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Introduccion

La quimica analitica es una ciencia dindmica que
integra multitud de disciplinas. Desde hace algin
tiempo, parte del progreso de la quimica analitica
es fruto de la convergencia entre diferentes
campos. Entre otros, el uso de biomacromoléculas
con fines analiticos proporciona una selectividad
excelente, y la implementaciéon de nanomateriales
permite utilizar fendmenos fotdnicos de
transduccion que favorecen el desarrollo de
biosensores.2 En los udltimos afios parte de las
actividades de nuestro grupo de investigacion se
enmarcan en este contexto.3-6

En particular, esta comunicacién se centra en una
estrategia especialmente interesante que hemos
denominado con el término biogratings. Llamamos
biograting a una capa de biomacromoléculas
(proteinas, acidos nucleicos, etc.) inmovilizadas
sobre una superficie sélida y estructurada segiin un
patron periédico disefiado para difractar la luz
incidente. En otras palabras, son nanoestructuras
difractivas de biomoléculas sobre sustratos sélidos.
La Figura 1 muestra una configuracién tipica de
biograting constituido por un patrén de lineas de
proteinas inmovilizadas (strips) y lineas vacias
(gaps) dispuestas de forma periddica.

El interés analitico de estas nanoestructuras reside
en que son capaces de aprovechar la difraccién de
la luz para transformar interacciones biorreceptor-
analito en sefales dpticas facilmente medibles.
Entre otras capacidades que se discutirdn a
continuacién, cabe destacar el poder realizar
ensayos de biorreconocimiento sin marcaje y a
tiempo real, para el andlisis directo de muestras
complejas. Esta comunicacion expone las
caracteristicas de los biogratings y los aspectos
clave en su desarrollo: fabricacion, estrategias de
transducciéon posibles, y su aplicaciéon en
biosensado.

Fabricacion

El primer aspecto clave en el disefio y desarrollo de
biogratings es su fabricacién. Asi, la deteccion

Optica con biogratings, requiere emplear laseres
continuos emitiendo a longitudes de onda en el
visible y el infrarrojo cercano. Estas fuentes laser
deben ser robustas, de modo que se consigan altas
prestaciones analiticas, al tiempo que se favorece
su implementacién en dispositivos compactos. Sin
embargo, los periodos de los biogratings que son
capaces de difractar estas longitudes de onda se
encuentran entre 400 nm y 10 um. Asi pues, el
primer reto pasa por fabricar redes periédicas de
biomacromoléculas, cuyos periodos se encuentran
en esta escala micro/nano.
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Figura 1. (A) Esquema general de un biograting.
(B) Imagen de AFM de un biograting de albimina de
suero bovino (arriba) fabricado sobre vidrio y su perfil
de alturas correspondiente (abajo).

Una técnica adecuada para fabricar biogratings con
estas dimensiones es la estampaciéon por
microcontacto (microcontact printing, pCP). De
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forma andloga a la estampaciéon de tinta sobre
papel empleando cufios, uCP se basa en la creacion
de patrones mediante estampacién con sellos
estructurados. Como se muestra en la Figura 2A, el
primer paso es obtener un molde con el patrén que
se pretende estampar, que suele ser un chip de
silicio nanoestructurado por litografia. A
continuacion, se dispensa polidimetilsiloxano
(PDMS) sobre la nanoestructura del molde y se
polimeriza térmicamente. Tras la polimerizacion,
se separa el sello de PDMS y se incuba una
disoluciéon con la biomolécula que se desea
inmovilizar, de forma que ésta quede adsorbida
sobre la superficie estructurada del sello.
Finalmente, se estampa el sello de PDMS sobre una
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superficie s6lida donde la biomolécula se transfiere
tan solo en las zonas de contacto, y tras retirar el
sello se obtiene la biocapa con el patrén deseado.”

Nuestras investigaciones demuestran que pCP
permite fabricar biogratings con periodos entre
500 nm y 15 um, definidos por patrones
homogéneos, en superficies de hasta 25 mm2.89
Asimismo, esta estrategia permite estructurar
biocapas sobre superficies de distintos materiales
y con distintas morfologias.81® La Figura 1B
muestra un ejemplo de biograting de albimina de
suero bovino fabricado sobre vidrio plano,
constituido por lineas de unos 250 nm de ancho y 4
nm de altura.
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Figura 2. Representacidn del proceso de fabricacién de biogratings mediante (A) estampacién por microcontacto y
(B) fotodesnaturalizacién periédica mediante laser UV y mascaras de fase.
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En cuanto a limitaciones, se observa que las
proteinas estructuradas por pCP son susceptibles
de perder sufuncionalidad.’® Los cambios
conformacionales  experimentados por las
biomoléculas a lo largo del proceso de puCP pueden
ocasionar una desnaturalizacién irreversible. Los
resultados muestran que los paratopos de los
anticuerpos son especialmente proclives a
experimentar este efecto indeseado. Una solucién a
esta limitaciéon consiste en fabricar primero el
biograting con proteinas de relleno, y luego
inmovilizar los anticuerpos en los gaps a través de
incubacion directa.10

