la reduccion de la plata y la
formacion de semillas; mientras que, a pH bajo, la fuerza reductora disminuye, y se favorece

el crecimiento de particula.”!

Por otro lado, la sintesis de AuNRs fue planteada por un método de crecimiento de semilla por
Jana y colaboradores en el 2001,% y luego fue mejorado por Nikoobakht y colaboradores en el
2003.” En este método, se utiliza HAuCls como la sal precursora que es reducida por NaBH4
a oro metalico. El agente surfactante en este método es el CTAB o una mezcla de este con
cloruro de bencildimetilhexadecilamonio (BDAC por sus siglas en inglés). A diferencia del
citrato, el enlace entre el CTAB y la superficie metdlica se da por medio de un enlace
Au-Br—CTA", el cual estabiliza la superficie.”” Adicionalmente, a estos reactivos se afiade
nitrato de plata (AgNO3), que cumple un rol esencial en el mecanismo de crecimiento de las
AuNRs activando las caras {110} y favoreciendo un mayor crecimiento longitudinal que
transversal de las AuNRs.”® Con este método se han sintetizado AuNRs con una proporcion
entre el tamafio longitudinal y transversal entre 1.5 a 4.5 usando CTAB como surfactante y
entre 4.6 a 10 usando la mezcla CTAB/BDAC."”? Ademas, se logra alcanzar una elevada pureza
del nanomaterial, pues se ha reportado impurezas de AuNEs menores al 1% de la poblacion

total.”?

Los AuNTs representan otra clase de nanoparticulas anisotropicas empleadas en el desarrollo
de biosensores. Un método de sintesis destacado para estos fue propuesto por Pelaz y
colaboradores en el 2012,%* y posteriormente modificado por Hernandez en el 2018.7* En este
método, también se usa HAuCls como sal precursora, y el tiosulfato de sodio (Na2S>03) actia
tanto como agente reductor como estabilizante, favoreciendo el crecimiento transversal de las
semillas de oro. Con el método de Pelaz, se han podido obtener AuNTs de 9 nm de grosor y
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aristas entre 100 y 170 nm por medio de la modulacion de la relacion de oro/tiosulfato.®* La
modificacion planteada por Hernandez consiste de la adicion del tiosulfato a un flujo de
9 mL.min"! a una temperatura de 18-19°C y, luego de 9 minutos de agitacion, se aflade 1 mL
adicional de tiosulfato.” La importancia de este método es que evita el empleo de CTAB, el
cual reduce la viabilidad celular de los nanomateriales y no se necesita de procesos de
intercambio de surfactantes. Sin embargo, con este método se obtienen impurezas de AuNEs,

por lo que, en caso se requiera, se tiene que recurrir a métodos de purificacion.®*

El ultimo tipo de nanoparticulas son las del tipo ntcleo-cascaron, entre las que destacan las
nanoparticulas magnéticas de Fe3Os@Au. Esta simbologia indica que el nucleo de la
nanoparticula es de magnetita y est4 recubierto con oro. En cuanto al método de sintesis del
nicleo de FesO4 (MNP, por sus siglas en inglés) destaca la sintesis solvotermal planteada por
Deng y colaboradores en el 2005, y modificada por Liu y colaboradores en el 2009.7® Esta
consiste en la reduccion de FeCls en un medio de solvente orgénico como etilenglicol o
dietilenglicol, que también funciona como agente reductor, a temperaturas mayores al punto
de ebullicién del solvente y a altas presiones.”’ Entre los agentes estabilizantes comiinmente
usados se encuentra la polivinilpirrolidona,” el 4cido poliacrilico,”® y el citrato;’® este tltimo
fue propuesto en la modificacion de Liu con el fin de obtener nanoparticulas con menor
citotoxicidad y que se puedan dispersar en agua. Con el método de Deng, se puede obtener
nanoparticulas magnéticas entre 200 y 800 nm de didmetro,’” mientras que con el método de

Liu, entre 80 y 410 nm.”

La deposicion del recubrimiento de oro sobre las nanoparticulas magnéticas se realiza por
medio de la sintesis de crecimiento de semilla planteado por Lyon y colaboradores en el 2004,”
y modificada por Zhai y colaboradores en el 2009.%° El método de Lyon consiste en la
formacion de semillas de AuNS por accion del ion citrato adsorbido sobre la superficie de la
MNP; luego, estas semillas crecen producto de la adicion de wuna solucion de
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hidroxilamina, NH,OH.” Experimentalmente, el tamafio del recubrimiento se controla por
medio del numero de adiciones de la solucion de HAuCls. La modificacion efectuada por Zhai
contempla el empleo de poli(etilenimina) (PEI, por sus siglas en inglés) que ayuda a la
adsorcion de semillas de AuNS. Esto ocurre debido a que la PEI es un polimero de carga
positiva, por lo que las AuNS que suelen tener una capa cargada negativamente se adsorben en
la superficie.® Posteriormente, se va afiadiendo HAuCls y NH2OH, como en el método
anterior, para promover el crecimiento de las semillas; el analisis TEM de estas nanoparticulas

ha mostrado que forma una superficie irregular,®® por lo que se les suele llamar nanoflores.®!

En todos los casos, indistintamente del método de sintesis y fabricacion de las nanoestructuras,
los metales nobles actiian como transductores opticos, pero solo después de funcionalizar la
superficie metalica con los agentes de reconocimiento necesarios, se convierte en un sensor

selectivo.

2.3. Estrategias de inmovilizacion de los agentes de reconocimiento en la superficie

de los transductores Opticos a nanoescala

En la mayoria de los nanosensores Opticos, los anticuerpos y los aptameros estan inmovilizados
sobre la superficie del metal noble a nanoescala. Indistintamente de la estrategia de
conjugacion, se busca no alterar la funcion de reconocimiento del anticuerpo o el aptamero. En
el caso de los anticuerpos esto es de vital importancia, ya que la zona de enlace con el antigeno
(Fab) debe quedar expuesta para reconocer el antigeno. De este modo, las estrategias de
inmovilizacidon se pueden dividir en dos grandes grupos: el entrecruzamiento quimico y las

interacciones fisicas.
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Por un lado, el entrecruzamiento quimico consiste en la formacion de enlaces covalentes entre

la superficie y el agente de reconocimiento. Entre las distintas estrategias empleadas para este

fin destacan tres:
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La formacion de enlaces oro/plata-azufre (Au/Ag-S): Esta estrategia se basa en la
alta estabilidad del enlace entre el azufre con metales blandos como la plata y el oro.
Con el fin de aprovechar este enlace, algunos aptameros son funcionalizados con un
extremo tiolado (por ejemplo —(CH2)s—SH). Ademas de la unién directa del agente de
reconocimiento, este enlace también es usado para afiadir distintas funcionalidades a la
superficie de la nanoparticula, especialmente, grupos carboxilato o ésteres, los cuales
sirven en la siguiente estrategia de inmovilizacion.®?

