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Introduccié als biosensors optics integrats

Silvia Soria,* Anisha Thayil K. N."i Gongal Badenes'

Introduccid

El camp dels biosensors, sensors quimics i bioquimics
s’ha convertit en un camp de gran interés a causa prin-
cipalment de la necessitat de fer diagnostics médics acu-
rats i de manera rapida, aixi com, aquests darrers anys,
a causa de l'alarma social creada per 1’as d’anabolit-
zants en granges d’animals destinats al consum huma i
del dopatge d’atletes d’alta competici6. El mercat dels
biosensors creix any rere any molt significativament, de
113,5 milions de dolars el 1997 a 197,6 milions de dolars
el 2004. Aquest augment és degut als molts exemples de
sensors bioquimics que s’han desenvolupat en els darrers
quaranta anys, malgrat que molt pocs han estat un éxit
comercial.

Els biosensors son capagos de fer un monitoratge con-
tinu i d’informar en temps real sobre els canvis de les
espécies quimiques, bioldogiques o microorganismes a es-
tudiar. Aixi doncs, tenen un ampli rang d’aplicacions:
diagnostic médic, desenvolupament de farmacs, monito-
ratge mediambiental (aire, aigua i sol), control de qua-
litat alimentari, genomica, i protedmica, entre d’altres.
El sensor ideal hauria de tenir la sensibilitat adequada
(en alguns casos a escala unimolecular) i tenir un rang
dinamic ampli, una elevada afinitat per les espécies d’in-
terés i estar lliure d’interferéncies. També s’hauria d’a-
fegir la possibilitat de poder mesurar multicomponents,
tenir una resposta rapida i reversible i ser estables a llarg
termini. A més a més, hauria de ser robust, barat, sen-
zill, miniaturitzat i amb possibilitats d’autocalibratge.

El métode de transduccio fisic pot ser electroquimic,
mecanic, térmic o optic. Els transductors electroquimics
poden ser dispositius amperométrics, potenciométrics o
conductimétrics. Els amperométrics mesuren el corrent
eléctric per a un potencial constant, normalment utilit-
zen eléctrodes coberts d’enzims que catalitzen una reac-
ci6 quimica redox, amb la qual cosa s’obté aixi un cor-
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rent mesurable. Els potenciométrics mesuren els canvis
de potencial per a corrent constant (normalment zero).
El potencial mesurat és una relacié logaritmica de 1’ac-
tivitat de I'i6 la preséncia del qual es vol detectar. Els
conductimétrics mesuren els canvis en la conductivitat
de la solucié que s’estudia, quan una reaccié enzimati-
ca genera un canvi net en les concentracions d’algunes
espécies ionitzades. Tot i que la transduccié conducti-
meétrica promet molt per a determinats analits, com ara
la urea, s’ha de tenir molta cura amb la reproductibilitat
en matrius bioldogiques complexes, ja que hi pot haver
variacions internes del pH, de la composici6 ionica i de
la capacitat del tampd. Independentment del tipus de
transducci6é electroquimica, els canvis en ’ambient de
la mostra que es vol estudiar son essencialment hostils
a aquests dispositius.

Els sensors mecanics utilitzen cristalls piezoeléctrics
(per exemple el quars) que es caracteritzen pel fet
d’oscillar a una freqiiéncia particular quan se’ls aplica
un camp eléctric. La freqiiéncia de la massa en la super-
ficie de l'oscillador decreix quan s’augmenta la massa en
la seva superficie. Sovint s’anomenen microbalances de
cristall de quars (QCM de V'anglés quartz crystal micro-
balance). El major desavantatge de les QCM és la seva
no-especificitat inherent, deguda a l’absorci6 anomala
que fa la capa sensora.

Els calorimétrics mesuren els canvis de temperatura
que es donen en les reaccions d’afinitat, que sén exotér-
miques. S’utilitzen més per a I’analisi d’afinitats d’enllag
que com a biosensors.

Finalment, els biosensors optics, en els quals ens cen-
trarem en aquest article, son aquells que utilitzen téc-
niques oOptiques per detectar i identificar espécies qui-
miques, bioldgiques o microorganismes. Entre els nom-
brosos avantatges que ofereixen podriem mencionar: la
possibilitat de mesurar a distancia amb selectivitat i es-
pecificitat elevades, I'is d’esquemes de reconeixement
biologic tinics, mesures rapides i en temps real, deteccid
de més d’un component simultaniament, disseny com-
pacte, invasivitat minima en mesures in vivo, i el fet
d’estar lliures d’interferéncies electromagnétiques.

