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Fluorescencia Incrementada por el Metal y Plasmonica exaltada en base
a nanoparticulas de dimensiones menores a las longitudes de onda del
espectro electromagneético
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Resumen

La fluorescencia como técnica analitica es altamente sensible debido a su dependencia
directamente proporcional a la potencia de la lampara, razén por la cual es una de las técnicas analiticas
mas sensibles. La emision depende de igual manera de la estructura quimica y rendimiento cuantico (¢)
asociada a ella, siendo el rendimiento cuantico la relacion de fotones absorbidos con respecto a los
emitidos. Mediante esta técnica pueden detectarse niveles de concentraciones menores a nM. Sin embargo
la mencionada concentracidn involucra un alto nimero de moléculas por unidad de volumen en la Nano-
escala. Es por ello que nuevas técnicas y metodologias analiticas, de manera de aumentar las sensibilidades
de actuales metodologias, se encuentran en continuo desarrollo. En esta &rea en donde participan diferentes
disciplinas puede mencionarse la Fluorescencia Incrementada por el Metal (MEF, del Ingles Metal
Enhanced Fluorescence). EI fenomeno MEF es un efecto basado en la emision de un fluoréforo
incrementada por la excitacion adicional de un Campo Electromagnético de alta Energia generado en
distancias cercanas a los nm sobre superficies metélicas. La intensidad de este Campo Electromagnético
conocido como “Plasmén”, puede variar en gran medida dependiendo de los metales que lo generan al
igual que por variables geométricas. Ademas, la ubicacidon espacial de nanomateriales metalicos a
distancias definidas en el orden de los nm produce un acoplamiento de ondas electromagnéticas las cuales
producen puntos de mayor intensidad electromagnética, fendmeno que se denomina Plasmonica exaltada
(EP, del Inglés Enhanced Plasmonics). De esta manera mediante la exacta ubicacion de moléculas emisoras
en las areas de alcance de los campos electromagnéticos puede acoplarse al fendmeno MEF. En la presente
comunicacion se expondrd el estado de desarrollo y aplicaciones de los mencionados efectos. De igual

manera se expondran los Gltimos estudios realizados por nuestra parte.
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The Fluorescence as Analytical technique is highly sensitive based on the lineal relationship with

Abstract

the lamp voltage. For this reason it is one of the highest sensitive analytical techniques, but the emission
depends of the structural chemistry and Quantum Yields. The Quantum Yields could be defined as the ratio
of photons emitted and absorbed. By this manner it could be detected low concentration below nM.
However even within these concentration intervals, in these conditions hundred of molecules per unit of
volume at the Nano-scale are involucrated. For this reason, in order to enhance sensitivities, new analytical
techniques and methodologies are in continuous development. In this field, where many disciplines
converge, it could be mentioned the Metal Enhanced Fluorescence (MEF).  This phenomenon was
explained by different ways and it still being to be studied; but it is based on the excitation of a fluorophore
by a High Energy Electromagnetic Field produced within the near Field of a Metallic surface accompanied
with an enhanced emission and Fluorescence Lifetime Decay shortening. This High Electromagnetic Field
produced by the electronic oscillation is named “Plasmon” and it could vary depending of intrinsic
properties of the nanomaterials, sizes and shapes. Moreover, these nanomaterials placed at the right
distance produce interactions between Electromagnetic Fields that generate hot high intense regions
between them that it could be applied for MEF as well. This phenomenon is known as Enhanced
Plasmonics (EP). By this manner, if the molecules are placed at the right hot-spot it could be even excite
more the Fluorescent reporters via MEF. In the present communication it will be exposed the development
and applications of mentioned phenomena based on different approaches. At the same time it will be

discussed recent proof of concepts and studies developed by us.

1. Introduccion

La Fluorescencia es un Fendémeno producido por ciertas estructuras quimicas, el cual consiste en la
excitacion electronica del estado basal hacia un estado de mayor Energia, mediante la aplicacion de Energia
de una determinada longitud de Onda y absorcién de la misma. Posteriormente, mencionada la Energia en
el estado Electronico excitado es emitida y cuantificada mediante detectores apropiados para dicha

medicién. De esta manera es posible, dependiendo de la estructura quimica, colectar diferentes Energias
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asociadas a diferentes longitudes de ondas e intensidades. Esta técnica Instrumental es altamente
especifica, sensible; y es aplicada para deteccion de moléculas, Biomarcado de Bioestructuras tales como
Bacterias, Células y Biomoléculas, y fabricacion de Dispositivos Fotdnicos Emisores tales como los
conocidos OLEDS (del Inglés Organic Light Electro-Devices), entre otras aplicaciones.

Sin embargo, si bien esta técnica es altamente sensible, nuevos desarrollos para un aumento de su
sensibilidad es de alto impacto e interés por el Sector Académico e Industrial igualmente. Dentro de estos
desarrollos pueden mencionarse la sintesis de nuevas estructuras quimicas, moléculas emisoras, y el
estudio de fendmenos Fisicos en base a la modificacion de la estructura electronica de las moléculas, los
cuales han permitido en el contexto del desarrollo de la Nanociencia el disefio de nuevos Nano-emisores.