La formacion de amidas: En esta estrategia, se aprovecha la presencia de grupos
carboxilato en la superficie del nanomaterial, y de los grupos amino presentes en el
agente de reconocimiento, para la formacion del enlace amida. Para ello, el grupo
carboxilato es activado mediante la reaccion con N-(3-dimetilaminopropil)-N -
etilcarbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS), a fin de formar un succinimidil
éster. Alternativamente, también se puede enlazar succinimidil ésteres en la superficie
de la nanoparticula por medio de un éster tiolado.® Luego, este éster activado reacciona
con el grupo amino del agente de reconocimiento. Asi, por ejemplo, se puede modificar
uno de los extremos del aptamero con un grupo amino o se pueden aprovechar los
grupos amino presentes en los residuos de un anticuerpo.

La formacion de iminas: Esta estrategia es menos recurrente y suele emplear una
molécula de glutaraldehido como puente entre una superficie con grupos OH o NH»
con un agente de reconocimiento con grupos NH» por lo que su aplicabilidad con

respecto al agente de reconocimiento es similar que la estrategia anterior.®



Por otro lado, las estrategias de interacciones fisicas consisten en la inmovilizacion del agente

de reconocimiento por medio de fuerzas no covalentes como interacciones hidrofobicas,

enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas y de apilamiento. Entre las estrategias mas

representativas destacan las siguientes:

La adsorcion electrostatica: Este tipo de estrategia es sencilla de realizar y se basa en
la interaccion de una superficie cargada, como los grupos citrato en las AuNEs o
AgNEs, con los grupos cargados de un anticuerpo o aptamero, en funcion del punto
isoeléctrico del agente de reconocimiento. En este tipo de estrategia, la adsorcion de
anticuerpos puede presentar problemas, pues esta se puede dar sobre la zona de
reconocimiento (Fab) y disminuir la sensibilidad del sensor.®* Por otro lado, en el caso
de los aptdmeros, esto no representa un problema pues la formaciéon del complejo
analito—aptdmero generara el desprendimiento del aptamero de la superficie del
nanomaterial por lo que el proceso de reconocimiento no se ve afectado.

La interaccion Biotina—Estreptavidina: Esta estrategia aprovecha la interaccion
biotina—estreptavidina/avidina, la cual es conocida como una de las interacciones no
covalentes més fuertes reportadas.®® Para aprovechar esta interaccion, se suelen agregar
residuos de biotina al agente de reconocimiento y, por otro lado, se enlaza streptavidina
a la superficie.

La interaccion Proteina G—Anticuerpo: Esta ultima estrategia aprovecha la alta
afinidad entre la proteina G y los anticuerpos. La principal ventaja respecto de la
adsorcion electrostatica es que la interaccion entre la proteina y el anticuerpo se da en
la base de este ultimo. De este modo, la zona de reconocimiento (Fab) queda libre para

el reconocimiento del analito.'!

La Figura 10 muestra un esquema representativo de las seis estrategias de funcionalizacion

descritas anteriormente. Asi, mediante el uso de estas se han podido desarrollar diversas clases
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de plataformas que aprovechan la selectividad de los aptdmeros y anticuerpos, para reconocer
a los analitos de interés; y la sensibilidad optica de los nanomateriales de metales nobles, para
traducir y detectar las interacciones entre el agente de reconocimiento y las moléculas de
interés, permitiendo el desarrollo de biosensores Opticos alternativos a nanoescala. A
continuacion, se resumen las particularidades Opticas de este tipo de biosensores Opticos a
nanoescala aplicadas a la deteccion de micotoxinas. Ademas, se presentan algunos ejemplos
destacados de la literatura que evidencian la posibilidad de ser empleados sin requerir
laboratorios ni equipamiento sofisticado, en muchos casos pueden ser usados en el campo y

que presentan una buena sensibilidad y selectividad.

Figura 10. Principales estrategias de funcionalizacion de la superficie de nanomateriales.
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Capitulo 3. Biosensores plasmonicos para la deteccion de

micotoxinas

Las extraordinarias propiedades Opticas de los nanomateriales han permitido su
implementacion como transductores Opticos, dando consigo una nueva era de biosensores
altamente sensibles, selectivos, accesibles y denominados biosensores plasmonicos. Por ello,
primero se haré una descripcion de los plasmones con el fin de poder comprender mejor las

técnicas empleadas en esta clase de biosensores.

Un plasmoén se define como una oscilacion cuantizada de los electrones de conduccion en un

conductor causada por una perturbacion de la densidad electronica en el metal 3

Esta genera
que la densidad electronica se concentre en una zona del conductor como la region R, por
ejemplo (Figura 11). La concentracion de carga negativa en R genera la repulsion entre los
electrones por lo que estos se alejaran de la zona R. Este movimiento, a su vez, causa que la
region R se cargue positivamente, por lo que los electrones se ven atraidos nuevamente hacia
la region R, dando como resultado un movimiento oscilatorio hasta que la energia de la
perturbacion se disipe por calentamiento de Joule u otros procesos disipativos.®¢ Esta oscilacion

tiene una frecuencia asociada denominada frecuencia de plasmoén, p, por lo que la energia

asociada al plasmoén tiene un valor E = Z0p.

Por otro lado, un plasmén superficial es generado por una perturbacion electromagnética
incidente en la superficie de un metal. Esta genera ondas de luz atrapadas en la superficie que
se propagan a lo largo de la interfase entre el metal y el medio dieléctrico, y un campo eléctrico
evanescente perpendicular a la superficie metalica que decae exponencialmente respecto a la
distancia. Debido a la naturaleza hibrida de esta interaccion, también reciben el nombre de

plasmén polariton.®’
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Figura 11. Representacion esquematica de un plasmon.

En la Figura 12a, se muestra la distribucion de cargas en la superficie metélica y, en la Figura
12b, se muestra el decaimiento del campo eléctrico evanescente en funcion de la distancia a la

superficie metalica.
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Figura 12. Esquema representativo de las propiedades de la resonancia del plasmon de superficie. (a) Distribucion
de cargas en la superficie metalica producido por el plasmén de superficie. (b) Decaimiento exponencial del campo
eléctrico evanescente en funcién de la distancia a la superficie. Adaptada de Barnes y colaboradores.®’

Otro tipo de plasmoén es el plasmon de superficie localizado. A diferencia de los plasmones
superficiales, la perturbacion incide en la superficie de una nanoestructura cuyo tamafio es
menor a la longitud de onda del haz de luz incidente. Cuando se cumple dicha condicion, el
plasmon superficial queda atrapado en regiones localizadas en la superficie de la
nanoestructura (Figura 13) y el campo eléctrico de la luz es amplificado en, aproximadamente,

8 ordenes de magnitud.’*5®

Figura 13. Representacion de un plasmon superficial localizado. Adaptado de Willets y Duyne.®

31



En lo que resta del capitulo se describiran los principios y particularidades de los 3 principales
tipos de biosensores plasmonicos aplicados a la deteccion de micotoxinas, y algunos de los
estudios reportados en la literatura en los que se han empleado estos tipos de biosensores

plasmonicos.