Els dos elements més importants en un biosensor sén
a) element biologic de reconeixement que serveix per
detectar l'analit (les espécies quimiques o biologiques) i
b) el mecanisme de transducci6é que, un cop fet el reco-
neixement, converteix la resposta fisica i quimica en un




senyal optic. Un aspecte molt important en un biosensor
és la immobilitzacié de ’element biologic de reconeixe-
ment per augmentar-ne la concentracio6 local en la zona
sensoria. A grans trets, un sistema biosensor funciona
de la manera segiient: primer una unitat de mostreig po-
sa en contacte l'analit amb ’element de reconeixement,
que pot ser un enzim, un anticos o fins i tot céllules
com ara el llevat o bacteris. Aquest element de reconei-
xement s’enllaga o reacciona de manera especifica amb
I’analit. El sensor s’estimula opticament. Finalment, el
procés de transduccié indueix un canvi de fase, d’ampli-
tud, de polaritzacié o de freqiiéncia de la llum incident
en resposta al canvi fisic o quimic produit pel procés
de reconeixement biologic. Els biosensors optics també
poden utilitzar estimulacié eléctrica i una transduccid
optica (per exemple, els sensors electroluminiscents) o
una estimulacié optica i una transduccié eléctrica (per
exemple, un sensor fotovoltaic).

Els biosensors optics poden treballar en deteccid di-
recta, en qué es mesuren les propietats espectrals de 'a-
nalit, o en deteccid indirecta, en qué s’utilitza un reagent
auxiliar. Aquest reagent auxiliar canvia una propietat
optica, per exemple, la dispersié elastica o inelastica,
el cami optic, I’absorcié, la luminescéncia (ja sigui la
intensitat o el temps de vida), o la polaritzacio.

Aquests altims anys s’han desenvolupat una gran va-
rietat de biosensors optics, entre els quals trobem fibres
optiques, fibres fotoniques, microcavitats, ressonancies
de plasmons superficials (SPR), interferometres i guies
d’ones planes. Aquests transductors ofereixen un ampli
rang d’aplicacions amb gran sensibilitat.

També es poden distingir els sensors segons siguin
extrinsecs o intrinsecs. Els sensors extrinsecs permeten
que la llum surti fora del transductor mentre que els
sensors intrinsecs modulen la llum en resposta a 1’ana-
lit mentre és dins del transductor. En els intrinsecs,
el transductor és una part integral del sensor (ja sigui
refractomeétric o espectroscopic) mentre que en els ex-
trinsecs és una uni6 entre la llum i el sistema de reco-
neixement. FEn principi els sensors intrinsecs sén més
estables 1 més flexibles.

Aixi doncs, els components principals d’un biosensor
optic son: a) una font de llum, b) un medi transmissor
optic (guia d’ona, plasmons, etc.), ¢) un element de reco-
neixement immobilitzat (enzims, anticossos, microbis),
d) marcadors optics com ara elements fluorescents (en
el cas de deteccid indirecta) i e) un sistema de deteccid
optic.

En aquest article descriurem els principis basics dels
biosensors optics i definirem els diferents tipus d’anticos-
sos utilitzats en un biosensor immunologic. Després des-
criurem alguns tipus de biosensors oOptics, tots a nivell
de laboratori. Ens basarem sobretot en biosensors 1’ele-
ment transductor dels quals sigui una guia d’ona plana
o variacions d’aquestes per a la deteccidé de components

immunologics. Finalment, donarem alguns exemples de
linies futures en aquest camp de recerca i desenvolupa-
ment.

Principis basics dels biosensors optics

Els dos principis més importants en un biosensor Op-
tic s6n el reconeixement biologic i la transduccié optica.
Els elements per al reconeixement biologic son materials
biologics com ara els enzims, els anticossos, les céllules
i els microorganismes que reconeixen selectivament un
analit. Sovint estan immobilitzats per tal d’augmentar
la seva concentraci6é local a prop del transductor. En
aquest article ens centrarem en els anticossos, ja que els
biosensors basats en reaccions immunologiques soén els
més utilitzats en la deteccid i quantificacié de biomo-
lécules en diagnosi clinica, d’aliments i mediambiental.
Es una técnica que es va establir ara fa cinquanta anys
i que aprofita l’elevada afinitat entre els anticossos i els
seus antigens corresponents per detectar-ne la preséncia
en la soluci6 que s’analitza. Els antigens que es volen
detectar poden ser virus, bacteris o parts d’ells, toxines
o qualsevol altra molécula organica o inorganica que és
antigénica, és a dir, que crea una resposta immunologica
i que per tant, es pot reconéixer amb un anticos.

Aquesta técnica permet desenvolupar una reaccio im-
munologica contra qualsevol tipus de molécula blanc,
fins i tot si es troba en concentracions molt baixes i en
matrius biologiques complexes com ara la sang, el sé-
rum i altres fluids biologics, menjar, begudes o aigiies
residuals.

