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@Resumen:

Se detalla en este documento un dispositivo portatil con
deteccién fluorescente basado en micromotores
magnéticos y cataliticos para la deteccién integrada de
biomarcadores (Hg?+ y toxinas bacterianas), y que
consiste en una plataforma portable disefiada
especificamente para el dispositivo movil o tablet de
interés con una impresora 3D y que integra un
controlador (3) con filtros de emisién de bajo coste (9) y
una lente de alto aumento (10), ambos acoplados
directamente con la camara del controlador y un
puntero laser (7) que incide directamente sobre la
muestra (5). El dispositivo permite grabar videos y
observar a tiempo real los cambios en la fluorescencia
en la superficie de micromotores Janus magnéticos
recubiertos de nanomateriales 2D y puntos moleculares
o cambios en la fluorescencia de disoluciones
conteniendo  micromotores  tubulares  cataliticos
modificados con receptores fluorescentes. Estos
cambios se relacionan directamente con la
concentracion del analito.
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DESCRIPCION

DISPOSITIVO PORTATIL CON DETECCION FLUORESCENTE BASADO EN
MICROMOTORES MAGNETICOS Y CATALITICOS, Y PROCEDIMIENTO DE DETECCION

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere a un dispositivo portatili basado en microparticulas y
nanoparticulas en movimiento o micromotores y nanomotores para bioanalisis basado en
deteccion fluorescente. Este dispositivo resulta ser un sistema aplicable a cualquier teléfono
o tableta inteligente sin la necesidad de software especifico para bioanalisis a tiempo real en
muestras biolégicas. Se pueden disenar apps sencillas para analisis acoplado a cualquier

dispositivo.

El objeto de la invencién se encuadra en el campo de la quimica analitica, mas concretamente
en la quimica analitica basada en la nanotecnologia y los nanomateriales para aplicaciones

de biosensado en el sector clinico, agroalimentario y medioambiental.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En el campo de la salud, el desarrollo de dispositivos de diagnostico descentralizados es
esencial para el tratamiento y la prevencion de diversas enfermedades, en especial
enfermedades infecciosas. En efecto, estos dispositivos pueden ayudar a reducir la carga en
los hospitales y las unidades de atencién primaria, sin mencionar su enorme potencial en
paises no desarrollados. El auge de la tecnologia de teléfonos inteligentes en conexién con
los dispositivos “point-of-care” (POC) ha permitido el desarrollo de (bio)-sensores
miniaturizados como plataformas de diagnéstico novedosas. En tales configuraciones, los
dispositivos inteligentes se pueden utilizar como simples sistemas de lectura y procesamiento
0 como parte integral del sistema. La deteccion puede ser dptica, electroquimica e incluso
basada en caracteristicas morfolégicas o motrices detectables empleando técnicas de imagen

como la microscopia optica.

La deteccion oéptica de fluorescencia ofrece grandes ventajas cuando se combina con un
dispositivo inteligente, debido a que estos estan equipados con camaras de alta resolucién

facilmente acoplables a lentes de aumento vy filtros de fluorescencia de bajo coste. La lectura
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se puede realizar en tiempo real o en el punto final después del tratamiento de la muestra en
microchips o tiras de papel, entre otros métodos de tratamiento de bajos volumenes de
muestra. A continuacién, se describiran sistemas de analisis POC acoplados a tecnologia
movil para proporcionar antecedentes relacionados con estos sistemas. Primero se
describiran dos POCs para la determinacion de las bacterias Escherichia Coli (Biosens.
Bioelectron. 2019, 145, 111624) y Staphylococcus Aureus (Sens. Actuat. B. Chem. 2019, 298,
126849) en muestras de orina y sangre. Ambas plataformas integran microchips para realizar
inmunoensayos de flujo lateral previos a la determinacion de las bacterias, con un tiempo de
analisis de 30 minutos, pero sin la posibilidad de llevar a cabo la deteccion a tiempo real. Un
microchip de tratamiento de muestra similar se ha utilizado acoplado a otra plataforma POC
con deteccion fluorescente para el analisis del antigeno prostatico especifico en sangre total,
con un tiempo de analisis de 15 minutos (Biosens. Bioelectron. 2015, 70, 5). Se ha llevado a
cabo la deteccion de virus con dispositivos basados en deteccion fluorescente e integrado
microchips de pretratamiento de muestra modificados con receptores especificos, o bien
empleando la técnica de amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP), que consigue
una mejora importante de la sensibilidad a costa de un elevado tiempo de analisis (30-60 min)
(ACS Nano 2015, 9, 3060; Lab Chip 2020, 20, 1621; Anal. Chem. 2020, 92, 2258). Como
alternativa a los microchips, se han empleado tiras de papel modificadas con anticuerpos,
puntos moleculares y otras nanoparticulas para la deteccion del virus del Zika (Anal. Chim.
Acta 2019, 1055, 140), asi como biomarcadores de insuficiencia cardiaca (ACS Nano 2017,
11, 6261) o infecciones (ACS Sus. Chem. Eng. 2020, 8, 8175). Las plataformas POC estan
equipadas con un soporte especial para colocar la tira de papel para una lectura sencilla.
Como puede observarse, todas estas aproximaciones requieren del empleo de etapas de
tratamiento previas de la muestra, sin posibilidad de llevar a cabo la deteccién sin una etapa

de pretratamiento y con un coste relativamente elevado.