3.1. Biosensores basados en la resonancia del plasmon superficial

La resonancia del plasmén superficial (SPR, por sus siglas en inglés) ocurre cuando la
frecuencia del haz de luz incidente coincide con el valor de la frecuencia del plasmoén, wp.
Experimentalmente, el andlisis SPR se realiza mediante la configuracion instrumental de
Krestschmann (Figura 14a), la cual consiste en un prisma con un recubrimiento de oro (RO) a
nanoescala, y el medio fluido donde se encuentra el analito. Cuando un haz de luz incide sobre
el prisma con un angulo de incidencia (8) mayor al angulo critico (6¢) se produce reflexion
interna total en el prisma. Esto genera que se forme una onda evanescente en el medio fluido

con una magnitud de vector onda (kevan) expresado en la ecuacion (1):”°

21
kevan,| = Tnlsen ) (1)

La longitud de onda del haz incidente se representa como A, mientras que n; corresponde al
indice de refraccion del prisma y 0 es el angulo de incidencia. Por otro lado, la magnitud del

vector onda de un plasmon superficial (ksp) se muestra en la ecuacion (2).%°

2T

)

ksp =

Este vector onda se relaciona inversamente con la longitud de onda del haz incidente (A), y
depende del indice de refraccion del metal (nm) y del medio fluido (n2). Asi, los plasmones

superficiales pueden ser excitados por las ondas evanescentes, cuando las magnitudes de
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vectores onda se igualan (kevan)| = ksp), con lo cual se alcanza la resonancia del plasmon
superficial, el cual es caracterizado por el angulo SPR (Ospr), cuyo valor se muestra en la

ecuacion (3).%°

1,1 nzn2
Ospr = sen 1(n_1 é—n% (3)

Asi, el angulo SPR es sensible al indice de refraccion del medio cercano a la superficie metalica
y se mide instrumentalmente por una caida de la intensidad de la reflectividad (Figura 14b). El
oro y la plata son los materiales de mayor uso en esta técnica, y, entre ellos, la plata cuenta con
una mayor sensibilidad. Por ejemplo, cuando un haz de 630 nm de longitud de onda incide
sobre una superficie de plata, es posible detectar cambios en el medio, hasta 219 nm de
distancia de la superficie, mientras que una superficie de oro solo puede detectar cambios hasta
162 nm de distancia.’! En los sensores SPR, el proceso de deteccion se basa en un cambio en
el indice de refraccion en la cercania de la superficie metalica debido a la adsorcion del analito
con el agente de reconocimiento inmovilizado en la superficie metéalica, dando como resultado
un cambio en el angulo SPR. En la Figura 14, se muestra el concepto de un biosensor basado
en la técnica SPR con la configuracion de Krestchmann, en el que un haz policromatico incide
sobre una pelicula de oro a nanoescala, o recubrimiento de oro (RO), que se encuentra en un
contacto con el prisma a través del cual se realiza la medicion. Mientras en la otra cara de la
pelicula metalica se coloca un recubrimiento funcional (RF) y receptores biologicos que luego
interactian con el analito. Finalmente, los eventos de interaccion entre los agentes de
reconocimiento y el analito son monitoreados por los cambios en el angulo SPR de manera

puntual (Figura 14b) o en tiempo real (Figura 14d).
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Figura 14. Concepto de un biosensor basado en la técnica SPR. (a) Configuracion instrumental. (b) Espectro de
luz reflejada antes y después del cambio del indice de refraccion. (c) Elementos de bioreconocimiento. RO:
recubrimiento de oro y RF: Recubrimiento funcional (d) Cambios en el indice de refraccion causados por el evento
de reconocimiento biologico. Tomado de Hiep y colaboradores.®!

Joshi y colaboradores desarrollaron un sensor SPR capaz de detectar OTA, AFBI1, FB1, ZEA,
DON vy la micotoxina T—2 (T2) simultdneamente en muestras de cebada.®® En este estudio, el
sensor esta conformado por una superficie de oro modificada con moléculas de ovoalbiimina
conjugadas a la micotoxina de interés. Luego, se hace fluir una mezcla de anticuerpos afines
a las micotoxinas de interés con la muestra problema sobre el recubrimiento funcional. Esto
genera una respuesta indirecta en funcidon de los anticuerpos que no se han unido a las
micotoxinas presentes en la muestra problema y que han quedado inmovilizados en la
superficie del chip. En este trabajo, se logrd acoplar dos sistemas que permiten la deteccion
simultanea de tres micotoxinas (una doble deteccion triple, Figura 15a). Este alcanzo limites
de deteccion de 3, 0.6, 2, 6,26 y 0.6 ug.kg! parala OTA, la AFB1, la FBI, la ZEA, el DON y
la T2, respectivamente,®® y pudo ser regenerado hasta 60 veces, con lo cual representa una
ventaja respecto de las pruebas ELISA. Ademas, el grupo también desarrollé un sistema

multiplex (Figura 15b), denominado chip iSPR, que permiti6 la deteccion simultanea de las 6

34



micotoxinas, aunque con una menor sensibilidad. En este caso, el chip multiplex consté de un
arreglo nanoestructurado producido por un proceso de deposicion fisica de vapor, que permitio
la deteccion de las seis micotoxinas en simultaneo con limites de deteccion de 160, 10, 13, 96,
64 y 26 ng.kg! para la OTA, la AFBI, la FBI, la ZEA, el DON y la T2, respectivamente.®
Aunque estos dos sistemas no presentan limites de deteccion adecuados para la regulacion del
contenido de OTA y AFB1 en la Union Europea, el disefio de un sistema multiplex, como el
chip iSPR, puede ser considerado como una forma de llevar el laboratorio al

campo (lab on a chip) y ser empleado como una prueba de descarte rapido.®

Figura 15. Representacion esquematica del sensor SPR planteado por el grupo de Joshi: (a) Sistema de doble
deteccion triple y (b) chip iSPR. Las flechas representan la direccion del flujo de la muestra. Adaptado de Joshi
colaboradores.®

De manera andloga, Wei y colaboradores desarrollaron un sensor SPR que detecta micotoxinas
en muestras de trigo y maiz.®? En este estudio también se inmovilizé la micotoxina a la
superficie metalica del chip; sin embargo, no se us6 ovoalbimina como puente entre la

superficie y la micotoxina sino polietilenglicol (PEG) modificado, SH-PEG—COOH. El

proceso de deteccion es idéntico al anterior sensor, pues se fluye una mezcla de anticuerpos y
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la muestra problema sobre la superficie del chip (Figura 16). Por tanto, los resultados del
analisis se obtienen de las sefiales asociadas al proceso de reconocimiento de los anticuerpos
no unidos al analito. En este caso, se alcanzaron limites de deteccion iguales a 3.26, 7.07, 1.27
y 0.59 ng.mL"! para el DON, la ZEA, la OTA y la AFBI, respectivamente.’” Asi, de acuerdo a
los niveles maximo permitidos de los agentes reguladores, este sensor podria ser usado para la
deteccion de DON, ZEA y AFB1, mientras que se necesitaria una mejora para la deteccion de
OTA, pues el limite de deteccion es ligeramente mayor que lo recomendado por la Union

Europea (ver Tabla 1).

