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RESUMEN

En este trabajo se presenta la deteccién y seguimiento dinamico de la transicion de fase de varias
sustancias a través de sistemas 6pticos integrados. Las propiedades de este tipo de sistemas, como
plataformas integradas a escala micrométrica para el analisis de especies bioquimicas, puede ser
utilizada en la industria bioldgica, cosmética y alimentaria. También conocidos como laboratorios en
un chip (Lab-On-a-Chip - LOC) donde, el sistema transductor esta basado de resonadores 6pticos y
guias de ondas los cuales, estan inmersos en los procesos quimicos descritos, detectan los cambios
(homogéneos) del ambiente a través de variaciones en el indice de refraccion. Estos cambios estaran
asociados a las propiedades fisicoquimicas intrinsecas de las sustancias cubriendo el resonador
optico. Este trabajo presenta la habilidad de este tipo de plataformas para monitorear y seguir los
cambios en las transiciones de fase supramoleculares de una solucién acusa de acidos grasos (12-
hydroxystearic acid, in association with amino-pentanol: C5/12HSA) a partir de diferentes
condiciones de temperatura. Este tipo acidos grasos tienen actualmente un impacto muy prometedor
en la industria farmacéutica y alimentaria ya que, se presentan como sistemas moleculares
(biocompatibles) para la liberacién de sustancias de forma controlada por lo que, el control y
seguimiento de dichos cambios es de gran importancia para este tipo de procesos y aplicaciones
bioquimicas. A diferentes temperaturas, de 17 a 24 °C y, con un tratamiento estadistico y
automatizado de la informacion, proveniente de los espectros de resonancia del resonador éptico
inmerso en la solucion acuosa, el sistema LOC registra la respuesta térmica de la solucion basada
en acidos grasos y los diferentes regimenes fisicoquimicos del mismo. Estos resultados obtenidos
por el sistema LOC son comparados por un redémetro con la finalidad de estudiar las propiedades
viscoelasticas de la solucion bajo las mismas condiciones de temperatura.

Los resultados son comparativos en términos de la temperatura de transicion de fase de este tipo de
sustancias, confirmando que el sistema LOC basado en resonadores Opticos es capaz de igualar
aquellos métodos de andlisis comerciales y ampliamente utilizados. Sin embargo, los resultados
obtenidos por el LOC muestran comportamientos inherentes a la respuesta completa de la solucién
como funcioén de la temperatura que no se perciben a través de los estudios de viscosidad. Si bien
los datos de viscosidad exhibieron una transicion bastante suave y monétona, el comportamiento fue
mas nitido y no monétono en términos de propiedades 6pticas, lo que nos permitié identificar sin
ambigliedades el punto fisicoquimico de transicion de fase en un régimen intermedio entre 18.5 y
20°C. Estos experimentos de transicion morfoldgica representan una oportunidad Unica para ampliar
el numero de técnicas disponibles que estudian estos sistemas a través de técnicas Opticas
integradas con oportunidades potenciales de deteccion en tiempo real y trabajando en un volumen
de muestreo bajo.



INTRODUCCION

Para la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria, por citar algunos ejemplos, es primordial
tener un control absoluto sobre la proteccion y transporte de especies bioquimicas [1,2]. Por ejemplo,
para la industria farmacéutica, el empaquetamiento, transporte y liberacion de farmacos de forma
selectiva, representa una capacidad extraordinaria del mismo para realzar su efecto, por ejemplo, en
una poblacién celular particular con preferencia sobre otras. Para que esto sea posible, el farmaco
debe estar disefiado para atacar componentes celulares especificos. De esta forma, podemos
plantar tres escenarios como soluciones potenciales para que el transporte y liberacién se lleven a
cabo de forma eficiente: 1) que el “empaque” bioquimico del farmaco este superficialmente activado
con los enlaces quimicos adecuados para que reconozcan a cierta proteina objetivo presentes en
las células especificas, 2) que la proteccion del farmaco atienda a estimulos de temperatura y acidez
de tal forma que se puedan disefar este tipo de sistemas bioquimicos a partir de procesos de
ingenieria molecular avanzado para que esto ocurra de forma programada y 3) un sistema molecular
hibrido con las capacidades de los puntos 1) y 2) en donde el farmaco aumenta su biodisponibilidad
y ambos procesos cooperan hacia un mismo objetivo comun y se involucran en el mismo proceso.
En este sentido, el proceso de microencapsulacion es un procedimiento util para el
empaquetamiento, aislamiento y proteccion de compuestos bioquimicos, y las estructuras
supramoleculares auto ensambladas, como micelas, vesiculas o fases lamelares, representan una
oportunidad extraordinaria para la encapsulacién de sustancias bioquimicas [3,4].