Dentro de los Fendmenos fisicos en estudio se puede mencionar a la Fluorescencia incrementada por el
Metal (MEF, del Inglés Metal EnhancedFluorescence) que es un fenémeno fisico, el cual involucra la
interaccion de moléculas Fluorescentes con un campo Electromagnético producido en las cercanias de
superficies metalicas, el cual produce un aumento en la sefial emitida por las mismas. Es por ello que el
control de las Propiedades Plasmonicas es de alto interés. En esta &rea se puede mencionar a la Plasmoénica
Exaltada (EP, del Inglés Enhanced Plasmonic) el cual se basa en la superposicion de Campos
Electromagnéticos producidos entre dos superficies metalicas y generacion de regiones de altas Energias
las cuales pueden aplicarse a MEF. En esta area cabe destacar que existen diversos estudios tedricos pero
no muchos disefios experimentales. Es por ello que en la presente comunicacion se discutiran las
consideraciones tedricas y experimentales de los mencionados fendmenos; al igual que se expondran los

altimos estudios realizados por nuestra parte.
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2. Desarrollo

2.1 Consideraciones tedricas

2.1.1  Generacién de Campos Electromagnéticos de Alta Energia y Propiedades Plasmonicas

Las superficies metalicas de diferentes materiales, mediante la excitacion a una determinada
longitud de onda, producen una oscilacion electrénica y un Campo Electromagnético de alta Energia, el
cual puede ser cuantificado con mediciones de Absorbancia. De esta manera se produciran espectros de
Absorbancia con variables longitudes de Ondas de méxima absorcion dependiendo del material en
estudioi'ii. EI mencionado Campo Electromagnético es denominado Plasmon. Estas propiedades pueden ser
generadas sobre deposiciones superficiales de metales, deposiciones de nanoparticulas sobre substratos de
silica, al igual que en dispersiones Coloidales, con la utilizacién de una Lampara de Xendn y aplicaciones
Laser. De manera de comprender el significado de la alta Energia en la Nano-escala se puede mencionar
un estudio mediante un control longitudes de onda de excitacion y toma de Imagenes con Microscopia
Electronica TEM. En el mismo, mediante la activacién Laser se pudo controlar la rotacién de una bacteria
con una dimension en el orden de los micrones alrededor de nanoparticulas individuales exactamente
ordenadas con una precisién nanométricaiii. EI Mencionado control sin contacto fisico fue producido en
base a la interaccién atractiva no-covalente electrostatica del Campo Electromagnético y la densidad
electrénica de la Bio-estructuraiii. Ademas, puede mencionarse el estudio de sus propiedades para la
fabricacion de Nanol&seres, tratamiento Fototérmicos y nuevas metodologias Multi-modales de generacion
de Imégenesiv.
La intensidad del Campo Electromagnético es variable segin la distancia (d) a partir de la superficie
metalica en el intervalo de longitudes del orden de los nmv en donde hasta la descripcion electrénica a
nivel cuantico toma vital relevanciavi.
La misma es altamente sensible con una dependencia de 1/d°. En base a la Teoria de Mie"! se

puede obtener graficos de contornos con los valores de intensidades. Por ejemplo para nanoparticulas de
Oro de 20,0 nm se observan Campos intensos a d= 2,0 nm, e intermedios en intervalos de d= (2,0-8,0) nm

(Figura 1).
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Campo Electromagnético de una Nanoparticula de Oro
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Figural.Efecto de la Intensidad del Campo Electromagnético generado en las cercanias de una
nanoparticula esférica de oro a diferentes distancias. EI Campo Electromagnético generado fue obtenido
mediante la Teoria de Mie, y diferentes longitudes de espaciadores 6pticamente inactivos fueron utilizados
para el célculo tedrico. Publicado con permiso Cita [5].Huang et al. 2008,Physics Letters A Elsevier.

Ademas, la intensidad del Plasmén dependera del material estudiado al igual que por su
dimensién. A partir de célculos tedricos y mediciones experimentales es conocido que la Plata produce
campos electromagnéticos mayores que el Oro, y este Ultimo mencionado mayores que el Cobre; sin
embargo los mismos exhiben bandas de Absorbancias o Plasmoénicas centradas a diferentes longitudes de
Onda. Nanoparticulas esféricas de Aluminio, Plata y Oro sintetizadas por nuestra parte, mostraron
Plasmones centrados en regiones del UV en el intervalo (200.0-300.0) nm, (300,0-450,0) nm and (450,0-
650,0) respectivamente las cuales cubren gran parte del espectro electromagnético. Es importante destacar
que mediante la modificacion de sus geometrias y dimensiones es posible un control preciso en las bandas
Plasmonicasviii. Por ejemplo, por nuestra parte hemos obtenido nanoparticulas esféricas de Oro de 5,0,
20,0 y 40,0 nm las cuales mostraron bandas Plasmoénicas centradas a 515,0 nm, 525,0 nm y 540,0 nm
respectivamente, mientras que la modificacion hacia geometrias cilindricas produjeron corrimientos de las
mencionadas bandas hacia la region del Infrarrojo en el intervalo 650,0-800,0 nm. De esta manera pueden

direccionarse la energia del Campo Electromagnético hacia aplicaciones en donde se involucre la
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Transferencia de Energia y absorcion de la misma por materiales organicos, como moléculas, e inorganicos
como semiconductores.

En resumen, superficies metalicas mediante la excitacion apropiada de sus electrones, producen
Campos Electromagnéticos de altas intensidades, a distancias cortas del orden de los nanémetros, los cuales

pueden interaccionar con su entorno.

