aas  Universidad
A8l Zaragoza

1542

Trabajo Fin de Grado

Uso de la nanotecnologia para descubrir
materiales del Patrimonio Cultural

Autor

Javier Lou Franco

Directores
Ana Claro

Jesus Martinez de la Fuente

Facultad de Ciencias/Grado de Biotecnologia

2015




Instituto Universitarfo de Investigacién

en Nanociencia de Aragon
Univessidad Zaragoza

Dfia ANA CLARQO, Investipadora Marie Curie en el Instituto de Nanociencia de Aragdn,
Universidad de Zaragoza

INFORMA;

Que JAVIER LOU FRANCO ha realizado en el Instituto de Nanociencia de Aragdn bajo su
direcci6n el Trabajo de Fin de Grado descrito en la presente memoria, que lleva por titulo “Uso
de la nanotecnologia para descubrir materiales del Patrimonio Cultural” y que el trabajo
realizado cumple los objetivos recogidos en las Directrices TFG en Biotecnologia.

Zaragoza, a 22 de Junio de 2015

Firmado:

Directores

Ana Claro y JesGs Martinez de la Fuente




1.
2.

3.
4.

5.

indice

RESUMEN ..ttt ettt b e s bt s bt st st et e et e et e e b e e b e e nbeenneennees 1
INTRODUCCION ...ttt 2
2.1 ASPECLOS DASICOS . .uuviiieeiiiee ettt e et e e et e e e e ar e e e e abe e e e e e abaeeeearaeeeeareeeeenres 2
2.1.1 NaNOTECNOIOZIA . uveeeeeiiiee ettt e et e e ettt e e e e ette e e eebaee e e eeataeeeesbaeeeensaeaesans 2
2.1.2 BIOSENSOTES ..viiiiiiiiiiiiiiiei ittt e e s sba e s b s e e s e saa s e e s e e e sera e e s e 3
2.1.3 Aplicacién de los biosensores en obras de arte ......ccccccveeeeciveeeecieeeecciee e 4
2.2 ANTECERUBNTES ...ttt ettt ettt st st ettt et sb e e bt e bt e sbeesaeesanesane e 5
OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO ...ttt ettt e e ee e 6
MATERIALES Y METODOS. ......eieieieieieeteeeeeteeete ettt tesesesessssssssasssasssssasssssssssesssssesesasns 7
4.1 Material DIOIOZICO .....oeeieiiee ettt ettt e et e e e et e e e e e e bae e e e abe e e e eeareeeeenres 7
A =T ol o[- [P P RO PR PRRPRRN 8
B.2. 1 SDS-PAGE.... .ottt ettt ettt e st s b ettt neere e 8
4.2.2 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)........ccooeciereeiiiieeiiiee e e 8
4.2.3 Espectroscopia ultravioleta-Visible ..., 8
B2 A ELISA ...ttt ettt et e ettt e e e e e e bttt e e e e e e e e s e e abtreee e e e e e e anraaaeeeeaens 9
B.2.5 LS ettt ettt ettt e be e bt e h e e ehe e sheesatesateeabeeabe e teeteeteens 9
A.3 IMBELOUOS ...ttt ettt ettt st e b et et e b e b e b e b s b nhee s aeesanesane e 9
4.3.1 Sintesis de NanONACh0S. .....cc.ciiiiiiiiiiee et e 9
4.3.2 Funcionalizacidn de NanonachOS .......cc.eeiiiiiiriieiieeeeeeeee e 10
RESULTADOS Y DISCUSION.......cuiuieiiiieteecteeetetetetete ettt tetetesesssesssessssasesassss st sssssesesssesns 12
5.1 Caracterizacion de antiCUBIPOS.......uiiieciiieeeeiiee ettt et et e et e e e e ette e e e e e eatee e eeabeeeeennns 12
5.2 SINTESIS B NINS ...ttt ettt ettt ettt et e e s bt e s bt e s bt e s atesat e e satesabeeabeeabeebeebeenseens 14
5.3 Caracterizacion de NINS .......cc.eoiieiieie ettt sttt et b e nree 15
5.4 FUNCIONAliZacion d& NINS ........oiiiiiieieieeee ettt sttt e nree 17
5.5 Optimizacion del DIOSENSON ........cccuiii ittt et e e eaae e e e eabae e e 17
5.5.1 Seleccion de la solucion de BIOQUEOD .......eeeeceiiiiccieeeeee e 17
5.5.2 BiOSENSOr @NZIMATICO ...eiuviiiieiieiieiiteesie ettt ettt ettt et be bt e sbe e st e st e saee s 20
5.5.3 BiOSENSOF PlASMONICO ...uvviiiiiiiieciiiiee ettt et e e s e e e e s e e e e aae e e e e nraeeeennees 22
CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt et ettt sbe e s bt st s san e st e b e e b e s beesneesmeennees 23
BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt st b b a b s snas 24
ANEXOS



1. RESUMEN

La ovoalbumina y el coladgeno son proteinas quedtisimente han estado muy
presentes en los aglutinantes utilizados en lawinpis. Detectar su presencia es fundamental
para poder realizar una conservacion adecuadasdebtas de arte, aunque para ello hay que
lidiar con la degradacion a la que se ven sometideante el paso del tiempo y con el pequefio
tamafo muestral de que se dispone. En este estitian sentado las bases del desarrollo de un
nanobiosensor capaz de detectar dichas proteipasifisamente en muestras con muy poca
concentraciéon de proteina. Para ello se ha combilaadspecificidad de los anticuerpos como
elementos de deteccion, con la capacidad de lagpasdiculas de oro de actuar como elementos
de transduccion de sefial. Los resultados obtertidos permitido optimizar el disefio del
biosensor mencionado, paso necesario para consggairalisis de muestras reales eficaz.

Both ovalbumin and collagen are historical proteinspresent in paint binders. In
order to properly preserve our Cultural Heritage, it is essential to detect the presence and
identify these proteins. Nevertheless, one must desot only with the degradation caused
by the nature of the materials and time, but also #h the small sample size available. This
study has been developed to find a hanobiosensorlatio specifically detect these proteins,
even when the protein concentration is minimal. Forthat purpose, the specificity of
antibodies as detection elements has been combinesith the capacity of gold
nanoparticles to act as signal transduction elemest The results obtained allowed to
optimize the biosensor design, step necessary tohave an effective analysis of real
samples.



2. INTRODUCCION

2.1 Aspectos basicos

2.1.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia surge en 1959, cuando se coagdemprimera vez la posibilidad de
crear productos a escala nanométrica. Este origetribuye al Profesor Mr. R. Feynman, que
planteé este proceso tecnologico en la conferefidiere is a lot of space down there”
(Feynman, 1960). Sin embargo, es en 1974 cuandoealaérmino “nanotecnologia”, definido
por laNational Nanotechnology Initiativeomo “una ciencia interdisciplinaria que se enaarg
de la manipulacion de materia con, al menos unsudedimensiones, en el rango de 1 a 100

nm-.

Agua Glucosa Anticuerpo Virus Bacteria Célula tumoral Pelota de tenis
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Figura 1. Situacién comparativa de los nanomateriales eadal@ métrica. Adaptado de (McNeil, 2005).