Els anticossos i la interaccié immunologica

Els anticossos son proteines sintetitzades per les céllules
del plasma, per exemple limfocits B madurs, en animals
en resposta a la preséncia d’una substancia aliena, ano-
menada antigen. Hi ha cinc classes diferents d’immu-
noglobulines (G, A, M, D i E) i es diferencien en les
regions constants de les cadenes pesants. La immuno-
globulina G (IgG), també coneguda com a vy-globulina,
té una massa de 150 kDa i és el principal anticos en el
sérum.

L’estructura d’un anticos, generalment representat
com l'estructura d’una IgG, té dues cadenes pesants i
dues de lleugeres, cada una d’elles conté diferents domi-
nis, unides a través d’enllagos disulfidics. Cada cadena,
ja sigui lleugera o pesant, es compon d’una regi6é vari-
able i una de constant. Cada regié variable inclou tres
segments hipervariables que varien d’un anticos a un
altre. L’especificitat d’un anticos per un antigen ve do-
nada per les regions variables de les cadenes pesants i
lleugeres (figura 1)

L’anticos té una afinitat i una especificitat molt ele-
vada pel seu antigen gracies a la seva complementari-
etat molecular. Aquesta compatibilitat conformacional
es pot representar com un pany (l’anticos) i una clau
(antigen). Aquesta associacié fisica produeix una res-
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Figura 1: Estructura simplificada d’un anticos, representa-
da com una IgG. P: cadena pesant, L: cadena lleugera, V:
part variable, C: part constant, F: fragment, Ab: anticos

posta Optica que pot ser intrinseca, per exemple un can-
vi de les propietats optiques de I'anticos o de I'antigen,
o extrinseca, unint un marcador fluorescent ja sigui a
P’anticos o a I’antigen.

Principis optics basics

La transduccié optica creada per I'element de reconeixe-
ment en preséncia d’un analit és molt variada. Les més
utilitzades per als biosensors soén les que mesuren: can-
vis de fase deguts al canvi de la part real de I'index de
refraccio; canvis d’amplitud deguts a ’absorcio, reflexié
o altres mecanismes de pérdua en la transmissioé i canvis
de fregiiéncia:

a) fluorescéncia amb un foté on el senyal Optic generat
és degut a un desplagament de Stokes en la freqiiéncia
d’excitacio,

b) Raman, que també és un desplagament de Stokes pero
degut a una excitaci6é vibracional, i

¢) desplagament de freqiiéncia degut a una interaccid
no lineal con ara la generaci6 de segon harmonic i la
fluorescéncia a dos fotons. Mentre els canvis de fase i
d’amplitud sén sempre métodes directes, els canvis de
freqiiéncia poden ser directes, quan es generen elements
fluorescents com a resultat de I’enllag entre ’analit i I’e-
lement de reconeixement, i indirectes, quan es conjuga
un marcador fluorescent a ’analit o a 1’element de reco-
neixement. Aquests diferents métodes estan resumits a
la figura 2.

Métode directe: canvis de fase

Les guies d’ones planes presenten superficies d’interac-
ci6 molt grans on es poden immobilitzar els elements de
reconeixement. Un dels avantatges de les guies d’ones
planes és que es poden immobilitzar multiples elements
de reconeixement en la seva superficie, cosa que permet
permetent la deteccié de multianalits en un sol disposi-
tiu sensor. Les guies d’ona son transparents, estan fetes

Canvis de fase

Absorcio

) Canvis d'amplitud {
f> Directe Propagaci6
Fluorescéncia

Canvis de freqiiéncia ¢ Raman
Reaccié d'enllag

Optica no lineal
f> Fluorescéncia
Indirecte { Canvis de freqiiéncia {
Anticos Optica no lineal
Antigen

Figura 2: Transduccié optica utilitzada en els biosensors
immunologics. Es també valida en altres biosensors

amb materials dieléctrics o polimérics amb gruixos que
poden oscillar entre els 100 nm i les 10 micres. El gruix
de les capes formades pels bioreceptors immobilitzats
oscilla entre 4 i 600 nm.

Si la llum que es propaga dins d’una guia d’ona d’in-
dex de refraccié ny incideix amb un angle 6 relatiu a la
superficie de la guia d’ona i és més gran que I’angle de re-
flexi6 critica (definit per la llei de Snell), la llum es troba
en condici6 de reflexio total interna i, per tant, esta con-
finada dins de la guia d’ona (figura 3). Aix0 no implica
que fora de la guia d’ona no hi hagi un camp electro-
magnétic; de fet, el camp de l'ona guiada es propaga en
Iinterior i penetra en forma d’ona evanescent una petita
distancia Az en el medi que es troba a la superficie de
la guia d’ona. Aquesta ona evanescent decau de manera
exponencial i és proporcional a exp(—z/Az). Les pro-
pietats fisiques i caracteristiques de la guia d’ona i del
medi que Penvolta (capa d’elements de reconeixement,
soluci6 amb lanalit, etc.) defineixen la longitud de pe-
netracié del camp evanescent els valors tipics del qual
es troben entre 50 1 500 nm. Per a un biosensor de guia
d’ona concret, només una determinada longitud d’ona
i uns determinats modes estan permesos, i per a cada
mode hi ha un sol angle . Cada un d’aquests modes té
una part del total de la intensitat emmagatzemada en
el camp evanescent.