Los micromotores son particulas de tamafo micrométrico, capaces de realizar un movimiento
auténomo en disolucién en respuesta a un estimulo especifico. Estos dispositivos tienen un
enorme potencial para el desarrollo de nuevas estrategias de biosensado utilizando bajos
volumenes de muestra y reactivos. La funcionalizacion dirigida y el tamafio micro y
nanométrico de los micromotores y nanomotores hacen que estos microdispositivos
auténomos sean ideales para el disefio de POCs basados en el transporte activo de los
marcadores y los elementos de reconocimiento, que resulta favorable respecto a la difusion
pasiva de los mismos. La deteccidn y el tratamiento de la muestra se pueden realizar de forma

dinamica utilizando los micromotores en movimiento, evitando el uso de microchips o etapas

3



10

15

20

25

30

35

ES2924 601 Al

previas de preparacion de la muestra.

Se han descrito solo dos POCs basados en el empleo de particulas en movimiento, cuyo
principio de deteccion se basa en la medida del desplazamiento de estas particulas en
presencia de distintas concentraciones del analito. En efecto, se han utilizado nanoparticulas
de platino y nanoparticulas de poliestireno (2-3 micras) modificadas con anticuerpos o ADN
para la deteccién del virus ZIKA y VIH, respectivamente. En la primera estrategia, la presencia
del virus ZIKA provoca la acumulaciéon de nanoparticulas de platino en la superficie de las
particulas de poliestireno, favoreciendo su movimiento (ACS Nano 2018, 12, 5709). En la
segunda estrategia, la presencia de VIH resulta en la disminucion de la velocidad del

micromotor (Nat. Commun., 2018, 9).

Como puede observarse, la complejidad de las estrategias de deteccidn mencionadas
anteriormente hace necesario el disefio de microchips disefiados especificamente para llevar
a cabo las etapas de modificacién previas -que pueden ademas conllevar tiempos de reaccion
elevados, lo que limita la deteccion rapida a tiempo real- ademas del empleo de receptores
biolégicos que presentan un elevado coste y baja estabilidad. No se puede visualizar
directamente las particulas activas -dado su reducido tamano- por lo que adicionalmente se
requiere de un software especifico para analizar el movimiento de estas, lo que hace complejo

su uso por parte de personal no especializado.

En el documento WO/2019/213479 se describe la deteccién basada en movimiento integrada
en un dispositivo portatil empleando nanoparticulas de poliestireno y platino. La principal
diferencia es que no se puede llevar a cabo la visualizacion de las particulas a tiempo real,
por lo que requiere de software especializado. No se basa en micromotores Janus sino en
particulas auto ensambladas en presencia del analito de interés. No incluye tiras de deteccion,
requiere el empleo de material biolégico como elemento de reconocimiento adicional y
ademas el empleo de un microchip para depositar la muestra. Tampoco se lleva a cabo
deteccion fluorescente. En los documentos US 2013/0084569, US 2014/045179 vy
W02017017309A1 se describen estrategias de deteccion basadas en movimiento empleando
nanohilos metalicos y micromotores tubulares. La principal diferencia es que no se emplean
micromotores Janus, no se puede emplear en medios biologicos y la deteccion no se lleva a
cabo de forma integrada en dispositivos moviles, sino que requiere de un microscopio optico
de alta resolucion. El documento ES2365748T3 describe el desarrollo de un médulo con

fuentes de excitacion, emision y compartimento de muestra para deteccion fluorescente. La
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principal diferencia con la invencion propuesta es que el médulo esta acoplado a un ordenador
de sobremesa, no es una plataforma portable, no permite la deteccién a tiempo real ni la

visualizacién de imagenes y no se basa en micromotores.