La Environmental Protection AgengizPA) de EUA ha clasificado los nanomateriales
actuales en cuatro tipos, a saber:

0 Basados en carbono o Dendrimeros
0 Basados en metales o Compuestos

Nosotros nos vamos a centrar en los nanomateriagdssidos en metales, mas
concretamente en las nanoparticulas de oro (Au.MBB&)s presentan unas propiedades oOpticas,
térmicas y eléctricas muy interesantes, que uradis posibilidad de modificar su superficie
quimicamente para la union a diversas biomoléc(asniel, 2004), las convierten en
herramientas muy utiles en sistemas de biodeteccion

Una de las propiedades mas utilizadas de las niancesas metéalicas es el efecto de
resonancia del plasmén de superficie localizaddPR)S Esta propiedad 6ptica se aprecia en
particulas metdalicas de tamafio nanométrico, y emnfa las mismas un comportamiento
completamente diferente del metal a nivel macrdsoofEl plasmon de resonancia superficial
corresponde a una interaccion entre la materiacamlpo electromagnético de la luz, tal como
se muestra en la siguiente imagen.
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Figura 2. Esquema de la interaccion de la luz con una NP im@t#ldaptado de (Garcia, 2012).

Una NP metdlica puede describirse como un entrantEdmucleos i6nicos con
electrones de conduccion que se mueven librementeodde la particula. Cuando se ilumina la
particula, el campo electromagnético de la luz qi€p una fuerza sobre estos electrones de
conduccion “empujandolos” hacia la superficie deNR. Esta acumulacién de carga en una
zona de la NP crea un dipolo eléctrico, que geanrraampo eléctrico dentro de la NP opuesto
al de la luz y que forzaré a los electrones a vav&u posicion de equilibrio. Asi, al suprimir el
campo electromagnético, los electrones oscilardn ww determinada frecuencia, conocida
como frecuencia plasmonica (Garcia, 2012).

De esta forma, si se aplica una fuerza externainarfrecuencia igual a la plasménica,
se facilitara la oscilacion de los electrones d&llRracon una mayor amplitud. Esta oscilacion
electrénica implica un aumento de energia cindtiedectrostatica, lo que se traduce en una
absorcion de energia maxima por la NP (Haes, 26@4)e de esta energia absorbida se disipara
en forma de calor, por lo que podremos utilizar gatopiedad de las NPs metalicas para
detectar la presencia de NPs midiendo el calordite

2.1.2 Biosensores

Los biosensores representan una herramienta eaafitometedora. La IUPAC lo
define como “un dispositivo que usa reaccionesimgas especificas mediadas por enzimas
aisladas, inmunosistemas, tejidos, organulos olaslenteras para detectar compuestos
quimicos generalmente por sefales eléctricas,dasmi Opticas”.

Esta herramienta data de 1962, cuando Leland Claoksiderado padre de los
biosensores, inventd un dispositivo que permittard@nar rapidamente la cantidad de glucosa
en sangre (Bergveld, 1996).

Las principales caracteristicas que hacen de tsebsores herramientas tan uUtiles son
su sensibilidad, selectividad, limite de detecct@mpo de respuesta, precision y rango lineal
de medida (Higgins, 1989).

Los biosensores constan de un elemento de recoeotdmo biorreceptor y un
transductor. El biorreceptor se encarga de intevaac especificamente con el analito en
cuestidn y la resultante reaccién bioquimica sesfama mediante el transductor en una sefial
medible (MonoSik, 2012).



Existe una gran diversidad de biosensores en faragbdtipo de biorreceptor (enzimas,
anticuerpos, acidos nucleicos, células completagfjagsductor (electroguimico, eléctrico,
optico, piezoeléctrico, térmico) elegidos. Estdaja se centra en los inmunosensores, que se
basan en la especificidad de unidén que presensaanitigenos y anticuerpos para identificar y
medir determinadas sustancias. Debido a la difiduifue presenta la medida de la interaccion
antigeno-anticuerpo, se realizan medidas indireetaas que o bien el antigeno o bien el
anticuerpo esta marcado para facilitar la deteccién

Gracias a las propiedades Opticas, térmicas yrielgstanicas de las NPs, se pueden
marcar NPs con biomoléculas de forma que retengaactvidad biologica. Asi, se podran
utilizar dichas propiedades para detectar las NPgoger determinar de esta forma la
concentraciéon de analifdmbrosi, 2007).

2.1.3 Aplicacion de los biosensores en obras de arte

Las obras de arte, en concreto en el campo datiarpj escultura e iluminura, se basan
en un soporte sobre el que se superponen capastdeme diferentes espesores (10-161),
compuestas por mezclas de materiales organicasgaimcos (Sciutto, 2014).

Las pinturas utilizadas estan compuestas por dogpa@oeentes basicos: pigmentos y
aglutinantes. El componente que percibimos comorcees el pigmento y tipicamente consiste
en un polvo fino de material inorganico obtenidoagtir de minerales o materiales sintetizados.
Los aglutinantes componen la fracciobn organica. pfmento queda dispersado en el
aglutinante, de forma que los granulos de polvalgaainidos entre si y a la superficie a la que
se aplica la pintura (Tokarski, 2006).

La caracterizacion de aglutinantes utilizados erstras de pinturas es crucial para
conseguir una buena conservacion de las obrageldcatre los aglutinantes més utilizados a lo
largo de la historia encontramos aceites, protefeasas, polisacaridos..., sin embargo son las
proteinas las que han jugado un papel mas relegammout, 2010).

Estos aglutinantes tradicionalmente estaban cortgeig®r huevo, leche, caseina,
gomas de pegar y aceites, usados por separadonarnido mezclas complejas, por lo que su
caracterizaciéon quimica resulta complicada. Adendébido a que dichos compuestos han
estado expuestos durante décadas o incluso sigdua, oxigeno y humedad, se han ido
degradando y su composicién quimica original spdtido ver alterada (Van Der Werf, 2012).
Todo esto afiadido a la dificultad intrinseca queosa el pequefio tamafio muestral de que se
dispone, donde solo un 10% corresponde a la fraamiganica, hacen de la identificacién de
aglutinantes una ardua tarea.

Este trabajo se centra en la deteccion de dosipastda ovoalbumina (OVA), por ser
la proteina més abundante en la clara del hueebgcglageno, por ser el componente proteico
mas abundante de piel y huesos de mamiferos.



e Ovoalbumina: posee 385 aminoacidos y una masa matede 43 kDa. Pertenece a la
superfamilia proteinica de las serpinas, pese anmgueresenta la propiedad serin-
proteasa inhibidora que las caracteriza.

e Colageno: es una proteina fibrosa y se distingumioy tipos (al menos 21). Su
estructura secundaria consiste en caden@lices levégiras), que se agrupan de tres
en tres para formar una triple hélice dextrogirmaa@structura terciaria. Cada una de
las cadenas que conforman el colageno tiene una makecular de alrededor de 130
kDa.

Figura 3. a. Estructura de la OVA (Yamasaki, 2008).Estructura tridimensional de una cadena
a del colagenoc. Triple hélice de colageno (Nelson, 2005).

2.2 Antecedentes

La mayoria de los trabajos publicados que se ceminala deteccion de proteinas en
obras de arte consta de tres fases distinguidasaiceddon de la fase proteica a partir de la
muestra, hidrélisis enzimatica y analisis de la posicion peptidica (Tokarski, 2006). Estos
métodos se basan en técnicas acopladas a espddaamenasas.

Gran parte de los métodos cromatograficos empleadasisten en una hidrolisis
completa de la muestra proteica en sus aminoéciseguida de una derivatizacion vy
separacion/deteccion mediante cromatografia des gasplada a espectrometria de masas (GC-
MS) o HPLC acoplada a un detector fluorescente EHPD) (Fremout, 2010). El
inconveniente principal de este tipo de técnicasswescaracter destructivo, la cantidad de
muestra requerida y la imposibilidad de ser deBada@s por personas no especializadas.
Ademas, los limites de deteccidén para aminoacidasdo estas técnicas se sitlan en un rango
nanomolar (Callején, 2008).