Una guia d’ona es caracteritza per la seva constant
de propagacio (o index de refraccio efectiu) 8 que deter-
mina la longitud de penetracié del camp evanescent; (3
depén de la polaritzacid, del nimero de mode m, de la
longitud d’ona de la llum incident A i de les caracteris-
tiques de la capa que fa de guia: del seu gruix d i del
seu index de refraccidé ny 1 dels indexs de refraccié del
substrat n3 i del medi biologic no. Aixi doncs, si tenim
I’anticos apropiat immobilitzat a la superficie de la guia
d’ona, quan el seu antigen entri en contacte amb ’an-
ticos tindra lloc la reaccié immunologica desitjada que
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Figura 3: Biosensor basat en una guia d’ona plana. La llum
incident es propaga dins de la guia d’ona amb index de re-
fracci6 n1 amb un angle d’acoblament 0. I(z): Intensitat
del camp evanescent , ny: index de refraccié del medi bio-
logic, d: gruix de la guia d’ona, l: longitud de la xarxa de
difraccié que acobla la llum incident a la guia d’ona. Quan
es produeix la reaccié immunologica ns canvia, i condiciona
les propietats de la propagacié de llum dins de la guia

induird un canvi en I'index de refraccio ns. Aquest canvi
induira al seu torn un canvi en la constant de propaga-
cio (8 que sera detectat pel camp evanescent. Aquest és
Pefecte sensor basic o primari en qué es basen tots els
sensors de camp evanescent.

La condici6 que s’ha de complir per tal que hi hagi un
mode guiat és que 8 > no, n3. La longitud de penetraciod
Az depén de la constant de penetracié de la manera
seglient:

Az = s B2 —n2
T or »
on 8 = knjcosb, ik és el vector d’ona 27/ \.

Els sensors que utilitzen aquesta transducci6é optica
tenen com a principal caracteristica una sensibilitat su-
perficial inherent. Els canvis en el volum de la solucid
amb els analits dificilment afectaran el rendiment del
sensor. Una ona evanescent permet la deteccio directa
de les propietats fisiques, on la sensibilitat del sensor ve
determinada per les dimensions moleculars i la diferén-
cia de I'index de refraccié entre ’antigen i 'anticos.

Un dels aspectes més critics en els biosensors basats
en guies d’ona plana i en general en deteccié del camp
evanescent és ’acoblament de la llum dins de la guia
d’ona. Entre els molts tipus d’acoblament descrits en
la bibliografia trobem els prismes, endface i xarxes de
difraccio. Les configuracions amb xarxes de difraccio
poden ser de dos tipus: una amb una xarxa a un ex-
trem de la guia per acoblar la llum a dins i una altra
a laltre extrem per desacoblar la llum cap a fora (es-
quema utilitzat per la companyia suissa Zeptosens AG)
amb sensibilitats al voltant d’1l nM; i la segona tindri-
em la xarxa de difracci6 estesa a una de les superficies
de la guia d’ona i serviria per acoblar i desacoblar la
llum simultaniament (esquema utilitzat per la compa-
nyia hongaresa Microvacuum Ltd). En aquest cas la
condici6 d’acoblament en la guia d’ona es modifica de
la manera segiient:

naksing + mK = 3,

on K =27 /A, A és el periode de la xarxa de difracci6 i
¢ 'angle incident que forma l’ona plana amb la super-
ficie de la xarxa de difraccié. La sensibilitat d’aquest
biosensor té un rang molt ampli, d’l mM a 1 nM.
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Figura 4: Esbés d’'una GWS. La xarxa de difraccié acobla
part de I'ona incident dins de la guia d’ona i presenta alhora
una reflexi6 anomala. Quan una reaccié immunologica té
lloc a la superficie de la GWS, la longitud d’ona ressonant
es desplaga cap al vermell
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Figura 5: Esbés d'una DGWS. Les xarxes de difraccié su-
men les seves ressonancies, de manera que cada xarxa con-
tribueix al fenomen ressonant de manera independent. Quan
una reaccié immunologica té lloc a la superficie de la GWS,
la longitud d’ona ressonant es desplacga cap al vermell