Mediante pCP, se fabrican biogratings en los que las
proteinas se inmovilizan por adsorcién pasiva o
fisisorcion. Esta es una estrategia simple y versatil,
pero algunas proteinas inmovilizadas por
fisisorcién tienden a desorberse de la superficie. En
estos casos, UCP se puede combinar con distintas
quimicas para anclar covalentemente las proteinas
a la superficie. En un estudio reciente, hemos
comparado y puesto a punto la creaciéon de
patrones de proteinas mediante pCP combinada
con anclaje covalente (acoplamiento de iminas y
reaccion tiol-eno).!! Esta combinacidn resuelve los
problemas de desorcién y permite obtener
biogratings con prestaciones analiticas
equivalentes a las de la inmovilizacién por
fisisorcién.

Alternativamente a uCP, hemos desarrollado una
nueva técnica para nanoestructurar biocapas, util
también para fabricar biogratings. Esta estrategia
se basa en la desnaturalizacion local y periddica de
capas de proteinas mediante irradiacion UV.12 Para
ello, se preparan primero capas continuas de
proteinas sobre un sustrato so6lido. A continuacion,
seirradian con un laser UV a través de una méascara
de fase que genera un patrén de interferencias
constructivas y destructivas (Figura 2B). Los
grupos aromaticos de los aminoacidos de las
cadenas laterales de las proteinas de la biocapa,
absorben laradiacion UV, y esta excitacidn es capaz
de romper los puentes disulfuro de su estructura,
dando lugar a una  desnaturalizacion
irreversible.1314 Los resultados de este estudio
demuestran la viabilidad de este método a través
de biogratings constituidos por strips de proteina
activa (capaz de ser reconocida por anticuerpos) y
gaps de proteina desnaturalizada. Ademas, se
pueden nanoestructurar areas grandes de biocapas
de forma rapida (unos 20 mm? en 2 min),
homogénea, reproducible, y escalable.12

Transduccion

Nuestro interés en crear biogratings reside en que
son capaces de aprovechar la difraccion de la luz
para transformar eventos de biorreconocimiento
en sefales analiticas medibles. Es decir, su utilidad
como transductores difractivos para biosensado
optico.

Una de las maneras en la que se manifiesta la
difraccién, es cuando un haz laser incide sobre una
red periddica de elementos que interacciona con la
luz. Si el periodo de la red y la longitud de onda de
la luz cumplen con las condiciones de Bragg,!> el
haz incidente se divide en varios haces secundarios
llamados érdenes de difraccidn, que emergen de la
red en angulos diferentes al de incidencia (Figura
3A). Cuanto mayor es la perturbacién éptica que
introducen los elementos que constituyen la red,
mayor es la cantidad de energia que se distribuye
en los ordenes difractados. La relacién entre la
intensidad total del haz laser y la intensidad de los
ordenes difractados se conoce como eficiencia de
difraccion.

Asi pues, disefiamos los biogratings para que sean
capaces de difractar haces laser incidentes. El
indice de refraccién de los strips de biomoléculas
inmovilizadas (entre 1,35 y 1,6) es diferente al de
los gaps (1 en aire y 1,33 en agua).16 Cuanto mayor
sea la diferencia de indice de refraccidn entre strips
y gaps, mayor es su eficiencia de difraccién.>-1117 En
una configuracion tipica, los strips de proteinas
inmovilizadas tienen una altura media de entre 1y
10 nm, y los ordenes difractados presentan
eficiencias de difraccién del orden de 105 %.
Cuando las proteinas inmovilizadas se unen a sus
analitos, la cantidad de materia que constituye los
strips aumenta, lo que amplifica la diferencia de
indice de refraccién entre strips y gaps, e
incrementa la eficiencia de difraccion (Figura 3A).
Este fendmeno permite cuantificar eventos de
biorreconocimiento a través de la intensidad de los
ordenes difractados.