Figura 16. Representacion esquematica del sensor SPR planteado por el grupo de Wei. Adaptado de Wei y
colaboradores.”?

A pesar de que la mayoria de los sensores SPR reportados durante los ultimos 25 afios emplean
anticuerpos como agentes de reconocimiento, también existen algunos estudios que han
empleado aptameros para tal fin. En el 2017, Sun y colaboradores reportaron un sensor SPR
basado en aptameros capaz de detectar AFB1 en muestras de vino tinto.*! La superficie del
chip fue modificada con el aptdmero, el cual tenia un extremo de biotina, por lo que primero
se uni6 covalentemente estreptavidina a la superficie del chip por medio de un acoplamiento

amida.*! El principio de deteccion se basa en la captura de la AFB1 por el aptdmero, el cual
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cambia el indice de refraccion y desplaza el angulo SPR (Figura 17). El limite de deteccion de
este sensor es 0.13 ng.mL™',*' el cual muestra una mejora a comparacion de los sensores SPR
basados en anticuerpos y se encuentra por debajo del nivel maximo permitido por las
organizaciones reguladoras. Adicionalmente, este sensor puede ser almacenado hasta 80 dias a

4°C sin ninguna alteracion de su funcionalidad y también es reusable.*!

Figura 17. Diagrama representativo del proceso de deteccion de AFB1 con el sensor aptamérico LSPR del grupo
de Sun. Adaptado de Sun y colaboradores.*!
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A continuacion, en la Tabla 3, se muestra un resumen de los biosensores SPR mas relevantes

por su limite de deteccion reportados en la literatura.

Tabla 3. Resumen de biosensores basados en la técnica SPR.

Analitos Agente de Matriz  Sistema de Limite de deteccion  Ref.
reconocimiento extraccion (ng.mL™")
AFBI1 Aptamero Vino tinto  No tiene 0.125 ng.mL"! 41
AFB1 Anticuerpo Arroz, 70% (v/v) 2.51 ng.mL! 93
maniy  MeOH:H>O
almendras
AFB1 Anticuerpo No No 10 ng.mL"! 94
menciona  menciona
FB1 Anticuerpo No No 50 ng.mL"! 95
menciona  menciona
DON Anticuerpo Trigo 10% (v/v) 2.5ng.mL! 96
MeOH:H,O
DON, ZEA,  Anticuerpo Cebada  80% (v/v) DON: 26 ng.mL! 63
T2, OTA, MeOH:H,O ZEA: 6 ng.mL"!
FB1, AFB1 T-2: 0.6 ng.mL"!
OTA: 3 ng.mL!
FB1: 2 ng.mL!
AFB1: 0.6 ng.mL"!
AFBI1,0TA, Anticuerpo Maiz 20% (v/v)  AFBI1:0.59 ng.mL! 92
ZEA, DON MeOH:H,O OTA: 1.27 ng.mL"

ZEA: 7.07 ng.mL"!
DON: 3.26 ng.mL"!

Todos los sensores SPR mencionados, indistintamente del uso de anticuerpos o aptameros,
presentan limites de deteccion similares. Sin embargo, hasta ahora solo se ha informado del
uso de anticuerpos como parte de un sistema de deteccion simultanea de multiples micotoxinas,
lo que sugiere la posibilidad de disefiar sistemas de deteccion que reduzcan los costos totales
del analisis. A pesar de estas ventajas y desventajas que ofrecen estos sensores, las principales
limitaciones para una aplicaciéon en el campo de estos sensores es que se requiere de un
instrumento especializado para poder medir la sefial y se necesita que esta medicion se haga

bajo un control preciso de temperatura.>*

38



3.2. Biosensores basados en la resonancia de plasmones superficiales localizados

Un segundo tipo de biosensores Opticos a nanoescala esta basado en la resonancia de plasmones
superficiales localizados (LSPR por sus siglas en inglés). En este tipo de biosensores, los
sustratos metalicos estan conformados por nanoparticulas. Experimentalmente, las frecuencias
LSPR pueden ser identificadas mediante un espectro de absorbancia en el rango visible —
infrarrojo cercano, en el cual el nanomaterial presenta un alto coeficiente de extincion a estas

frecuencias.>*

Es importante mencionar que el valor de la frecuencia LPSR de un nanomaterial no depende
solo del material metalico del que esta hecho, sino también del tamaiio, la forma, la distancia
entre las nanoparticulas y el indice de refraccion del medio cercano a la superficie del metal.
Las AuNEs y las AgNEs son las preferidas para estas técnicas debido a que sus valores de
frecuencia LSPR se encuentran en el rango Vis-NIR, lo que permite el disefio de sensores
opticos funcionalizados con aptameros (AuNEs@Apt), que permiten monitorear los
desplazamientos de la frecuencia LSPR de manera puntual o en tiempo real (ver Figura 18a).%
Ademas, se pueden utilizar en sensores que involucren la agregacion de las nanoparticulas (ver

Figura 18b) como formas de deteccion del analito (AuNEs@Apt@X).

El desplazamiento de la frecuencia LSPR en nanoparticulas anisotropicas es una estrategia
conocida debido a que la presencia de hot-spots en las puntas contribuye a mejorar la
sensibilidad del sistema.>* De este modo, en la literatura se reportan estudios que permiten la

deteccion de micotoxinas por LSPR usando AuNRs y AuNTs.
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Figura 18. Esquema representativo de los dos principales mecanismos de deteccion de analitos por la técnica
LSPR. (a) Estrategia basada en la agregacion de nanoparticulas. (b) Estrategia basada en los desplazamientos de
la frecuencia LSPR.

