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Resumen

Este proyecto se basa en el desarrollo de ensayos de interés bioldgico y clinico
a partir de los fenémenos fisicos que ocurren en las gotas, su interaccion con el
sustrato y su evaporacion. Poniendo especial interés en el angulo de contacto y la
fuerza de anclaje de una gota a un pilar de poli-metilmetacrilato (PMMA) de borde

rugoso fabricado mediante micromaquinado.

Se describen dos regimenes de evaporacion de gotas sobre estos pilares: 1)
limitado por la transferencia de moléculas de agua de la fase liquida a la fase vapor
y, 2) afladiendo a este paso el de la difusion de estas moléculas. Posteriormente se
realizan pruebas de deteccion de interés clinico. Al introducir un gradiente térmico y
un flujo de aire direccionado se aumentan la tasa de evaporacion y las corrientes
facilitando una reaccion enziméatica para un ensayo de deteccion de glucosa por
colorimetria. El movimiento es detenido mas adelante por la alta viscosidad del
fluido que contiene los productos de la reaccion. También se realiz6 un ensayo de
deteccién de albumina mediante una reaccién de conjugacion que produce un
cambio de color usando un mecanismo de evaporacion limitado por difusion. La
reducciéon del volumen por la evaporacion favorece el encuentro de moléculas y la
correspondiente concentracion de color. Posteriormente se desarrolla una
metodologia para inhibir la evaporacion con la finalidad de llevar a cabo cultivos
celulares en gotas de volimenes de microlitros, comprobando que el material es

compatible con varios tipos de células.






Abstract

This project concerns about the development of biological and clinical assays
based on the physical phenomena occurring inside droplets, their interaction with
substrate and evaporation. With special interest in the contact angle and the pinning
force of a drop to a rough-border polymethylmethacrylate (PMMA) pillar

manufactured by micromachining.

Two droplet evaporation regimes on these pillars are described; 1) limited by the
transfer of molecules from the liquid phase to the vapor phase and, 2) adding the
diffusion of these molecules. Subsequently, detection assays of clinical interest are
performed. By introducing a thermal gradient and a directed air flow, the evaporation
rate and the currents are increased by facilitating an enzymatic reaction in a
colorimetry glucose detection assay. The movement is stopped later by the
increased viscosity of the fluid containing the reaction products. An albumin
detection assay was also performed by conjugation reaction that produces a color
change using a diffusion-limited evaporation mechanism. The volume reduction by
evaporation work out well for the match of molecules and the corresponding color
concentration. Also, a methodology is developed to inhibit evaporation in order to
carry out cell cultures in microliter volumes droplets, verifying that PMMA-pillars are

compatible with several types of cells.
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1. Introduccion

Las gotas comenzaron a ser estudiadas desde hace mas de dos siglos, cuando
Thomas Young (1805) vy Pierre-Simon Laplace (1806) demostraron
experimentalmente la importancia del angulo de contacto (AC) que forma un liquido
al entrar en contacto con una superficie con su capacidad para mojar dicha
superficie. Los principales estudios de gotas se han desarrollado en areas de
ingenieria quimica (1, 2), fisica (3), ingenieria mecanica (4, 5), bioingenieria (6),
ciencias de materiales (7), y mas recientemente, en areas como la medicina (8, 9),

bioguimica (10), farmacologia (11), y ciencias ambientales.

En estudios del area de bioquimica, las gotas asentadas sobre un sustrato
sélido abarcan rangos de volumenes de nano a microlitros y ofrecen versatilidad,
requieren de equipos menos sofisticados para su funcionamiento pues aprovechan
fendbmenos fisicos que surgen naturalmente. La evaporacion de gotas se ha
empleado en la concentracion de analitos, separacion y clasificacion de particulas,
ensayos basados en células y amplificacion de &cidos nucleicos (12). Como
herramienta de diagndstico clinico son una excelente opcidn para la miniaturizaciéon
de ensayos bioldgicos, favoreciendo la reducciéon de consumo de reactivos y tiempo,

y aprovechando propiedades fisicas inherentes a las gotas.

Energéticamente la formacion del angulo de contacto (AC) de una gota sobre
una superficie es un fendmeno complejo y éste adquiere un mayor grado de
complejidad cuando agregamos variables fisicas que lo modifican. Una de las
variables mas importantes que es tema de estudio actualmente de diversos grupos
es la fisica de la evaporacion de las gotas. Adicionalmente, caracteristicas como el
fluido o mezcla de fluidos que lo componen, la atmésfera que las rodea, la presencia
de particulas y coloides, han impulsado a la comunidad cientifica al desarrollo de
investigaciones que han permitido tener bases teoricas solidas sobre las

propiedades fisicas que las rigen.

Hasta el momento se sabe que una gota en una superficie plana ya sea lisa o
texturizada, puede adoptar diferentes configuraciones dependiendo de las

caracteristicas del liquido y el sustrato (7, 13). El angulo que se forma entre las
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interfases solido-liquido y liquido-gas, asi como la interaccién de la linea de contacto
se han encontrado con efecto en el modo de evaporacion, y a su vez, esto se ha
relacionado con movimientos dentro de la gota que arrastran particulas suspendidas

formando patrones caracteristicos durante la evaporacion (14, 15).

Estudios desarrollados con gotas sobre diversos tipos de sustratos y con
distintos fluidos, puros y complejos, han sido reportados (2-4, 6, 7, 13-15). Sin
embargo, todos estos estudios se han realizado sobre superficies planas
modificadas quimica o fisicamente con diferentes tratamientos para lograr esos
propositos. Las metodologias reportadas en estos articulos tienen un grado de
complejidad que puede ser simplificado mediante el uso de un pilar micro
maquinado en polimero. Sin embargo, al cambiar las caracteristicas del sustrato
cambian otras variables fisicas y por lo tanto es necesario conocer estos cambios.
El movimiento de corrientes internas, la tasa de flujo de vapor alrededor de la gota, y
la dinamica de deposicién de particulas sobre un pilar, representan un area de
oportunidad pues no se han encontrado reportes de estos fenébmenos que los

comparen con estudios similares en superficies planas.

En este proyecto se estudian algunas diferencias entre el uso de la superficie
de un pilar frente a su correspondiente superficie plana infinita, asi como los efectos
de la rugosidad de los bordes de los pilares empleados. Las ventajas de esta fisica
se aprovechan en la aplicacién de diferentes técnicas para el diagndstico y el
desarrollo de ensayos biomédicos. Se realizan cuatro pruebas de concepto donde
se aprovechan las diferentes formas de evaporacion y las corrientes internas que
éstas provocan. Finalmente se desarrolla una metodologia para inhibir la

evaporacion con la finalidad de llevar a cabo cultivos celulares.

En todos los casos, la intencién es aprovechar al maximo las caracteristicas
fisicas implicitas en las gotas de volumenes de microlitros, reduciendo el nimero y
complejidad de pasos, tanto en la fabricacién como en el desarrollo de los diferentes
bioensayos, permitiendo asi que estos métodos sean utilizados bajo condiciones
gue no requieren de una alta inversion.La tesis se encuentra estructurada de la
siguiente manera; un marco teérico donde se definen los principales conceptos
involucrados en el comportamiento de las gotas. Mas adelante, las
caracterizaciones de, el pilar, la evaporacion y los tres diferentes ensayos, se

presentan como capitulos independientes, cada uno con su introduccién, objetivos
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particulares, metodologia, resultados y conclusiones. Algunos detalles adicionales

son explicados al final en forma de apéndices.
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2. Marco teodrico

Los fenémenos fisicos aprovechados para el desarrollo de bioensayos
en este proyecto tienen su fundamento en aspectos moleculares que no
se estudian directamente en el presente trabajo, pero que es necesario
conocer para entender los fendmenos observados a nivel macroscopico. A
continuacion, se describen algunos conceptos fisicos de importancia y sus
correspondientes modelos.

2.1 Microfluidica abierta y energia de superficie

Nuevas formas de microfluidica han surgido a través del conocimiento de las
fuerzas capilares al notar que no es indispensable confinar los liquidos entre
paredes sélidas, sino que se puede hacer uso de la energia de superficie a través
de rieles (16), postes (17), gotas suspendidas en alambres (18), puentes liquidos
(19, 20), a lo que se ha llamado microfluidica abierta o microfluidica de paredes

virtuales.

La energia de superficie se define como el trabajo requerido para construir una
unidad de area de una superficie dada (21), existen diferentes teorias desarrolladas
pero que difieren en cuanto a derivaciones y convenciones, asi como al nUmero de
componentes o parametros empleados para su analisis. La energia de superficie
total de sélidos y liquidos depende de diferentes tipos de interacciones moleculares
( Van der Waals, polar e interacciones acido/base) y es considerada ser la suma de

esos componentes independientes.

2.2 Tension superficial en la Interfaz

La interfaz es la frontera entre dos fluidos, es mas compleja que una linea ya
gue depende de las interacciones entre las moléculas de cada fluido asi como de la
difusion browniana o agitacion térmica. Estas interacciones son principalmente de
Van der Waals para liquidos organicos, y de puentes de hidrégeno para sustancias
acuosas. En el bulto, una molécula estd en contacto con otras 4 moléculas en el
caso del agua 0 12 en el caso de moléculas simples (22). En la interfaz este nimero
esta dividido por 2, ademas, debido a la baja densidad de los gases, hay una menor

interaccion entre ambas fases y la atraccion entre moléculas es débil a diferencia de
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aquellas que se encuentran en el bulto del liqguido. Como resultado, en una interfaz
hay una falta de simetria local en las interacciones, lo cual resulta en exceso de
energia de superficie a la que se atribuye el fenbmeno de tension superficial. La

tension superficial del agua es de 72.8 mJ/m?(23).

2.2.1 Efectos de la temperatura en la tension superficial

La tensién superficial es una funcion lineal de la temperatura (Figura 2.1) y se
puede determinar a partir de la densidad, la masa molar y la temperatura critica del
liqguido analizado. Esta aproximaciéon se cumple para la mayoria de los liquidos
conocidos (Ec. 1) (24).

r=r(1-£) (1)

Donde y* representa la tension superficial caracteristica de cada sustancia, T la
temperatura y T, la temperatura critica, el exponente n para compuestos organicos
es igual a 11/9 (aproximadamente 1). Se puede calcular el cambio en la tensién
superficial mediante la ecuacion de E6tvos, donde se consideran una temperatura y

tension superficial de referencia indicada con el subindice 0 (Ec. 2):

* Tc—To

V' =Yop (2)

Tensién superficial

7* L

T, Temperatura

Figura 2.1: Representacion de la relacion entre tension superficial y temperatura, de donde deriva
la ecuacion de Eotvos.
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La relacion entre temperatura y tension superficial puede dar como producto lo
gque conocemos como conveccion de Marangoni por inestabilidad termocapilar. De
esta manera, si una interfaz es localmente calentada se producird un gradiente de
tension superficial y un desbalance de fuerzas tangenciales creando un movimiento
del fluido, que va desde la regién mas calida (de menor tension superficial) hacia la
region mas fria (de mayor tension superficial) como se esquematiza en la Figura
2.2. Este movimiento es propagado hacia el bulto, tendiendo a homogeneizar la
temperatura. EI movimiento gradualmente se detiene, pero si la diferencia de

temperatura se mantiene también el movimiento sera permanente (25).

fuente de calor | RN
\ -
Fuerzas
direccion del tangenciales
movimiento

V zona calida
(menor tension)

zona fria
(mayor tension)

Figura 2.2: Movimientos de tipo Marangoni por efecto de gradiente termocapilar.

2.2.2 El efecto de surfactantes en la tension superficial

Los surfactantes son frecuentemente utilizados en muestras bioldgicas con la
finalidad de prevenir que se adhieran a las superficies o evitar la formacién de
agregados durante los ensayos biolégicos. Cuando las moléculas de surfactante
alcanzan la interfaz son capturados debido a su naturaleza anfifilica (cadenas
hidrofébicas con cabeza hidrofilica) previniendo que escapen facilmente, como
consecuencia se reduce la tension superficial del liquido en funcion lineal de la
concentracion (26, 27). De la misma manera en que lo hace un gradiente de
temperatura, un gradiente de concentracion resulta en un flujo convectivo que se

dirige hacia la parte de mayor tension. Las diferencias en la tasa de evaporacion
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local de soluciones o mezclas también producen gradientes de concentracion
(Figura 2.3).

baja concentracion
alta tension superficial

alta.eohcentracion
baja tensiérrsuperficial

direccion fuente de
del flujo concentracién

Figura 2.3: Movimiento de Marangoni por efecto de gradiente de soluto.

La presencia de micro o nano particulas, dependiendo de la concentraciéon y
naturaleza de éstas, puede modificar considerablemente la tension superficial y al
mismo tiempo el angulo de contacto (AC) debido a las interacciones particula-liquido
y particula-particula de manera similar a la que lo hace la presencia de surfactantes

u otros componentes en la solucion (25).

2.3 Angulo de contacto como indicador de la energia de
superficie

El angulo de contacto (AC) es una medida de la interaccién entre un liquido y
una superficie solida, refleja el balance de fuerzas de cohesion (entre moléculas del
liquido) y adhesion (entre moléculas del liquido y la superficie).

La energia de superficie es la cantidad de fuerza intermolecular creada en la
superficie de un material y determina la cantidad de fuerza atractiva o repulsiva que
una superficie puede ejecutar sobre otro material. Una superficie altamente mojable
tiene una elevada energia de superficie que crea una fuerza lo suficientemente
atractiva para provocar que el liquido se extienda sobre ella. Esta energia de
superficie es mayor que la tension superficial de las moléculas del liquido
encargadas de mantener la forma esférica de la gota.

Un sélido no serd mojado completamente si el valor de tension superficial no

esta por arriba de un valor critico. Zisman (26) establecié una conexion empirica
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entre el coseno del angulo de contacto y la tensién interfacial al medir el angulo de

contacto de diferentes liquidos, observando una aproximacion lineal.

2.4 La forma esférica como principio de minima energia.

Existen teoremas de la esfera los cuales describen el comportamiento de una
gota con forma de casco esférico de acuerdo con la superficie con la que se
encuentra en contacto, bien sea esta plana, cdncava o en un angulo de interseccién
(28).

Si la gota es de tamafio menor a una longitud caracteristica, la gota adoptara la
forma de un casquete esférico en superficies hidrofébicas e hidrofilicas. Si se
encuentra entre dos planos para un angulo de contacto (AC) dado hay solo una
distancia de separacién entre dos placas para que se cumpla la esfericidad (Figura
2.4) (29).

gas

sdlido

solido sdlido

a) b) c)

Figura 2.4: La gota tiende a adoptar la forma esférica independientemente de su posicion respecto al
sustrato, a) superficie hidrofébica con forma semiesférica, b) superficie hidrofilica con forma
semiesférica y c) gota constrefiida entre dos superficies con forma semiesférica.

2.4.1 Forma de las gotas sobre una superficie de acuerdo con su

volumen

El angulo de contacto (AC) refleja el balance de fuerzas donde y, . representa la
tension en la interfaz liquido-gas, ys; la tensién en la interfaz sélido-liquido y ys; en

la interfaz solido-gas (Ec. 3).
1
EAPQQZ + Ve — WsL + 7)) =0 3)

Las gotas pequefias (de volimenes de pico, nano hasta unos cuantos
microlitros) seran esféricas, pero si el mismo liquido sobre la misma superficie

horizontal se presenta en gotas grandes (mililitros) éstas tendran forma aplanada.

21



Debido al balance entre gravedad y tension superficial, las gotas pequefias son
dominadas solo por la tension superficial. El salto en esta escala es denominado
“capillary length” o longitud caracteristica, y representa la razén entre la presion de

Laplace y la presion hidrostatica (30),

APLaplace _ % (4)

APhigrostatica Apg’

Si las dos presiones son del mismo orden, entonces;

l=\/% (5)

Donde y es la tension superficial (N/m), [ la longitud capilar (m), Ap la diferencia
de presion (N/m?) y g la gravedad (m/s?). A partir de la ecuacion anterior se puede
derivar el niumero de Bond el cual nos indica si la gota serd o no afectada por la
gravedad:

ApgR?
By =1~ (6)

Donde R es una dimension caracteristica, usualmente el radio o altura de la
gota. Si By, «< 1, la gota sera esférica, en caso contrario las fuerzas gravitacionales
la achataran. La longitud capilar se encuentra alrededor de los 2 mm para la
mayoria de los liquidos incluyendo el mercurio, mientras que la altura de gotas
grandes es menor a los 4 mm (Figura 2.5) (29). Si se trata de una gota en forma de
casquete esférico se simplifica el célculo del volumen, ya que depende solamente
de las variables radio de contacto a(m), radio de la gota R(m), altura h(m) y angulo
de contacto de Young 6, aplicando para cualquiera de los casos hidrofilico o

hidrofébico.
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Figura 2.5: El angulo de contacto refleja el balance de fuerzas, donde y;; representa la tension en la
interfaz liquido-gas, ys; la tension en la interfaz sélido-liquido y ys; en la interfaz sélido-gas. El
esquema representa gotas en superficies de diferente grado de mojabilidad, a mayor hidrofobicidad,
mayor angulo de contacto.

Caso hidrofobico:
h=R+ Rcos(mt—60) =R(1—cos0) (7
Caso hidrofilico:
h=R+Rcosf =R(1—cosB) (8)
2.4.2 Ley de Laplace en un campo de gravedad

La longitud capilar I(m) es una altura caracteristica de la capilaridad en
presencia de gravedad, dada por la expresién

l=\% (©)

Donde, y es la tension superficial liquido-vapor, p es la densidad del liquido y g
la gravedad. Cuando una gota es lo suficientemente grande para ser deformada por
la gravedad la presion hidrostatica entra en consideracion, P; = P, — pgz, donde la

presion atmosférica fuera de la gota (P,) se considera constante, z es la direccion
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vertical orientada hacia arriba y g la fuerza gravitatoria. La ley de Laplace se

expresa de acuerdo con la ecuacion:
2
14 (R—) =P, —pgz (10)
2.4.3 Radio de curvatura de una gota

El radio de curvatura se considera positivo 0 negativo dependiendo de su
orientacion, si es convexo o0 céncavo respectivamente. Este se refiere a la tasa de
cambio de la direccién del &ngulo del vector tangente con respecto a la longitud de
arco. Para una esfera, la curvatura media es igual a 1/R mientras que para una
superficie plana es igual a 0. La presion dentro de una gota pequefia es mayor a la
de una gota de mayor tamario (31).

En el caso de gotas deformadas por la gravedad existen dos radios de
curvatura y el célculo de la presién es mas complejo, la curvatura en la parte alta de

la gota es menor que en la base.

2.5 Angulo de contacto de histéresis (ACH)

El &ngulo de contacto de una microgota sobre una superficie puede abarcar un
rango de valores debido a un anclaje de la linea de contacto que impide que las
fuerzas capilares lo lleven a su angulo de contacto de equilibrio. La diferencia entre
el angulo maximo y el minimo de este rango se le conoce como angulo de contacto
de histéresis (ACH). Las fuerzas que previenen el movimiento de las gotas estan
relacionadas con el estado quimico o geométrico de la superficie, como pueden ser
la presencia de pequefias particulas, defectos de superficie o residuos producto

quimicos.

2.6 Evaporacién de gotas sésiles

Se conoce como gotas sésiles a las gotas asentadas sobre un sustrato sélido al
aire libore donde esta se encuentra susceptible a evaporacién. Durante la
evaporacion existen al menos tres eventos: 1) moléculas de agua liquida escapando
de la superficie a la fase vapor, 2) difusién de estas moléculas lejos de la superficie
de la gota y 3) el retorno de moléculas en fase vapor hacia la fase liquida (Figura

2.6). La evaporacion de liquido se asocia fuertemente con la difusién de vapor lejos
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de la interfaz liquido-gas (asumiendo que no existe conveccion de tipo Marangoni
dentro de la gota ya que esta incrementa la tasa de evaporacion) (32) y que el gas

circundante se encuentra en reposo.

-
\ ~
1) Transferencia \ N ~ i
> N
através de ~
* ~ interface \/
] N #  2)Difusion
L~ ;1 ' A \ \ molecular
o \

\

3) Condensacion
== 3

Figura 2.6: Eventos durante la evaporacion.

La evaporacion es la pérdida de masa de agua, la cual estd dada por el flujo
neto de moléculas en la gota que pasan a la fase vapor. Si el gas esta saturado con
vapor (en el punto de rocio del agua) la evaporacion es detenida, debido a que se
llega a un equilibrio donde el nimero de moléculas que escapan de la interfaz es el

mismo que regresa a ella por condensacion (33).

2.6.1 Modos de evaporacién; angulo de contacto constante (ACC) y

radio de contacto constante (RCC).

Experimentalmente se ha observado que las gotas en superficies hidrofilicas
(AC<90°) e hidrofébicas (AC>90°) no se evaporan de la misma manera (34—-37). En
superficies hidrofébicas lisas mantienen un angulo constante (ACC) mientras su
radio de contacto se reduce durante la evaporacion. En superficies hidrofilicas el
radio de contacto permanece constante (RCC), mientras el angulo de contacto
decrece gradualmente hasta un valor de recesion en la parte final del proceso
(Figura 2.7).
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Figura 2.7: Modos de evaporacion: a) En un modo ACC el radio de contacto decrece con el volumen
mientras el angulo permanece constante, b) en el modo RCC el angulo de contacto decrece con la
evaporacion mientras el radio de contacto se mantiene.