2.1.2  Propiedades plasménicas Exaltadas

Las Propiedades Plasmdnicas, las cuales son en base a los Campos Electromagnéticos generados a
cortas distancias de la superficie metalica, pueden interaccionar con los Nanomateriales circundantes
modificando la homogeneidad e intensidad de los Campos generados, al igual que las propiedades de los
Nanomateriales, dependiendo de las propiedades de los materiales involucrados. De esta manera, mediante
calculos tedricos se ha demostrado que mediante la deposicion a distancias controladas de nanoparticulas
de Plata sobre materiales 6pticamente inactivos tales como superficies de silica (vidrio) no se producen

modificaciones drasticas en sus propiedades Plasménicas; mientras que la deposicién sobre superficies de

Plata producen cambios drésticos en la distribucion de intensidadesiX (Figura 2).

Campo Electromagnético de
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Figura 2.Variacién de las Intensidades de Campos Electromagnéticos generados por una nanoparticula de
Plata en cercanias de diferentes Nanomateriales. Publicado con permiso de los autores cita [9].Luchowski
et al. 2010, Journal of Nanophotonics, SPIE-International Society for Optics and Photonics.

Sobre superficies de vidrio las intensidades no se modifican, sin embargo la homogeneidad de la

distribucion de intensidades fue modificada, aun siendo la interaccion del Campo magnético con un

material con baja densidad electrénica en comparacion a otro materiales. Mientras que sobre superficies
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pueden generar Propiedades Electromagnéticas, como la Plata, se produjeron modificaciones, no solamente
en su homogeneidad sino también en los valores de intensidades. Campos Electromagnéticos de alta
Energia fueron producidos entre las superficies metalicas de nanoparticulas adyacentes debido a la
interaccion constructiva de los respectivos Campos Electromagnéticos producidos por las mismas.
Ademas, es importante mencionar que estas propiedades Plasmdnicas aumentadas o exaltadas son
dependientes de las distancias entre las superficies metélicas, de los Nanomateriales interactuantes,
dimensiones, geometrias, disposicién relativa espacial y nimero variable de Nanoestructuras interactuantes
igualmente. La disposicion espacial de nimeros crecientes de nanoparticulas produjo intensidades
crecientes segn el nimero de Nanoestructuras incorporadas. De esta manera la incorporacion desde una
nanoparticula, a trimeros y hexameros, sobre superficies de Plata, produjeron exaltaciones de 100 a 300 y

1000 veces respectivamente para las mencionadas secuencias de Nanoestructuras (Figura 3).

Campo Electromagnético de Nano
ensamblados de Nanoparticulas de Oro
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Figura 3.Efecto de Interacciones de Multiples nanoparticulas de Plata depositadas sobre diferentes
Nanomateriales. Publicado con permiso de los autores cita [9].Luchowski et al. 2010, Journal of
Nanophotonics, SPIE-International Society for Optics and Photonics.
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Cabe destacar que las mencionadas exaltaciones son producidas no solamente por la interaccion de
las nanoparticulas y las superficies metélicas de Plata; sino también y principalmente, por la interaccion
entre las nanoparticulas las cuales produjeron aumentos de los Campos Electromagnéticos entre las
mismas. De esta manera las propiedades Plasménicas Exaltadas generadas fueron acompafiadas con una
trasmisién Electromagnética y exaltacion direccionada hacia uno de los vértices de las Nanoestructuras en
donde se concentraron los mayores incrementos (>1000 veces). Sin embargo, entre las nanoparticulas
igualmente se produjeron exaltaciones de al menos 100 veces en presencia superficies metalicas y
superficies Opticamente inactivas, lo cual muestra el importante rol de las mencionadas interacciones. Es
por ello que en esta &rea de Investigacion y desarrollo el desafio es el control y disposicién de los diferentes
componentes a una escala nanométrica.

Es importante mencionar que en un inicio este fendmeno fue observado por E. M. Purcell et al. de
la Universidad de Harvard en base a estudios de particulas metélicas las cuales emitian espontdneamente
altas energias en las Radio-frecuencias en presencia de un circuito eléctrico resonantex.

Posteriormente puede mencionarse, que en base a las consideraciones tedricas y experimentales con
Nanoestructuras Diméricas de Nanoparticulas metalicas obtenidas en dispersién coloidal se detectaron
selectivamente diferentes Biosuperficies de Células en base a EP y mediciones de sefiales SERS (del Ingles
Surface Enhanced RamanSpectroscopy)xi; y a la deteccion de Moléculas reportadores mediante
Microscopia de Campo Oscuro y Fluorescencia en el Campo Claroxii.

Para concluir, los Campos Electromagnéticos entre las nanoparticulas interaccionan y generan
distribuciones no-homogéneas e intensificadas en determinadas regiones, fendmeno el cual es denominado

Plasmonica Exaltada o aumentada.

2.1.3  Fluorescencia Incrementada por el Metal

La Fluorescencia Incrementada o exaltada por Metal (MEF, del Inglés Metal Enhanced
Fluorescence) es un fendmeno fisico el cual se produce en base a la interaccion del Campo
Electromagnético de alta energia producido por superficies metalicas como fuera previamente descripto,

con fluoréforos ubicados a distancias cercanas en el Campo cercano en el orden de los nmxiii. Este