Asi, por ejemplo, el trabajo de Park* y Lee®’ consistié en el desarrollo de sensores que detectan
OTA mediante el uso de AuNRs en dos tipos diferentes de sustrato, una lamina de vidrio y una
fibra dptica, respectivamente. La funcionalizacion en ambos casos se realizd por medio de la
exposicion del nanomaterial a una solucidon del aptamero tiolado. El proceso de deteccion se
basa en la formacion del complejo aptamero-OTA (Apt@OTA), el cual genera un cambio en
el indice de refraccion de la superficie de las AuNRs y provoca el desplazamiento de la banda
LSPR (Figura 19). El sensor de Park se obtuvo un limite de deteccion de 0.04 ng.mL™!, mientras
que Lee reportd un limite de deteccion de 4.84 pg.mL™!. Lo novedoso de estos sensores es que,
al usar un sustrato, andlogo a los sensores SPR, se tiene la posibilidad de emplearlos en el

campo si se acoplan a espectrofotometros portatiles que monitoreen los desplazamientos de la
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banda plasmonica del nanomaterial. Otro aspecto importante a mencionar es que en el trabajo
de Park se pudo regenerar el aptadmero libre por medio de la desnaturalizacion del complejo
Apt@OTA a 70°C, dando como resultado la reutilizacion del sensor hasta 7 veces.*® Ademas,
como el fenomeno LSPR es menos sensible a la temperatura, entonces esto representa una

ventaja respecto al control de la temperatura preciso que se necesita en los sensores SPR.*%7

Figura 19. Esquema representativo del proceso de deteccion de los sensores LSPR de Park y Lee. El proceso de
regeneracion del aptamero solo aplica para el sensor de Park. Adaptado de Park y colaboradores.*’

Por otro lado, destaca el sensor reportado por Veliz y colaboradores para detectar AFB1
mediante el uso de AuNTs.”® A diferencia de los sensores anteriores, este sensor no se
encuentra soportado sobre un sustrato sino que el andlisis se realiza en solucion. La
funcionalizacion se realizé por medio de la mezcla del aptamero tiolado con los AuNTs en un
buffer de fosfato a pH = 8 y se utilizo el 4cido mercaptopropidonico (MPA) como agente de
relleno, dando como resultado las AuNTs@Apt@MPA.*® El principio de detecciéon de este
sensor es el cambio en la frecuencia LSPR luego de que la AFB1 se una al aptdmero y forme
el complejo Apt—AFB1 (Figura 20). Este cambio fue monitoreado mediante la variacion de la
banda LSPR en una ventana espectral entre 500 y 1000 m de longitud de onda. Ademas de ser
uno de los pocos sensores que emplearon AuNTs para la deteccion de micotoxinas, en este
estudio también se destaca la mejora en el limite de deteccion del sensor, que pasd de
0.234 ng.mL" a 0.022 ng.mL™! al utilizar el analisis multivariante por regresién de minimos

cuadrados (PLS, por sus siglas en ingl¢s).
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Figura 20. Esquema del proceso de deteccion de la AFB1 con el nanosensor LSPR AuNTs@Apt@MPA. Tomado
de Véliz y colaboradores.”®

Otra estrategia conocida es la agregacion de AuNEs en solucidn, la cual provoca un cambio
mayor de la banda LSPR a diferencia del anterior grupo de sensores, dando como resultado un
mayor contraste en el cambio de color de la solucidn coloidal de las nanoparticulas que permite
detectar la presencia del analito a simple vista.

Un ejemplo de este tipo de sensores colorimétricos es el desarrollado por Luan y colaboradores
en el 2015 para detectar OTA.” En este sistema de deteccion se mezclan los aptdmeros de OTA
con la muestra problema, y los aptdmeros en exceso interaccionan electrostaticamente con
moléculas de poli(cloruro de dialildimetilamonio) (PDDA, por sus siglas en inglés). El exceso
de PDDA provoca la agregacion de las AuNEs debido a la interaccidon electrostatica de la
superficie negativa de las AuNEs con la superficie positiva del PDDA (Figura 21). Asi, a mayor
concentracion de OTA, ocurre una mayor agregacion de AuNEs debido a que se tiene mayor
PDDA libre que no interacciona con el aptamero de OTA. La agregacion genera un

desplazamiento de la banda LSPR desde 520 nm hasta 650 nm, lo cual da un cambio de color
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de la solucidn coloidal de rojo a azul. Por medio del monitoreo de la caida de la absorbancia a

520 nm, se obtuvo un limite de deteccion de 0.009 ng.mL .

Figura 21. Esquema representativo del proceso de deteccion LSPR pro agregacion propuesto por Luan y
colaboradores. Tomado de Luan y colaboradores.®”

Entre este grupo de sensores, también destaca el sensor disefiado por Lerdsri y colaboradores
para detectar AFB1.'% La estrategia de deteccion es similar al sensor anterior; sin embargo, en
lugar de usar PDDA, se usa N,N’-bis(etilentrimetilamonio)-3,4,9,10-perileno diimida, el cual
se emplea como sonda catidnica de perileno (CPP) que se une al aptamero y el exceso de este,
en presencia de AFBI, promueve la agregacion de las AuNEs (Figura 22). Al igual que en el
sensor propuesto por Luen, se observo un desplazamiento de la banda LSPR de 520 nm a
650 nm, pero la agregacion fue monitoreada por la proporcion de los valores de absorbancia a
650 nm y 520 nm con un espectrofotometro o con un colorimetro casero. En este caso se obtuvo

un limite de deteccion de 0.36 ng.mL™! y 0.18 ng.mL"!, respectivamente.'®°
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Figura 22. Esquema representativo de la estrategia de deteccion del sensor LSPR por agregacion de Lerdsri y
colaboradores. Tomado de Lerdsri y colaboradores. '

A continuacion, en la Tabla 4, se muestra un resumen de alguno de los biosensores LSPR mas
resaltantes reportados en la literatura. De acuerdo con la descripcion de los sensores LSPR
presentados, se puede ver como los aptameros son los agentes de reconocimiento mas
populares, a diferencia de los sensores SPR reportados. En cuanto a los limites de deteccion,
se puede observar que los LSPR presentan valores més pequefios que los obtenidos con los
sensores SPR, y tienen la ventaja de no necesitar de un instrumento sofisticado, por lo que su
aplicabilidad aumenta. Aunque atn se requieren seguir mejorando los limites de deteccion, en
especial para poder satisfacer los requerimientos de la Union Europea, este tipo de sensores
puede representar una primera herramienta de diagnostico rapido del cultivo. Finalmente, en
contraste con los sensores SPR, los sensores LSPR reportados hasta ahora muestran una baja

tendencia hacia la deteccidon de mas de 2 micotoxinas en simultaneo.
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Tabla 4. Resumen de biosensores basados en la técnica LSPR.