En superficies hidrofobicas la tasa de pérdida de masa es proporcional a la
altura de la gota, mientras que en hidrofilicas, es proporcional al cuadrado del radio
de contacto (32).

De acuerdo con Hu-Larson (38) se considera que el flujo de evaporacion es
radialmente uniforme excepto en la zona cerca de la triple linea. Este efecto causa
un flujo Marangoni que crea una forma de toroide convectivo axisimétrico, donde los
casos hidrofilico e hidrofébico deben ser evaluados de manera diferente (Figura
2.8).

Figura 2.8: Flujo de evaporacion a lo largo de la superficie de acuerdo con Hu.
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La tasa de variacion en el volumen puede estimarse al medir la variacion de la
altura de la gota h, o en su caso del radio de la gota r, a través el tiempo t (36).
Usando el valor del coeficiente de difusion del vapor en el gas circundante A (m?%s),
disponible en tablas, a las condiciones de presion y temperatura correspondientes
(23).

dv _ §vdr _

dt ~ dtdt —Ah (14)

El anclaje de la linea de contacto previene el encogimiento de la gota, lo que

implica una huella o radio constante (39).

2.7 Conclusiones

Bajo las condiciones correctas las gotas pueden servir como recipientes de
reaccién. Considerando los principios antes mencionados las gotas no deben ser
demasiado grandes para no ser afectadas por la gravedad, de esta manera, al
asumir una forma de casco esferico, el volumen de la gota y su superficie disponible
para evaporacion pueden ser facilmente calculadas conociendo su altura y radio, a
partir de imagenes del perfil. Al modular los gradientes de tensién superficial, se

puede aprovechar el movimiento del fluido, proveyendo un mezclado convectivo.

Debido a los efectos de la interaccion molecular se debe considerar la
naturaleza de las soluciones y del sustrato sélido a emplear, pues de estos
dependera la forma de la gota y su evolucion durante la evaporacion. La
evaporacion puede ser acelerada o retrasada mediante la variacion de la
concentracion de las moléculas de vapor alrededor de la gota. Los modos de
evaporacion se han estudiado categorizando superficies hidrofilicas e hidrofébicas,
ya que el confinamiento de vapor y encogimiento de la linea de contacto durante la

evaporacion de la gota tienen un efecto significativo.

Sin embargo, la adhesion de lalinea de contacto de la gota puede aumentarse
mediante el uso de rugosidad (si la naturaleza de éste es hidrofilica). Todas las
caracteristicas mencionadas pueden aprovechadas en el desarrollo de un modelo
teorico reduciendo el numero de variables respecto a modelos ya existentes para

predecir la tasa de evaporacion.
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3. Caracterizacion de gotas sobre un
pilar de PMMA con borde rugoso.

Se detallan las diferencias que se logran en cuanto a angulo
de contacto y volumen que se puede contener sobre la superficie de un
pilar comparandola con una superficie infinita. Se prueban diferentes
tipos de soluciones como agua, plasma, PBS, medio de cultivo celular.
Ademas, se introduce la variable de temperatura y humedad controlada.

3.1 Introduccidn

Por convencién el angulo de contacto esta definido por la ecuaciéon de Young
para una superficie idealmente lisa, quimicamente homogénea, no reactiva, no
deformable y horizontal, ya que cualquier inclinacion puede ser susceptible a la
gravedad y dar una desviacion del angulo de contacto de equilibrio. Las mediciones
no son necesariamente reproducibles en una superficie plana cuando hay
heterogeneidades fisicas o quimicas, y una sola medicién puede fallar en proveer
importante informacién de la interaccién sélido-liquido (40, 41).

Por otro lado, las superficies pueden ser maodificadas por diversos métodos con
la finalidad de obtener elevados angulos de contacto, haciéndolas mas hidrofobicas
mediante la generacion de rugosidad. Esto generalmente mejora el deslizamiento de
la gota pues no hay anclaje (baja histéresis), caracteristica que es usada para
concentrar una soluciéon al evaporar una gota. Por el contrario, si se consigue
anclaje (alta histéresis), sera con bajos angulos de contacto, lo que favorecera la

formacion de anillos (42).

Diversos polimeros y otros materiales han sido empleados para el estudio
de gotas como poliestireno (PS), policarbonato (PC), PDMS, teflon (PTFE), vidrio, y
otros. El poli-metilmetacrilato (PMMA) también conocido como acrilico, es un
material cominmente utilizado en la fabricacion de dispositivos microfluidicos,
debido a sus propiedades Opticas y mecanicas principalmente (43). EIl PMMA es un
polimero el cual posee excelentes propiedades para su uso en dispositivos

biomédicos, incluyendo biocompatibilidad, transparencia Ooptica, resistencia a
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ambientes humedos, elevada razon fuerza/peso. Ademas, con prolongada
exposicion o inmersion en agua no se afectan sus propiedades 6pticas o mecanicas.
El PMMA no es afectado por la mayoria de las soluciones quimicas usadas en el
laboratorio, como detergentes, acidos inorganicos diluidos, alcalis e hidrocarbonos
alifaticos. Sin embargo, no deben emplearse hidrocarbonos arométicos o clorados,
ésteres o cetonas (44). Es facil de maquinar mediante serrado, trituracion, fresado,

grabado con herramientas de carburo de tungsteno (44).

3.2 Objetivo

Estudiar el efecto de la rugosidad en un pilar de PMMA en cuanto al &ngulo de
contacto e histéresis. Con esto se pretende posteriormente aprovechar ciertos
fendmenos fisicos que nos dan el alto angulo de contacto que se presenta en
superficies hidrofobicas, y el radio de contacto constante presentado en superficies
hidrofilicas combinados, reduciendo en lo posible el nUmero y complejidad de pasos
para la fabricacion de dispositivos utiles en la realizacion de ensayos bioldgicos.

3.3 Marco teodrico

3.3.1 Modificacion de superficies para su UusO en ensayos

biomédicos.

Diversos grupos han trabajado en la modificacion del PMMA para hacerlo un
material hidrofébico mediante la formacion de micro y nano estructuras (45, 46), o
mediante la reorientacién de los grupos funcionales de las cadenas del polimero
(47) aunque esto puede alterar otras caracteristicas del material como la
transparencia y la interacciébn con otras moléculas. Las superficies hidrofébicas
presentan en general una baja adhesion con los liquidos, por lo que las gotas se
pueden desplazar de un sitio a otro a lo largo de la superficie (48). Una forma de
evitar que las gotas se desplacen de su sitio es manteniendo la linea de contacto fija
mediante la formacion de patrones con zonas hidrofilicas en una superficie
hidrofébica. Aunque con esto se logra el anclaje de la gota, no permite angulos de
contacto muy altos, ademds de que el procedimiento de fabricacion en si es un tanto

complejo (49).
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3.3.2 Efecto de larugosidad en el borde

Wang y Hu (50) estudiaron por dinamica molecular el anclaje y desanclaje de
nanogotas en superficies texturizadas bajo dos modos de evaporacién: radio de
contacto constante (RCC) y angulo de contacto constante (ACC). Demostraron que
el anclaje tiene un origen de interaccion molecular liquido-sélido localizada en la
cercania de la linea de contacto y que ésta domina el comportamiento de
mojabilidad. Concluyendo que la rugosidad genera una interaccion de fuerzas
desbalanceada donde, si la heterogeneidad fisica tiene un ancho caracteristico
mayor a unos pocos diametros de la molécula liquida, la linea de contacto sera
anclada en las primeras etapas de evaporacion a una superficie hidrofilica. Cuando
se tiene una superficie texturizada o con patrones de diferente hidrofobicidad, las
caracteristicas geomeétricas de estos determinaran la fuerza de anclaje y la
mojabilidad de la superficie por el liquido en cuestion (48).

El angulo de contacto y estado de gotas sobre superficies texturizadas esta
descrito por las ecuaciones de Casie-Baxter (1944) y Wenzel (1936) las cuales han
sido empleadas desde hace varias décadas. En ellas se puede predecir que la
rugosidad reduce el anclaje a una superficie cuando la naturaleza quimica de esta
es hidrofébica y lo aumenta cuando es hidrofilica, alterando el &ngulo de contacto,
asi como en la histéresis (ver Apéndice Bl). Recientemente se ha encontrado que
dichas ecuaciones fallan en algunos casos ya que no toman en cuenta algunas
consideraciones, y que es la histéresis y no la hidrofobicidad en si la que determina

el valor del angulo de contacto (50-52).

3.3.3 Angulos de contacto de avance, de recesion y de histéresis

Un angulo de contacto de avance es aquel que se mide cuando una gota sésil
tiene el maximo volumen permisible para el area interfacial sélido-liquido, cualquier
adicion de liquido hard que la gota se expanda permitiendo el avance de la linea de
contacto a un area mayor (Figura 3.1a). EIl angulo de recesion es lo opuesto, si el
liqguido es removido de la gota, el area interfacial sélido-liquido decrecera (Figura
3.1b). En otras palabras, el &ngulo de avance es el maximo angulo posible mientras
gue el de recesion es el minimo posible para una determinada area de superficie

mojada. La diferencia entre estos dos angulos es lo que se conoce como angulo de
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contacto de histéresis y estd relacionado con los mecanismos de anclaje y

desanclaje de la linea de contacto durante la evaporacion de gotas (53).

a) b)

Figura 3.1: Esquema de método de medicion de los angulos de a) avance y b) recesion,
mediante la adicién y remocién de liquido.

3.4 Objetivo

Analizar cualitativamente el efecto de la rugosidad irregular, la histéresis y el
volumen maximo de gotas en pilares milimétricos de polimetilmetacrilato (PMMA)

con gotas de volumenes de microlitros.

3.5 Materiales y métodos

3.5.1 Fabricacion de pilares

Placas de polimetilmetacrilato (PMMA) plexiglas de 1.5 mm de grosor fueron
maquinadas con una fresadora de control computarizado (Roland MODELA MDX-
40) y brocas de carburo de tungsteno de 0.8 mm de diametro (MexTronics Zanco
1/8”) a dos velocidades: 4500 y 6500 rpm, velocidad en X, y, z de 2 mm/s con paso
de 0.1 mm, hasta obtener una altura del pilar de al menos 0.4 mm. Los disefios
fueron realizados en el programa Dr. Engrave. Los dispositivos fueron manipulados
con guantes para evitar contaminacion. Se retiraron rebabas con gas Nj. Las
imagenes de microscopia electrénica fueron adquiridas con un microscopio de
barrido electrénico (SEM) Hitashi SU5000 a 2000 X con una energia de 1 KV.

3.5.2 Medicion del angulo de contacto

El espacio experimental se mantuvo a una humedad relativa de 50% y una
temperatura de 25 °C para mediciones de referencia en pilares. Para los
experimentos a 37°C se calentaron las soluciones en incubadora por 20 min

previamente, y el sustrato se mantuvo sobre una plancha con calentamiento. La
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temperatura fue monitoreada con ayuda de un sensor de humedad y temperatura
(FSH75, Sensirion, USA). Para la captura de imagenes del perfil de la gota se utilizd
un Microscopio Digital (Dino Capture 2.0, AM2111 Dino-Lite Basic USB, 3 MP,
640x480). Las imagenes fueron analizadas con ayuda del plugin LB-ADSA de
ImageJ, basado en un ajuste de la ecuacion de Young-Laplace (Ec. 1). Para
cuantificar el volumen de la gota soportada por cada diametro de pilar se pipeted
una cantidad conocida del liquido y se adicioné lentamente mas liquido sobre esta
gota hasta su derramamiento tomando el maximo volumen antes de que este se

presentara.

3.5.3 Angulo de contacto de histéresis en pilares

Se utilizé una pipeta con una punta modificada de didmetro interno reducido a
200 um, esto aumenta la resistencia del liquido y ayuda a tener mejor control con el
flujo. Se mont6 la pipeta con ayuda de un soporte de manera vertical sobre el pilar
(Figura 3.2), se inyect6 volumen a la gota y posteriormente se succiond, videos del
proceso fueron grabados y posteriormente analizados para obtener el mayor angulo
de contacto antes del derramamiento y el menor angulo de contacto antes del
desanclaje y relajamiento de la gota.

Puntas modificadas

Cémara

Plancha

Figura 3.2: Montaje experimental para medicion de angulos de avance y recesion. En el recuadro se
muestran las puntas de pipeta modificadas para reducir el diametro a la salida del liquido.
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3.5.4 Tratamientos hidrofébico e hidrofilico a la superficie

Para el tratamiento hidrofébico se empled una solucién comercial Rain-X a base
de isopropanol con nano particulas de silice hidréfobas (No. Catalogo 5071268). Los
dispositivos fueron suspendidos en la solucién y sometidos a agitacion ultrasénica
por 15 minutos, posteriormente se dejé evaporar al isopropanol quedando una
cubierta hidrofébica. Para el tratamiento hidrofilico se aplicé un tratamiento de
plasma de O, por 3 minutos al vacio. Ambos tratamientos se hicieron a pequefias
laminas cuadradas de 1.5 cm x 1.5 cm (superficie plana) y a pilares de diferentes

didmetros.

3.6 Resultados

3.6.1 Efectos de los pardmetros de fabricacion sobre la rugosidad

de los pilares

La rugosidad formada en nuestros pilares se genera durante el micro maquinado,
donde los parametros de velocidad de corte (mm/s) y velocidad de giro (rpm) deben
establecerse para que la friccibn que produce el movimiento de la broca a su paso
fluidice el polimero en el contorno del pilar, formando una rugosidad abultada méas o

menos continua (Figura 3.3B) en vez de rebabas discontinuas (Figura 3.3A).
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Figura 3.3: Imagen SEM 2000 x del borde de pilares de PMMA de 0.8 mm de diametro
fabricados mediante micromaquinado, A) a 4500 rpm, B) a 6500 rpm, ambas a 2 mm/s.

3.6.2 Efecto de la superficie del pilar.

Cuando se coloca una gota de agua de 1 ul sobre una superficie plana de
PMMA esta se extiende en un area de ~2.0 mm de diametro, con un angulo de
contacto de 65-73°. Si el volumen se incrementa, el radio de contacto y la altura
también lo hacen manteniéndose el angulo de contacto “de equilibrio” en el mismo
valor, y lo har4 hasta que la longitud capilar sea rebasada, entonces la gota
comienza a sufrir los efectos de gravedad, la altura ya no aumenta, aunque si el
radio, achatando la gota y quizds aumentando el &ngulo de contacto. En cambio, al
pipetear la gota sobre un pilar esta se extendera limitdndose al area disponible por
el diametro del pilar, pudiendo aumentarse este volumen hasta angulos de contacto
superiores a los 140° como se puede ver en la Figura 3.4.
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1l

140mm

superficie (mm?)
Figura 3.4: Una gota incrementa su angulo de contacto ajustandose a la superficie disponible. 1 pl de
agua Mili-Q sobre pilares de PMMA con diametros cada vez mas reducidos de 1.6 mm, 1.4 mm, 1.2

mm, 1.0 mm, 0.8 mmy 0.7 mm. Grafica correspondiente, donde la linea punteada indica el valor del
AC=72°, de una gota del mismo volumen sobre una superficie infinita de PMMA.

Este anclaje de la linea de contacto puede representar algunos beneficios para la
realizacion de ensayos; al permitir una fijacién de la linea de contacto se puede
contener una gota de mayor volumen y al evaporarse ésta, los sedimentos a

analizar quedarian en un area menor y bien delimitada.

3.6.3 Relacion volumen vs diametro del pilar.

Se midié el volumen de las gotas que se pueden sostener en pilares de
diferentes didmetros, a una temperatura de 37°C (misma que se emplea en cultivos
celulares) ya que es sabido que la temperatura disminuye la tension superficial. Esta
temperatura se utilizé tanto en las soluciones como en los dispositivos y camara de
experimentacion, para evitar gradientes de temperatura o pérdidas de calor que

pudieran afectar los resultados.

La relacion volumen/diametro parece aumentar de forma lineal aunque al
aumentar el volumen de las gotas estas son afectadas por la gravedad, lo que
causa derrames conforme incrementa esta relacion (Figura 3.5). Se observo
también que después deun didmetro de pilar de 1.6 mm las gotas alcanzan angulos
de contacto >140° debido al achatamiento provocado por efectos de la gravedad, lo
que indica que ya no son las fuerzas capilares las predominantes en mantener la

forma esférica de la gota. El diametro del pilar esta cercano a la longitud capilar (2
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mm), tedricamente por arriba de este valor la gravedad comienza a tener efectos de

desviacion de la forma esférica de las gotas.

a)
b)
-&- Agua DI
-~ PBS
20 -4&— DMEM

0 1 2 2 3
superficie (mm<)

1 2 3
Pilar diametro (mm)

Figura 3.5: Maximo volumen soportado por pilares de diferentes diametros para tres sustancias:
agua, solucion amortiguadora (PBS) y medio de cultivo celular (DMEM) a 37°C, a) Imagenes
representativas, b) grafica correspondiente mostrando una relacidn cuasi lineal tanto en relacién al
diametro como a la superficie del pilar (recuadro).
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3.6.4 Efecto de larugosidad del borde en el incremento de histéresis

Una gota de agua sobre una superficie plana de PMMA presenta angulos de
contacto de avance de 77° y de recesién de 49°, dando como resultado un angulo
de histéresis de 27.6+1.2° (54). En cambio, de acuerdo con la grafica de la Figura
3.6 con el uso de estos pilares obtenemos angulos de avance de ~143 +7° y de
recesion de ~17+3°, con angulos de histéresis de ~125°. Esto significa que la

rugosidad de los pilares ha incrementado casi 4 veces la histéresis de una superficie

plana.
200
150 E
: %
S 100-
2
50-
n
. § .
T T ]
1.0 1.5 2.0 25 3.0

diametro pilar (mm)

® AC-avance
B AC-recesidn

Figura 3.6: Angulos de avance y de recesion de la linea de contacto de una gota de agua para
diferentes diametros de pilar a 25°C y 50% H.R. La diferencia entre estos dos valores nos da el
angulo de histéresis.

3.6.5 Efecto de tratamientos hidrofébico e hidrofilico al PMMA

Mediante estos experimentos se pudo comprobar que el borde del pilar permite
obtener angulos de contacto mayores que aquellos alcanzados con el tratamiento
de hidrofobicidad. Las superficies planas de PMMA tratadas con Rain-X mostraron
apenas un incremento de AC de ~20°, mientras que en el tratamiento hidrofilico el
angulo se redujo ~33°, ambos a una humedad de 50% (Figura 3.7a). La linea roja
punteada indica el valor del AC de referencia de una gota de agua sobre una
superficie infinita de PMMA sin tratamiento a 25°C, ~72°.
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Por otro lado, se hizo una comparacion del efecto del borde en una superficie
de pilar tratada de la misma forma que la superficie plana. Se colocaron gotas segun
el mayor volumen soportado y se midié el AC de gotas estéticas para cada tamafio
de pilar. El efecto del borde, se ve reducido con el tratamiento hidrofilico; mientras
que el tratamiento hidrofébico no provocé mejoras sustanciales, como se puede ver

en la Figura 3.7b.
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superficie plana diametro de pilar (mm)

Figura 3.7: Efectos de tratamientos en el angulo de contacto estatico, hidrofébico (Rain-X) e
hidrofilico (plasma O2) al PMMA, a) en una superficie plana y b) en pilares de diferentes diametros.

3.7 Discusion de resultados

Cada sustancia forma un angulo de contacto caracteristico al interactuar con
una superficie. Para el caso del agua (tension superficial= 72.8 mJ/m?) en PMMA a
condiciones de 20 °C y suponiendo una superficie totalmente lisa y limpia, el angulo
de contacto es de ~65°-73°. Los angulos de contacto alcanzados mediante el uso
de nuestros pilares llegan a superar los 140° y son similares a aquellos obtenidos
mediante tratamientos mas complejos como arreglos de micropilares o
recubrimientos (44, 47-49). A diferencia de los trabajos antes mencionados, el
micromaquinado es un proceso sencillo, aunque de baja resolucion, pero suficiente
para generar la rugosidad que permite mantener una gota anclada aun cuando el
angulo de contacto es muy elevado, evitando el desplazamiento de la linea trifasica
y un consecuente derrame. Ademas, esta histéresis puede mantener la linea de
contacto anclada al pilar cuando el volumen de la gota se reduce a angulos de
contacto muy bajos. Esto indica que la energia o el trabajo requerido para relajar la

linea de contacto es muy alto.
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Se ha observado que al colocar diferentes gotas del mismo volumen y sustancia
en una superficie plana infinita se presentan variaciones en los valores de angulo de
contacto, reflejando la heterogeneidad de la superficie en diferentes puntos.
Nuestros pilares permiten reducir esta variabilidad de los angulos de contacto. Otro
aspecto importante es que al fijar el didmetro del pilar ya no se depende de la
velocidad del flujo durante la deposicion del volumen ni de la heterogeneidad de la
superficie, que son los principales factores que afectan la reproducibilidad en el caso

de superficies planas (40, 41).