Otra de las herramientas que ha sido ampliamenligada es la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Ed&xnica permite detectar tanto los
componentes inorganicos de la pintura como losnitga y presenta la ventaja de ser una
técnica no destructiva. Sin embargo, pese a quéepdietectar materia proteica no es capaz de
identificar proteinas y, en el caso de tratar camestras complejas, la deteccion resulta
complicada (Sciutto, 2014).

Los multiples inconvenientes de estas técnicaspiara la necesidad de desarrollar
otras mas sensibles y eficaces.



3. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABA]JO

Con este trabajo se pretende disefar un nanobasgEmmico que permita detectar de
forma rapida, sencilla y eficaz la presencia deletierminado antigeno para poder identificar el
tipo de aglutinante que hay en una muestra derpintls antigenos en los que se centra este
trabajo son ovoalbumina y colageno, tal y comonsiica en el apartado “2.1.3 Aplicacién de
los biosensores en obras de arte”. Como objetiesiolt se persigue el disefio de un nanokit de
deteccidn que se pueda comercializar.

Para conseguir el objetivo mencionado, se ha @doté estructura del biosensor, que
se esguematiza a continuacion:

Se ha elegido un disefio en
sandwich para el biosensor. De esta
* " forma, sobre una membrana de ésteres

N ' : de celulosa se fija el anticuerpo de
\\ /( captura. Posteriormente se afade la

%‘;’3‘;}? {7$ muestra a analiziar, gue en eI, caso de
Ve contener el antigeno especifico del
anticuerpo fijado, quedara retenido.
Dicho antigeno podra ser reconocido
! . por un anticuerpo de deteccion ligado a
Pepeltérmice biotina, de manera que cuando

Laser NIR afiadamos las NPs funcionalizadas con
estreptavidina, la interaccién biotina-
estreptavidina mantendra las NPs sobre

‘"' Y Wik W - la superficie.

Ab captura  Ab deteccién Analito Estreptavidina Biotina NPs

R
R
h

Membrana

Figura 4. Disefio del nanobiosensor que se pretende
desarrollar. Adaptado déPolo, 2013).

Como anticuerpo de captura se usan anticuerpos alomrabes para garantizar la
especificidad de reconocimiento y evitar reacciacregadas, mientras que los anticuerpos de
deteccidn utilizados van a ser policlonales. Pay tatdo, las NPs elegidas para desarrollar este
biosensor son los nanotriangulos de oro, comunni@me@dos nanonachos (NNs).

Siguiendo este esquema, si tenemos el antigenobgseamos en la muestra, se
ensamblaran todas las piezas y los NNs quedar@mdes. A continuacion se coloca una hoja
de papel térmico sobre la superficie en la quecuadado fijados los NNs, se irradia con laser
y, en caso de que tengamos NNs, estos absorbatérdpda energia luminica y se disipara en

forma de calor, de manera que podremos detectanetencia del antigeno visualmente en el
papel térmico.

Este método de deteccion presenta la ventaja @e teva sensibilidad muy superior a
los métodos actuales (Polo, 2013), lo que permisiti aplicacion en condiciones en las que el
tamafio muestral es minimo (como en el andlisisbdasode arte, donde solo se dispone de 25
ng de muestra).



No obstante, para conseguir un biosensor eficagptanizacién previa se realiza
siguiendo dos modelos mas sencillos: el primeringtico y el segundo plasménico.

Figura 5. La imagen A

corresponde al  ensayo
enzimatico que permite una
deteccion colorimétrica,
gracias a la oxidaciéon del
TMB por accion de la

peroxidasa (HRP). Por otro
lado, la imagen B representa
el modelo utilizado para el
ensayo plasménico.
Adaptado de (Polo, 2013).
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Estos dos modelos que se plantean en la imagericargen una simplificacion del
modelo deseado para el biosensor final, que vesrraifr desarrollar una optimizacion de las
relaciones antigeno/anticuerpo adecuadas.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material bioldgico
Los anticuerpos y antigenos utilizados a lo largbtiibajo son los que se muestran a
continuacion:

Anticuerpo Tipo Producido en  Casa comercial
Anti-ovoalbumina Monoclonal Raton Sigma-Aldrith
Anti-ovoalbumina Policlonal Conejo Abc&m

Anti-colageno (tipo I) Monoclonal Ratén GeneTex
Anti-colageno (tipo I) con biotina Policlonal Conej GeneTex
Anti-lgG de raton con peroxidasa Fc especifico Gabr Sigma-AldricR

Anti-IgG de conejo con biotina Policlonal Cabra Ab®

Antigeno Casa comercial
Ovoalbimina Sigma-Aldrich
Albamina Zecchi
Colégeno tipo | (cola de rata) BD Biosciences
Colageno tipo Il Sigma-Aldrich



4.2 Técnicas

4.2.1 SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dddelfato sédico (SDS-PAGE) es
una técnica que permite separar y caracterizartateinas. Los geles de poliacrilamida (Mini-
PROTEAN® TGX™, BIO-RAD) retrasan el desplazamiento de las pnateisometidas a un
campo eléctrico en una forma aproximadamente pecapml a su cociente carga/masa. Este
desplazamiento también puede verse afectado dorrtaa de la proteina. Al tratarse de una
electroforesis desnaturalizante, el SDS se une prigeinas en una cantidad aproximadamente
proporcional a la masa de la proteina. EI SDS tigadorpora una gran carga neta negativa, lo
que hace que la carga intrinseca de la proteinmsgaificante y confiere a todas las proteinas
un cociente carga/masa y una forma similar. Potalto, las proteinas se separan casi
exclusivamente en funcion de la masa moleculandsi¢das de menor masa las que mas migren
en el gel (Nelson, 2005)a separacion se lleva a cabo aplicando un candotrieb de 130 V' y
ajustando la intensidad de corriente a 40 mA méelianequipo de electroforesis (PowerPac
HC Power Supply, Bio-rad). Para poder visualizardandas obtenidas se realiza una tincion de
plata y se comparan con un marcador de pesos nenesyProSieveColor Protein Markers,
Lonza).

De esta forma se pueden caracterizar los anticsempe se van a utilizar y comprobar
Su pureza.

4.2.2 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Esta técnica de microscopia avanzada utiliza eleetren lugar de luz para formar una
imagen. El equipo (Quanta FEG-250 SE8ienta con un dispositivo que genera un haz de
electrones para iluminar la muestra y con difeedttectores se recogen después los electrones
que han interaccionado con la superficie de la traugrmra crear una imagen que refleje las
caracteristicas superficiales de la muestra.

De esta forma se puede obtener informacién deraafatextura y composicidén quimica
de nanoparticulas, distinguir diferentes tipos &s N realizar medidas de las NPs sintetizadas.

4.2.3 Espectroscopia ultravioleta-visible

La espectroscopia UV-Vis es una técnica que utilizhacion electromagnética de las
regiones visible, ultravioleta cercana e infrarr@arcana del espectro electromagnético,
mediante un equipo (Varian C&ry50 UV-Vis Spectrophotometer) para cuantificar las
transiciones electrénicas de las moléculas queladsoadiacion.

Esta técnica es Util para conocer la pureza denurestra de NPs, ya que cada tipo de
NPs tiene un espectro de absorcién caracteristidemas, con los valores de absorbancia a
longitudes de onda especificas, es posible cueantifina muestra de NPs.