Analitos Nanomaterial Matriz Sistema de Limite de Ref.
empleado extraccion deteccion
OTA AuNRs Polvo de maiz 30% (v/v) 0.040 ng.mL"! 40
MeOH:H,O
OTA AuNRs Jugo de uvas 10% (v/v) 4.84 pg.mL! 97
MeOH:H>O
OTA AuNEs Licor chino MeOH 0.009 ng.mL"! 99
OTA AuNEs No especifica  No especifica  0.336 ng.mL"! 101
OTA AuNEs Maiz H->O 0.0316 ng.mL"! 102
OTA AuNRs Cerveza No especifica 4.04 ng.mL! 103
OTA AuNRs Jugo de uvas No tiene 3.63 ng.mL! 104
OTA AuNEs No especifica  No especifica 8.08 ng.mL"! 105
AFB1 AuNTs Kiwicha 70% (v/v) 0.022 ng.mL"! 98
MeOH:H,O
AFBI1 AuNEs Arroz y mani 80% (v/v) 0.36 ng.mL"! 100
MeOH:H-O +
NaCl
AFB1 AuNEs Leche No tiene 3.12 ng.mL"! 106
AFBI1 AgNEs Mani, maiz y 60% (v/v) 0.09 ng.mL"! 107
alimento para  MeOH:H-O +
pollos NaCl
AFBI1 AuNEs No especifica ~ No especifica  0.025 ng.mL"! 108
AFBI1 AuNEs Arroz 80% (v/v) 0.624 pg.mL! 109
MeOH:H,O
AFB2 AuNEs Cerveza No tiene 0.025 ng.mL! 110
AFMI1 AuNEs Leche No tiene 30 ng.mL! 45
AFMI1 AuNEs Leche MeOH 0.002 ng.mL! 111
AFMI1 AuNEs Leche No tiene 3.28 ng.mL! 112
AFM1 AuNEs Leche MeOH 0.05 ng.mL! 113
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3.3. Biosensores basados en la espectroscopia Raman amplificada en superficie

Cuando un fotén incide sobre una muestra, este puede ser dispersado elastica o inelasticamente
en funcion de si no hay un cambio de energia o si, respectivamente. La espectroscopia Raman
estudia los niveles vibracionales de energia molecular (vi, 1 =0, 1, 2, 3, 4) por medio de la
variacion de la energia entre el foton dispersado y el foton incidente.!'* La dispersion Raman
ocurre cuando una fuente monocromatica (hvr), como un laser, incide sobre una muestra, excita
a los electrones a un estado virtual de energia, y luego estos fotones son dispersados
inelasticamente (vr - vn) y recolectados por un espectrometro Raman (Figura 23). Aunque la
espectroscopia Raman tenga una alta especificidad, su sensibilidad es baja debido a que pocos
fotones incidentes son dispersados inelasticamente, por lo que la deteccion de bajas

concentraciones es limitada.'!?

Figura 23.Esquema representativo de la dispersion Raman convencional. Adaptado de Notingher.'!4

La espectroscopia Raman amplificada en superficie (SERS) es una técnica que aprovecha el
efecto amplificador de las sefiales Raman de un analito que se adsorbe o se sitia cerca de la
superficie de un nanomaterial, especialmente en las regiones con alta concentracion del campo
electromagnético conocidas como hot-spots. La amplificacion ocurre en moléculas que se

encuentran cercanas a la superficie metalica y se da por medio de dos mecanismos de

46



amplificacion: el electromagnético y el quimico. El mecanismo electromagnético esta
relacionado a los plasmones de superficie localizados y amplifica tanto el campo eléctrico del
haz de luz incidente como los fotones Raman dspersados.!!® Por otro lado, el mecanismo
quimico refiere a procesos de transferencias de carga entre la molécula a estudiar y el metal
que generan un dipolo en la nanoparticula; este genera que aumente la polarizabilidad de la
molécula y se amplifique ain maés la sefial Raman.'!’

La espectroscopia Raman emplea cominmente una fuente de la excitacion monocromatica, lo
que implica que la frecuencia LSPR de la nanoparticula, en las que se amplifica la intensidad
del campo eléctrico, debe ser modulada segiin el sistema Raman disponible. Para ello, se
requiere identificar el tamano, forma y tipo de metal empleado a fin de que la frecuencia
plasmonica coincida o se encuentre muy proxima a la frecuencia de la fuente de excitacion
monocromadtica y a las sefiales Raman del analito, y que las sefiales espectrales puedan verse

amplificadas en varios 6rdenes de magnitud.'!®

En este campo de aplicacion, se busca que las moléculas de interés, que pueden ser el analito
o un marcador Raman, se encuentren, preferentemente, en los hot-spots. Se ha reportado que
las puntas de geometrias anisotrdpicas y las zonas intersticiales entre dos 0 mas nanoestructuras
muy proximas presentan los fot-spots mas intensos.!!” En la Figura 24, se muestra una
representacion grafica de la diferencia entre la espectroscopia Raman convencional y la técnica

SERS.
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Figura 24. Representacion grafica de la diferencia entre la espectroscopia Raman y SERS. Adaptado de Schultz.!"®

Al igual que en la técnica LSPR, se aprovecha la amplificacion que producen las puntas de
geometrias anisotropicas en el proceso de deteccion. Asi, por ejemplo, destaca el sensor
disefiado por Hernandez y colaboradores para la deteccion de OTA con AuNTs libres de
marcadores Raman.!?® Estos son funcionalizados con el aptdmero de OTA en buffer de
tris(hidroximetil)aminometano (Tris) a pH = 8.5 y se utiliza MPA como agente de relleno,
dando como resultado las AuNTs@Apt@MPA.'?° El principio de deteccién de este sensor
consiste en la captura de la OTA por el aptdmero, el cual induce un cambio conformacional en
el oligonucledtido y genera distintos cambios en su respectivo espectro SERS (Figura 25)
adquirido con una fuente de 785 nm. Debido a los cambios en la intensidad de las sefiales, este
grupo empleo6 un analisis PLS en lugar de monitorear solo una banda, asi este sensor alcanzo

un limite de deteccion de 10.10 ng.g™!.!1%°
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Figura 25. Esquema representativo de la estrategia de deteccion del sensor SERS de Hernandez y colaboradores.
Adaptado de Hernandez y colaboradores.!'?°