11



s

Sovaiade FCQ A [re—

MIOr

Bitacoradigital Cloncins Qs 0 Crdobe
fendmeno es altamente dependiente de las distancias entre la superficie metalica y el emisor. En base a una
Nanoarquitectura de un nlcleo de Oro recubierto con una cobertura polimérica pticamente inactiva en la
cual pueden ser incorporadas variables concentraciones de fluordforos, puede describirse la mencionada
dependenciaxiv (Figura 4). A distancias mayores o iguales que la distancia de Forster (Rg) se produce una
exaltacion de la emisién. La distancia de Forster (Rq)xv, es la distancia entre fluoréforos en la cual se
produce una transferencia de energia del 50% del total disponible (valores en el orden de los nm
dependiendo de los emisores). Mientras que a distancias menores o iguales a la R, se produce una
disminucién de la emisidn debido a una transferencia de energia producida desde el fluoréforo hacia el
metal. De igual manera la R, tiene influencia entre fluor6foros colindantes sobre el efecto MEF. A valores
menores o iguales a la Ry se produce homo-transferencia y disminucién de emision de intensidades,
explicado mediante un mecanismo de desactivacién de la Fluorescencia (del Inglés, Quenching) Sin
embargo, a distancias mayores o iguales a la Ry la interaccion y emision se produce en ausencia del efecto
de desactivacion del estado excitado (Figura 4.a). Los diferentes mecanismos y vias de transferencia de
energia en el Campo cercano con efecto en el campo lejano mediante la generacién de emisiones exaltadas
detectables solamente en presencia del metal, son correlacionados con las variables que afectan a las
intensidades de los Campos electromagnéticos producidos. Mencionadas variables fueron descriptas en las
secciones previas en base a calculos tedricos. Ademas, experimentalmente se disefiaron diferentes arreglos
basados en modificacion de superficies y de Nanoarquitecturas mediante diferentes metodologias
desarrolladas para su estudio.

También, es importante destacar la dependencia de este fendmeno con los rendimientos cuanticos
() de los emisores y sus disposiciones espaciales con respecto a la superficie metdlica. Menores valores de
¢ en base a calculos tedricos y a resultados experimentales mostraron los mayores incrementos de
emisionesxvi; lo cual es de alto interés e impacto para la deteccion de moléculas individuales (del Inglés,
Single Molecule Detection, SMD) y para la fabricacién de dispositivos luminicos tales como los conocidos
OLEDs, Dispositivos Organicos Emisores de Luz (del Inglés Organic Light Emitter Devices) lo cual ha
generado nuevas areas de investigacion en la fabricacion de Dispositivos hibridos Plasmdnicos-Orgénicos

Emisores de Luz llamados P-OLEDs (del Inglés Plasmonic Organic Light Emitter Devices), que se

12
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encuentran en continuo desarrollo. Por otra parte de manera de aumentar la exaltacion de la emisién via
MEF, el momento de transicion electrdnica debe estar alineado con el vector de Intensidad del Campo
Electronico para obtener 6ptimos resultadosxviixviii. Para lo cual es necesario el desarrollo de estrategias
de fabricacion con un alto y exacto control espacial. De esta manera, el desafio desde el punto de vista
experimental es controlar ambas variables; razén por la cual si bien ambas siguen los comportamientos
descriptos, aln continla su estudio. Sobre el impacto e importancia de la transmisidn de la luz mediante
los dispositivos conocidos comos LEDs (del Ingles Light Emitter Devices) podemos destacar su aplicacion
en desarrollos de avanzados sensores de impulsos cerebrales para la conduccion auténoma de
automovilesxix.

Por ltimo, cabe destacar que el efecto MEF no es un efecto simple de dispersion de Luz
aumentada, y que si bien puede contener un componente en la emision total, éste no sera el principal. A
modo de ejemplo, esto se demostr6 mediante mediciones de Fluorescencia resuelta en el tiempo de
nanoparticulas de silica con la incorporacién de nanoparticulas de Oro. De esta manera se observo
solamente una disminucion de los tiempos de vida de emisién acompafiados con un aumento de la emisién
con Nanoestructuras hibridas de silica y Oro en comparacion a simples mezclas de ambas nanoparticulas
por separado en una dispersion coloidalxx.

Ademas, en base a EP es posible desarrollar aplicaciones con MEF. Para ello el control espacial
es igualmente importante debido a que las distancias entre nanoparticulas deben ser exactamente
controladas para obtener 6ptimos resultados. Y es alli en donde se encuentra el desafio en la fabricacion de
nuevos disefios experimentales mediante la utilizacion de diferentes Nanomateriales de manera de controlar
la distancia entre el emisor y la superficie metalica en una region de Exaltacion Plasménica; de manera de
obtener 6ptimos incrementos en la emision y minima transferencia de energia via RET hacia la
nanoparticula. En esta area es de nuestro interés estudiar arreglos espaciales de nanoparticulas de Oro
esféricas mediante la utilizacion de diversos espaciadores moleculares, sistemas supramoleculares,
Biomoléculas tales como el ADN, en donde el disefio de sistemas Origami estan involucrados, ademas de

péptidos, proteinas y anticuerpos; los cuales permitirdn mediante un control de las cantidades de los

13
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diferentes componentes, el control espacial y fabricacion de Nanoagregados controlados en dispersion

Fluorescencencia aumentada por Metal (MEF)
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Figura 4. Esquema de las principales variables sobre fendmenos de Fluorescencia aumentada en el Campo
cercano: a) Fluorescencia aumentada por el Metal (MEF, del Ingles Metal Enhanced Fluorescence); b)
Plasmonica Incrementada por el Metal acoplada a MEF. Publicado con permiso de los autores cita
[14].Bracamonte-Boudreau et al. 2017, Bitacora Digital-FCQ-UNC.

2.2 Consideraciones Experimentales

2.2.1 Sintesis de Nanoarquitecturas para estudios y aplicaciones de MEF

14
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Referido a las consideraciones experimentales para estudios de MEF y EP se deben abordar
desafios relacionados con el control exacto de dimensiones, geometrias, longitudes o distancias en el orden
de los nm, al igual que consideraciones especiales para cada material involucrado.