4.2.4 ELISA

El ensayo de inmunosorbente ligado a enzima (ELigXinite detectar un antigeno o
anticuerpo concreto. La deteccion se basa en uauarpo conjugado con una enzima que
reacciona con un sustrato incoloro para generg@rasiucto con reaccién de color. Este sustrato
se denomina sustrato cromégeno. En este caso ilagentlizada es la peroxidasa de rabano
(HRP) y el sustrato cromégeno el 3,3',5,5'-tetrdlbencidina (TMB). Finalmente se puede
medir el color generado espectrofotométricamentianée un lector de placas ELISA (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer).

Existen multiples variantes de ELISA (indirecto, s&mdwich, competitivo) que hacen
que sea una técnica muy versétil (Kindt, 2007).

4.2.5 Laser

Los equipos laser permiten irradiar una muestrawomaz de luz a una longitud de
onda determinada. El sistema cuenta con un lasertica (Laser Quantum), una fuente de
energia modulable (Mpc 6000) y una serie de espgjeseflejan el haz de luz.

En este caso se van a irradiar las membranas autiersen NNs con un haz de luz a
1064 nm, de manera que los NNs presentes puedarbebnergia luminica y disiparla en
forma de calor sobre el papel térmico.

4.3 Métodos

4.3.1 Sintesis de Nanonachos
El objetivo de esta sintesis es obtener NNs conL8RR a 1050 nm. Este proceso
consta de cuatro fases (Pelaz, 2012):

1. Reduccion de oro.Se parte de un stock de &cido cloroaurico (HAUZmMM que se reduce
mediante tiosulfato de sodio (Mg0Os) 0,5 mM. En este proceso el &Awse reduce a Au
que posteriormente agrega formando NNs y nanoasfii®s). Para conseguir que la forma
de las NPs sea la deseada y presenten la banda &3BB0 nm, durante el proceso de
reduccion hay que afadir una pequefia cantidad digrygotasico (Kl), que favorece la
sintesis de NPs con formas anisétropas.

2. Cuantificacidén y caracterizacion de NNsPara comprobar que la sintesis ha ido bien, se
realiza un espectro de absorcion en el UV-Vis glservan al microscopio (SEM).

3. Estabilizacion de NNs.La estabilizacion de los NNs se realiza afiadigratilenglicol
(PEG), un poliéter bifuncional con un grupo tiol@mextremo y un grupo carboxilo en el
otro (HS-PEG-COOH). El grupo tiol se unird covaenénte a los atomos de oro de las
NPs, mientras que en el otro extremo quedaranriggog carboxilo dispuestos para ser
activados cuando y como se requiera. Para queremtaion tenga lugar es necesaria la
adicion de borohidruro de sodio (NaBHde forma que se reduzcan los enlaces disulfuro
gque se puedan formar entre las moléculas de PEGgrsita que reaccionen con el oro de
la superficie de las NPs. Por otro lado, para fec@r la union de las moléculas de PEG a
las NPs se sube el pH de la mezcla resultanteyas@2leja sonicando una hora a 60°C.



[HAuCT, Na,S,0,

+ Kl
Au® SO,*

N

HS-PEG-COOH
pH 12

Figura 6. Esquema de la sintesis y estabilizacién de NNs. Adapmta (Pelaz, 2012).

4. Concentracion de NNsPara concluir la sintesis es necesario realizarsene de lavados
para concentrar los NNs y eliminar las impurezaSgNprincipalmente). Esto se hace
centrifugando la disolucién en la que tenemos INs M eliminando el sobrenadante, que es
donde estaran basicamente las NSs. El pellet, gueglendremos los NNs sedimentados, se
resuspende en agua Milli-Q.

4.3.2 Funcionalizacién de Nanonachos

La funcionalizacién consiste en modificar la suipgzfde la NP con grupos funcionales.
Para desarrollar nuestro biosensor, tenemos quehalizar los NNs de oro con estreptavidina
(Sigma-Aldricl?), una proteina que presenta gran afinidad poiokinh. Este proceso requiere
una serie de pasos (Polo, 2013).

1. Activacion: los NNs sintetizados han sido estabilizados c&G.PComo ya se ha
comentado, este polimero presenta un grupo cadb@xil un extremo, que puede ser
activado para que reaccione con los grupos aminta dsstreptavidina y asi formar un
enlace amida. Los compuestos activadores utilizadascarbodiimida (EDC) y sulfo-N-
hidroxisuccinimida (S-NHS). Primero se formaré stegactivado por EDC en la superficie
de los NNs (recuadro azul en Fig. 7) y, a contiiirgcse obtendra el éster succinimidil
(recuadro verde en Fig. 7). Este intermedio deciéacpresenta carga negativa, lo cual
mantiene las repulsiones electrostaticas entriidse impide la agregacion de estos.

La relacién 6ptima de cantidades (Polo, 2013) sijlsiente:

0,5 mg NPs + 0,25 mg EDC + 0,75 mg S-NHS
Todo ello debe ir disuelto en tampén MES 10 mM pHEBdisolucion resultante se incuba a
37 °C para favorecer la activacion.
Finalmente la muestra debe ser centrifugada paranal el sobrenadante, donde habran
quedado todas las moléculas activadoras que nm magacionado.

2. Funcionalizacion: tras activar los grupos carboxilo de las molécde$EG que recubren
los NNs, se deja que reaccionen con estreptavidmaelacion éptima de cantidades es 5
ug de estreptavidina por cada 0,5 mg de NNs (Pd@a&3Q Esta reaccion se disuelve de
nuevo en tampon MES 10 mM pH6. A este pH se coesigue las moléculas de
estreptavidina tengan carga positiva (ya que swesl6,4), por lo que interaccionan
electrostaticamente con los grupos carboxilo agtisade los NNs. No es conveniente usar
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un pH mas bajo porque podria afectar a la intedrida la proteina. Para favorecer la
formacion de los enlaces amida se deja incubandistéucion a 37C.

3. Bloqueo: para inactivar los grupos carboxilo del PEG quehagan reaccionado con la
estreptavidina, se utiliza un reactivo bloqueaatehtién bifuncional, bIN-PEG-OMe. Este
polimero tiene un grupo amino en un extremo quans& a los grupos carboxilo libres,
mientras que en el otro extremo tiene un grupo xietano reactivo. Dicho agente
blogueante se disuelve en bicarbonato 10 mM a pHs8 incuba 2 horas a 3C. Este
cambio de pH provoca que la estreptavidina adquiarga negativa y de esta forma las
moléculas que no han llegado a formar enlace cotealeon los NNs, se separaran de los
mismos por repulsion electrostatica. De esta fdianiitaremos los lavados posteriores, ya
que al centrifugar quedaran en el pellet los NNs estreptavidina unida covalentemente,
mientras que aquellas moléculas de estreptavidina gstuvieran interaccionando
electrostaticamente quedaran en el sobrenadaetpgdsan cuantificar.

Ester
succinimidil

COOH

Ester | OnA°
activado ‘
R L Estreptavidina
(» - ‘/
HiC
\ a® \
N N "
Y S S SNHS O *
a4
HaC N e 555‘
H;N-PEG-OMe
BLOQUEO =——

Figura 7. Esquema de la funcionalizacion de NNs con estreptaviddaptado de (Polo, 2013).