Un aspecto remarcable de este modo de
transduccion es que permite detectar la
biointeracciéon analito-sonda sin marcaje (label-
free). Es decir, los eventos de biorreconocimiento
generan por si mismos sefiales medibles, sin
necesidad de utilizar biomoléculas conjugadas a
marcadores (fluoréforos, nanoparticulas, enzimas,
etc.). Entre otras ventajas, la deteccién sin marcaje
simplifica el procedimiento analitico y mejora la
fiabilidad de los resultados.1® Por otro lado, cabe
resaltar que el registro de la sefial analitica de
biogratings puede llevarse a cabo con montajes
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opticos simples y compactos, que pueden utilizar
punteros laser y fotodetectores comerciales. En
estalinea, cabe destacar el desarrollo de un sistema
de biosensado basado en discos compactos como
soportes para biogratings y lectores de disco como
escaneres para registrar automaticamente su
respuesta analitica.l”

Tras incubar las muestras, la intensidad de los
6rdenes difractados de un biograting se puede
medir por transmision (Figura 3A), por reflexion, o
por reflexidn total interna.® El montaje 6ptico para
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Figura 3. Esquema general de la transduccion
bioanalitica (A) a través de los 6rdenes difractados de un
biograting fabricado sobre un sustrato plano, y (B) a
través del pico de reflexion generado por biogratings
sobre guias de onda.

es mas simple, mientras que las medidas por
reflexion total interna permiten monitorizar los
ensayos de biorreconocimiento a tiempo real, lo
que supone una ventaja importante en algunos
escenarios.?

Una via alternativa de registrar la respuesta 6ptica
de biogratings es mediante lo que hemos
denominado “bio Bragg gratings”8 Como se
muestra en la Figura 3B, esta técnica consiste en
utilizar biogratings fabricados sobre la superficie
de guias de onda. Parte de la radiacién guiada por

estos nanomateriales se propaga por la superficie e
interactiia con el biograting, generando un pico en
el espectro de reflexién cuya intensidad depende
de la magnitud del ensayo de biorreconocimiento.
En un primer estudio hemos demostrado el
concepto de este sistema que utiliza biogratings
proteicos fabricados sobre fibras épticas
micrométricas.8  Esta  estrategia  introduce
perspectivas prometedoras hacia el desarrollo de
biosensores difractivos miniaturizados para el
analisis simultaneo de multitud de analitos en un
volumen reducido de muestra.

Ensayos de biorreconocimiento

En nuestros trabajos con biogratings recurrimos al
sistema modelo de inmunoensayo basado en
albimina de suero bovino (BSA) junto con
anticuerpos especificos antiBSA.891217 Este es un
sistema representativo en biosensado, util para
estudios de demostracion de concepto, asi como
para comparar los resultados obtenidos con otros
trabajos del estado del arte. Para implementar este
ensayo, primero se fabrican biogratings de BSA,
sobre los que se incuban muestras que contienen
anticuerpos antiBSA en disolucion. Al unirse los
anticuerpos a la BSA inmovilizada se incrementa la
cantidad de materia que constituye el biograting y
ello aumenta la eficiencia de difracciéon. Con este
ensayo se obtienen curvas dosis-respuesta bien
correlacionadas, como la que se muestra en la
Figura 4A. En funcién de la configuracién
estudiada, se han obtenido experimentalmente
limites de deteccién entre 30 y 100 ng-mL1, y
limites de cuantificacién entre 70 y 400 ng-mL-! de
anticuerpo, sin marcaje.

Hemos estudiado también la implementacién en
biogratings de inmunoensayos basados en el
reconocimiento entre anticuerpos.1? En particular,
nos centramos en anticuerpos policlonales de
conejo e IgGs anticonejo producidas en cabra. Los
resultados muestran que, a diferencia de la BSA, los
anticuerpos tienden a desnaturalizarse, debiendo
tenerse en cuenta en su estructuracion como
biogratings. Como un paso mas hacia el analisis de
biomarcadores, el estudio también desarrolla
biogratings para la deteccién de inmunoglobulinas
E humanas, cuya sensibilidad alcanza los niveles de
IgE asociadas a respuestas alérgicas altas.10

En otro desarrollo, hemos fabricado biogratings de
alérgenos presentes en leche de vaca y los hemos
utilizado para determinar la concentraciéon de
anticuerpos  especificos  antialérgeno.8 En
particular, el desarrollo se enfoca a caseina, BSA, y
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-lactoglobulina, y alcanza limites de deteccion en
el intervalo de 30-45 ng-mL-! de IgGs especificas.
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Figura 4. (A) Ejemplo de curva dosis-respuesta obtenida
al incubar diferentes concentraciones de antiBSA sobre
biogratings de BSA, en tampén. (B) Curva dosis-
respuesta para el sistema modelo BSA/antiBSA en suero
humano puro.