Las diferentes modificaciones a superficies de PMMA reportadas en otros
proyectos han dado buenos resultados, sin embargo, todos los procedimientos
reportados conllevan una serie de pasos que consumen material, tiempo y reactivos,
haciéndolos poco viables para el disefio de dispositivos de bajo costo. En cambio, el
PMMA es un material relativamente econémico (aunque esto dependera también de
su pureza) y es facil de adquirir en forma de laminas. El proceso de fabricacién es
muy simple y rapido (20 min- 2 h) ya que incluye un solo paso. El micro maquinado
es un proceso rapido y preciso y su calidad depende de la herramienta de corte y
los parametros de fabricacion, la altura y el ancho de los pilares puede ser
facilmente ajustado. La presencia de rugosidad en el borde del pilar puede ser
selectivamente modificada sin alterar las propiedades del resto de la superficie del
PMMA. Por otro lado, el micro maquinado de PMMA puede ser complementado con

tratamiento de plasma de oxigeno o funcionalizacién con moléculas de adhesion.

Debido a que el PMMA es un material quimicamente hidrofilico (angulo de
contacto <90°), es de esperar que el agua pueda penetrar en los espacios que
proporciona la rugosidad, proveyéndose asi, una mayor area de interfaz sélido-
liquido, al menos a lo largo de la linea de contacto, que como se ha mencionado al
inicio del capitulo es el sitio principal responsable de fenbmenos de histéresis y

angulo de contacto.

3.8 Conclusiones y perspectivas

El volumen de la gota que reposa sobre el pilar puede incrementarse gracias al
aumento de histéresis. Esto mantiene una alta relacion volumen/superficie que

aumenta la capacidad de concentracion de solutos disueltos al evaporarse el
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solvente. Dicha caracteristica puede ser (til en incrementar la sensibilidad en

ensayos.

El procedimiento presentado es sumamente sencillo comparado con aquellos
gue conllevan diferentes pasos de funcionalizacién, fabricacion de arreglos de
micropilares, o capas de nanoparticulas, ademas de tener caracteristicas que lo
hacen un buen candidato para sSu uso en ensayos que requieran de
biocompatibilidad, transparencia para el uso de microscopios, rigidez para el

maquinado, o facilidad de funcionalizacién.

Aun cuando se pueden alcanzar altos angulos de contacto debido al volumen
grande en relacion con el pilar empleado, no siempre es factible emplear estos para
ensayos bioquimicos. La razén es que conforme se aumenta el volumen de la gota 'y
si la tension superficial disminuye por la presencia de otras moléculas en solucion
gue interfieran con los puentes de hidrogeno, se reduce la condicibn de casco
esférico (que representa un estado donde las moléculas del liquido se encuentran
unidas con la suficiente fuerza para no ser afectadas por la gravedad), en cuyo
caso, las gotas son vulnerables a ser derramadas fuera del pilar con cualquier
agente externo que rompa el equilibrio de fuerzas. Estudios mas detallados son

necesarios para conocer la relacion entre rugosidad y su efecto en la histéresis.
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4. Evaporacion de una gota sobre un
pilar con borde rugoso

Se dard una resefia de antecedentes en estudios sobre
evaporacion y se explicara la fisica de dos diferentes regimenes de
evaporacion, empleados en nuestro trabajo experimental: el limitado por
difusién y el limitado por transferencia de vapor. También se explica la
forma en que se llega a una ley de escalamiento que predice la tasa de
evaporacion de gotas en pilares para tres diferentes soluciones: simple

(agua), mixta (solucién binaria) y compleja (plasma sanguineo).

4.1 Introduccidn

La evaporacion de una gota sobre un pilar difiere de aquella en una superficie
plana, debido al balance de fuerzas que cambia con la curvatura de la gota, la forma
del menisco que se forma en la linea de contacto, y cuanto tiempo esta linea
permanece fija a la superficie. La evaporacion local también puede variar a lo largo
de la superficie de la gota dependiendo de obstaculos fisicos, estimulos externos o

el ambiente circundante.

Durante los ensayos biolégicos se pueden emplear diferentes componentes o
soluciones que difieren entre si en cuanto a sus propiedades. Es comun que la
muestra a analizar consista en fluidos corporales como pueden ser la orina 0 plasma
sanguineo. La evaporacion de gotas de plasma sanguineo ha sido ampliamente
estudiada, ya que los patrones que quedan tras la evaporacion pueden aportar
informacion sobre la estructura molecular y supramolecular de proteinas (9) e

incluso ser utilizada para la deteccion de enfermedades (55).

4.2 Antecedentes

Se ha encontrado en diversos estudios que el flujo de evaporacién dirigida por
difusion no es uniforme alrededor de la gota, sino que varia con las caracteristicas
de ésta y el sustrato en que se encuentra. En gotas con altos angulos de contacto

(sobre una superficie plana) se ha encontrado que en la region cercana a la linea de
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contacto con el sustrato se forma un espacio semibloqueado, por lo que el
transporte difusivo del vapor de agua es suprimido, reduciendo asi el flujo de
evaporacion. En el caso de gotas con bajos angulos de contacto (en superficies
planas) el flujo local de vapor es mucho mayor cerca de la linea de contacto que en
la parte mas alta de la gota (Figura 4.1). Este fendmeno se ha encontrado incluso

cuando se agrega calentamiento (56).

Sup. hidrofébica

volumen

tiempo

Figura 4.1: Evolucion del volumen de dos gotas de agua como indicador de la evaporacion en el
tiempo, el tiempo de vida de la gota en superficie hidrofobica es mayor a la evaporada en superficie
hidrofilica. Las flechas indican el flujo de vapor (56).

Tuan y Nguyen (57) analizaron teérica y experimentalmente la evaporacion de
gotas de agua en superficies hidrofilicas (AC<90°) e hidrofébicas (AC>90°) ambas
con la linea de contacto anclada a la superficie plana y afiadiendo el efecto de la
gravedad. También encontraron un tiempo de vida mayor para gotas en superficies
hidrofébicas, atribuyendo esta diferencia a un angulo de contacto transitorio justo en
la linea de contacto donde se presenta un confinamiento de vapor, distinguible solo
a nivel microscopico, en cambio la superficie hidrofilica presenta una pelicula

precursora que facilita la evaporacién (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Efectos de fuerzas intermoleculares y de gravedad, con una pelicula precursora y una
curvatura local en la interfase liquido-vapor respectivamente (57).

Stauber y colaboradores (58) también han estudiado la evaporacion de gotas
ancladas, describiendo la dependencia del tiempo de evaporacion respecto al
angulo de contacto inicial, siendo mayor en superficies hidrofébicas. Ellos
consideraron los dos modos de evaporacion, radio de contacto constante y angulo
de contacto constante, permitiendo transiciones entre anclaje y desliz de la linea de
contacto.

Heijden y colaboradores (59) concluyen que el tiempo de vida de la gota
depende del angulo de contacto inicial y es afectado por la competencia entre
anclaje y relajacion. Los autores describen que una linea anclada de manera
permanente o temporal exhibe &ngulos de contacto diferentes a su angulo de
equilibrio. Si la gota mantiene la linea de contacto fija mientras se evapora, habra un
decrecimiento del angulo hasta que ésta se desancla a un valor equivalente al
angulo de recesion 6,, después de esto continia en un 6,, mientras la linea de
contacto retrocede (58). Man y Doi (60) afirman que esta competicion depende solo

de las propiedades del fluido y de la fase vapor circundante

4.3 Justificacion

Una gran diversidad de estudios y consideraciones se han llevado a cabo para
el desarrollo de modelos que describen la evaporacion de una gota bajo condiciones
determinadas, pero entre todos ellos no se encontré un estudio que se adaptara a

las condiciones experimentales que requerimos. En especial porque dichos estudios
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se basan en superficies relativamente extensas en comparacion al pilar, planas,
independientemente de si estas contienen rugosidad o texturas. Ademas, las
condiciones de angulo de contacto inicial elevado y radio de contacto constante, no

se encuentran juntas en un mismo modelo.

Por lo tanto, se hace necesario el desarrollo de un estudio que nos permita
determinar la tasa de evaporacion que se lleva a cabo en gotas de volimenes de
microlitros sobre pilares con borde rugoso. Este borde previene el deslizamiento de
la linea de contacto de las gotas propiciando una evaporacion en modo de radio de
contacto constante (RCC). Por otro lado, tener un pilar, y no una superficie plana,
se descartan las condiciones de pelicula precursora o confinamiento cerca de la

linea de contacto descritas por Tuan-Nguyen (57) y otros investigadores.

Comprender el proceso de evaporacion de una gota sobre un pilar puede
ayudar en el desarrollo de diversas aplicaciones como los ensayos biologicos,
donde los resultados pueden depender del tiempo de reaccion o movimientos de
conveccion dentro de la gota y estos a su vez de la tasa de evaporacion. Ademas,
debe considerarse que durante una reaccidon pueden generarse productos y con
esto cambien las caracteristicas de la gota durante su evaporacion. Es por ello que
se hace necesario un andlisis de evaporacion de gotas de soluciones de diferentes

caracteristicas.

4.4 Objetivos

Estudiar la evaporacion de gotas de 1-3 pl con forma cuasi-esférica, con radio
de contacto constante anclado al borde rugoso irregular de un pilar de PMMA,
evaluando el efecto de variables como presencia o no de corrientes de aire, nivel de

humedad, diametro de pilar, volumen inicial, tipo de sustancia .

4.5 Metodologia

4.5.1 Arreglo experimental

Todos los experimentos de evaporacion fueron desarrollados a 25 #1 °C,
manteniendo una humedad relativa de 30% o 50% segun se indique, dentro de una
camara de control de volumen (15 L). Esta cAmara consta de una caja de acrilico

transparente de 1” de grosor en cuyo interior se puede controlar: humedad,
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temperatura, corriente de aire e iluminacion. Las dimensiones de la caja son 30 cm X
50 cm x 30 cm (I x a x h), est& recubierta al exterior con un fondo blanco y papel
polarizado (vinil cromado). En su interior cuenta con una ldmpara fluorescente
compacta (SKU#902-838, Ecosmart, 5000 K, 9 W) que proporciona luz o contraste,
dependiendo de su ubicacion respecto a la gota (la luz detrds de la gota fue
colocada cuando se requiri6 mayor contraste.), un humidificador ultrasénico (AIR-
200, STEREN de 20,000 Hz) y un ventilador (Cooler TITAN, TFD-8025M12S de 8 x
8 x 2.5 cm.), un Microscopio Digital (Dino Capture 2.0, AM2111 Dino-Lite Basic
USB, 3 MP, 640x480) conectado a una computadora para la adquisicion de
imagenes. El microscopio digital y el ventilador se encuentran alineados al pilar para
tener un enfoque lateral de la gota. El arreglo se encuentra esquematizado en la
Figura 4.3.

Las condiciones dentro de la camara fueron controladas y monitoreadas
mediante un entorno Visual Studio, codificado en Visual C Sharp, como se muestra

en la Figura 4.4.

4.5.2 Evaporacion de soluciones

Las gotas fueron pipeteadas con puntas Low Retention graduadas para 0.1-10
puL (MultiFit Pipette Tips Low Binding Polymer Technology de BioScience). Se
evaporaron gotas de 1 ul, 2 pl y 3 pl de las siguientes sustancias: Agua Mili-Q,
solucién binaria compuesta por agua Mili-Q y 10% de polietilenglicol PEG-400 (No.
20 2398, Sigma Aldrich, USA), solucién de etanol al 70%, y plasma sanguineo. Las
gotas de plasma fueron colocadas usando una punta metdlica debido a que la
interaccion con una punta comun no permitia tener gotas de volumenes
reproducibles. Para la obtencién del plasma se centrifugaron 10 ml de sangre fresca
por 5 minutos a 1600 rpm en una centrifugadora (LAB 5804-R Eppendorf)
recolectando 4 mililitros de la parte superior del tubo. Alicuotas de 100 ul de plasma

sanguineo fueron congeladas a -20 °C y atemperadas antes de su uso.

Para el régimen de evaporacion limitado por difusién se permitié que las gotas
se evaporan pasivamente dentro de la camara de control. Para los experimentos
correspondientes al régimen limitado por tasa de transferencia se utilizé el ventilador
dentro de la camara a 10 cm de distancia del pilar, operando al 70% de su

capacidad.
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4.5.3 Analisis de imagenes

Imagenes secuenciales fueron capturadas mediante la programacion de las
cdmaras microscopicas durante los experimentos. Las dimensiones (altura y angulo
de contacto) de la gota fueron medidas con el software ImageJ. Para los angulos de

contacto se emple6 especificamente en plugin LB-ADSA, basado en un ajuste de la

ecuacién de Young-Laplace de libre descarga.
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Figura 4.3: Esquematico del arreglo experimental para el estudio de evaporacién de gotas.
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Figura 4.4: Interfaz Visual Studio para el control de humedad y temperatura del arreglo experimental.



4.6 Resultados

4.6.1 Evaporacion de gotas de diferentes volumenes.

Las gotas de agua pura fueron evaporadas a 50% H.R. sin intervencion de
corrientes para permitir la difusién natural de las moléculas de vapor. La evolucion
de altura, angulo de contacto y volumen fueron medidos cada minuto hasta su
evaporacion total. Los experimentos de evaporacién en el régimen limitado por
difusién para los tres volimenes presentaron una disminucion del volumen en el
tiempo muy similar entre ellos, la relacién entre el tiempo de vida de la gota y el
volumen inicial es proporcional. Las pendientes promedio para cada volumen fueron
de: = -0.049 para 1 pl, -0.060 para 2 pl y de -0.063 para 3 pl=, con una P<0.0001
(Figura 4.5).

volumen (ul)

60

tiempo (min)

Figura 4.5: Evaporacion de gotas de agua de diferente volumen asentadas sobre pilares de
diferentes diametros.

4.6.2 Comparacion del tiempo de vida de gotas bajo dos regimenes

de evaporacion

Entre los dos modos de evaporacion se encontré una notable diferencia en el
tiempo de vida de la gota, siendo menor por al menos 1/3 del total cuando las
moléculas de vapor eran retiradas con el uso del ventilador (este régimen de

evaporacion corresponde al limitado por la tasa de transferencia) que aquel en el
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gue esperabamos una difusion natural del vapor de agua alrededor de la gota
(Figura 4.6).

a) b)
* 2 mm * 12mm
31‘. s 14mm 31g e 14mm
| G mm o | 16 mm
- .." _— -n
T2 .Rl. S24 8
= = LN
° m = »
E Re E 5
14 . 14 :.
--: -'_'\.
H.‘i ;!
¥y !"
u_ T™TTT ™TTT ™TTT ..WH..'.?.- u_|"''I""I"".l""l""l
0 10 20 40 50 0 M0 20 30 40 50
tiempo (min) tiempa (min)

Figura 4.6: El tiempo de vida se reduce mas de un tercio al eliminar el paso limitante de difusion.
Evaporacion de una gota de 3 pl en pilares de didametros de 1.2-1.8 mm a) mediante evaporacion
limitada por difusion, y b) limitada por transferencia de fase.

En el caso de evaporacion limitada por difusion se encontré una pequefia
diferencia en el tiempo de evaporacion total, siendo mayor por ~8 minutos en el pilar
de 1.2 mm de diametro respecto a los pilares de 1.6 y 1.8 mm. Una diferencia
intermedia de ~4 minutos se observa para el pilar de 1.4 mm. Este comportamiento
donde el mismo volumen se evapor6 en un tiempo ligeramente mayor cuanto mas
pequefo era el pilar se repitié para otros experimentos a 47% H.R. (ver Apéndice
Cl). Cabe recordar que, conforme el tamafio del pilar disminuye, el angulo de
contacto y al mismo tiempo la curvatura, aumentan, esto representa una mayor
presion al interior de la gota (29, 61) lo cual pudiera ser la causa de esta diferencia.
Este efecto en el tiempo total de evaporacion puede estar siendo mitigado por las
corrientes de aire que desplazan las moléculas de vapor de la interfase, en el caso
de evaporacion limitada por la tasa de transferencia de moléculas de agua de la
fase liquida a la fase vapor, el cual, al reducir el tiempo total, debe estar reduciendo

también las diferencias.

4.6.3 Evaporacién limitada por difusion de diferentes sustancias

Al cambiar la complejidad del fluido también cambia la curva de evaporacion,

presentandose mas de una pendiente a lo largo del proceso. Ademas, las curvas
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presentan ciertas diferencias para cada fluido, como se puede observar en la Figura
4.7.

a PEG [10%]
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Figura 4.7: Evaporacion difusiva de gotas de diferentes sustancias a) PEG 10%, b) etanol 70% y c)
plasma sanguineo, con su respectiva serie de imagenes representativas en intervalos de tiempo
equivalentes, donde la figura del extremo izquierdo corresponde al inicio de la evaporacion y la figura
del extremo derecho corresponde al final de la evaporacion. Las diferentes curvas representan el
diametro del pilar en el que fue evaporada la gota y en el caso del etanol también para una superficie
infinita (sup. Inf.). Los experimentos se llevaron a cabo a 25°C y 50% H.R.
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En el caso de la solucion binaria agua: PEG al 10% (Figura 4.7a), se observa
un decrecimiento del volumen mayor al que se esperaria del agua pura hasta un
punto donde la curva muestra un comportamiento asintético sin llegar a evaporarse
completamente. Se puede deducir que el volumen evaporado corresponde a la
pérdida de masa de agua mientras que el volumen que permanece en el pilar
corresponde al volumen inicial de PEG, ya que la evaporacion de éste es casi nula.
El motivo de que la evaporacion del agua sea mas rapida que en el caso del agua
pura, puede deberse a que el PEG en solucién acuosa reduce la tensién superficial,
lo cual facilita el escape de las moléculas de agua de la fase liquida a la fase vapor

(62) (para mas detalles ver Apéndice Cl) .

En el caso de la solucién con etanol (Figura 4.7b) se observan dos pendientes,
la primera indica una reduccién rapida hasta casi la mitad del volumen inicial, que
puede suponerse corresponde al etanol evaporado ya que este es mas volatil que el
agua y evapora rapidamente. Posteriormente continua la evaporacion de manera
mas lenta hasta llegar a un valor de volumen cero, ésta puede corresponder a la

evaporacion de agua.

Para el caso de la solucién compleja (Figura 4.7c), el plasma sanguineo
presentd una curva de reduccion del volumen sin llegar a cero, cuyo
comportamiento es similar al del PEG 10%, acercandose asintéticamente a un
volumen que permanece constante por los minutos-horas siguientes. El plasma
representa el 55% de la composicién de la sangre, a su vez estd compuesto de 90%
agua y un 10-13% de contenido de iones, electrolitos y proteinas (63). El plasma
sanguineo es una matriz compleja de moléculas con diferentes caracteristicas,
proteinas disueltas tales como albumina, globulina, fibrinbgeno y otras
(aproximadamente 300) con diferente tamafio, hidrofobicidad, carga, que modifican
la interaccion con algunos sélidos (es por ello que se us6 una punta de metal para
colocar las gotas). Estas proteinas no se evaporan, sino que cristalizan cuando el
agua en que se encuentran es evaporada. Estos residuos proteicos se pueden
observar sobre el pilar en la Figura 4.7c donde tras la evaporacién de la fase liquida
del plasma, se observa una gota que no reduce mas su tamafio y que al tacto es

sélida (para mas detalles ver Apéndice ClI).
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4.6.4 Modelo de evaporacién de gotas ancladas a un pilar

En las dos condiciones experimentales probadas anteriormente,
correspondientes a dos distintos regimenes y diferentes tasas de evaporacion, se
asume que se trata de un proceso cuasi-estatico, debido a que la evaporacién es un
proceso lo suficientemente lento y a que el campo de concentracion de vapor se
ajusta facilmente a los cambios en el tamafio de la gota. En la Figura 4.8 se
muestra un ejemplo idealizado de los gradientes de concentracion de vapor en cada
uno de estos regimenes para una gota perfectamente esférica evaporandose en el

espacio libre lo cual representa la forma mas simple del sistema.

En el régimen limitado por la tasa de transferencia se considera que las
moléculas circundantes que recién han escapado de la fase liquida son movidas
inmediatamente, alejandolas de la superficie de la gota y, por lo tanto, la tasa de
evaporacion queda limitada solamente por la tasa de transferencia neta de las
moléculas de la fase liquido a la fase vapor. En este caso se considera que la
concentracion de vapor circundante a la gota es la misma que en el ambiente
(Figura 4.8a).

En el régimen limitado por difusion la evaporacion esta limitada por un tiempo
necesario para que las moléculas que han escapado de la superficie a la fase vapor
difundan en el medio, para reducir la concentracion de vapor en la proximidad de la
superficie y permitir la evaporaciébn de otras moléculas. En cuyo caso la
concentracion de vapor en la superficie de la gota ¢ es alto y va reduciendo
asintéticamente con la distancia r hasta llegar a una concentracion en el infinito ¢,
correspondiente a la concentracion dada por la humedad relativa H.R. en el espacio
(Figura 4.8b).