4. Analisis de la eficiencia de funcionalizacion: métio de Bradford.
Para determinar la cantidad de estreptavidina uaittes NNs se ha utilizado un método
cuantitativo de deteccion de proteinas. Asi, ag/dilina alicuota del sobrenadante recogido
tras la etapa de bloqueo con azul de Coomassai@al 1:1). Este colorante interacciona
con aminoacidos béasicos (especialmente arginirmapmaticos, o que provoca un cambio
en el maximo de absorcién del colorante desde 4659% nm (Bradford, 1976).
Experimentalmente se mide el aumento de absorbanB@5 nm en un lector de placas
Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientifigpoyandonos en una
recta de calibrado podemos determinar la conceéirae proteina no unida y, conociendo
la cantidad de proteina que hemos usado en lachedacion podemos conocer el
porcentaje de proteina covalentemente unida alss N
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion de anticuerpos

El primer experimento que se hace es una caramtédiz de anticuerpos, con el
objetivo de conocer su pureza. Para ello se reahz&DS-PAGE con los anticuerpos que se
usan a lo largo del trabajo.

En el primer gel se analizan los anticuerpaslageno (con y sin biotina) OVA
monoclonal, mientras que en el segundo se analixdWA policlonal ya-IgG de conejo con
biotina. Tras realizar la tincién de plata de leteg se observan los siguientes resultados:

— — -—

Cadenas ligeras

/ /

I o-coldgeno 25 pg/ml ‘ a-OVA 25 pg/ml

—

a-colégeno (con biotina) 25 pg/ml |

I a-coldgena (con biotina) EOl;_J,]_.z;[ml ‘ l a-colégeno 50 pg/ml a-OVA 50 pg/ml

Figura 8. Gel de electroforesis tras hacer una tincién deplat

En todos los casos se pueden ver dos bandas a&b23kPa, correspondientes a las
cadenas ligeras y pesadas de los anticuerposctiespeente. Pero aparte de estas bandas, se ve
alguna mas.

* Las bandas que se encuentran rodeadas en rojospamoEn a los anticuerpos
completos, sin desnaturalizar, ya que se sitUaorao a 155 kDa (dos cadenas ligeras
de 23 kDa y dos cadenas pesadas de 55 kDa). Estie gieberse a que el tampén de
ruptura utilizado esta algo deteriorado y no haucetb por completo los puentes
disulfuro que mantienen las cadenas del anticugnjuip.

* En las muestras-OVA se aprecian dos bandas (en el recuadro amtt) pncima de las
bandas correspondientes a las cadenas pesadgsiegiem ser debidas a la presencia de
albumina de suero bovino (BSA), un agente estalnilez cuya masa molecular es 66,5
kDa. Esto indicaria que dichos anticuerpos no edgitodo puros.
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Figura 9. Gel de electroforesis tras hacer una tincién deplat

En este gel se observa un patron de bandas basitailte al anterior:

« En todos los pocillos en los que se han cargadwusmpos se ven dos bandas
correspondientes a las cadenas pesadas y liganassab5 y 23 kDa respectivamente.
No obstante, en el carril que contiemégG con biotina a 2qug/ml, todavia no se
discierne la banda correspondiente a las cadegexsdi. Esto es debido a que durante la
tincion con plata, el paso critico de revelado @ bandas se paré antes de que se
pudiera detectar esta banda para evitar que otra®) la que se ve en el carril que tiene
a-OVA 50 ug/ml, se quemaran, lo cual hace dificil identifibandas individuales. Por
ello resulta de especial relevancia el carril qoetienea-IgG con biotina a 5@g/ml,
en el que si que se ve esta banda de las cadgreaslial estar el anticuerpo mas
concentrado.

» Por otro lado, igual que habiamos visto en el gdréor, vuelven a aparecer las bandas
a unos 155 kDa, relativas al anticuerpo completo.
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5.2 Sintesis de NNs

Durante la sintesis de NNs es importante hacer eguimiento del proceso para

garantizar que estos adquieren la forma y tamafcuadios. Sabiendo que el maximo de
absorcion de los NNs se encuentra a 1050-1100 enpugde determinar su presencia
espectrofotométricamente. Para ello se analizapgiatro de absorcion de una muestra de NNs
diluida 1:4.

Espectro de absorcion NNs

A=544nm > Abs=0301 |

200 300 400 500

N

600

A =1080 nm = Abs=0,734

700

Longitud de onda, A (nm)

800

900

.

1000

1100

Figura 10. Espectro de
absorcion obtenido tras
diluir una muestra de
NNs en agua Milli-Q

(dilucion  1:4). Se
aprecia un pico en
torno a 1080 nm

correspondiente a los
NNs y otro a 544 nm

que representa las NSs.
La muestra todavia no
ha pasado por la fase
de lavado.

En base al espectro obtenido se puede apreciarlagu®&lPs obtenidas de forma
mayoritaria en la sintesis son los NNs. Se comsidgre la sintesis ha ido bien cuando al
calcular el cociente entre la absorbancia genepaddos NNs y aquella que dan las NSs se

Pico NNs - A = 1080 nm — Abs = 0,734

Pico NSs » 1 =544 nm - Abs = 0,301

Ademds de comenzar con la caracterizacion, consals® que en estas condiciones de
trabajo 1 Unidad de Absorbancia corresponde a fy@nl de NNs (Pelaz, 2012), se puede
cuantificar la muestra teniendo en cuenta el fadgodilucion (x4).

0,734 - 0,04 = 0,029 mg/ml de NNs (en cubeta)

0,029-4=0,117mg/mlde NNs

Tras realizar los lavados con los que concluyade fle sintesis, se vuelve a tomar una
muestra y se realiza otro espectro para analizfidacia de este paso.



Figura 11. Espectro

de absorcién obte-
nido tras diluir una
muestra de NNs en
agua Milli-Q (dilu-

cién 1:40). Como en
el espectro anterior,
seguimos observan-

Espectro de absorcion NNs

=
T~

-
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[y

o
0
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0,4 \ R yo .
T
0,2
0
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Hay dos aspectos que se espera que hayan camhiadtaesituacion con respecto de la
anterior. Por un lado, la relacion NNs/NSs debeshalnmentado, ya que uno de los objetivos
de los lavados es reducir la proporcion de impweRar otro lado, la concentracion de NNs
debe ser mayor.

Calculando la relacion entre las absorbancias de WNSs (Abgnd/Absus=2,684) se
observa que las etapas de lavado han disminujplopeorcién de NSs.

En cuanto a la concentracién de los NNs, se calguk que en el caso anterior, pero
teniendo en cuenta que el factor de dilucién em @0 es 40, ya que los NNs estdn mucho mas
concentrados. Este hecho se aprecia visualmentencoolor oscuro mucho més intenso.

1,036 - 0,04 = 0,041 mg/ml de NNs (en cubeta)
0,041-40=1,657mg/mlde NNs

Se observa que la disolucion resultante tras hedlzs estd 14 veces mas concentrada
en NNs que la que se tenia anteriormente.

5.3 Caracterizacion de NNs
Tras sintetizar los NNs, se realiza una caracteinnpavisual de los mismos al SEM.
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tamanos:
Figura 12. Muestra de NNs vista al SEM sobre una
superficie de silicio.

Tamano NNs
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Como se puede ver en la Figura
12, en la sintesis se han obtenido
fundamentalmente NNs
triangular), aunque siguen quedando
NSs (pequefas y de color blanco) pese a
gue se haya realizado la fase de lavado.

forma

En cuanto al tamafio de los NNs
obtenidos, es algo irregular, por lo que
se utiliza el software “ImageJ” para
realizar medidas de
significativo de NNs. Asi se obtiene el
siguiente histograma de distribucion de

ndmero

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Figura 13. Histograma representativo de la longitud de los dade los NNs. En el eje de abscisas se
muestra el limite superior de cada intervalo, ma&ntue en las ordenadas aparecen la frecueneiaiadt

y el porcentaje de acumulacion.

