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La contaminacion ambiental es un hecho y el agua superficial es uno de los
ecosistemas mas vulnerables. Actualmente hay un gran numero de compuestos
provenientes del uso abusivo de farmacos y productos de cuidado personal que,
debido a la eliminacion incompleta en plantas de tratamiento de agua residual,
terminan en el mar. A esos compuestos no regulados y presentes de forma ubicua
en el ambiente se les conoce como contaminantes de preocupacion emergente
(CE). El diclofenaco, un antiinflamatorio, es uno de ellos.

Incluso las bajas concentraciones a las que se encuentra un compuesto en el agua
son suficientes para alterar las interacciones ecolégicas [1]. Se han observado como
niveles traza de algunos CEs provocan cambios en el comportamiento animal,
alteraciones en comunidades microbianas y un aumento en la resistencia a los
antibidticos. Ademas, existe el riesgo de que esos CEs se acumulen en los tejidos
de los seres vivos y pasen a la cadena tréfica hasta llegar a nosotros.

Teniendo en cuenta esa problematica hemos desarrollado un método basado en un
ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) acoplado a la generacién in
situ de nanoparticulas de oro (AuNP), conocido como ELISA plasménico, en un
sistema en flujo automatizado. A modo de prueba esto se ha aplicado a la
determinacioén ultrasensible de diclofenaco en agua de mar.

El ELISA implica el uso de un anticuerpo que reconoce de forma especifica al
diclofenaco [2] discriminando el resto de los compuestos presentes en la muestra.
De este modo no es necesario un pretratamiento del agua de mar para eliminar
interferentes facilitando y reduciendo el tiempo de ensayo y nos asegura que solo
determinamos nuestro compuesto en muestras complejas.

Las AuNP tienen la caracteristica de presentar un color u otro en funciéon de su
forma, tamafio y/o grado de agregacion pasando de un color rosado hasta azul
grisaceo (Fig.1).



Figura 1. Variacion del color de la disolucién de las AuNP segun tamarfo. 1A. Gradiente de color de
las AuNP en cubetas. 1B. Placa para ELISA constituida por 96 pocillos de 400 uL cada uno lo que
permite un gran numero de ensayos a la vez y una facil visualizacion.

Asi, alterando sus propiedades fisicas, podemos relacionar el color de las AuNP con
la cantidad de diclofenaco en nuestra muestra por lo que con un simple vistazo y sin
necesidad de ningun equipo ya podemos tener una idea de su concentracion.

En este caso, cuanto menor es la concentracion de diclofenaco en nuestra muestra
de agua de mar, mayor sera la cantidad de agua oxigenada producida a través de
una serie de reacciones acontecidas durante el ELISA. Lo interesante es que cuanta
mas agua oxigenada mas rosas seran nuestras AuNP generadas; por otro lado,
cuanto mas diclofenaco tengamos, menor agua oxigenada y mas grises las AuNP.

El problema, sin embargo, de las AuNP es su sensibilidad a un gran numero de
condiciones experimentales, sobre todo durante su generacién, lo que puede alterar
el color y por tanto llevarnos a resultados erroneos. Para ello recurrimos a un
sistema en flujo automatizado (Fig 2) donde se mide el color de las AuNP a tiempo
real, evitando a su vez posibles interferencias del ELISA y reduciendo la intervencion
por parte del usuario. De este modo conseguimos mejorar la repetibilidad y precision
del método llegando a medir valores tan bajos de hasta 10 ng/L de diclofenaco en
agua de mar sin necesidad de pretratamiento ni instrumentacion cara.

Figura 2. Sistema automatico en flujo con 24 puertos para muestras y dos jeringas acoplado a un
espectrofotometro. Permite la determinacion de diclofenaco usando la generacion de in situ de AUNP
posterior al ELISA.
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