Los acidos grasos son muy importantes para una gran cantidad de aplicaciones biotecnolégicas que
van desde fuentes de combustible para animales hasta portadores de medicamentos [3]. Cualquiera
que sean las aplicaciones, estas dependen del control completo de las estructuras supramoleculares
auto ensambladas intrinsecas, regidas por la forma en que las moléculas pueden empaquetarse y
organizarse a si mismas [3,4]. A su vez, estos sistemas pueden moldearse en varias formas que
oscilan desde fluidos hasta pastas. Cada forma estara asociada a propiedades especificas de
volumen como comportamiento térmico y viscosidad. Algunas de las numerosas técnicas
convencionalmente utilizadas para estudiar las propiedades de las estructuras supramoleculares
son: Reologia, Dispersion de rayos X de gran angular (WAXS) y calorimetria diferencial de barrido
(DSC), entre otras mas. A pesar de que la informaciéon obtenida de dichas técnicas es
complementaria en términos del proceso de caracterizacién de estos materiales, estos equipos son
costos y no robustos, lo cual, limita las aplicaciones potenciales de dichos materiales, por ejemplo,
la aplicacién y seguimiento en tiempo real de las diferentes transiciones de fase bioquimica in situ
de los mismos. Por estas razones, la implementacion de nuevas técnicas de caracterizacidon capaces
de monitorear en tiempo real estos cambios de fase, que ademas sean compactas y que el consumo
energético para operarlas sea minimo, tienen oportunidades Unicas respecto a las ya comerciales y
ampliamente utilizadas como las descritas arriba [5,6].

Técnicas Opticas a base de dispositivos integrados es la propuesta de este trabajo para el
seguimiento de las transiciones de fase de una solucién acuosa de acidos C5/12HSA Los cambios
estructurales de esta solucion se monitorearon al variar la temperatura del sistema de 17°C a 25°C
[5]. Existen en el estado del arte diferentes configuraciones de elementos transductores basados en
sistemas opticos integrados, por citar algunos, cantilevers, interferometros, tapered optical
waveguides, resonadores, entre otras [6,7]. Brevemente, un elemento transductor en un chip
integrado, cumple la funcién especifica de convertir la informacién del estimulo externo a una sefial
conocida propia del experimento, por ejemplo, voltaje, cambio en frecuencia, tiempo, indice de
refraccion, entre otras. Por lo general, los transductores dpticos como tapered optical waveguides y
resonadores, presentan estos cambios a partir de variaciones del indice de refraccién efectivo y
presentan su sensibilidad como unidades de indice de refracciéon (URI) [7].

Las formas de deteccion, sobre aquellas referidas al seguimiento de reconocimientos de especies
bioquimicas, se dan a partir de dos configuraciones: activacion superficial o a través de deteccion
homogénea. La activacion superficial permite una seleccién especifica de especies bioquimicas
mientras que, en la deteccion homogénea, el cambio en la sefial del elemento transductor se debe
principalmente a reconocimientos no especificos de especies, temperaturas, PH, entre otros, que
modifiquen las propiedades de guiado de luz en estos sistemas [5]. Para sistemas que atienden al
proceso de deteccidon basado en el seguimiento homogéneo, es de suma importancia que la



respuesta del sensor no se vea afectada por otros factores externos o respuestas inherentes a los
mismos como la temperatura. De esta forma, es primordial que el chip integrado cuente con
propiedades especificas de respuesta a cambios de temperatura las cuales, para el rango de
respuestas experimentales, no represente un compromiso en la interpretacion del estimulo externo

[8].

A manera de ejemplo, la figura 1 representa la respuesta térmica de un dispositivo transductor
integrado en forma de estadio, fabricado a base de un fotoresina comercial (UV210). El seguimiento
en las propiedades mas relevantes en los espectros de resonancia de este dispositivo como: ancho
de banda (FWHM) y rango espectral libre (FSR), no mostraron cambios a diferentes estimulos
térmicos cuando el chip se sometié de 16°C a 25°C [8].
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Figura 1. Seguimiento de las propiedades méas importantes del espectro de resonancia (FWHM y FSR) en
funcién de la temperatura [16-25]°C. Los insets en las figuras resaltan los significados del rango espectral
libre y el ancho de banda de una de las resonancias de la microcavidad.