Transfer-Rate-Limited b) Diffusion-Limited

)
—

O

(3}
8

Vapor concentration, ¢

Figura 4.8: Perfil idealizado de concentracion de vapor para la evaporacion de una gota
perfectamente esférica en el espacio donde, a) representa el régimen limitado por transferencia y el
b) por difusién.
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4.7 Conclusiones y perspectivas

La rugosidad de los pilares aumenta la fuerza de adhesién en la linea de
contacto, pues la barrera energética que debe rebasarse para desanclarla es alta.
Los volumenes utilizados permiten una longitud capilar que hace que el efecto de la
gravedad sea despreciable. Al mantener el radio de contacto constante y la forma
semiesférica se simplifican las mediciones y célculos del volumen, asi como el
desarrollo de un modelo matematico. Ya que, por otro lado, el uso del pilar reduce el
bloqueo que se presenta en una superficie plana, aproximandose al modelo de una
gota completamente esférica evaporando libremente en el aire, por lo que el flujo de

vapor puede basarse en un modelo radial.
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5. Desarrollo de una reaccion
enzimatica con  mezclado  por
corrientes de Marangoni bajo un
regimen de evaporacion limitado por
transferencia.

Se explicara el proceso que facilita la agitacion por movimiento
convectivo dentro de una gota al introducir un gradiente térmico y un
flujo de aire direccionado. Se explicara como el uso de flujo de aire
aumenta la tasa de evaporacion facilitando una reaccion enzimatica
para un ensayo de deteccion de glucosa por colorimetria. El movimiento
es detenido mas adelante por la alta viscosidad del fluido que contiene

los productos de la reaccion.

5.1 Introduccion

Una gota presenta la potencialidad para ser usada como un pequefio reactor,
aunque ciertas consideraciones deben tomarse en cuenta ya que esto implica una
mayor complejidad que aquella de un recipiente sélido de volumen constante. En el
caso de una gota sésil se tiene un volumen cambiante debido a la evaporacion,
simultdneamente y debido a esta se pueden presentar cambios en concentracion,

densidad, viscosidad y pH (64).

Durante la evaporacion de una gota pueden formarse corrientes de tipo capilar
por la pérdida de moléculas en zonas de mayor evaporacion en la interfaz liquido-
vapor y su correspondiente reemplazo por otras del bulto de la gota. O bien, si
existe un gradiente de tension en la interfaz (superficie de la gota) se formaran
tensores que arrastraran otras capas subyacentes del liquido, resultando en lo que

se conoce como corrientes de Marangoni (25).

Existen dos formas de generar estas corrientes de Marangoni. Una es mediante

gradientes de temperatura, ya sea por calentamiento del sustrato o pérdida de calor
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por vaporizacion; o por una concentraciéon no uniforme en la solucién (25). Esta
tltima se presenta cuando por evaporacion local preferencial de algin componente
se generan sitios mas concentrados y por lo tanto con mayor o menor tensién,

dependiendo de las propiedades fisicoquimicas y la composicion porcentual.

Uno de los fendbmenos comunes en la evaporacion de gotas es la formacion de
un patron circular una vez seca la superficie, debido al acarreamiento y acomodo de
particulas en suspencion que fueron depositados en el perimetro de la gota (Figura
5.1c). Estos patrones son originados por el flujo capilar inducido por una diferencial
en la tasa de evaporacion a lo largo de la gota (ver Apéndice All). Se ha estudiado
el efecto que las corrientes de Marangoni tienen en la supresién de las marcas de
anillo de café (39, 65), y como la direccion de las corrientes puede ser modificada si
se controla el sitio de mayor o menor tension superficial. Se debe ademas tener en
cuenta que, asi como hay factores que promueven la formacién de estas corrientes
de Marangoni, también hay factores que las inhiben, como el llegar a un equilibrio
en la temperatura global, homogeneidad en la concentracibn de solutos y

amortiguacion viscosa (66).

Las corrientes de Marangoni pueden ser efectivas para facilitar el mezclado en
una reaccién enzimatica, cuidando que tengan la magnitud y el tiempo suficiente
para que la reaccion en cuestion se lleve a cabo, y entonces frenar estas corrientes

para evitar que se formen estructuras tipo anillo de café.

5.2 Justificacion

Se ha comprobado que una manera efectiva de aprovechar la evaporacion es
en la concentracion de moléculas en solucion, con la finalidad de mejorar la sefal de
deteccion, ya sea por absorbancia, fluorescencia o colorimetria. Este tipo de
reacciones requieren un tiempo especifico que depende entre otras cosas de la
cinética de la reaccién, para que esta se lleve a cabo con buenos rendimientos.
Durante la reaccion se pueden producir compuestos 0 sustancias cuya viscosidad,
densidad o baja presion de vapor alteren los patrones estudiados hasta el momento
por otros grupos. Es necesario un analisis de la forma de las corrientes en nuestro
arreglo experimental para un ensayo de deteccion de glucosa, mediante el uso de

enzimas del tipo oxidorreductasa con sus respectivas caracteristicas de reaccion.
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Por otra parte, es importante que el método utilizado reduzca los errores de
medicion. El anillo de café que se forma por el acarreamiento y deposicion de
particulas puede ser un obstaculo o una ventaja dependiendo de lo que se desee
estudiar. En el caso de ensayos colorimétricos una huella mas intensa y uniforme es
deseable, por lo tanto, deben analizarse los modos de suprimir la formaciéon de

dicho anillo (ver Apéndice All).

5.3 Objetivos

Aplicar gradientes de tensién superficial para la generacibn de movimientos
convectivos que faciliten el mezclado de reactivos en una gota, favorecido mediante
el alto angulo de contacto que se alcanza con el uso de un pilar. Dirigir el sentido de
estos movimientos para impedir la formacién del anillo de café una vez evaporada la
gota. Aplicar estos fenébmenos para el desarrollo de un ensayo de deteccion de

glucosa mediante una reaccion enziméatica colorimétrica.

5.4 Antecedentes

De acuerdo con el capitulo anterior existe una forma de acelerar la tasa de
evaporacion de gotas sobre pilares usando como paso limitante a la tasa de
transferencia de moléculas de agua de la fase liquida a la fase vapor, lo cual se
puede conseguir con la ayuda de un flujo de aire que desplace las moléculas de
vapor lejos de la gota en cuanto estas escapan de la interfaz liquido-vapor, esto
aplica para liquidos puros, o soluciones binarias y complejas. Mientras que las
propiedades intrinsecas (densidad, solubilidad, viscosidad y tension superficial) son
tratadas como constantes en liquidos puros (excepto para tensién superficial
dependiente de temperatura), el flujo en una mezcla es gobernado por el rol que
juega la evaporacién preferencial de uno de los componentes. La conveccion y la
difusion generan una composicion no uniforme en la gota, de manera que las

propiedades fisicas del fluido varian en espacio y tiempo.

Se ha reportado que la formacion del anillo de café puede ser suprimido por la
relajacion del angulo de contacto a su valor de equilibrio (59) es decir, cuando una

gota se evapora libre de anclaje en la linea de contacto.
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5.4.1 Corrientes de Marangoni

Los flujos convectivos o corrientes de Marangoni se forman por un desbalance
de fuerzas tangenciales en la superficie de la gota dirigiéndose hacia la zona de
mayor tension superficial. El efecto Marangoni puede tomar lugar tanto a grandes
escalas como en pequefas. Dentro de una gota los campos de flujo que se forman
pueden depender de la forma de la gota, la tasa de evaporacion y las condiciones
ambientales, asi como de la temperatura de superficie. Los perfiles de velocidad de
estas corrientes estan relacionados con un numero adimensional llamado namero
de Marangoni, este es proporcional al cociente entre fuerzas de tension superficial y
fuerzas viscosas. Los valores tipicos para una gota sésil est4 en un rango de 1-3 x
10 (64).

Diversos estudios han demostrado que durante la evaporacion se pueden
presentar gradientes de temperatura en la interfaz (67) debidos a la pérdida de calor
latente por evaporacion (68), asi como la formacion de gradientes de composicién
por evaporacion preferencial de uno de los componentes (66, 69). Incluso se ha
observado el efecto de gravedad en el caso de mezclas binarias (70). Todo ello
puede modificar las corrientes dentro de la gota y consecuentemente los patrones

de particulas depositadas al final de la evaporacion.

En cuanto a la forma de la gota, se han encontrado diferencias en los patrones
de flujo entre gotas en superficies hidrofilicas e hidrofébica (69, 71). Mientras que
en el primer caso se dirigen hacia la linea de contacto en el segundo se dirigen
hacia la parte mas alta de la gota (Figura 5.1a y b). En ambos casos se ha
encontrado un campo de flujo axisimétrico por lo que los depdsitos de particulas

muestran un patrén radial.
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Figura 5.1: llustracion esquematica que muestra la adveccion de particulas coloidales por flujo
dirigido por evaporacion en superficies a) hidrofilicas e b) hidrofébicas. Las flechas azules indican la
magnitud del flujo de vapor en la direcciéon dada y las flechas negras el movimiento de las particulas
por las corrientes internas (71) c) ejemplo de formacién de “anillo de café ” al evaporar una gota de 2
pl de suspensién de particulas de diferentes tamafios sobre un portaobjetos de diéxido de silicio, con
AC inicial de 37°.

5.4.2 Supresion de corrientes de Marangoni

Se ha observado que mientras el volumen de la gota decrece por la
evaporacion, el gradiente térmico se reduce y el flujo de Marangoni se vuelve
despreciable (72). También se sabe que las lineas del flujo y la magnitud de la

velocidad son atenuadas linealmente con la viscosidad del fluido.

5.4.3 Reaccion quimica de glucosa oxidasa y peroxidasa de rabano

en la deteccién de glucosa

La reaccién enziméatica para la deteccién de glucosa se presenta en dos pasos
principales secuenciales donde cada uno emplea una enzima; glucosa oxidasa y
peroxidasa de rabano (GOx/HRP) respectivamente. La enzima glucosa oxidasa es
ampliamente usada como principal componente de biosensores de glucosa, donde
la intensidad en el color de un producto oxidado es proporcional a la concentraciéon

de glucosa presente en la muestra.

En el primer paso, la glucosa oxidasa cataliza una reaccién entre la glucosa y el

oxigeno del aire ambiental para producir &cido glucénico y peréxido de hidrégeno.
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En el segundo paso la peroxidasa cataliza la reaccion entre el peroxido de
hidrégeno y un cromégeno, en este caso yoduro de potasio (KI) para formar un

compuesto oxidado coloreado que indica la presencia de glucosa.

glucosa_oxidasa

1) glucosa + 0, acido_glucénico + H, 0,

3 peroxidasa , .
2) H,0, + crom6geno ——— cromogeno_oxidado + H,0

5.5 Materiales y métodos

5.5.1 Visualizacién de corrientes y efecto del angulo de contacto

Se colocaron gotas de 1.5 pl de suspension de perlas fluorescentes de
poliestireno de 5 um, a una concentracion de 0.001% vol. sobre pilares de 1.8 mm,
1.4 mm y 0.8 mm, los cuales nos proporcionaban angulos de contacto agudo, recto
y obtuso respectivamente. Se observaron al microscopio de fluorescencia (sin

aislamiento de las corrientes de aire dentro del laboratorio) y se grabaron videos.

5.5.2 Visualizacién de corrientes y efecto de los regimenes de

evaporacion: limitado por difusién y limitado por transferencia.

Se colocaron gotas de 500 nl de colorante vegetal en el centro de pilares de
diferente didmetro en un rango de 1.2 mm - 3 mm y se permiti6 evaporar hasta
secar. Posteriormente se colocaron gotas de agua Mili-Q de 1.5 ul y se permitio
evaporar de manera natural dentro de la camara a 25°C y 50%, para experimentos
de evaporacion limitada por difusion. Para experimentos de evaporacién limitada por
transferencia se agregé un flujo de aire colocando un ventilador a 10 cm de
distancia de la gota. Se tomaron videos del proceso y se midi6 el tiempo que cada

gota tardo en formar una solucién homogénea mediante un analisis de imagenes.

5.5.3 Reaccién enzimética facilitada por corrientes de Marangoni

Los experimentos se desarrollaron en el interior de la camara de acrilico
descrita en el capitulo 4, llevando el sistema a 25°C incluyendo el dispositivo con

pilar.

Las soluciones para llevar acabo la reaccion se colocan en dos pasos. La

primera de ellas es la mezcla de reactivos en las proporciones necesarias de: un
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buffer, las enzimas GOx/HPR, y KI como agente de coloraciéon. Se coloca con punta
metalica una gota de 2 ul a 4 °C, y se enciende el ventilador monitoreando la altura
de la gota, hasta reducir el volumen a 500 nL (0.8 mm) para concentrar la solucién
4X y reducir el tiempo de reaccién. Entonces se coloca inmediatamente con punta
plastica otra gota de 1 pl de la soluciébn muestra de glucosa a 25°C. Se deja
evaporar a una temperatura de 25°C y una H.R. de 50 % aplicando una corriente de
aire para favorecer la evaporacion. La evolucion de la gota es seguida mediante la
captura de imagenes cada minuto por 25 minutos, hasta que el agua ha sido
evaporada en su totalidad, quedando un menisco que corresponde a los productos
de la reaccién no evaporados. La intensidad de color alcanzada sobre el pilar es

evaluada mediante analisis de imagenes de la vista superior del pilar.

Un procedimeinto similar se llevd a cabo con soluciones de orina artificial
(Artificial urine normal, Flinn Scientific, FB1444), la cual contiene en su composicién:
creatina 0.1%, albumina 0.1%, colorante artificial amarillo 0.1%, hidroxido de sodio
1%, cloruro de sodio 1-2 %, fosfato de sodio 1%, benzoato de sodio 1%, urea 3-5%,
agua 89.7-92.7%. Las concentraciones evaluadas fueron en el rango de 0- 17.5 mM

y fueron preparadas justo antes de los ensayos a temperatura ambiente.

5.6 Resultados y discusion

5.6.1 Visualizacién de corrientes con perlas fluorescentes en gotas

de diferente angulo de contacto.

Los movimientos de las perlas mostraron una dependencia al angulo de
contacto de la gota. Se pudo apreciar cualitativamente que las perlas se movian con
mayor velocidad en gotas con angulos de contacto mas elevados, aun cuando se
mantuvieron fijas variables como volumen, concentracion y temperatura. Sin
embargo, hacer un andlisis de seguimiento de las particulas, fue dificil porque el
movimiento cadtico no se mantiene en un solo ‘plano y el enfoque se pierde en un

corto tiempo sobre todo en gotas con mayor angulo de contacto.

Se realiz6 otra prueba cambiando: microscopio, camara de video y tamafio de
particula. En ambos casos se observd un movimiento relativamente menor para

angulos de contacto <90°, intermedio para angulos de ~90° y altos para angulos

61



>90°. Iméagenes representativas de estos experimentos se muestran en la Figura

5.2. En cuyo caso habia corrientes dentro de la habitacion.

Particulas en movimiento

\

Figura 5.2: Imégenes representativas de experimentos de visualizacién de movimiento de particulas
en una gota durante el primer minuto de evaporacion. El efecto del angulo de contacto inicial se
percibid cualitativamente pero no fue posible cuantificarlo.

La evaporacion bajo un régimen limitado por transferencia se puede alcanzar
con un flujo de aire que retire el vapor de agua de la zona cercana a la superficie de
la gota. Es muy probable que las corrientes de aire presentes en el laboratorio
donde se realizaron los experimentos hayan tenido el mencionado efecto. Siendo
asi, consideremos que en el modelo tedrico se encontrd una tasa de evaporacion
proporcional al area superficial disponible en la gota, esta es mayor para una gota

de mayor angulo de contacto, aunque se trate del mismo volumen.

Si el movimiento de las particulas se da por flujos capilares desencadenados
por moléculas en el bulto que se desplazan a la superficie para reemplazar a las que
se han evaporado, se puede esperar un mayor movimiento dentro de la gota cuanto

mas esférica sea esta ya que su interfaz liquido-vapor tiene mayor area superficial.
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5.6.2 Visualizacién de lineas de corriente dentro de la gota bajo dos
regimenes de evaporacion, limitado por tasa de transferencia y limitado

por difusién, a diferentes angulos de contacto.

Las lineas de corriente dentro de gotas que se evaporan en pilares de
diferentes diametros (y en consecuencia diferente angulo de contacto), fueron
visualizadas con ayuda de colorante alimentario. Bajo la condicién de evaporacion
limitada por difusién no se visualizaron corrientes bien definidas, sino que més bien
parecia que la evaporacion era lo suficientemente lenta para permitir que el
mezclado en el interior de la gota también se diera por simple difusiébn, como se
observa en las imagenes de la columna izquierda en la Figura 5.3. En cambio,
durante la evaporacion limitada por la tasa de transferencia se distinguen lineas de
corriente que giran en un mismo sentido, el cual coincide con el flujo de aire

incidente sobre la gota.
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Evaporacion limitada por difusion Evaporacion limitada por transferencia

Figura 5.3: Mezclado en el interior de una gota de 1.5 pl evaporandose en pilares de 3mm, 1.8 mm,
1.6 mm, 1.4 mmy 1.2 mm, bajo dos regimenes de evaporacion; a) limitada por difusion y b) limitada
por transferencia. La velocidad de mezclado es afectada por el diametro del pilar/angulo de contacto
y el sentido de las corrientes es afectado por el flujo de aire incidente. Las imagenes mostradas
corresponden a los primeros 5 s de evaporacion.

De acuerdo con lo observado, al tener un pilar de menor didmetro se obtiene
una gota de mayor curvatura, tedricamente esto aumenta la presion interna de la
gota (61) lo cual tiene un efecto en la evaporacion reduciéndola (29, 73), es decir,
pilares mas pequefios en este rango hacen més largo el tiempo de evaporacion
total, al menos para evaporacion limitada por difusion. A pesar de que en un pilar
mas pequefio la tasa de evaporacion promedio es menor, la velocidad de mezclado
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es mayor, como se puede ver en la Tabla Il. También puede apreciarse en la
imagen de la esquina inferior izquierda en la Figura 5.3, donde, justo al colocar la
gota sobre el pilar mas pequefio sin presencia de corrientes, se inicia el mezclado.
Esto pudiera deberse a algin movimiento de acomodo del fluido al tomar la forma

esférica ya que esto implica el efecto de la tension superficial.

Por otro lado, una forma de esfera mas completa pudiera permitir un efecto
hidrodinamico distinto causado por las “paredes” internas de la gota. Un fenémeno
que explica Ding (74) en su trabajo de generacion de corrientes asimétricas
mediante ondas acusticas trasmitidas a través del sustrato, con la notable diferencia
de que, en nuestro caso, la fuerza seria transmitida a través de la interfase liquido-

vapor, cuando se aplica una corriente de aire.

Otro efecto que puede presentarse es aquel de la evaporacion local facilitada
en el punto de incidencia de la corriente de aire, lo cual puede estar generando un
efecto comparable al de la asimetria en las corrientes internas de la gota, por la

evaporacion localmente reducida mediante la presencia de una gota vecina (75).

Tabla ll. Tiempo de mezclado para diferentes condiciones de evaporacion de gota

Régimen de evaporacion

Diametro de pilar/ AC Limitadg por Limitado por
Difusién Transferencia

2.00 mm/ 68° 1min 30 s 20s

1.8 mm/70° 1mini15s 13s

1.6 mm/92° 1m10s 15s

1.4 mm/110° 1m20s 11s

1.2 mm/140-150° 16 s 10s
promedio 1 minuto 14s

5.6.3 Reaccién enzimética facilitada por corrientes de Marangoni

Al llevar a cabo la reaccion quimica se considero la formacion de gradientes de
temperatura y de soluto para producir corrientes de Marangoni. Adicionalmente se
favorecié el mezclado al dirigir una corriente de aire que alejara las moléculas de

vapor de la interfaz liquido-vapor una vez que escapaban de la fase liquida.

La primera gota que se coloca contiene todos los componentes necesarios

(excepto la glucosa) para desarrollar la reaccion en las proporciones evaluadas y
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determinadas previamente, esta gota es de un volumen de 2 pl lo que puede ser un
poco elevado para un pilar de 0.8 mm, con lo que se consigue un angulo de
contacto de 145°, pero por encontrarse a una baja temperatura de 4°C, la tension
superficial es favorablemente alta, por lo que no se afecta su forma esférica (Figura
5.4a). Un angulo elevado también favorece la formacion de corrientes. Conforme la
gota se evapora hasta 500 nl para concentrar los reactivos 4X reduce su volumen al
tiempo su temperatura tiende al equilibrio con el resto del sistema que se encuentra
a 25°C (Figura 5.4b). Una vez llegado a este volumen se adicion6 una gota de 1 yl
de solucion de glucosa, de este se generaron las corrientes de Marangoni debidas a

un gradiente térmico.