En resumen y dado el estado de la técnica actual, la invencidn propuesta resuelve un
problema técnico importante, esto es, la deteccion analitica mediante aproximaciones
fluorescentes basada en el empleo de micromotores, evitando el uso de microscopios de alta
resolucién, microchips acoplados o software especifico. Las principales ventajas son la
simplificacién de la etapa de deteccion, reduccién en los tiempos de andlisis, volimenes muy
reducidos de muestra, deteccion directa y a tiempo real en fluidos biolégicos sin necesidad de
etapas de preparacion previas o reactivos adicionales y la posibilidad del empleo universal de
la plataforma por personal no especializado; ya que la medida se realiza directa y visualmente.
Es posible ademas el desarrollo de software especifico o tiras reactivas para uso por parte de

personal no especializado.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El objeto de la invencion es un dispositivo que permite la deteccién integrada, en un teléfono
inteligente o similar, de biomarcadores, basados en cambios en la fluorescencia de la
disolucion o de la superficie de micromotores cataliticos y/o magnéticos que integran

receptores marcados fluorescentemente o puntos moleculares, entre otros.

La aplicabilidad de la plataforma se demuestra en la observacién de la fluorescencia de
disoluciones de puntos moleculares, asi como en dos aplicaciones relevantes: deteccion “ON-
OFF” de iones metalicos -Hg?*- empleando micromotores magnéticos Janus modificados con
puntos cuanticos de fluorescencia y deteccion de "OFF-ON" de toxinas bacterianas -toxina de
coélera B, CTB- con micromotores cataliticos tubulares modificados con un péptido de afinidad

marcado con una molécula fluorescente.

El dispositivo se integra en una plataforma, preferentemente disefada especificamente para
cada modelo de teléfono o tableta con una impresora 3D, que ademas integra un sistema que
permite enfocar la muestra para una mejor visualizacién vy filtros de emision de bajo coste
hechos a medida directamente acoplados a la camara, un soporte de muestra ajustable para
acomodar un portaobjetos de vidrio, fuentes de excitacién laser intercambiables y un sistema

de iluminacién de muestra.
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Es objeto de invencién, ademas, un procedimiento para la deteccion de biomarcadores, que
hace uso del dispositivo anterior, y que comprende tres etapas principales:
1) aplicacién de una muestra en un portaobjetos,
2) adicion de los micromotores y/o un surfactante y el perdxido de hidréogeno y
3) visualizacién directa en la pantalla del teléfono y medida de la concentracion de
mercurio, toxinas u otros analitos de interés mediante procesado de las imagenes

fluorescentes con un software especifico o comparacion con tiras reactivas.

Dado el estado de la técnica actual, la invencion propuesta resuelve un problema técnico
importante, esto es, la deteccién directa utilizando pequefias cantidades de muestra, del orden
de los microlitros y micromotores, como alternativa a las tiras de papel o microchips para el
procesamiento de muestra. La versatilidad de la estrategia permite una facil integracion de las
estrategias de deteccion de micromotores basadas en diferentes mecanismos de propulsion

y con deteccién de fluorescencia de una gran cantidad de biomarcadores.

La invencion propuesta resuelve una importante limitacion existente hasta la fecha en el
ambito del desarrollo de estrategias analiticas fluorescentes para la deteccion de
biomarcadores empleando micromotores, que requieren del empleo de microscopios Opticos
de fluorescencia de alta resolucién, no disponibles en laboratorios de rutina y que no han

hecho posible la aplicabilidad practica de estas estrategias.

La presente invencion describe, por tanto, una plataforma universal de sensado y biosensado
analitico basado en monitorizar cambios en la fluorescencia de la disolucion o de los propios
micromotores. La versatilidad del dispositivo permite integrar facilmente futuras

configuraciones basadas en micromotores, pero llevando a cabo deteccion colorimétrica.

En un aspecto de la invencién, el dispositivo comprende un médulo de medida con un
portaobjetos para depositar directamente microlitros de muestra, disoluciones de puntos
moleculares, uno o0 mas micromotores cataliticos 0 magnéticos introducidos en la muestra y

los reactivos necesarios para favorecer su movimiento.

La observacion directa en la pantalla de visualizacién permite la identificacion cuantitativa de

la concentracién de los distintos biomarcadores en la muestra objeto de estudio.

Concretamente, en una realizacion preferente de la invencion, el dispositivo comprende, en
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primer lugar, el médulo de medida, que a su vez comprende un controlador, como puede ser
un teléfono inteligente u otro dispositivo de lectura; una plataforma 3D que puede ser disefiada
y modificada facilmente con un software comercial; un soporte de muestra, acoplado a la
plataforma, para colocar un portaobjetos de vidrio; un laser comercial integrado en un
compartimento y orientado de forma que el haz de luz incide de forma perpendicular sobre el
portaobjetos de vidrio; una fuente de iluminacion, de tipo LED preferentemente, acoplada a la

plataforma y conectada al controlador, de forma que es alimentada por este.

En un aspecto de la invencién, el soporte de muestra esta equipado con tornillos regulables
que permiten mover el soporte de muestra verticalmente en el eje 6ptico de la camara con el

objetivo de enfocar el micromotor o la gota conteniendo la muestra.