Les xarxes de difraccioé poden ser dissenyades de ma-
nera que presentin un fenomen que s’anomena reflexid
anomala. El terme anomal es refereix a la variacioé rapi-
da dels camps optics externament observables respecte
a parametres fisics com ara la longitud d’ona o I’an-
gle d’incidéncia de 'ona incident. La reflexi6 anomala
va ser estudiada i descoberta per primer cop el 1902 per
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Figura 6: Corbes de ressonancia d’'una GWS i una DGWS. a) Triangles: corba de ressonancia de la GWS, linia: impuls del
laser incident (Ti:Safir, 150 fs, 76 MHz, A X\ = 8 nm), a incidéncia normal; b) corba de ressonancia de la DGWS a un angle

d’incidéncia de 36°

R. W. Wood i després per Lord Rayleigh el 1907. Aques-
ta anomalia és deguda al fet que un dels ordres espectrals
apareix (o desapareix) a langle limit (grazing angle) i
es propaga al llarg de la superficie. També hi ha, pero,
I’anomalia ressonant. Aquest fenomen de ressonancia es
caracteritza per reflectir gairebé al 100 % la llum inci-
dent en la xarxa de difraccid. Aquesta ressonancia depén
dels factors geomeétrics de la xarxa (periode i profundi-
tat) i de la modulacié de 'index de refraccio nq. Aixi
doncs, per a una xarxa donada tindrem que una deter-
minada longitud d’ona incident a un determinat angle
i amb una determinada polaritzacio, es reflectira total-
ment, mentre que per a altres combinacions la xarxa
sera totalment transparent. La superficie de la xarxa es
pot recobrir amb anticossos immobilitzats i, quan entrin
en contacte amb ’antigen en solucid, hi haura un canvi
en 'index de refraccié ns i en conseqiiéncia la longitud
d’ona ressonant es desplagara cap al vermell. Aquest bi-
osensor estd comercialitzat per la companyia americana
SRU Biosystems i s’anomena també biosensor colorimeé-
tric ressonant.

Per tal d’augmentar-ne la sensibilitat, es poden com-
binar ambdues geometries, és a dir, un biosensor que
contingui una guia d’ona i una xarxa de difracci6 res-
sonant. Aquests biosensors es coneixen amb el nom de
GWS (de l'anglés grating waveguide structure) quan te-
nen una sola xarxa de difraccié a sobre de la guia d’ona i
DGWS (de langlés double grating waveguide structure)
quan tenen dues xarxes de difraccid, una a sobre i 'altre
a sota de la guia d’ona. Aquests dispositius es mostren
a les figures 4 i 5.

A la figura 6a es mostren les ressonancies de la
GWS per al mode TE (la polaritzaci6 del camp eléc-
tric és parallela a les linies de la xarxa de difraccio)

en incidéncia normal. Aquesta GWS és ressonant per
a Ares = 834 nm amb una amplada de banda FWHM
d’1,6 nm. A la figura 6b es mostren les ressonancies de
la DGWS per al mode TE amb un angle d’incidéncia de
36°. La longitud de ressonancia és A..s = 815 nm amb
una amplada de banda FWHM de 4 nm.

A la figura 7 es mostren els resultats experimentals
d’un enllag biotina-estreptavidina utilitzant com a bio-
sensor una GWS polimérica. Sovint abans de donar pas
a mesures amb sistemes bioldogics més complicats, s’u-
tilitzen sistemes model que tinguin una elevada afinitat
entre ells. Un d’aquests sistemes model ¢s la biotina (vi-
tamina H) i I'estreptavidina (variant de avidina, prote-
ina present a la clara d’ou). La ressonancia de la GWS
empitjora a causa del gruix de les capes biologiques que
es formen en ’enllag i de la precipitacié de les sals con-
tingudes en els dissolvents; tot i aixi es pot apreciar
clarament el desplacament de la longitud d’ona resso-
nant quan s’afegeix una capa d’estreptavidina a la capa
de biotina immobilitzada a la superficie de la GWS.

Aquests tipus de biosensors poden estar fets de ma-
terials diferents, dieléctrics o polimérics, com ara vidre
de silici, poliestiré, TasOs5, poliamida, etc. Depenent
del material utilitzat, s’haurd de triar una determinada
reaccié quimica per tal d’immobilitzar els anticossos en
la superficie del sensor. Tal com ja hem mencionat al
principi de 'apartat, el principal avantatge d’utilitzar
biosensors basats en guies d’ona plana és la possibili-
tat de fer multicanals que permetin la detecci6 miiltiple
d’analits.