De esta forma se puede comprobar que la mayor guliéNs tienen lados de entre 100
y 200 nm, aproximadamente un 70% de los NNs shatgdis. Teniendo en cuenta que el tamafio
de los NNs determina la frecuencia de resonan@anpdnica, es fundamental controlar el

tamario de los NNs en la sintesis.
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5.4 Funcionalizacion de NNs

Para poder utilizar los NNs como elementos de thars€on de la sefial en nuestro
biosensor, es necesario funcionalizarlos con dstriglina, de forma que puedan reconocer un
anticuerpo conjugado con biotina. El protocolo decfonalizacion es el que se detalla en el
apartado “Materiales y métodos”, pero para garantiie los NNs han unido estreptavidina
covalentemente se aplica el método de Bradfordetiecdion de proteinas a los sobrenadantes
(SN) obtenidos tras centrifugar las muestras. BHoaes necesario utilizar muestras blanco,
que contienen agente bloqueante y tampon MES 10 ynkhuestras 100% de sefial, que
contienen la concentracion total de estreptavidiedida en la funcionalizacion ((§/ml). Los
resultados obtenidos son los siguientes:

Abssgsnm (U.a.) Media  SD M-B % libre
Blanco 0,281 0,277 0,279 0,003 0
100% 0,309 0,315 0,312 0,005 0,033
SN NNs 0,292 0,302 0,297 0,007 0,018 55,79

Tabla 1. Medidas de absorbancia registradas por duplicads &plicar el método de Bradford. Los
sobrenadantes (SN) analizados contienen agentedaoty) tampén MES 10 mM vy la proteina no unidasa lo
NNs.

“SD”: desviacion tipica, “M-B”: Media — Blanco. Losvalores de absorbancia, Media y M-B se miden en
unidades de absorbancia (u.a.).

En la tabla anterior se aprecia que los niveleald®rbancia registrados en los SN de
las muestras se encuentran entre los valores “8lapclos valores “100%”, lo cual era
esperable ya que solo parte de la estreptavidinansea los NNs. Ademas, al calcular la
desviacion tipica se obtienen valores muy bajosgue quiere decir que la técnica es
reproducible. Cuando se descuenta la absorbanoiaspondiente al agente bloqueante y al
tampdn, se obtiene una sefial 100% y un valor qusrsesponde con la cantidad de proteina
que teniamos en el SN de la muestra. Asi, resuef55,79% de la estreptavidina afiadida no
se ha unido a los NNs o, dicho de otra forma, sb#,21% se ha unido covalentemente a los
NNs. Este porcentaje de union corresponde conpelrado, ya que durante la funcionalizacion
se afiade estreptavidina en exceso para optimipao@so, y no toda se une a los NNs.

5.5 Optimizacion del biosensor

Para conseguir que el kit de deteccion funcioreyipmente hay que comprobar que los
anticuerpos utilizados reconocen los antigenos Ipargue son especificos, que las soluciones
de bloqueo funcionan, etc. Todo esto se comprueukamte ensayos dot-blot.

5.5.1 Seleccién de la solucion de bloqueo

Uno de los pasos cruciales en el disefio del biosessel bloqueo de la superficie del
pocillo, para evitar que se unan moléculas inefipagiente por adsorcién. Inicialmente se
parte de dos posibles soluciones de bloqueo, aditiasltas en tampon PBS:

o] BSA 0 Leche en polvo
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Siguiendo el protocolo comentado en el Anexo | ({@&1), se ensayd cada una de las
soluciones de bloqueo con albumina y con colaggaaue cada ensayo debe ser optimizado
independientemente.

Ensayos con albumina (OVA y albimina Zecchi)

Se realizaron dos ensayos paralelamente, uno c@nyOdro con albumina de la casa
comercialZecchi En ambos casos se uso6 el mismo anticuerpo deaeicgiento, el anticuerpo
monoclonaki-OVA producido en raton. Se obtienen los siguiergssitados:

Leche BSA Control
Pocillo Sin OVA | Con OVA | Sin OVA | Con OVA | Sin OVA | Con OVA
AbSss0 nr (U.a.) 0,084 3,721 0,087 3,701 3,919 3,757

Tabla 2. Medidas de absorbancia registradas por triplica@i@ gada situacion. Se comparan dos agentes
bloqueantes, leche en polvo y BSA (ambas disueliatampon PBS) con la situacién control (afiadiendo

tampo6n PBS como solucién de bloqueo).

A la vista de los resultados, ambas solucioneslatgubo parecen funcionar de forma
similar. Se observa que los valores detectados M8 Dxidado son muy bajos en las
situaciones en las que no fijamos antigeno (OVAalllo, independientemente de que se haya
bloqueado con leche o con PBS. Esto nos indica lgsesoluciones de bloqueo estan
funcionando, ya que apenas hay anticuerpos adserigige permitan oxidar el TMB en dichas
situaciones.

Cuando se fija antigeno al pocillo, los valoresallsorbancia detectados a 450 nm son
bastante mas altos, como cabria esperar, ya qbebar antigeno, se va a poder unir el
anticuerpo monoclonak-OVA, a cuya region constante se unird el antiomespcundario
conjugado con HRP. Esta enzima es la que favoracexldacion del TMB afadido
posteriormente, lo cual se traduce en una mayeai.sefi

Por otro lado, en la situacion control se observalores muy elevados de sefal
independientemente de que se fije antigeno o ro. fiEse patente la necesidad de usar una
solucion de bloqueo para evitar la adsorcién ingifipa en el pocillo.

A continuacion se realizé un ensayo similar, péianflo albiUminaZzecchien vez de
OVA. Los resultados fueron los siguientes:

Leche BSA Control
Pocillo Sinalb. | Con alb. | Sin alb. Con alb. | Sin alb. Con alb.
AbSss0 nm(u.a.) 0,072 0,471 0,068 0,967 3,513 3,659

Tabla 3. Medidas de absorbancia registradas por triplicagia gada situacion. Se comparan dos agentes
bloqueantes, leche en polvo y BSA (ambas disuetiatampon PBS) con la situacién control (afiadiendo
tampon PBS como solucién de bloqueo).
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En este segundo caso se esta utilizando un tipdbdeina completamente diferente al
anterior. La primera conclusion que se puede sdcaar diferencias notables entre las muestras
con albumina fijada y las que no tienen, es qustnu@nticuerpo reconoce diferentes tipos de
albumina, lo cual es bueno para esta investigagiangque el objetivo final es disefiar un
biosensor que sea util e invariable para detedterabs tipos de albumina presente en una
muestra, independientemente de su origen. Es decpretende que el biosensor sea capaz de
identificar de forma diferenciada si en una muegngmos alblmina, colageno u otra proteina
utilizada en los aglutinantes.

Asi, las muestras en las que no se ha fijado amtigese ha usado solucién de boqueo
dan una sefial de absorbancia minima, similar auta apteniamos en el ensayo anterior.
Aquellas en las que se fija antigeno dan un valpeor, aunque no tan alto como el que se
obtenia en el ensayo con OVA. Esto se debe a quaielerpo de reconocimiento utilizado no
es especifico para este antigeno.