La otra estrategia de deteccion consiste en la amplificacion de las sefales atrapando al analito
o a marcadores Raman en hot-spots. Un ejemplo de este tipo de sensores, que emplean
anticuerpos como agentes de reconocimiento, es el desarrollado por Li y colaboradores en el
2018 para detectar AFB1, OTA y ZEA en muestras de maiz, arroz y trigo.!?! Este sensor
consiste en un arreglo de 2 x 2 de 4 manchas circulares de oro de 2.0 mm de didmetro y 100 nm
de profundidad (Figura 26); la superficie de estas manchas es modificada con albumina de
suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) conjugada a una de las 3 micotoxinas de interés,
por medio de un acoplamiento amida. Por otro lado, se prepararon las nanosondas SERS por
medio de la funcionalizacion de AuNEs con el marcador Raman, el cual fue
5,5-ditiobis(succinimidil-2-nitrobenzoato) (DSNB, por sus siglas en inglés). Posteriormente,
se unieron los anticuerpos de cada micotoxina a la superficie por medio del DSNB vy se saturd
la superficie con BSA, dando como resultado 3 nanosondas SERS que fueron mezcladas en la
relacion de volumen 2:2:1 para la anti-AFBI1, la anti-ZEA vy la anti-OTA.'?! El principio de
deteccion de este sensor consiste en la mezcla de las nanosondas con la muestra problema, los
anticuerpos en la superficie de las nanosondas se adsorben a las micotoxinas y, por tanto, se
tiene una menor cantidad de nanosondas adsorbidas sobre el chip cuando hay una mayor
concentracion de determinada micotoxina (Figura 26). Finalmente, la concentracion del analito

es cuantificada de manera indirecta mediante el monitoreo de la sefial a 1334 cm™' del DNSB,
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de modo que la reduccién en esta sefial nos indica la presencia de la micotoxina de interés. De
este modo, este sensor alcanzé limites de deteccion de 0.061-0.066 ng.g!' para la AFBI,
0.26-0.29 ng.g™! para la OTA y 0.53-0.57 ng.g"! para la ZEA.'?! Lo importante de este sensor
es que se aprovecha la separacion espacial en zonas para poder detectar diferentes micotoxinas

con el fin de tener un chip de deteccion multiplex similar a los de la técnica SPR.

Figura 26. Esquema representativo del chip SERS y el proceso de deteccion del sensor disefiado por Li y
colaboradores. Adaptado de Li y colaboradores.'?!

Un ejemplo importante de estos sensores SERS es el sensor desarrollado por Song y
colaboradores en el 2022, que emplea aptameros como agente de reconocimiento y puede
detectar simultineamente OTA y AFB1 en muestras de semillas'?> En general, este consta de
dos plataformas: una de ellas esta conformada por un microarreglo de microesferas de cristal
fotonico de silica (SPCM, por sus siglas en inglés) que tienen AuNEs funcionalizadas con
aptamero de OTA o AFBI; y la otra consiste de nanomarcadores Raman conformados por
AuNEs enlazadas con la hebra complementaria del aptamero de interés y con azul de Nilo A o
5,5’-ditiobis(&cido 2-nitrobenzoico) para la deteccion de OTA y AFB1, respectivamente. En el
proceso de deteccion, la micotoxina se enlaza al aptdmero de la superficie del SPCM vy los

sitios que queden libres se uniran a los nanomarcadores Raman (Figura 27). De este modo, se
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detecta la concentracion de OTA y AFBI1 por la disminucion de la sefial a 592 cm™ del azul de
Nilo A y de la sefial a 1331 cm™ del 5,5’-ditiobis(4cido-2-nitrobenzoico), respectivamente.'*?
Este sistema alcanz6 un limite de deteccion de 0.034 pg.mL™! para OTA y de 0.36 pg.mL! para
AFBI, siendo este uno de los nanosensores 0pticos mas sensibles hasta la fecha e igualando en
sensibilidad a la técnica LC-MS/MS. Por otro lado, lo novedoso de esta técnica es el
acoplamiento del sustrato SPCM que, por medio de simulaciones computacionales, mostro
mejorar el factor de amplificacion en 20 veces; adicionalmente, este estudio propone que se
puede ampliar el nimero de micotoxinas evaluadas al aumentar el nimero de marcadores

Raman que estaran asociados a determinada micotoxina.'*?

Figura 27. Esquema representativo de la estrategia de deteccion del sensor SERS de Song y colaboradores.
Adaptado de Song y colaboradores. !??

Un ultimo ejemplo destacable de estos sensores es el desarrollado por Zhao y colaboradores en
el 2022, los cuales emplearon aptameros como agente de reconocimiento para detectar DON
en muestras de harina de maiz, aceite de mani y leche pura.!?® Este sensor también esta
conformado de dos plataformas: una de ellas es una sonda Raman que consiste de AgNEs
recubiertas con B-ciclodextrina, que tienen unido el aptamero de DON por medio de la quimica
host-guest, y 4-acidomercaptobenzoico (4-MBA, por sus siglas en inglés) que cumple el rol de

marcador Raman; y la otra consiste de MNP de Fe;Os@Au recubierta con la hebra
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complementaria (c-DNA, por sus siglas en inglés) al aptamero. En el proceso de deteccion, el
DON se enlaza al aptamero de la superficie del nanomarcador Raman, por lo que queda una
menor cantidad de aptamero libre que pueda ser capturado por la hebra complementaria unida
a la MNP (Figura 28).'?* Asi, a mayor concentracion de DON, habra una menor sefial Raman
proveniente del 4-MBA. Lo novedoso de este biosensor es que se emplea una MNP para
efectuar una separacion magnética entre el complejo nanomarcador-MNP vy
nanomarcador—-DON, lo cual aumenta la sensibilidad del sistema. El limite de deteccion
alcanzado por este sistema fue 0.032 pg.mL, siendo este de los sensores mas sensibles junto
al anterior descrito y que muestran la sinergia que puede haber al combinar las propiedades

particulares de las MNP y las nanoparticulas de metales nobles.

Figura 28.Esquema representativo del sensor SERS propuesto por Zhao y colaboradores. Adaptado de Zhao y
colaboradores.'??

A continuacion, en la Tabla 5, se muestra un resumen de algunos de los biosensores SERS mas

recientes reportados en la literatura.
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Tabla 5. Tabla resumen de biosensores basados en la técnica SERS.
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Analitos Nanomaterial Agente de Matriz Sistema de Limite de deteccion  Ref.
empleado Reconocimiento extraccion
AFB1 AgNEy Aptamero Lagrimas de Job 70% (v/v) 0.006 ng.mL"! 49
Fe30s@Au MeOH:H>O
AFB1 Fe;O0s@Au Aptamero Trigo 60% (v/v) 1.6 pg.mL! 50
MeOH:H,0O +
NaCl
AFBI1 Fe;04@Auy Aptamero Aceite de cacahuete 80% (v/v) 0.40 pg.mL"! 81
AuNE@4- MeOH:H>O
MBA@AgNE
AFB1 AgNE Aptamero Nuez 80% (v/v) 0.009 ng.mL"! 124
MeOH:H,O
OTA AuNT Aptamero Café y trigo 70% (v/v) 10 ng. mL"! 120
MeOH:H>O
OTA Nanoerizo de Aptamero Cerveza 15% NaCl + 8.6 pg.mL"! 125
oro 2% NaHCO;
OTA Nanoestrella Aptamero Vino Acetato de 0.25 fg.mL"! 126
de oro etilo
ZEA AuNE Anticuerpo Piensos No tiene 1 pg.mL! 127
FBI1 AuNR Aptamero Maiz 20% (V/v) 3 pg.mL! 128
MeOH:H,O
DON AgNEy Aptamero Harina de maiz, aceite 80% (v/v) 0.032 pg.mL"! 123
Fe;04@Au de mani y leche MeOH:H0O




(Continuacion de la Tabla 5)

Analitos Nanomaterial Agente de Matriz Sistema de Limite de deteccion  Ref.
empleado Reconocimiento extraccion

OTA, Nanopilares Anticuerpo No especifica No especifica OTA: 5.09 pg.mL""! 62

FUM:s, de oro FUMs: 5.11 pg.mL"!