Llegar a una temperatura de 25°C es necesario para una adecuada actividad
enzimatica, la cual tiene su maxima eficiencia a 20°C para la peroxidasa y a 35°C
para la glucosa oxidasa. A 25°C la glucosa oxidasa tiene un 85% de actividad
enzimatica lo cual aun representa una eficiente actividad. Una temperatura mayor
podria reducir inconvenientemente la tension superficial afectando la esfericidad y
haciendo a la gota vulnerable a derrames por las perturbaciones que afiade la

corriente de aire.

Figura 5.4: Perfiles de gotas durante un ensayo de deteccidén de glucosa; a) 2 ul de mezcla de
reactivos GOx/HRP/ Kl/buffer a 4°C, b) gota concentrada 4x (500 nl) a 25°C y c) gota al final de la
prueba. Los productos de esta reaccidon no evaporan.

Al adicionar la muestra de glucosa a analizar, el volumen de la gota llega a 1.5
pl y debido a que se tienen diferentes soluciones, se presenta una heterogeneidad
en la composicion de la gota lo cual permite generar corrientes de Marangoni por

gradientes de soluto.
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Una vez que las moléculas presentes participan en las reacciones en serie

descritas en la parte de métodos, se observa un cambio de color, el cual también

nos facilita el observar la generacion de las corrientes en forma de vortice (Figura
5.5).

Figura 5.5: Visualizacion de las corrientes de Marangoni durante un ensayo de deteccion de glucosa.
Se observa una forma de voértice en el sentido del flujo de aire incidente, a diferencia de la clasica
forma toroidal.

Conforme el volumen de la gota decrece, la altura lo hace de manera asintética
sin llegar a un valor de cero (Figura 5.4c), tal como en los experimentos de
evaporacion de mezclas binarias y complejas evaluadas en el capitulo 4 para los
modelos de Agua-PEG 10% y plasma sanguineo. Se supone un incremento en la
viscosidad de la solucion conforme la concentracion de productos aumenta, éste
inhibe las corrientes formadas. La distribucion de particulas coloreadas se muestra
homogénea dentro de la gota al final de la evaporacién (76). Con ayuda de MATLAB
se determind la intensidad del color para hacer la curva de calibracion con
concentraciones que en rango fisiologico abarcan situaciones de hipoglucemia a
hiperglucemia, observandose una relacién semilogaritmica lineal, excepto en el

altimo punto el cual excede dichas concentraciones fisiolégicas (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Curva de intensidad de color final en un ensayo de deteccion de glucosa por
evaporacién de gotas para un rango de concentraciones fisiolégicas.

Estos experimentos se realizaron wusando soluciones acuosas de
concentraciones conocidas de glucosa. En pruebas reales con plasma sanguineo
las caracteristicas de este fluido podrian aumentar drasticamente la viscosidad
frenando anticipadamente las corrientes de Marangoni. Por lo que un nuevo ajuste
deberia hacerse, por ejemplo, incrementando la temperatura de la reaccion para
mayor fluidez o bien, usar otro fluido como lo es la orina, aunque esta Ultima tiene
concentraciones mucho menores de glucosa. Una prueba rapida de este ensayo se
realizd con soluciones de orina artificial comercial a las cuales se agregaron

concentraciones fisioldgicas de glucosa (ver seccién de métodos) (Figura 5.7).
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Figura 5.7: Residuos sin evaporar de un ensayo de deteccion de glucosa en orina artificial.

Con esta prueba no hubo algin problema para obtener los gradientes de color,
aunque un detalle a tener en cuenta es que el pH puede variar entre una muestra de
orina y otra, y por lo tanto afectar la intensidad de color generada. Por lo que una

curva de calibracién debera realizarse con cada prueba.

5.7 Conclusiones y perspectivas

Existe un efecto en la velocidad de mezclado cuando se emplean diferentes
pilares. Los pilares de menor diametro forman gotas de mayor angulo de contacto y
los experimentos mostraron que el movimiento es mayor dentro de una gota cuanto
més esférica es, independientemente del régimen de evaporacion. De los dos
probados, el régimen limitado por la tasa de transferencia muestra mayor velocidad
de mezclado que el limitado por difusion.

A pesar de que en un pilar mas pequefio la tasa de evaporacion promedio es
ligeramente menor para el caso de la evaporacion limitada por difusion, la velocidad
de mezclado se observé ser mayor. Esto puede ser bien aprovechado para aquellas
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reacciones que requieran de agitacion para aumentar la interaccion entre moléculas

de las sustancias reactivas.

A diferencia del clasico patrén de corrientes de Marangoni en forma toroidal,
nuestros resultados muestran que los movimientos no son axisimétricos, sino que
forman un solo vértice. Podemos suponer que esto se debe a que el flujo de aire
esta siendo inducido por un lado de la gota ma&s que en otro, generando una
asimetria en el flujo de vapor y probablemente una tension en la superficie de la

gota que arrastra capas de fluido subyacentes.

El efecto que tiene la geometria de las gotas en el transporte de masa influye
en la evaporacion, y a su vez en la velocidad de corrientes formadas interior de la
gota, lo que se refleja en un mejor mezclado y la supresién del anillo de café,

comunmente formado en superficies planas.

Mejores estudios para determinar no solo cualitativa sino cuantitativamente la
velocidad y direccion de estas corrientes conforme cambia la forma de la gota,
podrian ayudar en una mejor planeacion experimental para aplicar en otros ensayos

que requieran de mezclado.
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6. Desarrollo de una reaccion de
conjugacion de BSA-BPB para la
detecciobn de albumina mediante
evaporacion limitada por difusion.

Se realiz6 un ensayo de deteccion de Albumina de suero bovino
(BSA) mediante el colorante Bromofenol azul (BPB), el cual indica la
concentracion de BSA mediante un cambio de color. El ensayo se
ajustara a las caracteristicas de los reactivos utilizados y al mecanismo
de evaporacion limitado por difusion. La tension superficial en este caso
es menor a la del ensayo de glucosa (por contener alcohol), no se
provocan corrientes por gradiente térmico, sino que se permite una
reaccién dependiente de la difusion, la reduccion del volumen por la
evaporacion favorece el encuentro de moléculas y la correspondiente

concentracion de color.

6.1 Introduccion

6.1.1 Ensayo de detecciéon de albumina

La albimina se encuentra en la sangre y es filtrada por los rifiones cuando
estos funcionan adecuadamente, permitiéndose una pequefia cantidad de esta
proteina en la orina. Pero cuando los rifiones se encuentran dafiados, por ejemplo,
como consecuencia de la diabetes, alta presion sanguinea, fallas en el corazon,
cirrosis y lupus (77), se presenta una fuga de cantidades anormales, a esta

patologia se le conoce como albuminuria.

Distintos métodos para la identificacion de concentracién proteica han sido
desarrollados en el campo de la microfluidica, los principales son aquellos basados
en papel cromatografico (78, 79). En estos se presenta un cambio de color el cual
es comparable a la intensidad en una curva de calibracion, tipicamente lineal, hasta

una concentraciéon de saturacion.
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Entre los trabajos de deteccién de albumina se ha empleado principalmente un
colorante conocido como 3°,3”, 5, 5”-tetrabromofenolsulfonphtalein (TBPB) o bien
solo bromofenol azul (por sus siglas en ingles BPB), el cual cambia de color

amarillo a azul en la presencia de albimina de suero bovino (BSA) (80).

Las propiedades espectrales de los colorantes utilizados son altamente
dependientes de la polaridad del solvente y el pH, los enlaces colorante-proteina
pueden ademas precipitarse en condiciones &cidas (81, 82).

La albdmina puede ser determinada en una variedad de formas, la mas simple
es mediante el enlace con algun tinte o colorante, en el cual el cambio de color es
observado conforme se da un enlace a las proteinas. Colorantes como: 2-(4-
hydroxyazobenzene) acido benzoico (HABA), verde de bromocresol, azul de
bromocresol y tetrabromofenol azul (TBPB), también llamado bromofenol azul
(BPB). Los colorantes se enlazan a sitios de enlace fuertes y débiles, los sitios de

enlace fuertes son los primariamente responsables del cambio de color (83).

En la orina podemos encontrar componentes diversos como fragmentos de
proteinas, péptidos y poliaminas. De las muchas proteinas comunmente
encontradas en la orina, la albumina da el mayor color por gramo de proteina
conforme esta se enlaza al colorante. Una limitante del enlace proteina-colorante es
gue otras proteinas pueden también enlazarse y dar un cambio de color e
incrementar falsamente el resultado de concentracion de albumina detectado.
Metabolitos y drogas generalmente no interfieren con las mediciones. Falsos
positivos se obtienen al usar soluciones con alta fraccion de buffer o en orinas
alcalinas. El enlace del colorante a la albumina presenta una mejor coloracién a pH
1.8, es inhibido al incrementar la concentraciéon del buffer (84). La interaccién BPB-
BSA puede ser afectada por la presencia de urea en altas concentraciones ya que
reduce la absorbancia del complejo por desnaturalizacién (85). Algunos métodos
reportados no tienen una sensibilidad quimica para detectar concentraciones

menores a 300 mg/L.

6.2 Marco teodrico

El bromofenol azul (BPB) es usado como un indicador de pH o colorante. Como

indicador de pH, es amarillo por debajo de un valor de 3.0, y azul por arriba de 4.6,
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siendo este cambio de color reversible. El bromofenol azul es la sustancia que tiene
el mas grande cambio de tonalidad cuando el espesor o concentracion de la
muestra varia (86). Es soluble en agua 3.5X10* mg/L a 25 °C (~ 0.4 g/100mL), pero

mayormente soluble en alcohol metilico (100 mg/100 mL) (87) (ver Apéndice DII).

6.2.1 Gota en evaporacién limitada por difusion y su uso en ensayos

Se ha descrito en capitulos anteriores que la evaporacion de gotas sobre pilares
limitada por difusibn es mas lenta que aquella limitada por la tasa de transferencia
de moléculas de la fase liquida a la fase vapor, y también, que en el interior de estas
gotas pueden no presentarse movimientos de agitacion vigorosa como en aquellas

que se evaporan con ayuda de una corriente de aire.

Cuando se tienen componentes mas volatiles en una reaccién y la evaporaciéon
en si es rapida, no se requiere de favorecerla mediante la eliminacién del paso de
difusién de las moléculas evaporadas. Es probable también que no se requiera de

una agitacion vigorosa para provocar la reaccion.

En el caso de una gota en evaporacion limitada por difusion, donde hay dos
componentes 0 mas, la diferencia en volatilidades de éstos componentes genera un
gradiente de composicién en la interfaz liquido-aire, que es donde se da la
evaporacion. Cuando existe mas de un componente en una solucién debe
considerarse que las propiedades de esta cambian dependiendo de la composicion;
densidad de masa, viscosidad, tension superficial, coeficiente de difusion mutua y
actividades termodinamicas (77). Esto trae una variedad de efectos que van desde
flujo de Marangoni por concentracién de soluto hasta la desviacion de la tipica forma
de casco esférico. Las corrientes producidas pueden ser muy débiles como para
crear lineas de corriente visibles, pero suficientes para mezclar los componentes en

la solucién y permitir su reaccion.

6.3 Justificacion

Se ha demostrado que una superficie hidrofébica permite una mayor
concentracion de analito por unidad de area, ya que al reducirse el radio de contacto
con el tamafio de la gota conforme esta se evapora, los solutos contenidos en la
solucién se concentran depositdndose en un area menor (88). El andlisis de color de

gotas de una solucion homogénea puede ser un método sencillo para evaluar la
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concentracion y la cinética de la reaccidén sin necesidad de equipo costoso o de
dificil acceso. Ni siquiera se requiere que la linea de contacto sea retractil, pues con
la ayuda del pilar se tiene una alta relacién de volumen por area de sustrato similar

a la de una superficie superhidrofébica.

De acuerdo con lo descrito, la deteccion de proteinas representa un ensayo
factible para ser desarrollado en evaporacion de gotas sobre un pilar. EI amplio
cambio de coloraciéon que ofrece el BPB en solucion es util para medir diferentes
concentraciones. La importancia de este ensayo y la facilidad de obtener una
muestra de orina son un area potencial para aplicar este tipo de estudios, que,
aungue se han manejado ya desde hace tiempo en tiras de papel, no ofrecen la
homogeneidad requerida lo que lleva a errores de medicién, ademas de que ciertas

caracteristicas del papel pueden llevar a obtener falsos positivos.

6.4 Objetivo

Desarrollar un ensayo colorimétrico de deteccién de proteina BSA en solucion
acuosa y en orina artificial mediante el cambio de color de una gota en evaporacion

limitada por difusién sobre un pilar.

6.5 Metodologia

6.5.1 Prueba de deteccidon de albumina en papel

Para realizar los ajustes de proporcién de reactivos se reprodujo primeramente
la reaccion en papel desarrollada por Martinez (89). Posteriormente, y en base a
estos resultados se realizaron los cambios necesarios para desarrollarla en gotas.
Una gota de 0.3 pl de una solucion base compuesta por 92% agua, 8% etanol y
buffer de citratos 250 mM a pH 1.7 fue colocada en papel cromatogréafico (3030-861
3mm, Whatman), esta se permiti6 secar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se colocd una gota de 0.3 pl de bromofenol azul (BPB) 3.3 mM en
95% etanol y se permiti6 secar por 10 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente, finalmente 0.3 pl de una solucién de BSA 5 mg/ml fue pipeteado sobre

esta zona y se permitio evaporar (ver Apéndice DII).
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6.5.2 Prueba de deteccién de albumina en gotas

Una solucién amortiguadora de citratos 125 mM a pH 1.8 fue preparada en
agua 92% y etanol 8%, v/v. Una solucién de bromofenol azul (BPB) 9 mM fue
preparada en 95% etanol, 5% agua. Ambas soluciones fueron mezcladas en una
proporcion 10:1. Se prepararon soluciones de albumina de suero bovino en un
rango de concentraciones de 10-60 pM. Una gota de 0.8 pl de la mezcla que
contenia el bromofenol azul (BPB) fue colocada sobre el pilar y se permitié su
completa evaporacion en oscuridad, de esta manera se consiguid preparar la
superficie. Posteriormente se agregd una gota de 0.8 pl de la muestra de la proteina
albumina de suero bobino (BSA) permitiendo reaccionar durante la evaporacion por
simple difusion. Los experimentos se llevaron a cabo a 25°C y H.R. 30%. El uso de
flujo de aire no fue necesario (ver Apéndice DIII).

6.5.3 Medicion de curva de calibracién y cinética de reaccion

Imagenes secuenciales fueron tomadas para el andlisis del cambio de color de
las gotas durante la reaccion. Las imagenes se analizaron mediante un script de
MATLAB usando el canal K del sistema de colores CMYK. El cambio de color fue
monitoreado cada 30 s para visualizar la cinética de la reaccion y el maximo color
obtenido para cada concentracion fue elegido para la curva que relaciona intensidad

de color con concentracion de BSA.

6.6 Resultados

6.6.1 Deteccién de albumina

Con la finalidad de obtener un balance entre la intensidad de color obtenido y la
tension superficial suficiente para mantener de pie a la gota, se probaron diferentes
proporciones de componentes en la solucion, asi como volimenes de la gota
(Apéndice DII). Finalmente se utiliz6 una solucién de BPB 9 mM para la mezcla de
ambas soluciones de reactivos, la soluciébn base donadora de protones (diluida
mayormente en agua) con la solucién de indicador de color (diluida mayormente en
alcohol) a una proporcion 10:1. El volumen final de la gota tanto para los reactivos
de base como la muestra de BSA fue de 0.8 pL. La mezcla final fue utilizada para

preparar la superficie con una capa del colorante indicador BPB, la cual presentd un
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color amarillo homogéneamente distribuido sobre el pilar como se observa en la

Figura 6.1.

Figura 6.1: Preparacion de pilares para un ensayo de deteccion de BSA. La superficie del pilar
muestra una coloracion amarilla homogénea por la capa de BPB.

Tras colocar las gotas de BSA de diferentes concentraciones (10 pM — 60 puM)
sobre cada pilar previa preparacion, se observé un cambio de coloracién que iba de
amarillo a azul verdoso, pasando por diferentes tonalidades de verde. La velocidad
e intensidad de este cambio fue correspondiente con la concentracion de la solucién
de BSA pipeteada (Figura 6.2).

10 uM 20 uM 30 uM 40 uM 50 uM 60 uM

Figura 6.2: Cambio de coloracion para diferentes concentraciones de BSA en solucién después de
10 minutos.

En la Figura 6.3 se puede observar una secuencia de imagenes del perfil de la

gota durante un ensayo de deteccién de BSA.

-

a) b) c) d)

Figura 6.3: Difusion de componentes dentro de la gota durante la evaporacion por difusion. No se
observan lineas de corriente bien definidas sino méas bien un prevaleciente proceso difusivo con un
gradiente normal a la superficie.
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Casi inmediato a la colocacion de la solucion con BSA se observa un gradiente
de color que es normal a la superficie, en la parte mas alta de la gota vemos
ausencia de color, lo cual corresponde a el BSA incoloro, conforme este se conjuga
con el BPB adquiere un color azulado, que es la primera franja que se observa de
arriba hacia abajo en la gota. Posteriormente se ve un color verde que corresponde
a la mezcla de BPB conjugado v el libre, encontrandose en la zona mas cercana a la
superficie el color amarillo caracteristico de la solucién reactiva de bromofenol no

conjugado.
6.6.2 Curva de calibracion y cinética de reaccion

En la Figura 6.4 se muestran los datos obtenidos para el cambio de color cada
30 s, donde se puede observar la intensidad media de la gota durante el tiempo de
evaporacion para seis concentraciones y un control. Esta aumenta con el tiempo y
conforme llega al final de la evaporacién la intensidad de color decrece (esta Ultima
parte no se muestra en la gréafica). Si se toma el valor mas alto de la coloracién el
cual se presenta a los 10 minutos se puede formar la curva de calibracién de la
Figura 6.4b donde se observa una relacién creciente que corresponde con la

concentracion de BSA en solucion.
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Figura 6.4: Intensidad de color indicando la cinética de la reaccion para diferentes concentraciones
de BSA. a) incremento de BSA conjugado en el tiempo, b) maximo color obtenido al minuto 10.

Se obtuvo una curva de coloracion donde la intensidad media presenta dos

rectas con diferente pendiente respecto a la concentracion, la primera de 0-20 pM y
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la segunda de pendiente mayor, de 20 -60 de tal como se esperaba, para un rango
de 0-60 uM (Figura 6.4b). Los resultados fueron comparados con el mismo ensayo
sin usar pilar, es evidente la formacion del anillo de café en la superficie plana
comparada con el color mas homogéneo del ensayo en pilar (Figura 6.5). Esto es
mas notable en concentraciones por debajo de 40 uM donde hay una diferencia en
el color de la pared la cual luce amarilla mientras que el centro del spot presenta
una coloracion verde.

Figura 6.5: Ensayo de deteccion de albumina mediante evaporacion de gotas en una superficie
plana de PMMA. Barra de escala 1 mm.

1 mm
——

Figura 6.6: Ensayo de deteccion de albimina en orina artificial.

En el ensayo realizado con orina artificial se observé que el color desarrollado
tenia algunas variaciones respecto a aquel realizado con soluciones acuosas
(Figura 6.6). Aspectos como el pH de la orina o el grado de dilucion de esta pueden
provocar cambios de coloracion. Por esta razén es necesario realizar una curva de

calibracion con cada muestra real para evitar errores en la medicion.
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6.7 Discusion

En el uso de la técnica de evaporacion sobre un pilar para la realizacion de un
ensayo de deteccién de proteina BSA, el volumen y los pasos a seguir fueron
ajustados al tipo de soluciones requeridas para llevar a cabo la reaccion. El
mecanismo de reaccion es diferente del ensayo de glucosa y la presencia del etanol
en la solucibn marcé una notable diferencia en el volumen soportado por el pilar.
Las caracteristicas de las soluciones son diferentes a las del ensayo del capitulo
anterior (volatilidad, tension superficial y mecanismo de reaccion). Una de las
principales variantes fue que, el proceso de evaporacion se dio por difusion, sin la
necesidad de un flujo de aire que lo facilitara, y aun asi se obtuvo una distribucién

homogénea del color (indicador de la presencia del conjugado BPB-BSA).

Respecto al ensayo para la deteccién de glucosa del capitulo anterior, las gotas
empleadas en este ensayo son de menor volumen y menor angulo de contacto lo
que se relaciona con un bajo niumero de Marangoni (25). La evaporacion total no fue
necesaria pues el efecto cromogeno se pierde, por lo que debe tomarse el punto
maximo de la intensidad en la curva. El protocolo debe ser ajustado a los
parametros de interés, pues el equilibrio quimico y el método de enlace de los
colorantes utilizados requieren condiciones de tiempo de reaccién y temperatura

optima (90).

La reaccion se llev6 a cabo en dos pasos, uno de preparacion o
funcionalizacion de la superficie, y otro de la adicion de la muestra para la deteccion
de la proteina en un rango de concentracion clinicamente relevante (0-60 uM). Las
soluciones comenzaron a mezclarse y producir inmediatamente un cambio de color
que va de amarillo a azul, pasando por verde, para bajas y altas concentraciones

respectivamente, el cambio puede distinguirse a partir del primer minuto.