Hasta ahora no se han encontrado diferencias is@finfis entre las dos soluciones de
bloqueo en cuanto a su eficacia, pero ambas pafeceionar. Por lo tanto planteamos un
experimento basado en el método ELISA competiti@eolnica modificacion con respecto a los
ensayos anteriores es que el anticuerpo monogboimaario se incubara con antigeno antes de
afiadirlo al pocillo, de forma que no deberiamosdaat sefal. Los resultados obtenidos fueron
los siguientes:

Albumina
Leche BSA
Pocillo Sin albdmina Con albumina Sin albumina Con albumina
AbSas0 nr (U.2.) 0,082 0,170 0,113 | 0,343

Tabla 4. Medidas de absorbancia registradas por triplicatta pada situaciéon. Como antigeno se utiliza
albdminaZecchi

A la vista de los resultados se pueden sacar dadusiones:

* Las muestras que tienen albumina fijada dan valoré&s elevados que aquellas sin
albumina. Esto significa que el anticuerpo quefs®a, o no estd unido a antigeno en
su totalidad, o bien compite por la union a antigetde forma que parte de los
complejos antigeno-anticuerpo afadidos se disaoigyilos anticuerpos pasarian a
unirse especificamente al antigeno fijado en €llpoc

« Laleche en polvoparece funcionar algo mejor que el BSA como soélucie bloqueo
para la deteccion de albumina.

Ensayos con coldgeno (coldgeno tipo I y coldgeno tipo 1)

En cuanto al colageno, se repite el mismo ensay®a @agir la solucion de bloqueo
idénea. Las dos soluciones de bloqueo candidatsamua ser leche en polvo y BSA, ambas
disueltas en tampon PBS. Como anticuerpo primarigsso-colageno especifico para coladgeno
tipo I. Se obtienen los siguientes resultados:
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Colégeno tipo |
Leche BSA
Pocillo Sin colageno Con colageno Sin colageno Con colageno
ADbS450 nm(U.a.) 0,163 0,834 0,080 0,838
Colégeno tipo Il
Leche BSA
Pocillo Sin colageno Con colageno Sin colageno Con colageno
ADbS450 o (U.2.) 0,158 0,160 0,096 0,110

Tabla 5. Medidas de absorbancia registradas por triplicata pada situacion.

Los resultados obtenidos para el colageno tipm lle® esperados: si se fija antigeno al
pocillo, el anticuerpo se une a él y se detectaomagfial que en las situaciones control (sin
colageno fijado). Es decir, ambas soluciones dgueao funcionan y la especificidad antigeno-
anticuerpo queda patente.

Sin embargo, al analizar los resultados que serwdti trabajando con colageno tipo I,
no se aprecian diferencias significativas entstlaacion control y la situacion en la que se fija
colageno al pocillo. Por lo tanto, a diferencialdajue se observaba con diferentes tipos de
albumina, este anticuerpo-coldgeno solo nos sirve para detectar colagerw lfiya que
presenta una especificidad muy elevada.

A continuacion, igual que se hizo con albuminapkmtea el ensayo basado en un
ELISA competitivo, utilizando como antigeno colagéipo .

Colégeno tipo |
Leche BSA
Pocillo Sin colageno Con colagena Sin colageno Con colageno
ADbSss0 nr (U.8.) 0,849 0,656 0,162 0,180

Tabla 6. Medidas de absorbancia registradas por triplicata pada situacion.

En este caso se observa que, al utilizar lecheokm gomo solucion de bloqueo, la
superficie del pocillo no se ha bloqueado correetatgy mientras que cuando se usa BSA, el
bloqueo parece bastante eficaz. Por lo tanto, Isecéena elBSA como solucion de bloqueo
para los experimentos sucesivos con colageno.

5.5.2 Biosensor enzimatico

El segundo paso realizado en la optimizacion deddrsor se centra en encontrar las
relaciones antigeno/anticuerpo adecuadas. Se @ectepnseguir una respuesta lineal, que
permita detectar mas sefial cuanto mas antigenceseaocido por su anticuerpo especifico.
Este proceso se realiza con los dos antigeno®sajuk se esta trabajando, OVA y colageno.
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El esquema de trabajo seguido es el que se muastia Figura 5.A, siguiéndose el
protocolo esquematizado en el Anexo | (Tabla AR®).eé8nbargo hay una serie de pardmetros,
como la concentracién de antigeno y anticuerpogiory los tiempos de incubacién, que se
fueron modificando para encontrar las condicion#sris.

En todas las situaciones el método empleado ekI8PEcompetitivo y la deteccion de
sefal se basa en la oxidacion del TMB por la pdesd unida al anticuerpo secundario,
obteniéndose los resultados que se muestran emegbAl (Tablas A4 y A5).

Solo en los experimentos realizados con OVA sellegoptimizar las relaciones de
antigeno y anticuerpo para que la deteccion deyemdi tenga una respuesta lineal. Estos
resultados se observan cuando la relacion molégeart/anticuerpo es muy elevada, es decir,
cuando tenemos una proporcién de antigeno muchormgag de anticuerpo. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla:

AbS450nm (u.a.)

0 0 0,0593
0 0/1 0,0584
1 0 0,0615
1 1/0,01 0,0965
1 1/0,02 0,1284
1 1/0,04 0,2066
1 1/0,05 0,2638
1 1/0,06 0,3403

Tabla 7. Medidas de absorbancia registradas por triplicadta pada situacion. Las relaciones de antigeno
fijado a la membrana y antigeno/anticuerpo afiadidaamolares. En naranja aparecen los ensayo®tontr

Al representar graficamente la sefal de absorbatetectada frente a la concentracion
de anticuerpo primario utilizado, se observa quelkcion es lineal.

Biosensor enzimatico
0,4

0,35
0,3
0,25

0,2

Abs (u.a.)

0,15
0,1

0,05
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
[Anticuerpo primario] (ng/ml)

Figura 14. Representacion de la sefial de absorbancia detefiawte a la concentracion de
anticuerpax-OVA utilizada. El elevado coeficiente de determinaci?=0,9979) muestra una buena
relacion entre los datos obtenidos y la respuestall
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5.5.3 Biosensor plasménico

El dltimo experimento realizado en este trabajeledisefio del biosensor plasmonico.
En este caso el elemento generador de sefial sbiN®sa diferencia de los ensayos anteriores
en los que era la accion de la peroxidasa soldr®Bllo que permitia detectar la sefial.

El disefio del biosensor plasménico se basa emeess representado en la Figura 5.B
y solo se desarrolla utilizando OVA como antigereogue en el caso del colageno todavia no
se han optimizado las relaciones antigeno/antiouefgi, la OVA queda fijjada sobre una
membrana de ésteres de celulosa, esta se recomocel @nticuerpo primarioafOVA
policlonal), que a su vez es reconocido por elcaetpo secundariau{lgG con biotina). La
biotina presente en el anticuerpo secundario perkaiunion de los NNs funcionalizados con
estreptavidina, para que finalmente se detecteiNIMs tras irradiarlos con un laser que emite
luz en el infrarrojo cercano (NIR).

Siguiendo el protocolo detallado en el Anexo | (&ah3) y utilizando las cantidades
gue se muestran a continuacion, se plantea el @psasmaonico.

Antigeno Tabla 8. Cantidades afiadidas de cada
componente del biosensor plasménico.
El antigeno fijado en la membrana
1 0 0 aparece en relacion molar con el
2 0 0/0,06 antigeno y anticuerpo incubados O/N.
3 1 0/0,06 Por otro lado, el anticuerpo secundario
4 1 0,2/0,06 y los NNs se afiaden en exceso (31
S 1 0,4/0,06 y 2 ug por muestra, respectivamente).
6 1 0,6/0,06 En naranja aparecen los ensayos
7 1 0,8/0,06 control.
8 1 1/0,06

Los resultados obtenidos son los que se muestreEnsayuiente imagen:

A B C A B C

1 5 ! | Figura 15. Resultados obtenidos por triplicado
f [ C\ ‘ . (muestras A, B y C en cada ensayo) tras irradiar
oy las muestras con un laser en el infrarrojo cercano.
2 ,/\ 6 ! En las muestras en las que han quedado retenidos
{ : NNs, estos absorben energia y la disipan en forma
de calor, quemando el papel térmico adyacente
(visualmente se observa un punto negro, pudiendo
quemarse la membrana al trabajar con exceso de
NNs).