El controlador comprende una camara a la que lleva acoplada directamente, mediante una
pegatina adhesiva preferentemente, una lente de alto aumento comercial (20-400 aumentos)
y filtros de emision disefiados especificamente para el conjunto lente-camara. La camara del
controlador se puede utilizar también para grabar videos de los micromotores en movimiento
o de cambios en la fluorescencia de la disolucién. El controlador comprende asimismo una
pantalla asociada a la camara en la que se observa la fluorescencia de la disolucion o de la

superficie de los micromotores.

En segundo lugar, el dispositivo comprende de uno o mas micromotores modificados con
receptores especificos como nanoparticulas, puntos moleculares fluorescentes o
biomoléculas marcadas con una molécula fluorescente. Los micromotores pueden estar
compuestos por particulas de poliestireno, nanomateriales de carbono, nanomateriales 2D y
contener capas cataliticas como nanoparticulas de platino y capas magnéticas como

nanoparticulas de ferrita o niquel.

En tercer lugar, el dispositivo puede integrar un software de procesamiento automatico de la
senal fluorescente o tiras reactivas predisefiadas para correlacionar los cambios de la
intensidad de fluorescencia en la disolucion o en la superficie del micromotor con la

concentracion del analito.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una mejor
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comprension de las caracteristicas de la invencidn, se acompana como parte integrante de
dicha descripcion, un juego de dibujos en donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha

representado lo siguiente:

Figura 1A.- Muestra una vista lateral del dispositivo, con fotografias y dibujos esquematicos,

en una realizacion en la que el controlador es un teléfono inteligente.

Figura 1B.- Muestra las especificaciones de los filtros de emisién empleados en el dispositivo.

Figura 2.- Muestra distintas configuraciones de fuentes de excitacion laser y filiros de emision
para la toma de imagenes fluorescentes de puntos moleculares en disolucion y en la superficie
de los micromotores y sus correspondientes histogramas en escala logaritmica (F: fondo, M:

muestra).

Figura 3A.- Muestra un esquema del principio de deteccién de iones Hg?* empleando
micromotores Janus propulsados por campos magnéticos y modificados con puntos
moleculares e imagenes de fluorescencia reales de los micromotores obtenidas con el

dispositivo antes y después de la adicion de Hg?* (1 ug mL™").

Figura 3B.- Muestra imagenes de fluorescencia de los micromotores Janus en disoluciones
conteniendo 1 ug mL"' de Hg?" y otros interferentes empleando el dispositivo (9) y un

microscopio éptico de alta resolucién (10).

Figura 3C.- Muestra un grafico de barras con la intensidad de fluorescencia normalizada de
los micromotores Janus en presencia de 1 ug mL'de Hg?* y otros interferentes empleando el
dispositivo (barra negra a la izquierda) y un microscopio optico de alta resolucién (barra gris

a la derecha).

Figura 3D.- Muestra imagenes de fluorescencia de los micromotores Janus en disoluciones
conteniendo concentraciones crecientes de Hg?* empleando el dispositivo y un microscopio

Optico de alta resolucion.

Figura 3E.- Muestra una grafica de la curva de calibrado del Hg?* empleando el dispositivo y

un microscopio 6ptico de alta resolucion.



10

15

20

25

30

35

ES2924 601 Al

Figura 3F.- Muestra una tabla con las caracteristicas analiticas para la deteccion de Hg?".

Figura 4A.- Muestra un esquema del principio de deteccion de toxinas bacterianas empleando
micromotores tubulares modificados con un péptido de afinidad fluorescente y propulsados

por campos cataliticos e imagenes de fluorescencia reales obtenidas con el dispositivo.

Figura 4B.- Muestra un grafico de barras con la intensidad de fluorescencia normalizada de
disoluciones conteniendo micromotores tubulares cataliticos modificados con un péptido de
afinidad especifico para CTB en presencia de 5 ug mL™" del analito objeto de estudio y otros
interferentes; empleando el dispositivo (barra negra a la izquierda) y un microscopio 6ptico de

alta resolucion (barra gris a la derecha).

Figura 4C.- Muestra imagenes de fluorescencia en disoluciones conteniendo los micromotores
tubulares y concentraciones crecientes de la toxina de célera B empleando el dispositivo (9)

y un microscopio 6éptico de alta resolucién (10).

Figura 4D.- Muestra una gréfica de la curva de calibrado de la CTB empleando el dispositivo

y un microscopio optico de alta resolucion.

Figura 4E.- Muestra una tabla con las caracteristicas analiticas para la deteccién de CTB.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

A la vista de las figuras 1 a 4, se describe a continuacion un ejemplo de realizacion preferente

de la invencion.