Este material, fotoresina comercial UV210, sera utilizada en este trabajo para la fabricacion de los
dispositivos integrados en forma de cavidades estadio. Estos dispositivos seran superficialmente
cubiertos por la solucion de acidos grasos C5/12HSA con la finalidad de monitorear las transiciones
de fase de estos al variar la temperatura del sistema de 17-25°C.

DISPOSITIVO INTEGRADO Y CARACTERIZACION OPTICA

El dispositivo integrado a base de un microresonador en forma de estadio fue fabricado utilizando la
fotoresina comercial UV210 a partir de procedimientos de fabricaciéon basados en fotolitografia de
UV profundo (DUV) [5,8]. Este material presenta un indice de refraccién mas pequefio respecto a
otros también comerciales como SU8. Esto es una ventaja desde el punto de vista del uso de estas
plataformas como dispositivos de deteccion bioquimica en donde, el modo electromagnético de
propagacién cubre un area mas grande a través de la guia de onda lo cual implica una mejor
deteccion ya que la profundidad de penetracion del modo soportado también se extiende hacia la
superficie a partir de campo evanescente. El dispositivo resonador descansa sobre una oblea de
SiO2/Si con una capa de SiO2 de 1 yum de espesor obtenida por oxidacion térmica. Esta capa es de
esta forma el revestimiento inferior para las guias de onda. El proceso de fabricacién y los detalles
geométricos del dispositivo se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Presentacion del dispositivo integrado basado en un microresonador en forma de estadio con
esquema en bloques del proceso de fabricacion. PEB es el acronimo en ingles de tratamiento térmico
después de la exposicion.

El proceso de fabricacién abarca desde la limpieza de la oblea de SiO2/Si hasta el revelado y 3¢’y
ultimo tratamiento térmico del dispositivo que le permite mejorar las propiedades de dureza y reticular
aquellas regiones que no se reticularon durante el proceso de exposicion UV y el 2% tratamiento
térmico.

El dispositivo integrado basado en un microresonador en forma de estadio se caracterizd
Opticamente a través del diagrama experimental mostrado en la figura 3.
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Figura 3. Diagrama experimental para la caracterizacion de los dispositivos fotonicos a base de
microresonadores. El inset de la figura muestra uno de los espectros de resonancia tipico de los
microresonadores.

Los dispositivos microresonadores se colocan en una plataforma mecénica a la cual nombraremos
region de inyeccion éptica como se muestra en la figura 3. El Iaser utilizado es un diodo laser de
banda ancha con forma gaussiana centrado en una longitud de 4, = 790 nm con un ancho de linea
de 40 nm. Tanto los objetivos de microscopio de inyeccion, coleccién y el dispositivo son controlados
por nano-posicionadores piezoeléctricos. Antes de inyectar luz al dispositivo, la luz pasa por un
sistema de polarizadores en donde se polariza con TE. El chip integrado descansa sobre un sistema
mecanico conductor en donde se encuentra inmerso un termopar para controlar la temperatura del
experimento. La luz resultante, a la salida del dispositivo, se divide por un divisor de haz para registrar



con una camara CCD el modo propagante y su espectro resonante. Finalmente, una vez que la luz
pasa por el analizador, el espectro éptico se registra en el analizador de espectros 6ptico (OSA). El
espectro de resonancia, inset en la figura 3, nos permite visualizar y registrar varias resonancias. Al
cambiar la temperatura del termopar, el espectro cambia las posiciones relativas de las resonancias
y las asocia al valor de la temperatura programado en el termopar. A partir del registro de los
espectros de resonancia en tiempo real de las posiciones de las resonancias, el FSR y el ancho de
linea de estas son registradas conforme la temperatura del sistema cambia y a partir de un cddigo
computacional desarrollado en nuestros laboratorios utilizando la plataforma de Matlab, es posible
controlar el analizador de espectro de forma remota, registrar y analizar estadisticamente dichos
espectros [8]. Los calculos y sefial de procesamiento se realizan en cada adquisicion de espectro
con lo cual, se extrae el FSR, ancho de la resonancia y factor de calidad Q como funcién de la
temperatura.