Métode indirecte. Canvis de freqiiéncia

Els biosensors que utilitzen técniques d’immunofiuores-
céncia detecten in situ anticossos o antigens enllagats
a un marcador fluorescent. Els limits de deteccié per
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Figura 7: Corbes de ressonancia d’'una GWS. La corba de
color lila és la corba de ressonancia de la GWS amb una capa
de biotina immobilitzada a la superficie. La corba vermella
és la corba desplagada un cop s’ha enllagat 'estreptavidina
a la biotina de forma covalent

aquests métodes tendeixen a ser alts com a conseqiiéncia
de la fluorescéncia de fons, proximitat entre I’excitacio i
I’emissi6 i autofluorescéncia dels materials biologics. Els
problemes de la fluorescéncia de fons es poden resoldre
utilitzant biosensors que limitin el camp d’acci6 a la su-
perficie. L’ona evanescent generada per les guies d’ona
s’utilitza com a font d’excitacié de les molécules fluores-
cents que estan a prop de la seva superficie. En aquest
cas, la sensibilitat és més elevada, el limit de deteccio
baixa i augmenta aixi la ra¢ senyal-soroll. Aquests bio-
sensors, perd, no seran insensibles a enllacos inespecifics
si una molécula no especifica que esta marcada s’apropa
a la superficie.

En els biosensors immunofluorescents hi ha tres con-
figuracions estandards: sandvitx, competitiva i indirecta
(figura 8). En la configuracié sandvitx mostrada a la fi-
gura 8, 'anticos Ab esta immobilitzat a la superficie i
s’enllaca a ’antigen present a la mostra que s’ha d’a-
nalitzar. Un segon anticos marcat amb un fluorocrom
s’enllaca a l’altre extrem de ’antigen, la fluorescéncia
que es mesura en aquest cas és proporcional a la quan-
titat d’antigen present a la mostra. En la configuracié
competitiva, ’anticos marcat competeix amb un anti-
cOs no marcat per enllacar-se amb ’antigen immobilit-
zat a la superficie. En aquesta configuracid, el senyal
fluorescent mesurat és indirectament proporcional a la
quantitat d’anticos present a la mostra analitzada. En
configuracié indirecta, ’anticos enllagat a l’antigen es
detecta a través de I’enllag d’un anticos secundari mar-

cat, aixi doncs, el senyal és proporcional a la quantitat
d’analit, ja sigui I’antigen o ’anticos, present a la mos-
tra.

Un problema addicional a la reproductibilitat i a la
manca de robustesa en biosensors basats en guies d’ona
és la interferéncia encreuada deguda a efectes optics de
camp proper. En canvi en les GWS i DGWS, practi-
cament no hi ha interferéncia encreuada. En ambdos
casos la llum s’acobla i es desacobla sense propagar-se
grans distancies. Aquesta caracteristica també fa que
ambdos dispositius siguin més robustos, atenuacions o
artefactes com ara ratllades sé6n menys critiques ja que
I’acoblament que té lloc és practicament local.
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e

Ab primari

immobilitzat

Figura 8: Configuracions estandard dels biosensors immu-
nofluorescents

A causa de l'estructura quimica de moltes biomolé-
cules (anells benzénics deslocalitzats, enllagos ™ — 7*,
rigidesa en els enllagos, etc.) aquestes presenten fluores-
céncia endogena o autofluorescéncia, la qual no s’excita
amb fonts de llum que estiguin per sobre dels 500 nm i
no emet mai per sobre dels 600 nm. Aquesta autoflu-
orescéncia emet en la mateixa finestra espectral que la
majoria dels marcadors utilitzats, de manera que aug-
menta el soroll de les mesures. La rad senyal-soroll es
pot millorar si utilitzem técniques no lineals, com ara
la fluorescéncia a dos fotons. La fluorescéncia amb dos
fotons es basa en I'absorcié simultania de dos fotons de
major longitud d’ona i depén quadraticament de la in-
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tensitat incident, cosa que permet I'ts de la finestra te-
rapéutica de 700 a 1.000 nm (infraroig proper: NIR, de
Panglés near infrared). En aquesta finestra el material
biologic és practicament transparent, hi ha menys dis-
persio i es poden estudiar medis no transparents (sang,
sérum, etc.) ja que el senyal es genera a una profundi-
tat equivalent a la longitud de penetraci6. A més a més,
la llum d’excitacié i ’emissié estan molt separades. Un
altre avantatge és que els danys causats per ’exposicio
son inferiors als de la fluorescéncia amb un foto.

En canvi, la fluorescéncia amb dos fotons només es
pot generar si hi ha un elevat flux de fotons (103! fo-
tons/s cm?). Per obtenir aquest flux, s’hauria de foca-
litzar al limit de difracci6 la llum provinent d’un laser
d’impulsos en el régim dels femtosegons. Per tal d’evi-
tar de focalitzar la llum provinent del laser, s’utilitzen
dispositius basats en GWS i DGWS, que augmenten el
camp a la superficie en dos ordres de magnitud.