Una evaporacién mas rapida es posible si se reduce la humedad relativa, en
este experimento se consiguié una reduccion de hasta 30% lo que daba un pico de
intensidad mas alto a los 4 minutos y entonces el color comenzaba a menguar, una
vez evaporados en su totalidad todos los pilares volvian a su coloracién amarilla

inicial previa a la adicién de BSA.
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Cabe mencionar que al colocar una gota de agua mili-Q después del secado,
aun en dias posteriores, el color vuelve a tornarse azul, y aun con mayor intensidad,
lo que pudiera servir para una lectura post prueba, aunque habria que corroborar
que la lectura obtenida sea la misma. Ya que el tetrabromofenol azul puede
presentar enlaces no especificos ademas de cambios en la absorcion si existen

contaminantes (90).

En cuanto al mezclado de los reactivos dentro de la gota, la volatilidad
representa la tendencia de una sustancia a pasar a la fase vapor a una temperatura
dada, las sustancias con mayor presion de vapor se evaporan mas facilmente. Los
solventes base de la reaccién en cuestibn son agua y etanol los cuales son
completamente miscibles entre si. Tomando como referencia al agua, el etanol es
mucho mas volatil (presiébn de vapor H,0=0.0231 atm y EtOH=0.0776316 atm a
20°C), menos denso (H.0=1 g/cm® y EtOH=0.789 g/cm® y de menor tension
superficial (H.0=72.75 y EtOH=23.1 din/cm) (23). Como consecuencia, la mayor
tasa de evaporaciéon del etanol cambia la fraccion en solucién durante la
evaporacion. Los gradientes de concentracién son responsables de generar los
gradientes de tensién superficial, La velocidad aumenta con la diferencia de tension
superficial. Los gradientes son contrarrestados por un flujo de liquido que tiende a

restaurar la condicion inicial.

Si observamos detenidamente en la Figura 6.3b-c se puede apreciar una
tendencia a la formacion de corrientes de tipo toroidal caracteristica, que diversos
autores han encontrado al interior de gotas en evaporacion (91). Si bien, estos no se
asemejan a los presentados en el estudio de Diddens (92) durante la evaporacion
de una gota de agua-etanol, ya que en su campo vectorial se observan dos vértices
a cada lado de la gota y en este ensayo se observa solo uno. Debemos considerar
gue en nuestro caso la presencia de proteinas en la soluciéon puede ser motivo de
una mayor viscosidad. De acuerdo con otro estudio del mismo Diddens (69), la
viscosidad tiene el efecto de atenuar la fuerza de las corrientes, reduciendo en

namero de voértices en el interior de la gota.

En cuanto a la intensidad de color que se obtienen con las gotas, es notorio que
al evaporar la gota sobre un pilar se obtiene un color mas homogéneo que el que se
presenta en la superficie superhidrofébica compuesta por multiples pilares donde

también se emplea evaporacién de gotas (84). Asi mismo al comparar con el caso
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de los ensayos que emplean el mismo sistema de conjugacién BPB-BSA en papel,
se observa un color mucho mas uniforme que se obtiene en 10 minutos 0 menos y
que, para un ensayo de tipo colorimétrico es una caracteristica que debe cuidar para

tener una menor variacion en los resultados (ver Apéndice DII).

6.8 Conclusiones y perspectivas

Este ensayo aprovecha la concentracién por evaporacion y el mezclado para
detectar y medir la presencia de albumina de suero bovino BSA mediante un cambio

de coloracion.

En el caso del ensayo de deteccion de BSA, la reaccion de conjugacién se da
casi de manera instantanea y no se requiere de una temperatura calida para un
mejor rendimiento (como en el caso de las reacciones enzimaticas). A pesar de que
la especificidad de BPB no es alta y que existe variantes que pueden afectar los

resultados, como el pH, éstas pueden ser verificadas.

A diferencia de otros ensayos que concentran una solucién en una superficie
superhidrofébica hasta reducir su diametro a micras debiendo ser analizado en
equipo especial, en nuestro pilar la concentracién se da en un area aproximada de
0.8 mm?, el color y el tamafio son visibles al ojo humano, y la medicién bien puede
adaptarse a aplicaciones para teléfonos celulares que calculen la concentracion de

albdmina en muestra a partir de una fotografia.
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7. Cultivo de células en gotas sobre
pilares mediante la inhibicion de la
evaporacion.

En este capitulo se explican las consideraciones a tomar para
adaptar el uso de los pilares al cultivo de células como evaporacion,
disefio de dispositivo, distribucion uniforme de humedad, tratamientos
pro-adhesion, concentracién celular, viabilidad. Ademas, se discutirdn
las razones por las que se tuvo dificultad en el proceso, sustentando los

argumentos con referencias bibliogréficas.

7.1 Introduccion

Los ensayos basados en células son una herramienta que permite la obtencion
de datos de diversa indole, representando gran parte de los ensayos totales (93,
94). En recientes afios se ha desarrollado tecnologia de deposicion robdtica en
placas de 1536 pozos para hacerlos mas eficientes (95, 96). Sin embargo, el
namero de células requeridas, como en el caso de las células primarias, puede no
estar disponible en suficiente cantidad. Mientras que reducir el volumen en las
placas de pozos puede ser problematico debido a la evaporacion y fuerzas capilares
(97, 98).

La eleccién de una plataforma multi-ensayos debe considerar aspectos como el
costo y facilidad de produccion, asi como la complejidad y el comportamiento celular
para determinar su validacion. Contar con una estructura que ayude a aprovechar el
espacio disponible de una manera simple y eficiente permitiendo el suministro de
nutrientes y CO, necesarios para el crecimiento celular, al mismo tiempo que se

mantenga aislado cada grupo de células sin riesgo de migracién o contaminacion.

El incremento en la relacién volumen/area de sustrato que se puede alcanzar
en un pilar de PMMA, puede ser aprovechado para el cultivo celular manteniendo

una buena cantidad de nutrientes disponibles para un area de cultivo determinada,
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al mismo tiempo que puede mantener aislados pequefios cultivos celulares en un

mismo dispositivo (99).

La presion interna de la gota, al ser positiva puede reducir la tasa de
evaporacion con respecto a una superficie plana o concava como en el caso de los
pozos de placas de volimenes equivalentes (29). Sin embargo, debe considerarse
gue en la manipulacién durante el proceso de cultivo la estabilidad de las gotas se

encuentra vulnerable a fuerzas externas como gravedad, vibracion, presion.

Para conseguir que el volumen de la gota sea suficiente para suplir nutrientes al
cultivo y al mismo tiempo mantenerse en pie sobre el pilar, es necesario evaluar la
relacion entre el diametro de pilar y el tamafio de la gota que nos permitan tener la
mayor relacién volumen de medio de cultivo sobre &rea de superficie de sustrato,
pero al mismo tiempo reduciendo el colapso de las gotas. Esta relacion de volumen
méaximo se midié considerando las condiciones de cultivo convencional, usando el
medio de cultivo correspondiente y una temperatura de 37°C en una atmosfera de

COg, 5% y alta concentracién de vapor.

7.2 Marco teodrico

7.2.1 Separaciéon minima entre dos gotas para no ser afectadas por

la evaporacién de la gota vecina

Se ha observado que la evaporacion se vuelve asimétrica y reducida debido al
enriquecimiento de vapor en un espacio constrefiido. Sin embargo, existe una
distancia de separacion critica mas alld de la cual una gota no es afectada por la
presencia de la otra. Shaikeea y Basu (75) determinaron una relacién entre la
separacion minima entre dos gotas y su diametro para que el flujo de evaporaciéon
no se vea afectado cuando estas se encuentran en una cercana proximidad. Su
estudio aplica para gotas de angulos de entre 110° y 160°, con angulos de contacto
de histéresis muy bajos (ACH < 10°).

Cada gota presenta un flujo de evaporacion, y su correspondiente campo de
vapor, el cual es reducido en la presencia de una segunda gota, especialmente si
ésta se encuentra interactuando fuertemente en su campo de vapor (75). El efecto
de una gota vecina puede ser tal que se han llegado a observar &ngulos de contacto

asimeétricos en la region del domo de vapor (75). De acuerdo con Shaikeea, mas alla
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de cierta distancia de separacion critica el flujo de cada una de las gotas no
presenta asimetria detectable para radios de contacto entre 2.1 y 3 mm, con un

limite tedrico igual al diametro de la gota.

7.2.2 Dinamica de evaporacion de una gota en confinamiento

La evaporacion es un fendmeno dirigido por gradiente de concentracion. Bansal
(100) estudi6 la evaporacion de gotas en espacios confinados encontrando que el
flujo de evaporacién y el flujo interno son procesos espaciotemporales, y que el
incremento en la concentracién de vapor del espacio confinado depende de la

longitud del espacio.

Berthier y col. (33) estudiaron una forma de prevenir notablemente la
evaporacion hasta <10% del volumen de gotas de interés manteniendo la presiéon de
saturacion de vapor de agua en un recipiente cerrado (caja Petri) y también permitir
la evaporacion de gotas sacrificiales. Denotando un NUmero de Evaporacion (Ev) en
unidades de s?, el cual indica si el agua contenida en las gotas sacrificiales es
suficiente para limitar la evaporacién de las gotas de interés. Recalcando de manera
mas especifica que la tasa de evaporacién de una microgota es proporcional a su
radio e inversamente proporcional a la densidad del liquido que la conforma (35,
73).

En la Figura 7.1b se puede observar el nUmero de evaporacion como funcién
de la temperatura y el nimero de gotas sacrificiales en una caja Petri de 100 mm. El
namero de evaporacion depende la razén de la masa del liquido de interés/liquido

sacrificial, volumen de contenedor y temperatura (101).
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Figura 7.1: Gotas sacrificiales para reducir la evaporacion de gotas de interés en un arreglo de
canales de bombeo mediante gotas, a) arreglo experimental conteniendo gotas sacrificiales y de
interés, b) niUmeros de evaporacion una caja Petri de 4” para diferente nimero de gotas sacrificiales y
una gota de interés a diferentes temperaturas (101).

Sin embargo, este estudio trata de un arreglo de gotas en un espacio
semiabierto y no considera los efectos de pared o interacciones entre fuentes de
evaporacion (gotas).

Més tarde Bansal (100) estudi6 el efecto de pared mediante el confinamiento de
gotas de microlitros, mostrando que la tasa de evaporacion varia en funcién de la
concentracion de vapor. Debido a esto se ha observado una asimetria en la
evaporacion cuando se encuentra una gota vecina o la presencia de una barrera
permitiendo un flujo unidireccional. La barrera que él emplea estéa fabricada con
PDMS el cual es un material absorbente al agua.
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7.2.3 Adhesion celular en cultivos in vitro

La adhesién juega un rol integral en comunicacion y regulacién celular y es de
fundamental importancia en el desarrollo y mantenimiento de tejidos (102). En
cultivos in vitro, la mayoria de las células de mamiferos son anclaje-dependientes y
se unen firmemente al sustrato (103). La adhesién celular se refiere mas a un
contacto fisico que a uno de interacciones quimicas y celulares complicadas, y es
usualmente reversible. Hay varios factores influenciando el proceso de adhesién de
la célula al sustrato, incluyendo las caracteristicas intrinsecas de ésta, razén por la
que diferentes tipos de bacterias (por ejemplo, Grampositiva y Gramnegativa)
pueden responder de manera diferente. Al cambiar las caracteristicas de la
superficie del material y factores ambientales relevantes es posible controlar el
proceso de adhesion de forma similar a las células en el tejido.

La posibilidad de adhesion entre un sustrato y una célula es un proceso
complejo el cual estd gobernado por las propiedades fisicoquimicas del sustrato
(104, 105). La quimica de superficie es una caracteristica importante en el disefio de
sustratos biomédicos, determinada por los grupos funcionales disponibles en la
superficie para interactuar con biomoléculas (106, 107). Dos métodos para lograr
una mejor adhesién pueden ser la incorporacion de una pelicula organica
ultradelgada sobre la superficie, o técnicas de modificacion con plasma (108, 109).
Algunos grupos funcionales como CHs, NH,, COOH, péptidos y proteinas son
conocidos por su disponibilidad para interactuar con ciertas estructuras celulares de
acuerdo con sus comportamientos especificos con la superficie (106, 110). Mientras
que una cantidad sustancial de investigaciones ha sido conocida sobre los efectos
de la quimica de superficie en adhesiéon de microorganismos, recientes estudios
estan dirigidos hacia la topografia y rugosidad de la superficie (104), la principal
razon para esto se debe a las inconsistencias en las tasas de adhesiéon de
microorganismos a superficies quimicamente similares con topografia diferente
(111, 112).

7.3 Justificacion

El cultivo de células puede ser adaptado al formato de gotas en npilar
aprovechando el efecto de anclaje de la gota a los bordes rugosos y el hecho de

gue, a diferencia de las superficies planas, los pilares no estorban la circulacion del
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vapor de agua alrededor de la gota por lo que se supone una concentracion de
vapor mas uniforme. La separacion de los pilares puede proveer sitios aislados y
especificos donde un nimero pequefio de células pueda crecer independientemente
usando cada gota como compartimento, pudiéndose tener diferentes cultivos o

concentraciones a la vez.

Los métodos reportados al momento requieren de sistemas robotizados y
procedimientos de fabricacién de dificil acceso. La cantidad de células que se
requiere para un sistema de este tipo puede ser grande, por lo que en casos de
poblaciones pequefias de células es mejor evitarlos. Caracteristicas del PMMA

como transparencia y rigidez permiten una adecuada visualizacién al microscopio.

7.4 Objetivo

Desarrollar una metodologia que permita el cultivo de diferentes células
adherentes en pilares de PMMA empleando la saturacién de vapor como medio
para inhibir la evaporacion y promoviendo a la adhesién celular mediante

tratamientos fisicos y/o quimicos de ser necesario.

7.5 Métodos

7.5.1 Prueba de inhibicion de evaporacién

Se llevaron a cabo cuatro diferentes experimentos de evaporacion de gotas de
medio de cultivo de 3 ul, 5 pul 'y 8 pl. Se midié su altura cada minuto para calcular el
volumen. 1) Una gota individual evaporando en un cuarto limpio, a 50% y 37 °C.
2) Una gota individual evaporando dentro de la incubadora, a 37°C y 95%. 3) Una
gota rodeada por las gotas asentadas sobre un arreglo de pilares dentro de la
incubadora, a 37°C y 95%. 4) Una gota en el dispositivo con canales abiertos,
centrales y periféricos, llenos de PBS dentro de una caja Petri en incubadora, 37°C
y 95%. En los casos de las gotas evaporadas en incubadora se colocaron varias
gotas o arreglos al mismo tiempo y se tom6 uno diferente para cada medicién, esto

para reducir la alteracién a las tasas de evaporacion al sacarlas de la incubadora.
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7.5.2 Fabricacion del dispositivo con pilares para el cultivo celular

en gotas

Se empled una placa de PMMA de 1.5 mm de grosor y brocas carburo de
tungsteno para fabricar los dispositivos. Para la generacién de los pilares se uso6 una
broca de 0.8 mm de didmetro, a 6500 rpm y velocidad de corte de 3 mm/s, con
pasos de 100 um de profundidad. Para los canales se us6 una broca de 2 mm de
diametro a 4500 rpm y velocidad de corte de 6 mm/s. El dispositivo consiste en un
disco que se ajusta a interior de una caja Petri de 60 mm. Esta dividido en ocho
secciones mediante canales rectos y un canal periférico cerca del borde que rodea
el arreglo de gotas. Todos los canales tienen un ancho de 2 mm. Cada seccion tiene
7 pilares de 2.5 mm de diametro distribuidos de forma tal que exista una distancia
de centro a centro de aproximadamente 5.5 mm. El dispositivo cuenta también con

letras grabadas (A-H) que permiten la identificacién de cada seccién (Figura 7.2).

H.R.>90

Dispositivo

Figura 7.2. Dispositivo para cultivo celular. a) corte transversal donde se observa la configuracion de
canales y pilares para mantener una humedad de saturacion, b) imagen real del dispositivo con un
acercamiento al grabado de referencia.

89



7.5.3 Tratamientos fisicos para mejorar la adhesion celular.

Para la fabricacion de pilares con rugosidad se disefiaron diferentes patrones
empleando el software Dr. Engrave y se grabaron sobre las placas de PMMA
posteriormente se fabricaron los pilares ranurando estas mismas placas. Los
grabados varian en forma, direccion y profundidad, todos ellos se realizaron con

micro maquinado sin alterar quimicamente el PMMA (Figura 7.3).

Figura 7.3: Diferentes patrones maquinados para probar la adherencia de células a los pilares a)
empleando brocas de 2 mm con cortes cruzados y separacion de 0.1 mm entre trayectorias, b)
lineales con separacién de 1 mm entre trayectorias, con broca de 0.1 mm. Disefios de c) circulos
solapados, d) rombos y e) panal.

7.5.4 Tratamientos quimicos para mejorar la adhesién celular.

Se probaron diferentes tratamientos a la superficie del pilar con cada tipo de
células, estos incluyen el uso de proteinas de adhesién y tratamientos con plasma
de oxigeno o aire a diferentes dosis. En el tratamiento de plasma se usaron dosis de
20 s, 40 sy 60 s. Los pilares eran tratados justo antes de la siembra de las células y
debian ser usados dentro de los siguientes 30 minutos para mantener la afectividad
del tratamiento (Figura 7.4).

90



/NHZ NH2

CH;, C|H3 N, , | ] |
é\l¢ O\Ié -
R R
Superficie de PMMA
OH OH

0, | |

Plasma O,, aire (78% N,)

Figura 7.4: Esquema de modificacién quimica de la superficie del PMMA mediante el tratamiento con
plasmay corrientes de N2 y Oa.

Como proteinas de adhesion se emplearon soluciones de colageno 8%, Poli-L-
lisina 5%, y (3-aminopropyl) trietoxi silano APTES 1%. En un ambiente estéril
(campana de seguridad biolégica Clase 2 Tipo Al) se colocaron gotas de 5 pL de la
solucion deseada y se dej6 incubar por 20 minutos, las gotas de tratamiento con
proteinas de adhesién fueron retiradas antes de la siembra de células.

7.5.5 Cultivo celular con método convencional

Células de ovario de hamster chino (CHO) fueron descongeladas y cultivadas
con medio de cultivo DMEM-F12 en matraz de 25 cm? por seis dias a 37°C y 5%
CO. para su recuperacion antes de ser resuspendidas para su siembra en pilares.
Células fluorescentes previamente transfectadas con un plasmido portador del gen
de proteina verde fluorescente (GFP) fueron desongeladas y tratadas con un
antibidtico de seleccion G418 (Sigma) para mantener séolamente las células
transfectadas con GFP. Para resuspenderlas se lavdé con PBS estéril y se agrego
una solucion de tripsina 1% incubando por 3-5 minutos. La actividad de la tripsina se
detuvo con 3 ml de medio de cultivo fresco con suero bovino fetal FBS 10%. Las
células THP-1, pertenecientes a una linea de monocitos inmortalizados a partir de
sangre periférica de un nifio con leucemia, fueron cultivadas en medio RPMI-1640
adicionado con glutamax. Para diferenciarlas a células adherentes se empled un
tratamiento con Phorbol 12-myristatel3-acetate (PMA) 200 ng/ml por 3 dias para

una concentracion celular de 2-4 x 10° cel/ml.
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7.5.6 Obtencion de células primarias

Macrofagos primarios fueron obtenidos a partir de una muestra de sangre
fresca la cual fue centrifugada con un gradiente de Percoll a 1500 rpm (Figura 7.5
b-c), fueron cultivadas en RPMI (1640 Sigma) adicionado con suero autélogo (del
mismo donante). Para las tinciones de viabilidad en estas células se usé Vybrant Dil
(naranja) 10 pl/ml incubando por 20 min, para visualizar el citoplasma, Sytox Green
1lul/ml fue adicionado al medio para visualizar el nucleo, para el lavado de las
células estas fueron centrifugadas en 5 ml de medio de cultivo por 5 min 1300 rpm y
resuspendidas (3X).

Fibroblastos y cardiomiocitos primarios fueron obtenidos de ratén adulto (Figura
7.5a), diseccionadas con tripsina 1% Yy pipeteo vigoroso usando ADNasa. Neuronas

fueron obtenidas de embrion de ratén mediante protocolos ya establecidos (113).

Figura 7.5: Células primarias fueron obtenidas a partir de: a) 6rganos de ratén y b) sangre fresca
humana, c) separada mediante centrifugacion para la obtencion de células sanguineas.