Los diferentes Nanomateriales son producidos en base al disefio de una Nanoarquitectura en una
dispersion coloidal, sobre superficies, y mediante combinaciones de ambas estrategias. Para ello se utilizan
diferentes tipos de reacciones quimicas (métodos de Quimica himeda), las cuales permitan el crecimiento
controlado de Nano-estructuras metalicas, superficies metélicas y posicionamiento espacial controlado de
moléculas mediante interacciones covalentes y no covalentes.

Con reacciones de reduccion de iones metalicos en diferentes medios coloidales pueden obtenerse
Nanoparticulas metalicas de diferentes materiales, tales como Aluminio (Al), Plata (Ag), y Oro (Au), entre
otros materiales. Nanoparticulas esféricas de los mencionados materiales, con dimensiones en el intervalo
de 40-50 nm, produjeron bandas de absorciones Plasmonicas centradas en 250.0 nm (Al), 400.0 nm (Ag) y
540.0 nm (Au) en base a su diferentes configuraciones electronicas, como ya fue discutido en las secciones
anteriores (Figura 5). Estas diferencias igualmente permitieron diferentes interacciones con la aplicacion de

distintas estructuras quimicas dependiendo del metal utilizado.
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Figura 5. Absorbancia de Plasmones generados por nanoparticulas de Plata, Oro y Aluminio. Publicado
con permiso de los autores cita [14].Bracamonte-Boudreau et al. 2017, Bitacora Digital-FCQ-UNC.

De esta manera, mediante el método de Turkevichxxi el cual consiste en una reaccion de reduccion
con citrato de sodio (un agente reductor suave en comparacion a otros), se sintetizaron Nanoparticulas de
Ag estabilizadas en medio acuoso, usando iones citrato en exceso. Esto genera superficies de
Nanoparticulas con iones citratos adsorbidos no-covalentemente, los cuales permiten y favorecen otras
interacciones que llevan al el disefio de variables Nanoarquitecturas. La interaccion iénica de los grupos
citratos con grupos organicos e inorganicos ionizables de  moléculas fluorescentes produjeron
Nanoparticulas Fluorescentes con intensidades atenuadas en comparacion a los fluoréforos libres debido a
la RET hacia la superficie metélica. Es por ello, que la adicion de una cobertura polimérica épticamente
inactiva generd la separacion de los fluoréforos de la superficie metalica; y asi de esta manera poder
evaluar el efecto MEF. En nuestro laboratorio, en base a Nanoparticulas esféricas de Plata de 50.0 nm
utilizadas como molde para la deposicion de una cobertura de Silica, sobre la cual se adiciond una
cobertura Fluorescente con interacciones covalentes, se produjo una exaltacion de la emision y disminucion
de propiedades de foto-blanqueo con respecto a moléculas libres incorporadas en Nanoparticulas de Silica
en ausencia del ndcleo de Plataxxii.Es importante mencionar que las Nanoparticulas de Ag con esta
geometria y dimension produjeron intensas bandas Plasmdnicas con potencialidad para el desarrollo de
aplicaciones MEF. Ademas este material provee propiedades anti-fngicas las cuales adicionan
interesantes Futuras aplicaciones, desde la posible incorporacion en pinturas, hasta delicados desarrollos en
Nanomedicina. Es por ello que para el disefio de Nanomateriales Biocompatibles, por nuestra parte
utilizamos Nanoparticulas de Au para la fabricacién de Nano-emisores con potenciales aplicaciones en
Nanofotdnica, Biofotonica y Nanotecnologia. En base a Nanoparticulas de Oro esféricas de 40.0 nm, con
deposiciones de longitudes variables de los espaciadores de Silica (Esquema 1.a), y mediante el agregado
de diferentes concentraciones de Organosilanos (Tetraetil-Ortosilicato, TEOS) se logré controlar la
distancia entre la cobertura Fluorescente y la superficie metdlica (Esquema 1.b). Y de esta manera,
controlar propiedades Luminiscentes exaltadas por la presencia del ndcleo o corazén Plasménico via un

mecanismo de MEFxxiii.
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En estas reacciones en dispersion coloidal deben controlarse relaciones de concentraciones entre
los diferentes reactantes y agentes dispersantes para la obtencion de diferentes dimensiones, geometrias y

variaciones en los espesores de coberturas poliméricas.

a)
PVP-JU TEOS
Ayes_Sirato .Q* — . @
H;0 Aud EtOHfNH4OH
V]

Au NPs)

b) APSRhB TEOS CN-
P > —_—
EtOH/NH.OH

Au@siO,-RhB

Au@Sio,

Esquema 1. Sintesis de nanoparticulas de Oro y modificacion quimica mediante coberturas poliméricas de
Silica: a) Sintesis de nanoparticulas de Oro (Au NPs) mediante la metodologia de reduccidn con Citrato de
Sodio y estabilizacién mediante Poli-vinil pirrolidona (PVP) en Etanol para la obtencion de variables
espaciadores de Silica (SiO,) con la adicion de Tetraetil,Orto-Silicato (TEOS); b) Adicion de cobertura
Fluorescente mediante el agregado de Amino-propilSilano (APS) conjugado con Rodamina B (RhB) y
disoluciéon del nucleo de Oro con Cianuro de Sodio. Publicado con permiso de los autores cita
[23].Bracamonte-Boudreau et al. 2017, Chemical Advances, RSC-Royal Society of Chemistry.
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Ademas de coberturas Poliméricas, por nuestra parte hemos adicionado espaciadores moleculares