A la figura 9 es pot veure 'espectre d’emissié d’u-
na gota de tetrametilrodamina (TMR) dipositada a la
superficie d'una GWS polimérica. Aquesta mesura s’ha
fet de la manera segiient: per a una polaritzacio fixa (en
aquest cas TE, que es defineix com la polaritzaci6 paral-
lela als canals de la xarxa de difraccio) se sintonitza la
longitud d’ona a partir de la longitud d’ona ressonant;
i per a una longitud d’ona fixa (la ressonant A5 = 844
nm) es canvia la polaritzacio, de manera que passa de
Iestat ressonant al no ressonant. En la configuracio res-
sonant s’observa el senyal maxim de fluorescéncia amb
dos fotons. En canvi, quan estem fora de ressonancia,
no s’observa cap senyal.
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Figura 9: Espectre d’emissié per a diferent longituds d’ona
d’excitacié. Aquesta GWS és ressonant per a Ares = 844 nm
amb una amplada de banda FWHM d’1,6 nm. Quadrats
plens A\res = 844 nm, quadrats buits A = 844 nm fora de
ressonancia, polaritzacié TM

La GWS utilitzada esta dissenyada per a incidén-
cia normal i aix0d permet que es pugui implementar fa-
cilment en instruments ja comercialitzats com ara mi-
croscopis i fluorimetres. L’augment del camp mesurat
en aquest cas era de dos ordres de magnitud. Si, en
lloc d’una sola xarxa de difracci6 ressonant, utilitzem
la DGWS tindrem que 'amplada de ressonancia és més
ajustable, gairebé el doble, I’alineament pot ser menys
acurat i Pamplificacié del camp és major de dos ordres
de magnitud (figura 10). Malauradament, les DGWS
comercials no estan dissenyades per a incidéncies nor-
mals per a longituds d’ona del NIR. Les mesures de la
figura 10 s’han fet amb un angle d’incidéncia de 36°.

I ——

v BK7
330 cops

Fluorescencia a dos fotons (u.a.)

T T T T T T T T
360 380 400 420 440 460 480 500 520
Poténcia (mW)

Figura 10: Augment del camp mesurat amb una DGWS
a la longitud de ressonancia A\res = 815 nm incident a 36°
en comparacié amb una gota dipositada en un portaobjectes.
Per tal d’observar la fluorescéncia en la referéncia, s’ha hagut
de focalitzar amb un objectiu de microscopi (10x, NA =
0,25). El grafic log-log del senyal de fluorescéncia respecte
de la poténcia del laser és una recta de pendent dos, tal com
s’espera en un fenomen quadratic

Per tal de comparar les dues intensitats, hem utilit-
zat la formula segiient:

TPF = k%nmug, (1)

on ¢o és leficiéncia quantica, ny és la densitat de fluo-
rocroms, o9 la seccié eficag, Iy la intensitat incident, [
el cami optic i £ una constant adimensional que depén
del set-up optic (deteccio, illuminacio, etc.). Utilitzant
(1) i suposant que ¢o, o2 il son iguals en ambdos sis-
temes, obtenim la segiient expressié que en permetra
normalitzar el senyal obtingut amb la DGWS en funcio
de l'obtingut amb el vidre:




kpewsnapaws g
TPFpaws = oG IgGODGWS TPFs.  (2)

En ambdos casos, I’area de la gota de TMR mesura-
da és practicament igual, el que fa que no sigui igual i
obtenim un factor d’amplificacié de 330.

Abans de provar els nostres sistemes amb un assaig
immunologic real, els hem provat amb el sistema model
biotina—estreptavidina. En aquest cas, lestreptavidina
té afegit un marcador fluorescent, la tetrametilrodami-
na. En la figura 11 es mostra una imatge amb un mi-
croscopi de fluorescéncia amb dos fotons d'una GWS
funcionalitzada de manera que les bandes clares es cor-
responen a les crestes de la xarxa de difraccié on s’ha
immobilitzat la biotina-estreptavidina marcada, les ban-
des fosques corresponen a les valls de la xarxa on no hi
ha material immobilitzat.

Figura 11: Imatge de microscopi no lineal (fluorescéncia a
dos fotons) d’'una GWS amb una capa de biotina immobilit-
zada a la superficie, la biotina reacciona amb I'estreptavidina
marcada formant un enllag covalent. El periode de la GWS
és d’uns 550 nm

En ambdos tipus de biosensors (GWS i DGWS) hem
aconseguit detectar concentracions d’uns 100 pM sense
la necessitat de focalitzar el feix del laser. Aquest li-
mit estd dos ordres de magnitud per sota dels limits de
fluorescéncia amb dos fotons que es poden trobar en la
bibliografia. El limit més baix de detecci6 fins al dia
d’avui en fluorescéncia amb un fot6 és de 3 fM i el té un
biosensor immunologic basat en una guia d’ona plana
molt prima.