7.5.7 Siembra de células en pilar

Los dispositivos fueron colocados dentro de la caja Petri, y llenados los canales
con 250 pl de PBS estéril. Posteriormente se pipetearon manualmente (colocando la
pipeta a 45°) gotas de 7 pl de la suspensién a la concentracion celular deseada
sobre los pilares y el cultivo se llevé a incubacion por 4 horas o toda la noche para
permitir la adhesion de las células. Las células muertas y no adheridas se retiraron
usando la pipeta de 1 ml. El reemplazo de medio se realizé cada 24 horas con el
mismo volumen de medio fresco DMEM F-12 o RPMI-1640 a 37°C, asi como el
rellenado de canales con agua (100 ul) de acuerdo con el esquema de la Figura
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7.6. Para reducir el tiempo de reemplazo de medio se usé la misma punta para
retirar las gotas de una seccién completa y asi mismo para la adicion de medio

fresco.

s /

-~

Retiro de
Siembra de y. células Reemplazo
a) suspension 7 b) no adheridas ) de medio de
de gotas cultivo

adhesién

Ambiente humedo

Figura 7.6: Esquema de siembra y reemplazo de medio para el cultivo de células CHO: a) pipeteo
de gotas de suspension celular, b) succién de medio de cultivo conteniendo células no adheridas con
una pipeta de mayor tamafio para aprovechar fendmenos de capilaridad y sin tocar la superficie
donde se encuentran las células, c) reemplazo con medio de cultivo fresco.

7.6 Discusion de Resultados

7.6.1 Prueba de inhibicion de evaporacion

En los casos donde se evapora una sola gota la difusion de vapor es rapida y
en consecuencia la tasa de evaporacion también lo es. En los casos donde existen
otras gotas que son fuentes de vapor, las gotas centrales tienen mayor
concentracién de vapor a su alrededor mientras que las gotas de los extremos
evaporan mas rapido. En la grafica de la Figura 7.7 se observa una evaporacion
mas rapida en las gotas individuales, pilar y pilar-incubadora. EI menor tiempo de
vida de la gota dentro de la incubadora puede deberse a la temperatura de 37°
frente a la temperatura ambiental 25°. Las gotas del pilar-incubadora-arreglo
incrementaron su tiempo de vida debido al que las gotas que le rodean sirven como
fuentes de vapor que reducen la difusién de las moléculas de vapor en el entorno.
En el caso donde se emplearon canales con liquido sacrificial (pilar-incubadora-
arreglo+pilar) las gotas que no estan rodeadas por otras gotas tienen el vapor de los
canales para compensar la concentracion de vapor, esto permite que la reduccion

del volumen de la gota en el tiempo sea aun menor. Gracias al uso de los canales el

93



volumen se mantiene sin cambio aparente por 3 horas, mientras que en los otros

casos las gotas se evaporan totalmente en 30-125 minutos.

Evaporacion

—e—pilar

—a—pilar-incubadora

—a— pilar-incubadora-arreglo
—e—pilar-incubadora-arreglo+canal

T T
100 200
— tiempo (min)
Figura 7.7: Evaporacion de gotas de 3 pl bajo diferentes configuraciones experimentales. Las gotas
en el arreglo de pilares con canales de agua sacrificial dentro de una caja Petri tuvieron una tasa de

evaporacién mucho menor con respeto al resto de las configuraciones. Imagenes representativas de
pilar individual y arreglo de gotas, el color del contorno corresponde con el de la curva en la grafica.

Posteriormente se evaporaron volumenes de 3 pl, 5 pl y 8 pl bajo el arreglo de
pilarees en el disco usando los canales de agua sacrificial y la caja Petri de 60 mm
(pilar-incubadora-arreglo+canal), adicionalmente se colocé una segunda caja Petri
de 100 mm conteniendo 2 ml de agua estéril, para tener mayor nivel de humedad.
Se demostr6 que es posible mantener el volumen casi sin cambios durante al

menos 24 horas bajo estas condiciones (Figura 7.8).
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Figura 7.8: La evaporacion se reduce significativamente de manera que el volumen se mantiene sin
cambios significativos por 24 horas.

7.6.2 Dispositivo con pilares para el cultivo celular en gotas

Para aprovechar las ventajas que brinda una caja Petri (visualizacion,
aislamiento del ambiente externo y venteo de CO.), el dispositivo disefiado puede
ser integrado a la caja Petri, permitiendo optimizar el uso de este espacio (Figura
7.9). Esto permite tener varios cultivos simultaneamente, en las diferentes
secciones. La distrubucion de pilares y canales permite mantener una concentracion
de vapor elevada, suficiente para reducir la evaporacion, y asi mantener un volumen
y osmolalidad apropiados (concentracibn de aminoacidos, vitaminas, sales

inorgénicas, glucosa, y suero, entre otros, en el medio de cultivo).

Figura 7.9: Imagenes representativas del dispositivo con pilares de PMMA para diferentes cultivos
celulares simultaneos en una misma caja Petri y su facilidad para ser observados al microscopio.
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La altura de los postes no es relevante para el sostenimiento de la gota La
altura de los postes no es relevante para el sostenimiento de la gota de cultivo
celular mas alla de las 200 um ya que con esto se evita que dos 0 mas gotas
coalisionen como lo harian en una superficie plana (ver Apéndice AIV y EI); sin
embargo, una mayor altura favorece la difusion de vapor haciendo la concentracion
mas uniforme a lo largo de la caja Petri en todas las gotas del canal (114) . La altura
de los pilares también afecta la profundidad del canal y el volumen de liquido que
este puede contener, ya que estan ranurados en una sola pieza. Para este
dispositivo se eligid una altura de postes de 400 um, y una profundidad de los

canales de 900 um.

Los canales deben ser llenados previo a la colocaciéon de las gotas para asi
preparar el ambiente con ambiente himedo. Los canales pueden ser llenados con
agua Mili-Q estéril o buffer de fosfatos (PBS). La evaporacién del buffer es mas
lenta que la del agua pura debido al contenido de iones disueltos que generan una
mayor atraccion entre moléculas. El proceso manual toma alrededor de 3 minutos

para un total de 54 gotas.

7.6.3 Efectos de los tratamientos fisicos (rugosidad) y quimicos

(plasma)

Células adherentes CHO fueron sembradas en pilares con superficies rugosas,
asi como en las tratadas con plasma de aire y O, para verificar el mejor tratamiento.
Una forma extendida después de mas de 4 horas indica una buena adhesién. En
cambio, si las células mantienen su forma esférica o granular la adhesiéon se

considera deficiente.
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a) Sup. lisa sin tratamiento b) Sup. Rugosa sin tratamiento

Figura 7.10: Adhesién celular a pilares de PMMA con diferentes tratamientos: a) superficie lisa sin
tratamiento (control) , b) superficie rugosa sin tratamiento, c) superficie lisa con tratamiento de
plasma de oxigeno y c) superficie lisa con tratamiento de plasma de aire.

Después de 24 horas en incubacion las superficies lisas y rugosas presentaron
un bajo numero de células adheridas. En cambio, los pilares con tratamientos de
plasma mostraron mejores resultados, en especial el plasma con flujo de aire
(Figura 7.10). Esto puede explicarse debido a que el flujo de oxigeno O, ayuda a
funcionalizar la superficie del PMMA con radicales OH, lo que la vuelve mas
hidrofilica. En cambio, el aire contiene una mezcla de gases cuyo componente
principal es el nitrégeno N. (78 %), el cual ayuda a funcionalizar la superficie con
grupos amino NH. cuya presencia favorece la union con proteinas membranales
(106).
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7.6.4 Procedimiento para el cultivo de células en gotas sobre pilares
de PMMA

El procedimiento general que se esquematiza en la Figura 7.11, a partir de
lineas celulares en cultivo o células primarias obtenidas directamente de ratén
transfectado con GFP, se hacen los conteos y diluciones correspondientes para
obtener una concentracion celular deseada en suspension, posteriormente se
siembran mediante pipeteo en los pilares y se llevan a condiciones de cultivo. La

evolucion de estas células puede ser facilmente monitoreada mediante microscopio.

Lineas celulares

_ Conteo
b Siembra l

3 Procesamiento
& Suspension y anélisis
cél/ml Visualizacion

captura
Obtencion de yeap

células primarias

Figura 7.11: Esquema de proceso general de cultivo celular en pilares de PMMA a partir de lineas
celulares o primarias.

7.6.5 Cultivo de células CHO-GFP en pilares de PMMA tratados con

plasmay flujo de Aire

Las células de ovario de hamster chino conjugadas a una proteina verde
fluorescente (CHO-GFP) permiten una mejor visualizacion de su adhesion,
extension y posterior crecimiento poblacional durante los cultivos. Las células CHO

son muy utilizadas en laboratorios debido a su resistencia y facil adaptacion.

De la misma suspensién celular y calculando que la relacién volumen/area de
superficie fuera equivalentea la de una caja de cultivo de poliestireno PS (método
convencional), se realiz6 una siembra colocando gotas en pilares de PMMA. Se

adquirieron imagenes en diferentes tiempos para evaluar mediante fluorescencia la
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adhesion de estas. El cultivo mostré buena viabilidad (ya que las células muertas
dejan de emitir fluorescencia), asi como la extensién de las células con el paso del
tiempo. Los resultados después de 92 horas son similares tanto en el pilar como en
la superficie del matraz de PS, tal como lo indican las imagenes representativas de

la Figura 7.12 y la gréfica que las acompania.

24 horas

48 horas 60 horas 92 horas 92 horas matraz

120

intensidad (UA)
© =
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t (horas)
Figura 7.12: Evolucién del cultivo de células CHO-GFP ; a) Imagenes representativas de 4 diferentes

pilares a 24 h, 48 h, 60 h y 92 h comparadas contra un cultivo en matraz a 92 h, b) la fluorescencia
del area analizada es equivalente entre el cultivo en pilares de PMMA y el método convencional.
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7.6.6 Cultivo de células THP-1, en pilares de PMMA sin tratamiento a

superficie

Se probd la funcionalidad de los pilares con otra linea de células, THP-1, que
naturalmente se encuentran en suspension. Estas células fueron diferenciadas a
células adherentes con un tratamiento de Phorbol 12-myristatel3-acetate (PMA)
200 ng/ml por tres dias. Este paso de diferenciacién se relizé debido a que después

del uso de enzimas peptidasas como la tripsina, para despegarlas del sustrato de
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cultivo, un numero de células sufre dafios y muere. Al hacerlas adherentes las
células muertas seran eliminadas con el primer cambio de medio. De no hacer esta

diferenciacion, todas las células en suspension serian eliminadas.

Se emplearon moléculas de adhesiébn como poli-L-Lisina y colageno, sin
embargo, los mejores resultados se obtuvieron en pilares de PMMA sin tratamiento
alguno. Una vez diferenciadas estas células se adhieren facilmente a los pilares sin
tratamiento, aunque al aumentar la confluencia por el crecimiento de la poblacion
también se observé que las células adoptaban nuevamente su forma esférica de
suspension y perdian la adherencia a la superficie Figura 7.13. Esto puede deberse
a algun mecanismo de las células que va mas alldA de nuestro campo de
investigacion.

Figura 7.13: Células monociticas THP-1 (a, b) diferenciadas a macréfagos (forma alargada) con
tratamiento de PMA 200 ng/ml por 3 dias, (c, d) y su posterior recuperacién de forma esférica
conforme la poblacion celular aumenta en el tiempo.

Se dio seguimiento al cultivo celular de cuatro diferentes concentraciones de
células THP-1 encontrando un crecimiento exponencial, como se observa en la
Figura 7.14, con una alta viabilidad, incluso después de siete dias de cultivo sin
cambio de medio. Esto para una siembra maxima de 50 células por pilar (6x10°
cél/ml). Concentraciones celulares iniciales mayores a ésta mostraron estrés y

muerte debido al agotamiento de nutrientes.
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Figura 7.14: Proliferacion celular de THP-1 cultivadas en gotas sobre pilares de PMMA. a)
Crecimiento exponencial de cuatro poblaciones celulares. b) viabilidad celular a largo de tres dias.

7.6.7 Compatibilidad del pilar de PMMA con otras células

Para verificar la posibilidad del cultivo de otras células, ya que cada una cuenta
con caracteristicas propias, se purificaron células primarias a partir de sangre fresca

humana y también de érganos de raton.

Figura 7.15: Diferentes células cultivadas en pilares de PMMA. a) CHO-WT, b) CHO-GFP, c)
cardiomiocitos primarios de raton, d) fibroblastos primarios de raton, e) macréfagos primarios de
humano y f) neurona de embrién de ratén.
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Para cada tipo de célula se siguié un procedimiento diferente, de acuerdo con
metodologias de extraccion y de cultivo convencionales. Se requiere hacer
adaptaciones, tanto de tratamiento a la superficie de los pilares como de
concentracion celular, para mantener el cultivo en una gota para cada tipo celular,
sin embargo, se comprobé que existe compatibilidad con diferentes tipos de células

que se observaron adheridas a la superficie del PMMA (Figura 7.15).

En el caso de células que no se adhirieron y posteriormente murieron se

observé que estas se desplazaban hacia la zona central del pilar (ver Apéndice E).

7.7 Discusion

El uso de canales en el arreglo permite contener liquido sacrificial, que al
evaporar ayude a mantener la humedad distribuida equitativamente dentro de la
caja Petri y alrededor de las gotas. De esta manera se evita el uso de gotas
sacrificiales sugeridas en el trabajo de Berthier (115) y se aprovechan todas ellas en
el cultivo celular (33). Los canales tienen ademas la funcion de dividir la caja en
secciones, de modo que, se pueden tener cultivos de diferentes concentraciones o
lineas celulares sin preocuparse por la migracion de una colonia a otra, ya que el
medio cultivo y el &rea de cultivo se encuentran discontinuos, a diferencia de lo que

sucede en un medio de cultivo de agar o en cajas Petri en formato convencional.

Se decidié usar un volumen de gota de 7ul para un pilar de 2.5 mm de diametro.
El tamafio del pilar permite una visualizacion completa del area de cultivo con un
objetivo 10X, lo que facilita la captura de imagenes en una sola toma. El volumen
corresponde a la mitad del maximo soportado por el pilar cuando se trata de medio
de cultivo fresco. Sin embargo, el ajuste se hizo después de que experimentalmente
se encontrara una disminucion de la estabilidad de la gota cuando se incrementaba
la concentracion inicial de células en la gota o, al transcurrir el tiempo de cultivo. El
diametro del pilar también esta muy cercano a la longitud capilar que nos indica que

por arriba de los 2 mm la gravedad comienza a tener efectos.

Es sabido que el agua tiene una alta tension superficial debido a sus
interacciones por puentes de hidrogeno, pero cuando se agregan otras moléculas
gue interfieren con estas interacciones, las fuerzas cohesivas pueden debilitarse. El

medio de cultivo contiene diversos componentes que van desde aminoacidos,
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proteinas y sales, lo que modifica la tension superficial. Al presentarse evaporacion
las concentraciones de estos componentes pueden incrementar, o que acarrearia
un nuevo cambio. Por otro lado, el incremento de la temperatura aumenta la energia
vibratoria intermolecular, o que también contribuye a un debilitamiento de la tensién

superficial.

La siembra de las células se lleva a cabo colocando la punta de la pipeta a 45°
respecto a la superficie del pilar (116), esto facilita la liberacion de la gota sin ser
obstruida por el propio pilar. Para retirar el medio de cultivo se emplea la pipeta de
100 ul-1 ml. Las caracteristicas de esta punta, principalmente el radio interno, al ser
comparable con el tamafio de la gota, “absorbe” la gota al contacto por efecto de
capilaridad dejando apenas una pelicula liquida cubriendo las células, sin tocar a las

células adheridas a la superficie para evitar dafios.

En esta fase del proyecto presentamos una plataforma basada en pilares de
PMMA que por su tamafio permite ser adaptado a una caja Petri comun, la
distribucion de los pilares permite aprovechar el espacio para realizar multiples
ensayos con células adherentes, manteniendo un alto porcentaje de viabilidad y
proliferacién. El cultivo celular se lleva a cabo en gotas que funcionan como
compartimentos independientes aislados entre ellos lo que impide la contaminacién
cruzada, a la vez que se reduce el consumo de reactivos. Una adecuada
distribucion de la humedad impide la evaporacién evitando cambios en la
osmolaridad del medio de cultivo. Finalmente, las células no adheridas pueden ser
arrastradas por corrientes generadas por evaporacion a través de la superficie (75,
117).

7.8 Conclusiones y perspectivas

Nuestro dispositivo basado en pilares y canales hace mas eficiente el espacio
de la caja Petri al permitir multiensayos con bajo consumo de reactivos, aumentando
el nimero de pruebas de una manera simple y sencilla. Al tener bien delimitados la
superficie del substrato y el volumen, se puede tener un control total en el analisis
de células unicas y pequefias colonias, permitiendo llevar a cabo ensayos dosis-
respuesta o incluso técnicas de clonacion celular. Este formato es muy préactico para
el cultivo de células valiosas como las primarias o para estudios de comunicacion

autocrina.
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9. Conclusiones

La fisica que involucra la evaporacion de gotas incluyendo el fluido, gradientes
de temperatura, corrientes internas, la tasa de flujo de vapor alrededor de la gota,
entre otras, representan una amplia gama de oportunidad para su uso como
herramienta de diagndstico clinico en la miniaturizaciéon de ensayos biolégicos. La
evaporacion de gotas sésiles involucra una compleja interaccion entre cambio de
fase, difusion, adveccion y fuerzas de superficie. La microfluidica abierta tiene una
alta dependencia del flujo capilar espontaneo y la tension superficial, ofreciendo
como ventajas un mejor acceso al fluido, facil visualizacion y monitoreo, ademas, no

se requiere del sellado total de los sistemas.

Las caracteristicas que adopta la gota al ser colocada sobre uno de nuestros
pilares, como el elevado angulo de contacto, es similar al alcanzado mediante
metodologias largas y complejas reportadas en otros trabajos para formar
superficies superhidrofobicas. Ademas, se puede mantener un radio de contacto
constante durante la evaporacion debido al anclaje, caracteristica de superficies
hidrofilicas. Esta combinacion de caracteristicas es Unica, haciendo que la
evaporacion y el movimiento convectivo dentro de una gota sea diferente a aquel
gue tendria al evaporar sobre una superficie plana. Las interacciones de un liquido
con una superficie rugosa o texturizada son distintas de las interacciones con
sustratos lisos. Cambios en la rugosidad o textura de los patrones produce cambios

en el area efectiva de contacto por lo que el angulo de contacto es diferente.

La evaporacion puede ser aprovechada para incrementar la sensibilidad de
deteccion en diversos ensayos bioquimicos, ya sea mediante técnicas de
colorimetria, fluorescencia, luminiscencia, espectrofotometria, entre otras. El anclaje
de la gota es util para la delimitacion de los sitios de deteccion. Se han propuesto
técnicas para mejorar la homogeneidad de un spot en biotecnologia, usando
factores externos como temperatura, voltaje eléctrico, sefiales de corriente alterna, o
la modificacién del liquido, con resultados variables. En este proyecto hemos

comprobado la efectividad del uso del pilar para alcanzar este objetivo.
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Ambas caracteristicas combinadas; elevado angulo de contacto y anclaje de la
linea de contacto, permiten tener un perfil de la gota en forma de casco esférico,
siempre que no se rebasen los limites en que el efecto de la gravedad se hace
presente. De esta manera es posible conocer la evolucién del volumen de manera
mas exacta, con tan solo medir la altura de la gota y conociendo las dimensiones del
pilar donde ésta descansa. Tener un control del volumen y del cambio de color
puede ayudar en el estudio de la cinética de una reaccion. Por otro lado, forma
esférica y radio de contacto constante, facilitan el desarrollo y aplicacién de un
modelo tedrico que predice la tasa de evaporacion bajo diferentes condiciones de

humedad alrededor de la gota (ver Apéndices Al y II).

Al emplear un flujo de aire dirigido hacia la gota se consigue una mayor tasa de
evaporacion; al mismo tiempo que se incrementa el movimiento convectivo que
facilita el efecto de mezclado. Aungue este no tiene la caracteristica forma toroidal
simétrica, lo que dificulta un estudio cuantitativo, se pudo observar cualitativamente
que cuanto mas esférica sea la gota se incrementa la velocidad de las corrientes. Al
reducir el didmetro del pilar y manteniendo el volumen de la gota, el perfil esférico

era mas completo y la velocidad del mezclado mayor.

En cuanto a los ensayos basados en células, estos representan casi la mitad
del total de ensayos para validacion farmacoldgica. Estos tienen el objetivo de
identificar moduladores o0 vias metabdlicas de interés, redes regulatorias,
retroalimentacién, mecanismos de control, entre otros. Por lo que se requiere de un
conocimiento previo sobre procesos fenotipicos, migracion, citoquinesis, seleccién
de compuestos que pueden atravesar la membrana y pruebas de citotoxicidad
aguda. La primera consideracién a tener en cuenta al realizar un ensayo basado en
células in vitro es mantener el contexto biol6gico apropiado. Ademas de contar con
un balance de: facilidad del método, disponibilidad y adaptacion al método
empleado considerando el tipo de células, tipo de ensayo, densidad celular, lectura
y estrategias de andlisis de datos, relacién sefial a ruido, estabilidad de los

reactivos, sensibilidad a los solventes.

Los sistemas recientes mas sofisticados para ensayos en células incluyen
miniaturizacién usando placas de 384 o 1536 pozos, donde se manejan volumenes
de 2-8 pl por pozo; sin embargo, se requiere de confiabilidad en los volimenes. Los

instrumentos deben ajustarse para mantener volumen, velocidad, altura y posicion
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de las puntas con la finalidad de brindar una apropiada dispensacién y aspiracion de
liquidos sin dafiar las monocapas de células. Para resolverlo, con nuestros pilares
se puede explotar la tensién superficial para el transporte y mezcla de fluidos,
captura y liberaciébn de biomoléculas y soluciones quimicas mediante el uso de

pilares de diferentes diametros.