Un primer objeto de invencion, que se muestra en detalle en la figura 1, es un dispositivo movil
portatil para la deteccion fluorescente de biomarcadores empleando micromotores Janus o
tubulares, entre otros propulsados por mecanismos cataliticos, campos magnéticos, radiacion
electromagnética, gradientes de presion o temperatura u otros mecanismos de propulsién. Tal
y como se muestra en la figura, el dispositivo comprende una plataforma (8), que integra a su
vez sendas plataformas (1, 6) impresas en 3D que se pueden disefiar y modificar con
softwares comerciales. Acoplada a la plataforma (1), el dispositivo comprende un controlador,
que en una realizacién preferente es un teléfono inteligente (3) y un soporte de muestra (5) al

que se conecta un portaobjetos, que junto con tornillos ajustables (2), permiten mover la

9



10

15

20

25

30

35

ES2924 601 Al

plataforma (1) para el enfoque de la muestra, alejando y acercando el soporte de muestra a

la lente (5), de manera similar a un microscopio éptico de alta resolucion.

Ademas, como se puede ver en la figura 1, la plataforma (1) esta integrada en otra plataforma
disefiada especificamente para el controlador empleado y constituido por materiales opacos
(6) que presenta una apertura para acoplar un puntero laser comercial (7) de forma que el haz
de luz emitido por el mismo incide directamente sobre el portaobjetos acoplado al soporte de
muestra (5). Acoplada a la camara del teléfono inteligente, el dispositivo comprende una lente
(10) comercial de alto aumento, que se puede acoplar y desacoplar del mismo mediante una
tira adhesiva y filtros de emision (9) disefados especificamente para el conjunto lente-camara
y la aplicacion requerida. La figura 1B muestra los perfiles de transmitancia de los filtros

empleados en el dispositivo moévil para la deteccion de los analitos objeto de estudio.

Para la preparacion de los micromotores Janus se emplean microparticulas comerciales de
poliestireno (20 micras de diametro) que se dispersan en forma de monocapa en un
portaobjetos de vidrio. Posteriormente la monocapa se recubre con una capa de oro de ~ 50
nm mediante pulverizacién catédica. Las microparticulas recubiertas de oro se dispersan
posteriormente en agua ultrapura por sonicacion (0.9 mL) y se mezclan con 0.1 mL de 6xido
de grafeno modificado con grupos sulfhidrilo durante 2h para promover la unién al oro por
enlaces tiol. Esta disolucion se filtra para eliminar el exceso de reactivos, se dispersa en agua
ultrapura (1 mL) y se mezcla con 20 pL de una disolucion conteniendo 1 mg mL" de
nanoparticulas de ferrita durante 1h. Posteriormente se filtra esta disolucion y se mezcla con
5 pL de una disoluciéon conteniendo puntos moleculares comerciales de CdSe1x@ZnS o
puntos moleculares sintetizados en el laboratorio que emitan a distintas longitudes de onda

caracteristicas.

Para la preparacién de los micromotores tubulares, se emplean micromotores constituidos por
una capa externa de nanomateriales 2D (grafeno, grafdiino, MoS,, WS, entre otros) y una
capa interna catalitica de platino preparados mediante la técnica de electrodeposicién en
membrana. Posteriormente se mezclan aproximadamente 500,000 micromotores con 100 uL
de una disolucion comercial conteniendo un bioreceptor marcado fluorescentemente, que
puede ser un péptido de afinidad marcado con rodamina o similar, 150 yL de dodecilsulfato

sédico al 3% y 200 pL de una disolucién acetonitrilo:agua (1:3) durante 1h.

La invencion presenta una elevada versatilidad, permitiendo emplear punteros laser que
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emitan luz a distintas longitudes de onda y distintos filtros de emision dependiendo de las
caracteristicas del punto molecular, molécula o receptor fluorescente acoplado al micromotor.
La figura 2 muestra ejemplos de distintas configuraciones de puntero laser y filtros de emisién
para la visualizacién de puntos moleculares en disolucion y en la superficie de micromotores
Janus. A la izquierda de la figura se muestran la longitud de onda de excitacién y de emision
seleccionadas, para lo cual se utilizaron distintos punteros laser (7) y los filiros verde, amarillo
y rojo (9) (de arriba abajo, respectivamente), posicionando el filtro directamente sobre la
camara del teléfono inteligente (3) situada en la parte inferior del mismo y antes de acoplar la
lente de alto aumento (10). Para la captura de las imagenes se deposita una gota de 1 uL de
la disolucion de los puntos moleculares o micromotores Janus sobre el portaobjetos acoplado
al soporte de muestra (5). Se enfoca la muestra empleando los tornillos ajustables (2) y se
lleva a cabo la visualizacion directa en la pantalla del teléfono inteligente (3). Posteriormente,
se acciona el puntero laser especifico acoplado (7) y se toman fotografias con la camara del
teléfono inteligente, como las mostradas en la figura 2. Los histogramas del fondo (F) y la
muestra (M) que se ilustran en la figura, correspondientes a cada imagen fluorescente, indican

la idoneidad de las configuraciones evaluadas y el correcto funcionamiento del dispositivo.