Conclusions i linies futures

La tecnologia utilitzada en els immunosensors ha evolu-
cionat significativament des dels primers dispositius que
van aparéixer en el mercat al final dels vuitanta. La

detecci6 directa té el gran avantatge de reduir significa-
tivament la preparaci6 de les mostres i permet I’'observa-
ci6 en temps real de les reaccions immunologiques, perd
hi ha moltes interferéncies quan s’examinen mostres cli-
niques molt complexes com ara sang, sérum, orina, etc.
Els sistemes indirectes s’aprofiten de la bioquimica es-
tandard i de la simplicitat i baix cost de I'instrumental
existent. En el cas dels métodes no lineals, hem de-
mostrat que 'as de GWS i DGWS ressonants permeten
disminuir el limit de deteccié a 100 pM, dos ordres de
magnitud per sota dels valors que es troben en la biblio-
grafia, pero encara resulten molt cars a causa de ’elevat
cost dels lasers d’impulsos del femtosegon.

Tot i que en la bibliografia es descriuen molts immu-
nosensors per a diagnosi clinica, n’hi ha pocs que s’hagin
comercialitzat. Algunes de les limitacions en el desen-
volupament d’un biosensor séon forga importants, com
ara mostres complexes, fendomens de superficie, estabi-
litat restringida i sobretot I'alt cost per mesura. Mi-
crofabricaci6é i nanoestructures s’utilitzen en molts bio-
sensors que s’estan desenvolupant avui en dia, com ara
les GWS i DGWS, malgrat que tenen un cost elevat i
aixo limita poder obtenir biosensors d’un sol 1is. Per ai-
x0 el desenvolupament de GWS i DGWS polimériques,
que s6n molt facils de fabricar, és molt important. Els
polimers son facils de dipositar, son més barats que els
materials dieléctrics i més facils d’estructurar, a més a
més, les GWS sé6n molt robustes. Esperem que, mi-
llorant les técniques de fabricacié ja existents podrem
disminuir encara més el limit de detecci6.

Les nanoestructures i els sistemes basats en nanopar-
ticules metalliques sén una linia futura molt interessant
per al camp dels biosensors. El laser genera un camp lo-
cal enorme quan incideix en les nanoestructures metal-
liques ja que excita les oscillacions collectives dels elec-
trons lliures (plasmons). Per exemple, s’ha calculat que
la distribuci6 del camp eléctric local en una punta d’or
pot augmentar la intensitat en un factor 1.000. Altres
estudis teorics prediuen augments majors dels processos
optics a prop de capes metalliques semicontinues i en
agregats de nanoparticules metalliques amb geometria
fractal (dimensi6 no entera) distribuida a l'atzar. Els
agregats metallics fractals no tenen simetria translacio-
nal i per aix0 donen lloc a plasmons altament localitzats.
Meés important encara, la interaccié entre les particules
dels agregats fractals produeixen camps locals gegants
en hotspots de mida inferior a la longitud d’ona que els
excita. Els factors d’augment (mitjanats espacialment)
van dels 1.000 als 20.000 i poden arribar a pics d’aug-
ment de 160.000. Un problema per resoldre és que els
augments del camp no sén homogenis espacialment. Tot
i aix0, amb les noves técniques de litografia es pot con-
trolar la posicié i la distribucié espacial d’aquests hots-
pots.

L’as de técniques no lineals resol molts dels proble-
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mes esmentats, es poden fer mesures en matrius biolo-
giques complexes, medis no transparents, perd aquests
biosensors no lineals es troben en una fase molt inicial
i encara resulten massa cars perqué es puguin comer-
cialitzar. Un altre problema és 'elevat flux de fotons
necessari; aixo obliga a focalitzar el feix en el limit de
difraccié cosa que fa augmentar els danys en materials
biologics. Aquests danys, pero, es redueixen quan s’uti-
litzen ressonadors, que permeten 1'is d’un feix laser no
focalitzat i no amplificat.

Una altra caracteristica d’aquests fenomens no line-
als combinats amb els ressonadors és que es pot observar
fluorescéncia encara que estiguem fora de 'amplada de
banda de la ressonancia perqueé els impulsos d’un laser
de femtosegon tenen una amplada espectral d’uns 8-10
nm; per tant, el sistema veura una component ressonant
que és suficient per excitar la fluorescéncia no lineal a
causa de 'amplificaci6é del camp, sempre que ens trobem
en linterval A\es £ AN/2 nm.

Un dels objectius principals per als propers anys en
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