variables sobre Nanoparticulas de Plata y Oro de manera de estabilizar y agregar diferentes propiedades
que acompafien a la incorporacion de Fluoroforos, sobre las superficies de las Nanoparticulas modificadas.
Por ejemplo, las Nanoparticulas de Oro poseen alta polarizabilidad electronica superficial, lo cual permite
la interaccion no covalente con atomos de alta densidad electrénica polarizable como el azufre de grupos
tioles contenidos en diferentes moléculas organicas. Para ello en una primera etapa se deben estabilizar las
Nanoparticulas de Au en etanol con la adiciéon de Polivinil-pirrolidona (PVP), las cuales se adsorben
mediante interacciones no covalentes de Vander-Waals entre los grupos pirroles y la densidad electrénica
superficial del Au (Esquema 2.a). De esta manera, se le adiciona un carécter hidrofobico a la superficie de
la Nanoparticulas, el cual le confiere la posibilidad de una mejor interaccion con medios menos polares que
el agua como el etanol. Para luego realizar la adicion del espaciador molecular en presencia del grupo tiol
soluble en un medio etandlico (Esquema 2.b). Cabe destacar que el grupo tiol posee una fuerte interaccion

con superficies de Oro caracteristica de un enlace covalente, lo cual permite desplazar otras moléculas

adsorbidas
_ 5
Au*? i) Citrato ii) PVP 40 -
e Soaio Etanol
f{
Au-citrate NPs Au-PVP NPs
i ¥ N4
/_£'| e~ -~-,‘"'v’
i) 'é ¥ o Q
Esquema —_— S 2.
Sintesis 'y Etanol Buffer
Au-PVP NPs Au-BOH, NPs Au@-BCD NPs

Modificacion quimica de nanoparticulas de Oro: a) (i)Sintesis de nanoparticulas de Oro (Au NPs) mediante
la metodologia de reduccién con Citrato de Sodio (ii) estabilizacion de nanoparticulas de Oro mediante
Poli-vinil pirrolidona (PVP) en Etanol; b) (i) Modificacion superficial de nanoparticulas de Oro con &cido
tio-fenil boronico, (ii) Union covalente de B-Ciclodextrina (BCD; oligomero ciclico de glucosa formado por
7 unidades). Publicado con permiso de los autores cita [24].Bracamonte et al. 2018, Journal of
Nanophotonics, SPIE-International Society for Optics and Photonics.

En estas reacciones igualmente se deben controlar las concentraciones y relaciones de reactantes

de manera variar porcentajes de coberturas superficiales, polaridades e interaccion con el medio
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circundante. De igual manera, las condiciones deben ser estrictamente controladas para la adicion de
grupos organicos como conectores de otras estructuras quimicas, tales como sistemas supramoleculares
(Esquema 2.b.ii) para la formacion de complejos huésped-receptor, anticuerpos, enzimas, Yy
Biomoléculas,xxiv etc.. Ademas, es importante mencionar que para la mantencién de las dispersiones
coloidales la utilizacién de sistemas de sonicado, agitacion en diferentes modos, control de la
hidrofobicidad de las superficies de los materiales, y volimenes en los cuales se realizan las reacciones, son
de vital importancia para evitar procesos de agregacion no controlados.

Por ultimo se debe mencionar que ademas de las técnicas discutidas en dispersiones coloidales, se
pueden desarrollar sobre superficies de manera similar sistemas Nano-estructurados mediante la simple
deposicion de Nanoparticulas en base a interacciones no-covalentes, o mediante reacciones de 6xido-
reduccion para lograr la deposicién de finas capas metalicas sobre las cuales se pueden continuar las
modificaciones quimicas segin la aplicacién deseada; y mediante la utilizacién de técnicas Laser
Litogréaficas disefiar patrones Nano-estructurados altamente exactos y precisos.

En resumen, en base a reacciones quimicas es posible la obtencion de Nanoparticulas con un
control en la escala de los nm en dispersion coloidal o sobre superficies. Estas reacciones son altamente
dependientes de las relaciones de reactantes para el control de dimensiones; al igual que de la presencia de
otros agentes dispersantes tales como lipidos para el crecimiento controlado en 3D y la obtencién de
variables geometrias. Igualmente otras técnicas mediante la Utilizacién de Laseres son posibles de utilizar.
Luego, las Nanoestructuras obtenidas pueden ser modificadas quimicamente mediante la adicion de
coberturas poliméricas y espaciadores moleculares con grupos funcionales que puedan conferirles una alta

versatilidad para continuar la fabricacion de Nano-arquitecturas Multi-funcionales.

2.3 Estudios de MEF
2.3.1 Propiedades Ultraluminescentes en base a Nanocompositos Hibridos de Plata y Oro
La demostracién del efecto MEF acompafiada con el control de las principales variables y el
acoplamiento de nuevos mecanismos Luminiscentes son de vital importancia para el desarrollo de nuevos