La estrategia para la deteccion de Hg?* se muestra en la figura 3A. Para este fin, el dispositivo
comprende, ademas de la plataforma, unos micromotores Janus de 20 ym de diametro y
modificados con puntos moleculares cuyo tamafo es ideal para la observacién con el
dispositivo inteligente acoplado a la plataforma. Para llevar a cabo la deteccion con el
dispositivo se posiciona el portaobjetos en el soporte de muestra (5) de la plataforma de
visualizacién y se afiade 1 L de la disolucién conteniendo los micromotores Janus, y 1 uL de
disolucién conteniendo la muestra. Se utiliza un laser comercial que emite luz a 405 nm y el
filtro de emision verde. El dispositivo se posiciona sobre un mdédulo que genera campos
magnéticos rotatorios para inducir el movimiento de los micromotores. Una vez accionado el
dispositivo, se acciona el puntero laser comercial (7) y mediante la camara del teléfono
inteligente (3) se graban videos de los micromotores magnéticos en movimiento. En ausencia
de Hg?*, los micromotores presentan una elevada emision fluorescente (ON). Cuando se
afiade este ion se produce un intercambio cationico con el Zn?* presente en la superficie de
los puntos moleculares unidos al micromotor, que es reemplazado por el Hg?*, generandose
HgS y produciéndose un apagamiento de la fluorescencia inicial (OFF) que se puede
relacionar con la concentracion del Hg?*, permitiendo asi determinar este analito. Un ejemplo
se muestra en las imagenes de microscopia optica en la parte inferior de la figura 3a (en

ausencia y presencia de Hg?*) que ilustran claramente las diferencias en la fluorescencia del
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micromotor a simple vista.

En figuras 3b y 3c se describe la selectividad de la estrategia de deteccion de Hg?* en
presencia de otros cationes metalicos interferentes como Ca, Cd, Mn, Ni y Zn. Siguiendo el
protocolo de uso se graban videos del micromotor magnético Janus en disoluciones
conteniendo 1 ug mL" de cada cation. Como se puede ver en las imagenes fluorescentes del
micromotor capturadas empleando el dispositivo (9) y el microscopio (10) de alta resolucion
de la figura 3b y en el grafico de barras de la figura 3c, la fluorescencia del micromotor no
varia bajo la presencia de una concentracion de 1 ug mL™" de cada compuesto interferente,
en comparacion con la disminucion drastica observada en el caso de Hg?*. Tales resultados
atestiguan la alta selectividad del protocolo de deteccion, probablemente debido a que los

cationes interferentes no interaccionan con el Zn?* de la superficie de los puntos moleculares.

En las figuras 3D-3F se describe la validacion analitica de la estrategia propuesta para la
deteccion de Hg?*. Los resultados obtenidos con el dispositivo deben validarse y compararse
con los obtenidos con un microscopio éptico de alto rendimiento. Para ello, se graban videos
del micromotor en movimiento en disoluciones de agua ultrapura concentraciones crecientes
de Hg?* (de 0.2 a 1 ug mL™") tal y como se ha indicado anteriormente. La figura 3D muestra
capturas de los videos obtenidos empleando el dispositivo portatil en la parte superior (9) y un
microscopio optico de alta resolucion en la parte inferior (10). Como puede verse, a medida
que aumenta la concentracién de Hg?*, hay una disminucién en la fluorescencia del
micromotor. Los datos se procesaron para obtener graficos de calibracion utilizando la
intensidad fluorescente del micromotor como sefial analitica. La Figura 3E muestra las
graficas de calibracion obtenidas utilizando tanto el teléfono inteligente como el microscopio
optico de alta resolucién. Las caracteristicas analiticas relevantes se resumen en la tabla de
la figura 3F. Los limites de deteccion obtenidos fueron 0.09 ug mL™"y 0.08 ug mL™" utilizando
el microscopio y el teléfono inteligente, respectivamente, con un intervalo lineal que se

extiendo hasta 1 ug mL™' en ambos casos.