AFB1 AFBI: 6.07 pg.mL!

AFBI, AgNE Anticuerpo Maiz negro, arroz y 70% (v/v) AFBI: 0.061 ng.mL"! 121
OTA, trigo MeOH:HO  OTA: 0.26 ng.mL""!

ZEA ZEA: 0.53 ng.mL"!

AFBI, AuNE Aptamero Jarabes medicinales 70% (v/v) AFB1: 0.36 pg.mL! 122
OTA MeOH:H,O  OTA: 0.034 pg.mL"!

AFBI, AuNE Anticuerpo Arroz, trigo y maiz CHCI3 AFB1: 0.82 pg.mL! 129
OTA, OTA: 1.43 pg.mL!
ZEN ZEN: 1.00 pg.mL"!
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De este modo, en los trabajos mas recientes de nanosensores SERS aplicados a la deteccion de
micotoxinas, se ha sefialado el uso tanto de aptdmeros como de anticuerpos, con especial
atencion en el analisis de la OTA y la AFB1. Los sensores SERS son los mas sensibles
reportados en el campo de los sensores nanoplasmonicos y cuentan con limites de deteccion
del orden de las ppt, similar a los reportados por los métodos LC-MS/MS 61:62:122,124-126,129,130
En ese sentido, estos superan el rendimiento de analisis de las dos anteriores técnicas y también
permiten analisis multiplex, aumentando asi la posibilidad de un diagnostico completo del
producto.62121:122.1297133 Dyyrante los Gltimos afos, los nanosensores SERS han aprovechado la
implementacion de espectrometros Raman portatiles de forma que su aplicabilidad en el campo
sea mayor.!2%13* Esto representa una oportunidad de poder contar con sensores altamente

sensibles y no solo se tenga que recurrir por opciones colorimétricas a simple vista.
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Capitulo 4. Conclusiones y perspectivas

La presencia de micotoxinas en alimentos es un problema patente que genera problemas en la
salud de la poblacion y la economia de la sociedad. Las aflatoxinas, ocratoxinas y fumonisinas
se encuentran entre las micotoxinas mas relevantes. Los métodos convencionales de deteccion
de micotoxinas estan basados en LC-MS/MS y la técnica ELISA. Mientras que la técnica LC-
MS/MS es muy selectivo y sensible, presenta una baja accesibilidad. Por su parte, los kits de
ELISA son mas accesibles, pero no suelen ser robustos y pueden tener un costo global alto.
Ante esta realidad surge el interés en el desarrollo de sistemas alternativos de deteccion

empleando biosensores Opticos basados en nanomateriales de metales nobles.

Tres aspectos clave en el disefio de un biosensor optico son (i) el agente de reconocimiento
bioldgico, (ii) el transductor Optico y (iii) la estrategia de inmovilizacién de la molécula de
reconocimiento en el transductor. Este trabajo se ha enfocado en el uso de nanomateriales de
metales nobles como transductores opticos, debido a sus excelentes propiedades plasmonicas.
Dentro de este grupo de sensores, destacan las nanoestructuras de oro y plata como principales
agentes de transduccion Optica; los anticuerpos y los aptameros como los agentes de
reconocimiento bioldgico para la deteccion de micotoxinas; y el uso de diversas estrategias
fisicas o quimicas de inmovilizacion. De este modo, se han desarrollado 3 principales tipos de

biosensores nanoplasmonicos: SPR, LSPR y SERS.

Los sensores SPR presentan limites de deteccion en el orden de los ppb que satisfacen los
estandares de los organismos reguladores, permiten ensayos multiplex y deteccion en tiempo
real. No obstante, su principal desventaja radica en la instrumentacion especializada para
efectuar sus mediciones por lo que su accesibilidad se puede ver reducida. En cuanto a los

sensores LSPR, destaca el uso de AuNEs, AuNTs y AuNRs como principales nanoestructuras,
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ademas, ostentan limites de deteccion similares a los SPR, son faciles de preparar, y se pueden

acoplar a espectrometros o colorimetros sencillos, siendo unos de los méas accesibles.

Con respecto a los sensores SERS destacan las AuNEs y AuNTs como principales
nanoestructuras, son los que mejores limites de deteccion y selectividad han presentado,
igualando en ciertos casos a los valores reportados por los métodos LC-MS/MS. Ademas, hay
una marcada tendencia frente al desarrollo de sensores multiplex. Sin embargo, algunos
sistemas tienen problemas de estabilidad o no son faciles de preparar, y requieren de un
espectrometro Raman que no siempre es accesible. En los tltimos afios, esta ultima limitacién
estd siendo superada gracias a los avances tecnoldgicos que reducen costos y permiten el disefio

de sistemas portatiles.

Finalmente, los estudios presentados en este trabajo demuestran que es posible tener métodos
alternativos de deteccion de micotoxinas accesibles y superiores a los kits de ELISA y, en
algunos casos, con una sensibilidad comparable a la técnica LC-MS/MS. Los futuros trabajos
en este campo de aplicacion estan enfocados en sistemas que sean cada vez mas sensibles con
limites de deteccion del orden de las decenas de las ppts, mas selectivos, mas reproducibles,
mas robustos y, de ser posible, que permitan una deteccidn multiplex con una instrumentacion
cada vez mas accesible. Para lograrlo, se puede disefiar un sistema que integre tanto
nanoparticulas de metales nobles como nanoparticulas magnéticas, lo que permitiria aumentar
la sensibilidad del método. Adicionalmente, se podrian emplear agentes de relleno que
reduzcan las interacciones no especificas con el fin de aumentar la selectividad y se podria
depositar las nanoparticulas sobre un sustrato para aumentar la robustez y la reproducibilidad.
Ademéds, se podrian modificar las diferentes zonas de detecciéon de manera selectiva con
diferentes agentes de reconocimiento para permitir una deteccion multiplex de micotoxinas que

asegure la calidad de los alimentos.
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