Nano-emisores y aplicaciones en base a mencionados fenémenos. Es por ello que posterior a la
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demostracidn del efecto MEF en base a Nanoparticulas de Ag xxii, y a la interaccién de un Polimero de
Poli-tiofeno el cual interacciona no-covalentemente con hebras de ADN, se sintetizd un nuevo Nano-
composito con propiedades Luminiscentes incrementadas. El Politiofeno interacciona con hebras simples
de DNA mediante interacciones electrostaticas y de Vander-Waals con un menor rendimiento cuantico que
en presencia de la doble hebra, en donde el polimero pasa de una posicién planar a ant-iplanar (Figura 6.a).
Luego, de manera de acoplar la emisién incrementada de la hebras de ADN marcadas Fluorescentemente
mediante un mecanismo de Transferencia de Energia de Fluorescencia Resonante (FRET, del Inglés
Fluorescence Resonance Energy Transfer) con MEF en base a Nanoparticulas de Ag se optimizaron
espaciadores de Silica para una emisién aumentada de moléculas Fluorescentes de Eosinaxxv. Para lo cual,
se evalud la adsorcion del Politiofeno, en ausencia y presencia de simples y dobles hebras de ADN
mediante interacciones electrostaticas (Figura 6.b). De esta manera debido al solapamiento de la emision
del Polimero con la absorcién del Nano-emisor via FRET-MEF se obtuvieron rendimientos cuénticos
incrementados con respecto a la ausencia del mecanismo FRET. Posteriormente en base a estos nuevos
Nanocompositos fue desarrollado un Biosensor para la deteccidén de genes altamente sensible en ausencia

de PCR (del Inglés, Polymeric Chain Reaction).
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Figura 6. a) Propiedades Fluorescentes e Interacciones no-covalentes entre hebras simples de ADN y
cadenas Poliméricas de Poli-tiofeno; b) llustracion esquematica de la Sintesis de Nanocompositos Hibridos
en base a una nanoparticula molde de Plata con la adicién de Multicoberturas con diferentes
funcionalidades mediante interacciones covalentes y no-covalentes. Propiedades Fluorescentes adicionadas
mediante la incorporacion de moléculas de Eosina unidas covalentemente a cobertura de Silica y Polimero
Fluorescente de Poli-tiofeno mediante interacciones no covalentes. Publicado con permiso de los autores
cita [25].Boudreau et al. 2011, J. of Phys. Chemistry C, ACS-American Chemical Society.

Ademas, existen ciertos sistemas supramoleculares, los cuales poseen formas de conos truncados,
y forman complejos de inclusién con diversas moléculas organicas Fluorescentes. Estos complejos en base
a ciclodextrinas, oligomeros ciclicos de glucosa de variables dimensiones dependiendo del nimero de
unidades monoméricas, producen incrementos y atenuaciones de las emisiones Fluorescentes dependiendo
de las moléculas incorporadas. Por ejemplo, la p-Ciclodextrina (BCD, oligomero ciclico de 7 unidades de
glucosa), forma complejos de inclusién con Rodamina B (RhB) y disminuye la emision del fluoréforo
complejado mediante un mecanismo de atenuacion (del Inglés, Quenching) (Figura 7.a.i). Para incrementar
y controlar el efecto de la emisién de estos complejos en base a MEF los macrociclos de BCD fueron
unidos covalentemente a cadenas de Polietilen-glicol (PEG) con enlaces ditianos sobre Nanoparticulas de
Oro. De esta manera se observo un efecto de proteccion del estado excitado via MEF acompafiado de un
incremento de la emision con respecto a los complejos individuales liberados mediante una reaccién de
reduccion de los enlaces ditianos (Figura 7.a.ii). Este fendmeno fue igualmente estudiado en presencia de
variables longitudes de espaciadores moleculares PEG (Figura 7.b.i)xxvi. Optimas emisiones fueron
obtenidas en base a MEF en presencia de espaciadores de 5.0 nm; mientras que espaciadores mas cortos
produjeron disminuciones via RET. Sin embargo, espaciadores se Silica mas grandes mostraron mayores
exaltaciones de la emision via MEF con respecto a Nanoarquitecturas en ausencia del nucleo de Oro
obtenidas mediante la digestion del corazén metalico con la adiciéon de Cianuro de sodio xxiii (Figura
7.b.ii). Pero estas mayores emisiones fueron obtenidas con mayores concentraciones de fluoréforos
incorporados, del orden de uM, de manera de estudiar el 6ptimo y maximo efecto MEF, con respecto a las
Nanoestructuras de Oro modificadas con espaciadores moleculares de PEG y BCD, sobre las cuales es
posible incorporar Fluoréforos mediante complejos con estequiometria 1:1, en el intervalo de

concentraciones nM. Sin embargo, de manera de obtener maximos resultados en presencia de menores

concentraciones para potenciales aplicaciones en la deteccién de moléculas individuales (SMD, del Ingles
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Single Molecule Detection), evitando la adsorcidon no-especifica de moléculas de Rodamina B entre los

espaciadores PEG sobre Nanoparticulas de Oro fue utilizado un espaciador molecular, de menor longitud,

en base al &cido tio-fenilborénico que forme coberturas moleculares mas compactas en base a
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interacciones de Vander-Waals y n— & stacking las cuales produjeron mejoras en las sensibilidades en la

deteccion de las moléculas Fluorescentes reportadorasxxvii (Figura 7.b.iii).
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Figura 7.Resumen de Sistemas Nanofo6tonicos estudiados: a) (i) Complejacion de Rodamina B (RhB) con
B-Ciclodextrina (BCD-RhB), (ii) Control de efecto de Incremento de la emision Fluorescente mediante
BCD-RhB y reacciones de Oxido-reduccion; b) (i) Nanoparticulas de Oro modificadas con espaciadores
Moleculares de Poli-etilenglicol (PEG) de variables longitudes para la union de BCD-RhB, (ii)
Nanoparticulas de Oro modificadas con espaciadores de Silica y coberturas Fluorescentes y obtencion de
Nanoarquitecturas en ausencia del nicleo de Oro; (iii) Espaciador molecular organico conjugado para la
unién de CD-RhB.