La estrategia para la deteccion de toxinas bacterianas (como ejemplo se ha seleccionado la
téxina de colera B, CTB) se muestra en la figura 4A. Para este fin, el dispositivo comprende,
ademas de la plataforma de medida, unos micromotores tubulares modificados con un
receptor fluorescente (péptido de afinidad B-VQCRLGPPWCAK marcado con rodamina B).
Para llevar a cabo la deteccidn con el dispositivo se posiciona el portaobjetos en el soporte de

muestra (5) de la plataforma de visualizacion y se afade 1 L de la disolucién conteniendo los
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micromotores tubulares, 1 pyL de disolucién conteniendo la muestra 1 yL de una disolucion
conteniendo un surfactante y 1 yL de perdoxido de hidrégeno al 4%. Se utiliza un laser
comercial que emite luz a 532 nm vy el filtro de emision rojo. Una vez accionado el dispositivo,
se acciona el puntero laser comercial (7) y mediante la camara del teléfono inteligente (3) se
graban videos de los micromotores en movimiento. En ausencia de la toxina de cdlera B, la
disoluciéon no presenta emision fluorescente (OFF) dado que la fluorescencia nativa del
péptido esta atenuada en la gota por la union del péptido al material 2D presente en la
superficie del micromotor. Cuando se afiade la toxina, se produce un aumento en la intensidad
de fluorescencia de la disolucion (ON) debido a que el péptido unido al micromotor tiene una
mayor afinidad por el analito que por la superficie del micromotor, por lo que se libera en
disolucion, recuperandose su intensidad de fluorescencia nativa, que se puede relacionar con
la concentracion de la CTB, permitiendo asi determinar este analito. Un ejemplo se muestra
en las imagenes de microscopia 6ptica en la parte inferior de la figura 4a (en ausencia y
presencia de toxinas) que ilustran claramente las diferencias en la fluorescencia de la

disolucion a simple vista.

En la figura 4B, ademas, se describe la selectividad de la estrategia de deteccion de la CTB
de otras toxinas como la endotoxina de la bacteria Escherichia Coli (LPS) y la proteina de
albumina de suero bovino (BSA). Como se puede ver en el grafico de barras de la figura 4B
empleando el dispositivo y el microscopio de alta resolucion, la fluorescencia de la disolucion
no varia bajo la presencia de una concentracion de 5 ug mL™" de cada compuesto interferente,
en comparacion con el incremento drastico observado en el caso de la CTB. Tales resultados
atestiguan la alta selectividad del protocolo de deteccidn, probablemente debido a la baja
afinidad del péptido de afinidad especifico unido al micromotor hacia los interferentes. La
estrategia puede extenderse para su aplicacién a otros bioanalitos como proteinas, miRNA,

etc.

En las figuras 4C-4E se describe la validacién analitica de la estrategia propuesta para la
deteccion de la toxina de cdlera B. Los resultados obtenidos con el dispositivo deben validarse
y compararse los resultados con los obtenidos con un microscopio éptico de alto rendimiento.
Para ello, se graban videos del micromotor en movimiento en disoluciones de agua ultrapura
concentraciones crecientes de CTB (de 0.001 a 5 yg mL™") tal y como se ha indicado
anteriormente. La figura 4C muestra capturas de los videos obtenidos empleando el
dispositivo portatil en la parte superior (9) y un microscopio éptico de alta resolucion en la

parte inferior (10). Como puede verse, a medida que aumenta la concentracion de CTB, hay
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un aumento de la fluorescencia de la disolucién. Los datos se procesaron para obtener
graficos de calibracion utilizando la intensidad fluorescente de la disolucién como sefal
analitica. La Figura 4D muestra las gréaficas de calibracién obtenidas utilizando tanto el
teléfono inteligente como el microscopio Optico de alta resolucion. Las caracteristicas
analiticas relevantes se resumen en la tabla de la figura 4E. Los limites de deteccion obtenidos
fueron 1.4 pyg mL'y 1.6 pug mL" utilizando el microscopio y el teléfono inteligente,

respectivamente, con un intervalo lineal que se extiende hasta 5000 ng mL™" en ambos casos.

La invencion puede aplicarse al analisis clinico, en hospitales a pie de cama del paciente, a la
industria farmacéutica para el control de procesos de fabricacion de farmacos, en la industria
agroalimentaria para el control de contaminantes y en la industria medioambiental para la

monitorizacion de contaminantes.

Por otra parte, es asimismo, objeto de invencién un procedimiento para la deteccién
fluorescente de biomarcadores y otros analitos, que hace uso del dispositivo anterior, y que
comprende las siguientes etapas:

- deposicidén de una muestra en el portaobjetos posicionado sobre el soporte de
muestra (5),

- deposicidon de los micromotores y/o peroxido de hidrogeno y/o un surfactante en la
muestra,

- colocacion del dispositivo sobre un médulo que genera campos magnéticos rotatorios
u oscilantes que inducen el movimiento del micromotor,

- irradiacion de la muestra con un puntero laser comercial (7),

- determinacion de la fluorescencia inicial y final de la superficie del micromotor o de la
disolucion en la que se mueve el micromotor en presencia de un analito mediante
visualizacién directa y grabado de videos con la camara del controlador (3),

- determinacion de la fluorescencia de los micromotores y del medio en la muestra,