RESULTADOS

Al depositar una gota con la solucion hibrida C5/12HSA sobre la superficie del microresonador, el
OSA, controlado por un sistema remoto por computadora, registra el cambio en las propiedades mas
importantes del espectro resonante del mismo. Una vez que la temperatura del dispositivo cambia,
la configuracion y arreglo molecular de la solucion va de micro-micelas a microtubos, figura 4. Las
mediciones se realizan en el rango [17-25] ° C, con una variaciéon de paso cada 0.5 ° C.
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Figura 4. Representacion realzada del experimento variando la temperatura. Presentacion de las micelas, el
histograma de sus diametros y finalmente una fotografia de los tubos alargados a la temperatura de 17 C.

La Fig.4 muestra una representacion realzada del experimento y de las multiples configuraciones
geométricas que ocurren cuando la solucién va de micelas a tubos alargados y viceversa. El inset
en la figura representa el histograma de los tamafios de las micro-micelas a 24 °C, en donde
predominan a esta temperatura micelas con diametros ~1 ym. Las imagenes de los microtubos y
micro-micelas se obtuvieron manteniendo constante las temperaturas de 17 °C y 24 °C
respectivamente. La figura 4 resalta también que el sistema de deteccién se basa en el método de
deteccion homogénea en donde, toda la etapa de transicion es detectada en tiempo real conforme
la temperatura varia.



Los resultados de la evolucion en los parametros de FSR y FWHM se muestran finalmente en la
figura 5.
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Figura 5. (superior) Evolucion de la viscosidad, a partir de estudios reoldgicos, de la solucion hibrida C5/HSA
conforme al temperatura aumenta. (inferior) Respuesta en los parametros 6pticos FSR y FWHM a partir de los
cambios morfoldgicos presentes en la solucién hibrida conforme la temperatura aumenta.

La grafica superior de la figura 5 muestra un estudio reoldgico convencional sobre la dinamica de la
viscosidad del sistema bajo estudio C5/HSA conforme este se somete a varias temperaturas. El
estudio demuestra que la viscosidad disminuye en un factor ~100 cuando la temperatura varia de
16 a 22 ° C. Este comportamiento puede asociarse con una disminucién de micro-tubos y un aumento
micelas en el sistema. El rango de temperatura de 18 a 20 °C es conocido como el rango de
temperaturas de transicion donde el sistema experimenta probablemente una condicién intermedia
entre la cantidad de estructuras asociadas a micro-tubos y micelas. De esta forma, T> 20 ° C estara
asociado con una soluciéon micelar mientras que, T <20 -C estaran asociados a estructuras mas
grandes en la solucion.

Las graficas de la parte inferior de la figura 5 son los resultados mas sobresalientes del estudio
dinamico a partir del chip integrado a base de un microresonador transductor. Los rangos de
temperatura que registran la transicién coinciden con aquellos mostrados por el estudio reolégico
por lo que este tipo de resultados son comparativos y validan el experimento 6ptico. Ambos procesos
de caracterizacion revelaron una transicion a medida que T varia. Las tasas de variacion de los
parametros 6pticos FWHM y FSR (como se muestran en las graficas inferiores de la figura 5)
muestran ademas un cambio de signos a medida que aumenta la temperatura, mientras que la
viscosidad solo evoluciona de manera monotona. Este comportamiento en las propiedades opticas
mas importantes del resonador hace que los tres regimenes se identifiquen mejor a partir del chip
Optico que a través de estudios reoldgicos convencionales [1,9].



CONCLUSIONES

En este trabajo se presentan el estudio y seguimiento de transicion de fase a través de un resonador
Optico integrado, de una solucion hibrida a base de acidos grasos C5/12HSA. El estudio dinamico
de transicion de fase a partir de cambios en la temperatura del sistema requiere que la respuesta de
este tipo de chips integrados sea independiente a los rangos de temperatura donde se llevara a cabo
el estudio; como se muestra en este trabajo. EI comportamiento termosensible C5 /12HSA se
control6 mediante el protocolo experimental general en el que se recopilaron y evaluaron
estadisticamente un conjunto de espectros mostrando la evolucion de las principales propiedades
Opticas del resonador como FSR y FWHM. Las mediciones mostraron que la transicion de
temperatura ocurre en dos pasos, con un régimen intermedio entre 18,5 ° C y 20 ° C. Mostramos
que estos resultados 6pticos pueden estar directamente relacionados con los cambios morfolégicos
del tensioactivo que pasa de tubos alargados autoensamblados a micelas. Un estudio reolégico de
la evolucion de la viscosidad complementario validdé los datos obtenidos por el sistema optico
integrado. Ademas, los resultados a partir del dispositivo mostraron este presenta mayor precision
para revelar todos los detalles de la transicidon, mientras que la sonda reoldgica apenas detecta estos
cambios.
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