] , Y
l | | 1

| :

4 | |8 J |

: : : $ . . !

. ! ! i |
Al 45 {

En la mayoria de las muestras se observan logadsslesperados.

* Los ensayos 1y 2 son controles negativos, poudonp se detecta sefial.

* Una de las muestras del ensayo 4 (4C) se irradiesiado tiempo con el laser, por lo
gue quema la membrana y provoca la pérdida deuastnas 2C y 3C.

e Salvo las muestras 3B y 8C, todas las demas getees@fial que se espera. En estos
dos casos, al estar trabajando con voliumenes tarefpies sobre una membrana (solo se
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fijan 40 ul de antigeno), cabe la posibilidad de que se figgdo el antigeno en una
zona periférica de la membrana. Esto, junto core@licido didmetro del haz de luz
generado por el laser, complica la tarea de déteats sefal, ya que hay que conseguir
enfocar con el laser la zona precisa de la memtmaa que tenemos el antigeno fijado
y, por ende, los NNs.

6. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha comenzado el desarrollo sididsensores, uno especifico para
ovoalbumina y otro para coldgeno, siendo la preaateambas proteinas de especial interés en
la conservacién de obras de arte. En base a lodtasdss obtenidos se pueden sacar las
siguientes conclusiones:

1. Los biosensores disefiados permiten la detecci@vagblimina y colageno gracias a
la especificidad antigeno-anticuerpo.

2. Los NNs sintetizados presentan la capacidad derlars@nergia luminica en el
infrarrojo cercano y, a continuacioén, disiparlafema de calor.

3. Los NNs permiten unir a su superficie biomolécutasalentemente, de forma que
mantengan su actividad biolégica.

4. La leche en polvo disuelta en PBS funciona bienaspiucion de bloqueo cuando se
trabaja con OVA. En el caso del colageno, el BSuelio en PBS es lo que presenta
una buena eficacia a la hora de bloquear supesficie

5. En el biosensor de OVA, las mejores respuestaseteeaon se obtienen cuando se
trabaja con una relaciébn molar “antigeno/anticugmimario” elevada.

Being both proteins, ovalbumin and collagen, espeddly important in Cultural
Heritage conservation, in this work we started thedevelopment of two biosensors. Based
on the obtained results, we could conclude:

1. The biosensors designed allow to detect ovalbumima collagen due to the specific
bonding antigen-antibody.

2. The synthesized NNs are able to absorb near infrageradiation and, furthermore,
dissipate this energy as heat.

3. Biomolecules can establish covalent linkage with N§Nsurface and keep their
biological activity.

4. Milk powder dissolved in PBS works well as blockingsolution when working with
OVA. Working with collagen, it is BSA dissolved in PBS wieh has a good
efficiency blocking surfaces.

5. OVA biosensor requires a high molar relation “antigen/primary antibody” in
order to achieve a good detection.

23



7. BIBLIOGRAFIA

Ambrosi, A. (2007). The application of nanomaterials in electrochemic@nsors and
biosensors(Tesis doctoral inédita). Dublin City Universiychool of Chemical Sciences.

Bergveld, P. (1996). The future of biosens@snsors and Actuators A: Physicaf(1-2), 65—
73.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive methfor the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of qgiein-dye binding. Analytical
Biochemistry72, 248-254.

Callejon, R. (2008)Desarrollo de un método de HPLC para la determidadle aminoacidos
en vinagre y su validaciébn en muestras real@®sis doctoral inédita). Universidad de
Sevilla. Departamento de Bioquimica, Bromatolog@taicologia y Medicina legal.

Daniel, M. C., Astruc, D. (2004). Gold NanopartgleAssembly, Supramolecular Chemistry,
Quantum-Size-Related Properties, and Applicatiomsvafd Biology, Catalysis, and
NanotechnologyChemical Review4.04(1), 293-346.

Feynman, R. P. (1960). There's plenty of room & Hottom.Engineering and Science,
February 1960, 2236.

Fremout, W., Dhaenens, M., Saverwyns, S., Sanyby&andenabeele, P., Deforce, D., Moens,
L. (2010). Tryptic peptide analysis of protein bénsl in works of art by liquid
chromatography-tandem mass spectrométmalytica Chimica Acta6582), 156—162.

Garcia, M. A. (2012). Surface plasmons in metalianoparticles: fundamentals and
applicationsJournal of Physics D: Applied Physje(38), 283001-283021.

Haes, A. J., Zou, S., Schatz, G. C., Van DuynePR(2004). Nanoscale Optical Biosensor:
Short Range Distance Dependence of the Localizei&@uPlasmon Resonance of Noble
Metal Nanoparticleslournal of Physical Chemistry, B0g§22), 6961-6968.

Higgins, 1. J. (1989). Chemical sensors. Edward€T(Ed.). InBiosensors(pp. 259-260).
Glasgow: Blackie and Sons.

Kindt, T. J., Goldsby, R. A., Osborne, B. A. (200nteracciones antigeno-anticuerpo: rincipios
y aplicaciones. Itnmunologia de Kub{6th ed., pp. 145-167). Madrid: McGraw-Hill.

Nelson, D. L., M Cox, M. (2005).ehninger.Principios de bioquimica(4th ed.). Barcelona:
Omega.

McNeil, S. E. (2005). Nanotechnology for the biokigJournal of Leukocyte Biology§(3),
585-594.

Monosik, R., Str&ansky, M., Sturdik, E. (2012). Biosensors - clasaifon, characterization
and new trendsActa Chimica Slovag#(1), 109-120.

24



Pelaz, B., Grazu, V., Ibarra, A., Magen, C., deld?iP., M. de la Fuente, J. (2012). Tailoring
the Synthesis and Heating Ability of Gold Nanopusifor BioapplicationsLangmuir,
28(24), 8965-8970.

Polo, E. (2013)Funcionalizacion de nanoparticulas de oro para glicGacion en sistemas de
biodeteccion (Tesis doctoral inédita). Universidad de Zaragdmgenieria Quimica y
Tecnologias del Medio Ambiente.

Polo, E., del Pino, P., Pelaz, B., Grazu, V., MladBuente, J. (2013). Plasmonic-driven thermal
sensing: ultralow detection of cancer mark@tsemical Communicationd9(35), 3676-8.

Sciutto, G., Prati, S., Mazzeo, R., Zangheri, ModR A., Bardini, L., ... Marcaccio, M. (2014).
Localization of proteins in paint cross-sectionssbgnning electrochemical microscopy as
an alternative immunochemical detection technigunalytica Chimica Acta831, 31-37.

Tokarski, C., Martin, E., Rolando, C., Cren-Oliv@, (2006). Identification of Proteins in
Renaissance Paintings by Proteomiasalytical Chemistry78(5), 1494-1502.

Van Der Werf, I. D., Calvano, C. D., Palmisano,¥abbatini, L. (2012). A simple protocol for
Matrix Assisted Laser Desorption lonization- timiefljyht-mass spectrometry (MALDI-
TOF-MS) analysis of lipids and proteins in singlé&crmsamples of painting®nalytica
Chimica Acta718 1-10.

Yamasaki, M., Arii, Y., Mikami, B., Hirose, M. (2@). Loop-inserted and thermostabilized

structure of P1-P1' cleaved ovalbumin mutant R333durnal of Molecular Biology
3152), 113-120.

25