- determinacion de la concentracion del analito en la muestra a partir de los cambios de

fluorescencia en los micromotores o en la disolucion.
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REIVINDICACIONES

1.- Dispositivo portatil con deteccion fluorescente basado en micromotores magnéticos y

cataliticos, con geometria preferentemente Janus, tubular o helicoidal, que comprende:

- una plataforma de medida, que a su vez comprende:

O

©)

dos plataformas (1, 6) soporte,

un controlador (3) acoplado a la plataforma (1), y que comprende una camara
y una pantalla de visualizacion,

un filtro de emisién disefiado a la carta (9) acoplado a la camara del controlador,
una lente (10) de alto aumento acoplada a la camara del controlador (3)
equipada con el filtro de emision,

un soporte de muestra (5) acoplado a la plataforma (1) en un lado opuesto al
controlador (3) y enfrentado a la camara,

un portaobjetos configurado para recibir una muestra,

una plataforma opaca (6) con una abertura para la introduccién de un puntero
laser comercial (7) que incide directamente sobre el portaobjetos posicionado

en el soporte de muestra (5),

- uno o mas micromotores destinados a introducirse en la muestra y con capacidad de

propulsarse autbnomamente en presencia o ausencia de un analito en la muestra.

2.- El dispositivo de la reivindicacién 1, en el que el mddulo de medida comprende

adicionalmente unos tornillos (2) que conectan el soporte de muestra (5) y la plataforma (1)

permitiendo su desplazamiento en el eje optico de la camara con la finalidad de enfocar la

muestra.

3.- El dispositivo de la reivindicacion 1, en el que el controlador es un teléfono o una tableta

inteligentes.

4.- El dispositivo de la reivindicacién 1, en la que los micromotores tienen una estructura

esférica, tubular, helicoidal o nanohilos, entre otros.

5.- Dispositivo de la reivindicacion 1 en el que los micromotores Janus son una particula de

poliestireno o silice.

6.- El dispositivo de la reivindicacién 5 en el que la particula de poliestireno o silice esta
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recubierta de una capa de oro.

7.- El dispositivo de la reivindicacion 6 en la que la particula de poliestireno o silice recubierta

de una capa de oro esta recubierta por una capa de nanomaterial 2D.

8.- El dispositivo de la reivindicacién 7 en la que el nanomaterial 2D es 6xido de grafeno.

9.- El dispositivo de la reivindicaciéon 8, en la que la particula de poliestireno o silice de

diametro recubierta de una capa de oro y de nanomaterial 2D integra un metal magnético.

10.- El dispositivo de la reivindicacion 9, en el que los micromotores estan modificados con

anticuerpos, péptidos de afinidad y/o puntos moleculares.

11.- El dispositivo de la reivindicacion 1, en el que los micromotores tubulares son una

particula con una capa externa de materiales 2D y una capa interna catalitica.

12.- El dispositivo de la reivindicacién 11, en la que el nanomaterial 2D esta seleccionado

entre grafeno, grafdiino, MoS, o WS,. una capa interna catalitica.

13.- El dispositivo de la reivindicacién 12, en la que el metal catalitico es platino.

14.- El dispositivo de la reivindicacién 13, en el que los micromotores estan modificados con

anticuerpos, péptidos de afinidad y/o puntos moleculares.

15.- Procedimiento para la deteccion de Hg?*, que hace uso del dispositivo de la reivindicacion
1, y que comprende las etapas de:
- deposicion de una muestra en el portaobjetos acoplado al soporte de muestra (5),
- deposicién de los micromotores en la muestra,
- colocacion del dispositivo sobre un médulo que genera campos magneéticos rotatorios
u oscilantes que inducen el movimiento del micromotor,
- irradiacion de la muestra con un puntero laser comercial (7),
- determinacién de la intensidad fluorescente inicial y final del micromotor en presencia
de un analito mediante visualizacion directa y grabado de videos con la camara del
controlador (3),

- determinacion de la intensidad fluorescente de los micromotores y del medio en la
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muestra y
determinacion de la concentracién del analito en la muestra a partir de la fluorescencia

de los micromotores o la gota.

16.- Procedimiento para la deteccion de toxinas bacterianas, que hace uso del dispositivo de

la reivindicacion 1, y que comprende las etapas de:

deposicion de una muestra en el portaobjetos acoplado al soporte de muestra (5),
deposicion de los micromotores y/o perdxido de hidrégeno y/o un surfactante en la
muestra,

irradiacién de la muestra con un puntero laser comercial,

determinacion de la intensidad fluorescente inicial y final de la disolucién en presencia
de un analito mediante visualizacion directa y grabado de videos con la camara del
controlador (3),

determinacion de la intensidad fluorescente de la disolucion, y

determinacion de la concentraciéon del analito en la muestra a partir de la fluorescencia

de la disolucion.
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