Por otro lado, hemos demostrado la aplicabilidad de los
biogratings en inmunoensayos competitivos para la
determinaciéon de moléculas organicas de masa
molecular reducida.® Estas moléculas son demasiado
pequeflas como para generar cambios 6pticos medibles
cuando se unen a los biorreceptores que conforman el
biograting. Para su determinacion, recurrimos a fabricar
biogratings de conjugado proteina-hapteno. Es decir,
biogratings de proteinas unidas a una molécula
estructuralmente similar al analito de interés. En este
trabajo nos centramos en la determinacién de atrazina,
una molécula pequefia (215,68 g-mol1) utilizada como
herbicida. Para ello, fabricamos biogratings de
conjugado BSA-2a e incubamos sobre ellos un antisuero
antiatrazina, para que las IgGs especificas se unan a los
haptenos 2a inmovilizados. Al incubar las muestras, los
anticuerpos se desprenden del biograting para unirse a
las moléculas de analito en disolucién, generando asi
una caida en la eficiencia de difracciéon. Como resultado,
la concentracion de atrazina puede cuantificarse a partir
de la disminuciéon de intensidad de los oOrdenes
difractados. Esta investigacion estudia el andlisis en

zumo de manzana, y reporta un limite de deteccién de
1.1 ng-mL! de atrazina °.

Uno de los aspectos mas interesantes de los biogratins
es su capacidad de minimizar los efectos indeseados de
la adsorcidn inespecifica en el andlisis de muestras
complejas. Estas  muestras suelen  contener
concentraciones bajas de analito y concentraciones altas
de multitud de interferentes que tienden a adsorberse
inespecificamente sobre la superficie de sensado. En la
mayoria de sistemas sin marcaje, esta acumulacién de
materia en el transductor genera seflales que no pueden
ser diferenciadas de las que provienen del ensayo.!?

A diferencia de las reacciones de biorreconocimiento, la
adsorcion inespecifica sobre superficies es un proceso
que sigue una distribucién aleatoria. Si los biogratings se
disenan convenientemente, se puede conseguir que la
adsorcion inespecifica tenga lugar de forma uniforme en
los stripsy en los gaps. Con ello, la adsorcidn inespecifica
de interferentes sobre biogratings no modifica la
diferencia de indice de refraccidn entre strips y gaps, por
lo que no afecta a la eficiencia de difraccion, y la sefial
Optica registrada se debe tinicamente a la acumulacion
de materia en los strips fruto de la union especifica de los
analitos a los bioreceptores inmovilizados.121920
Nuestros resultados han revelado que es posible
determinar directamente IgGs especificas en suero
humano, sin marcaje y sin tratamiento previo de
muestra, y obtener curvas dosis-respuesta bien
correlacionadas con un limite de deteccion de
36 ng-mL-1.12

Conclusiones

Los biogratings son nanoestructuras difractivas de
macromoléculas con gran potencial como transductores
opticos para andlisis quimico. Ademdas de permitir la
detecciéon sin marcaje y en tiempo real, una de las
caracteristicas mas interesantes de los biogratings es su
capacidad de resolver problemas de adsorcién
inespecifica en el analisis de muestras complejas, siendo
una herramienta analitica muy prometedora. Nuestros
estudios revelan que estas nanoestructuras son faciles
de fabricar, escalables, y efectivas en diferentes
configuraciones y protocolos de ensayo, alcanzando
limites de deteccién del orden de decenas de ng-mL-L.
Los biogratings abren oportunidades de investigacion
interesantes en la interfase entre la quimica, biologia,
Optica y nanotecnologia, que introducen nuevas
soluciones analiticas. Nuestros siguientes pasos en esta
linea se centran en estudiar las posibilidades de estos
biosensores difractivos en otras aplicaciones y
escenarios, en expandir su rendimiento analitico, y en
materializar su implementaciéon en dispositivos
biosensores. Ademas, la integraciéon de biogratings en
guias de onda ofrece posibilidades prometedoras para
desarrollar  sistemas miniaturizados para la
determinacién simultdnea de multiples analitos en
muestras complejas.
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