La microfluidica abierta tiene una alta dependencia del flujo capilar espontaneo
ofreciendo como ventajas un mejor acceso al fluido, facil visualizacion y monitoreo,
ademas, no se requiere del sellado de sistemas. El formato de gotas puede
adaptarse a microscopios de laboratorio, pero ademas a equipos mas asequibles
como las camaras USB. El uso de la técnica de pruebas de deteccién mediante
evaporacion de gotas sobre pilares podria ser facilmente integrada con aplicaciones

para celular que faciliten el diagnostico con una fotografia.
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10. Apéndices

Apéndice A
l. Area superficial de un casquete esférico

La energia de superficie Es,r (N-m) es proporcional al area de superficie, de

ahi que es posible medir el volumen de una gota a partir de una sola imagen. En

casos hidrofdbicos, la superficie de la gota se obtiene mediante la relacion:
§=2|d, + /a7 = d3| (S1)

Donde d; representa el diametro de la esfera de la gota y d, el diametro de

contacto de la gota con el sustrato (118).

Il. Modelo tedrico de evaporacion de gotas y corrientes de

Marangoni

Considerando una gota esférica y siguiendo la aproximacién de Birdi y

colaboradores (35). La tasa de evaporacion se deriva de la Ley de Fick:

am av

- _ .dS = —p (%
— =P = D [Vc-dS = DfsrdS (S2)

Donde m (Kg) es la masa del liquido, V (m® es el volumen, p (Kg/m) la
densidad del liquido, D (m?/s) es el coeficiente de difusién de vapor, ¢ (Kg/m®) su
concentracion y r (m) el radio de la gota. Por aproximacion el gradiente de
concentracion de vapor alrededor de la gota es:

¢ Co—Co
sr R (S3)

Donde R es el radio de la gota, ¢, y ¢, SON las concentraciones en la interfaz y

en el infinito respectivamente. La tasa de evaporacion es entonces,

d av
S = p= = 4mRD(co — Coo) (S4)

En el caso de la gota sésil la integracion se realiza sobre la superficie del casco

esférico. Esta ecuacion ha servido como base para el modelado de evaporacion de
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gotas en una superficie (114) si se considera una evaporacion uniforme, pero no

siempre es asi.

En gotas de bajo AC se ha observado que la presencia de una pelicula
precursora permite un flujo de vapor mayor en la linea trifasica. Para reemplazar a
las moléculas que han escapado de la gota en esta zona, moléculas que se
encuentran en el bulto se desplazan hacia la linea de contacto generando lo que se
conoce como flujo capilar, este movimiento es el responsable del acarreo de

particulas que forman el anillo de café.

Por otro lado, si las corrientes predominantes son generadas por gradientes de
tension superficial, es decir, un flujo de Marangoni, éste producira un movimiento
convectivo recirculante que es a la vez supresor de la formacion del anillo de café
(Figura S1) (119).

Marangoni flow

Figura S1: Lineas de corriente para flujos de Marangoni y flujos capilares producidos por la
diferencial en el flujo de vapor a lo largo de la gota (119).

Il. Métodos para calcular la tensiéon superficial

Existen diversos métodos para medir la tension superficial de un liquido; A partir
de una imagen de una gota colgante, por un lado, el peso de la gota tiende a
elongarla y por otro, la tension superficial tiende a minimizar la interfaz haciéndola
esférica. El volumen y el peso de la gota pueden ser determinados mediante un
analisis del perfil vertical, el cual esta en funcién de la tensién superficial (120). Otro
método es el de la gota sesil, el angulo que forma la linea trifasica o linea de
contacto con la tangente de la gota provee una medida inversa de la tension
superficial, 0 en su caso de la mojablidad de una superficie. Ya que el angulo de

contacto refleja las fuerzas cohesivas de las moléculas de un liquido, que son las
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causantes de la tension superficial, para una misma superficie un ligido de mayor
tensién superficial tendera a juntarse con mayor fuerza adoptando una forma mas

esférica.

V. Pelicula precursora

Cuando una gota es depositada en una superficie sélida plana, una delgada
pelicula de apenas unos pocos nandmetros se esparce mas alla de la linea de
contacto visible (Figura S2) (121, 122). Las moléculas liquidas se intercalan entre el
gas vy el sélido esparciéndose progresivamente bajo la accion de la asi llamada
“presién de desunion” causada por las interacciones de Van der Waals entre las
moléculas. Las peliculas precursoras existen para angulos de contacto en

superficies hidrofilicas de gotas estaticas, asi como para mojabilidad dinamica (61).

Moléculas de fluide 1 Maléculas de fiuido 2

L /

L Ny .\‘
L
e L
‘ . Pelicula precursora
9 /
S e

Sustrato solido

Figura S2: Interfaz con pelicula precursora.

La existencia de la pelicula precursora alrededor de cada gota enlaza o conecta
a las gotas que estan cercanas, provocando que dos gotas depositadas sobre una
superficie lo suficientemente cerca una de la otra, pero sin estar en contacto directo

aparente, se fusionan.

V. Pipeteo; Dificultades en la succién de un liquido

El mismo fenémeno de capilaridad que se presenta en tubos cilindricos
podemos encontrarlo en la punta de una pipeta durante la succion de liquidos, con
la correspondiente adaptacion a una forma conica. Los estados de equilibrio
mecanico y la presién de Laplace son balanceados por la presiéon hidrostatica

formando un menisco con un radio de curvatura. Dependiendo de los valores de los
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angulos a y 6, el menisco puede ser estable o inestable. En el caso inestable el
menisco dard un salto a la parte alta o baja de la punta de pipeta donde sera
estabilizado. Hay dos dominios donde el menisco salta dentro de la pipeta hasta
encontrar una pared de anclaje. Los valores criticos dependen del radio interno R,
de la pipeta al punto h = 0. En la Figura S3 « es positivo y existe un amplio rango
en que el menisco estara en el fondo (123). Si el valor del angulo en el cono o pared
es menor a un valor critico a habrd un ascenso o descenso continuo similar al

observado en paredes paralelas.

Figura S3: Diagrama del comportamiento del menisco en el plano (6, a). El angulo a esta definido
por sina* = R3/4c.Si el angulo de contacto en la pipeta es lo suficientemente grande ya sea
hidrofébico o hidrofilico, el menisco permanecera en el fondo. El liquido no penetrara en la pipeta a
menos que una presién negativa sea aplicada (97).

Este fendbmeno puede causar errores de medicion en el manejo de volumenes
pequefios, dependiendo de las interacciones entre moléculas del material de
fabricacion de la pipeta y el liquido en cuestion.

VI.  Trabajo de cohesién y adhesién; ecuacién de Young-Dupre

El trabajo de adhesion W, (N/m) es el trabajo requerido para separar dos

cuerpos, y su relacion con la tension superficial esta representada por la ecuacion:

Wo=v1+7v2— 712 (S5)

Donde los subindices 1 y 2 representan las diferentes sustancias, liquido y
solido.

El trabajo de cohesion W, se presenta entre dos moléculas iguales, por lo tanto:
We =2y, (S6)
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El trabajo de adhesion de un liquido a un sélido esta representado por:
W, =y(1 +cos cos ) (S7)

Mientras mas hidrofobica es la superficie menor es el trabajo de adhesion. La
fuerza de adhesion es la que mantiene suspendida a una gota sobre un sélido aun

cuando el sistema se invierta de cabeza (39).

VIl.  Evaporacion de un liquido en un micropozo

Las paredes de un micropozo pueden ser de naturaleza hidrofobica o hidrofilica
dependiendo del material de fabricacién. En el caso de los pozos de materiales
hidrofilicos la interfaz liquida ser4 concava y si tiene una forma poligonal, la
superficie del liquido sube o desciende formando picos que dependen del angulo de

la esquina para satisfacer los dngulos de contacto con la superficie (Figura S4) (97).

Figura S4: Liquido acuoso en un micropozo con forma poligonal y &ngulos de contacto de: a) 70°
(hidrofilico) y b) 110° (hidrofébico) (97).

La evaporacion local depende de la curvatura de la superficie de la gota. A la
vez que el movimiento y deposiciéon de particulas depende de la evaporacién(39).
Cuando la superficie es concava el centro del pozo se seca primero. Si el menisco
no es muy curveado la evaporacion seria mas o menos uniforme. Si la superficie es
convexa, la evaporacién resulta en un secado de las esquinas primero, formando
una pequefia gota al fondo del pozo durante las Ultimas etapas de evaporacién
(123).
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Apéndice B

l. Efecto de rugosidad explicado por los Modelos de Cassie-
Baxter y Wenzel.

Los trabajos de modificacion a superficies aprovechan el fendmeno explicado
por las ecuaciones de Cassie-Baxter y Wenzel mediante la formacion de estructuras
en escala micrométrica, nanomeétrica, o jerarquica (combinacion de ambas) como se
muestra en la Figura S5, mimetizando ejemplos que ofrece la naturaleza como las
hojas de Lotus (124).

Rugosidad regular Rugosidad irregural o azarosa

- l‘, v;:ﬁ_’

el kWL,

8P e R Bl
Nano-particulas depositadas irregularmente

Figura S5: Diferentes estrategias para el disefio de superficies poliméricas rugosas para investigar
los efectos de rugosidad y mojabilidad (124).

Estas estructuras fisicas pueden tener dos efectos diferentes que dependen de
la quimica de superficie. Si ésta es hidrofébica, la rugosidad ayuda a la formacion de
espacios donde el agua no penetra, pero el aire si, formando interfaces con
espacios liquido-aire intercaladas con la interfaz sélido-liquido, dando como
resultado un sustrato de tipo compoésito, casos descritos por las ecuaciones de
Cassie-Baxter (Figura S6b). En caso contrario, si la superficie es hidrofilica el
liqguido se desplazara por las paredes de la rugosidad penetrando en los huecos,
teniendo una mayor superficie de contacto y por lo tanto mayor adherencia, casos

descritos por la ecuacion de Wenzel (125) (Figura S6a). De acuerdo con la férmula
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de Casie-Baxter el factor rugosidad potencializa el caracter hidrofilico o hidrofébico

de la superficie, segun sea el caso (126).

a) Wenzel b) Cassie-Baxter

Figura S6: Efecto de microestructuras, a) en el caso Wenzel el liquido penetra entre las
microestructuras, b) en el caso Cassie -Baxter la gota se mantiene suspendida sobre los espacios de
aire.

La presencia de rugosidad tiene efecto no solo en el &ngulo de contacto, sino
también en la histéresis, al aumentar el anclaje de la linea de contacto,
considerandose que es la histéresis y no la hidrofobicidad en si la que determina el
valor del &ngulo de contacto (51).

Cuando la geometria de las rugosidades es regular, es posible determinar la
fuerza de anclaje de la linea de contacto mediante formulas basadas en las
ecuaciones de Young y Cassie-Baxter cambiando la fraccién de area de superficie
en contacto (127), pero esto se complica para rugosidad irregular.

La aplicacion de los modelos de Wenzel a superficies con angulo de contacto
de histéresis elevado ha presentado errores, ya que la ecuaciéon de Young (Ec.1.1)
gue ha sido utilizada como un modelo basico para medir la mojabilidad de una

superficie no considera la histéresis sino una superficie ideal.

cosf = V—S‘;::SL (S8)

Donde ysy, vs. Y vy (N/m) representan la tension superficial en las

interfaces solido-vapor, sélido-liquido y liquido vapor, respectivamente.

El modelo de Wenzel considera superficies rugosas, pero quimicamente

homogéneas (125),
oS Orygoso =T 6y (S9)
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Donde r, es el factor de rugosidad determinado por la superficie aparente entre
la real y 6, es el angulo de contacto de Young. Mientras que el modelo de Casie-
Baxter considera superficie plana con heterogeneidad quimica (128), donde f; vy f>
representan las fracciones de area de séOlido y aire debajo de la gota
respectivamente. De acuerdo con esta formula a mayor fraccion de area de aire

mayor angulo de contacto

cos 0" = f; cosf; — f2 cos @, (S10)

En afios méas recientes se ha planteado que estas ecuaciones no fueron
derivadas correctamente desde un punto de vista fisico, pero pueden ser re-
derivadas desde un punto de vista termodinamico considerando la minimizacién de

energia y la rugosidad o heterogeneidad quimica (52) (129).

Por otro lado, se ha encontrado que los parametros utilizados durante la creacion de
rugosidad en PMMA afectan las propiedades de mojabilidad, aunque la quimica de
superficie permanezca sin aparente cambio, creando la posibilidad de la transicion

del estado Cassie al Wenzel (130).

Apéndice C

l. Efecto del tamafio del pilar (didametro) en el tiempo de

evaporacion de la gota

Durante la evaporacion limitada por difusion a 47% H.R para diferentes
volimenes en pilares de diferentes didmetros se observé una disminucion del
volumen con una pendiente muy similar para volimenes de 1, 2 y 3 ul, sin embargo,
se puede observar en la Figura S7 que, al reducir el diametro del pilar se presenta

un ligero aumento en el tiempo de evaporacién de la gota.
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Figura S7: Evaporacion de gotas de diferentes volimenes iniciales sobre pilares de diferentes diametros.

Il. Singularidades durante la evaporacion de diferentes

sustancias

En la fase final de la evaporacién se pueden presentar diferentes escenarios

donde la condicién de anclaje al pilar o la forma esférica se pierde, por ejemplo:

Agua. — Al ser una sustancia pura de alta tension superficial, los bordes del
pilar mantienen fijo el radio de contacto excepto en la Ultima fase donde la barrera
de energia es superada por las fuerzas de cohesidon molecular llevandola a un
estado de equilibrio (AC 68°-73°) con el correspondiente radio y altura. Los
volimenes y momentos pueden variar de una gota a otra debido a que la rugosidad

del borde es irregular (Figura S8a).

Figura S8: Ejemplos en donde se pierden condiciones de radio de contacto constante o esfericidad
en gotas durante la fase final de la evaporacion para: a) agua, b) agua-etanol 70% y c) plasma
sanguineo.

Mezcla agua etanol. - Al tener una mezcla de dos componentes, la tension

superficial de la solucion se reduce en la proporcion del componente de menor
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tension superficial. Como consecuencia, el volumen de las gotas debe ser reducido
para poder sostenerlas sobre el pilar. El anclaje de la gota al borde del pilar
prevalecia y la gota se dividia en dos gotas pequefias, no necesariamente iguales,
pero cada una de ellas fija a algun sitio del borde (Figura S8b), esto deriva de la

evaporacion preferencial del etanol.

Mezcla agua/PEG. — El PEG es empleado para reducir la tensién superficial en
algunos ensayos, al agregar un componente con grupos hidrofébicos de metileno a
lo largo de la cadena de polimero intercalados con los grupos hidrofilicos éter o
alcohol, proporciona una aparente disminucion de polaridad en la disolucion. Sin
embargo, en nuestros experimentos de evaporacion las condiciones de esfericidad y

radio de contacto constante se mantienen hasta el final.

Plasma sanguineo. - Aunque su principal componente es el agua, contiene un
gran numero de proteinas, sales y compuestos organicos. La tension superficial
permite tener gotas de volimenes y angulos de contacto iniciales similares a los del
agua, al evaporarse ésta los componentes disueltos favorecen el anclaje, aunque
estos se van acumulando en el centro de la gota formando un monticulo que se

desvia de la forma esférica (Figura S8c).

Debido a estas anomalias las curvas de evolucién del angulo de contacto y
altura presentaron valores desviados de la curva solo en la Ultima fase. Por lo
demas se encontro factible la elaboracién de un modelo que sirva para predecir la

evaporacion en la mayor parte del proceso.
Apéndice D
l. Reaccidon de conjugacion de BSA a cromodgeno en gotas

El sistema albumina de suero bovino (BSA) y Bromofenol azul (BPB) ha sido
elegido modelo de bioensayo por evaporacion de gotas para demostrar la facilidad
del analisis colorimétrico usando un pilar. Un resultado positivo en este caso es
indicado por un cambio de color del BPB de amarillo a azul (90), ya que su cinética
ha sido bien caracterizada desde hace décadas (131). El bromofenol azul es una
molécula orgénica de caracter acido débil al disolverlo en agua, este indicador tiene
dos formas de equilibrio: H(BrFen)- y H(BrFen)2-, la primera de color amarillo y la

segunda azul purpura, o un color verdoso en la mezcla de ambas. El equilibrio es:
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H(BrFen)™ + H,0 < H(BrFen)?  + H;0%

El BPB interactia con BSA en soluciones acidas por fuerzas electrostaticas no
especificas (132), ya que el BSA molecular esta cargado positivamente (133). El
cambio de color durante la combinacién se debe a la transformacion de especies
colorantes de la forma acidica libre a la forma basica enlazada, asi como a los
efectos batocromicos (la longitud de onda de absorcion se desplaza hacia
longitudes de orden mayor o de menor energia por efecto del solvente o por la
presencia de distintos sustituyentes quimicos) e hipercrémicos de conjugacion

(incremento de absorbancia en un material).

Il. Prueba de deteccion de BSA en papel y en superficie plana de
PMMA

En la prueba sobre papel se delimité una zona donde se colocé la solucion base
permitiendo evaporar, al colocar la solucién de BSA un cambio de color de amarillo
a azul fue observado inmediatamente indicando la reacciéon. La mancha amarilla
corresponde a la solucién de BPB donde el principal solvente es el etanol. Las gotas
de esta solucion tienden a ser mas aplanadas por lo que su extension es mayor. La
capilaridad y baja viscosidad del alcohol permiti6 un mayor desplazamiento por las

fibras del papel (Figura S9a).

Figura S9: Prueba de deteccion de BSA a) en papel y b) en superficie plana de PMMA.

La segunda gota que contiene el BSA disuelto principalmente en agua abarca
un espacio menor por lo que no toda la mancha amarilla alcanza a tefiirse de azul.

Aungue la intensidad de color alcanzada en esta prueba es muy buena, no se
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observa uniformidad. El efecto de capilaridad de la solucion en el papel arrastro los
colorantes de manera radial por lo que se observa carencia de color en el centro
(Figura S9a).

Al realizar el mismo procedimiento, pero en una superficie plana de PMMA la
gota a base de solucion etilica se extendid mas de 5 mm, dejando una mancha
amarilla no homogénea que se observa en la Figura S9b. La segunda gota que,
aunque es del mismo volumen, corresponde a la solucién proteica a base de agua,
no se extiende con la misma amplitud, sino aproximadamente 2 mm, mismos que

abarcaria una gota de agua pura de volumen similar.

Para determinar los volimenes de gotas a utilizar en los pilares primero se
realizaron pruebas de mojabilidad sobre una superficie plana de PMMA (Figura
S10). Ya que la presencia de etanol en la solucién no permite tener gotas “altas”,
éstas se extienden sobre la superficie. Al colocar una gota de 1 pl sobre una
superficie plana infinita de PMMA esta abarca mas de 5 mm de diametro a

diferencia de las gotas sin alcohol que solo se extienden 2 mm.

Figura S10: Perfil de gotas de 1 pl sobre una superficie de PMMA plana infinita de a) solucion
acuosa de BSA y b) solucién base con etanol.

Si una gota de este mismo volumen se intenta colocar sobre uno de los pilares,
el efecto de anclaje por la rugosidad del borde no es suficiente, las gotas se
derraman del pilar, tanto al colocar la solucion base, como en la colocacion de la
muestra de BSA, aun al aumentar el diametro del pilar de 0.8 mm a 1.8 mm. En la
Figura S11 se observan las huellas de dicho derrame, sin embargo, el cambio de
color fue observado lo que indica que hay que hacer el ajuste de volumen.

120



Figura S11: Derramamiento de gotas de 1 pl de solucién para la prueba de deteccién de BSA, en
pilares de a) 0.8 mmy b) 1.8 mm.

La tensién superficial de una solucion depende de la tension superficial de sus
componentes individuales y la proporciéon de estos, por lo tanto, una reduccién en la
fraccion del componente més volatil ayudaria a tener una mayor tension superficial.
Los cambios en las proporciones deben considerar la quimica de la reaccion para
no afectar los resultados.

Apéndice E
l. Desplazamiento de células muertas hacia el centro del pilar

Despues de esperar tres dias posteriores a la siembra de las células, en
pilares tratados con Poli-L-Lisina se observo que las células no habian
conseguido adherirse, sin embargo, en la superficie de PMMA sin tratamiento
las células THP-1 (y también monocitos primarios) fueron adheridas y se
mostraban distribuidas a lo largo de la superficie del pilar (Figura S12a). En
cambio, en la superficie tratada con PLL las células mostraron un acomodo

preferencial en la zona central de los pilares (Figura S12b).
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Figura S12: Distribucion de células THP-1 diferenciadas a adherentes sobre pilares a) sin tratamiento y b) con

tratamiento de PLL. Las células no adheridas se concentran en el centro del pilar.
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