De manera de visualizar el efecto y significado fisico del Fendmeno MEF se puede mencionar la
obtencion de Nanoimagenes mediante Microscopia Laser Fluorescente de Nanoparticulas de Oro de 40.0
nm con espaciadores variables de Silica y coberturas fluorescentes de Rodamina B. De esta manera se
observo un variable nimero de Nanoparticulas detectadas e intensidades colectadas a partir del analisis de
eventos Luminiscentes individuales. De esta manera, las mayores intensidades de emisiones y mayor
nimero de deteccion de Nanoparticulas con propiedades denominadas Ultra-luminiscentes fueron
obtenidas a una distancia 6ptima de 10.0 nm. Mientras que a distancias menores y mayores, drésticas
disminuciones en las emisiones de Nanoparticulas individuales fueron registradas; al igual que menor
nimero de Nanoparticulas detectadas fueron colectadas (Figura 8.a y 8.b). Estas Nanoparticulas, obtenidas
en ausencia del nicleo de Oro mediante la adicion de Cianuro de Sodio, mostraron grandes disminuciones
en sus intensidades (Figura 8.c). Mediante la relacion de Intensidades en presencia y ausencia de los
corazones de Oro fueron obtenidos los Factores de Incrementos de MEF (MEFgg, del Inglés MEF

Enhancement Factor). El mayor incremento de emision en dptimas condiciones correspondié a un valor de

MEFgr de 10.0 en dispersion coloidal (Figura 8.d); mientras que mediante la utilizacion de Microscopia
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de Fluorescencia lleg6 a 40. En base a mediciones de tamafios, los eventos Luminiscentes correspondieron

a la deteccion de Nanoparticulas individuales y pequefios Nanoagregados tales como dimeros a
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Figura 8. Microscopia Laser de Fluorescencia: a) nanoparticulas de Oro con espaciadores de Silica (SiO,)
de 6 nm con incorporacion de propiedades Fluorescentes mediante la unién de Rodamina B (Au@SiO,-
RhB); b) nanoparticulas de Au@SiO,-RhB con SiO,= 10 nm; c) Nanoarquitecturas en ausencia del nicleo
de Oro obtenidas mediante la adicion de Cianuro de Sodio; d) Efecto de los factores de Incrementos MEF a
diferentes longitudes de espaciadores. El factor de Incremento MEF fue obtenido a cada distancia de
espaciador mediante la relacion de intensidades de la emision Fluorescente en presencia del nicleo de Oro
y en ausencia del mismo. Publicado con permiso de los autores cita [23 y 28]. Bracamonte et al.2017 RSC
Advances and 2018, Journal of Nanophotonics, SPIE-International Society for Optics and Photonics.

Ademas, de manera continuar el estudio de Nanoparticulas Ultra-luminiscentes en base a MEF en
presencia de espaciadores de corta longitud, se sintetizd en presencia de DMF (DiMetilFormamida) se
detect6 en el (de concentraciones nM). Ademas, de manera continuar el estudio de Nanoparticulas Ultra-
luminiscentes en base a MEF en presencia de espaciadores de corta longitud, se sintetizé Nanoparticulas de
Oro recubiertas con espaciadores moleculares hidrocarbonados. Estos espaciadores confirieron mayores
caracteristicas apolares a las Nano-superficies que en comparacion a los espaciadores PEG anteriormente
utilizados. Estos espaciadores luego fueron utilizados para la union covalente de macrociclos de BCD. Los
macrociclos de BCD adicionados fueron utilizados para la formacion de complejos fluorescentes con
Rodamina B. Para esta sintesis fueron utilizados solventes con diferentes polaridades de manera de
controlar el estado de agregacion de la Nanoparticulas. De esta manera, en presencia de un medio orgénico
con una polaridad intermedia tal como el DMF (DiMetilFormamida) se detectaron nanoparticulas
individuales (Figura 9.a) y Nanoagregados de dimensiones intermedias (Figura 9.b). Mientras que los
productos obtenidos en presencia de solventes acuosos generaron mayores dimensiones de Nanoagregados
(Figura 9.c). Estas Nanoimégenes mediante Microscopia Laser de Fluorescencia fueron producidas con
bajas concentraciones en el intervalo de valores de nM. Ademas, es importante destacar que variables
emisiones fueron colectadas dependiendo del nivel de desarrollo de Nanoagregados. Asi, con el incremento
del tamafio de los Nanoagregados fueron obtenidas mayores intensidades de emisiones. Este fendmeno fue
explicado mediante estructuras Plasmonicas resonantes las cuales produjeron propiedades de EP acopladas

a MEF (Figura 9.d). xxvii
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Figura 9. Microscopia Laser de Fluorescencia de nanoparticulas de Oro modificadas con espaciadores
ditianos y Rhodamina B (RhB) complejada con pB-Ciclodextrinas (BCD-RhB): a) nanoparticulas
individuales Y pequefios Nanoagregados; b) y ¢) Nanoagregados de dimensiones variables (intermedias y
grandes); d) Incrementos de emisiones de Fluorescencia de variables dimensiones de Nanoagregados.
Publicado con permiso de los autores cita [27].Bracamonte et al. 2019, Microchemical Journal, Elsevier.
En base a estos resultados, se ha demostrado la alta sensibilidad del fendmeno MEF con el control

de las longitudes de los espaciadores, y a la naturaleza de los mismos, al igual que el efecto de las

propiedades Plasmonicas con la interaccion entre Nanoparticulas en base a EP. Esto es tan solo una
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introduccién al estudio de todas las variables que afectan a ambos fendmenos. Es por ello que en un inicio
se han sintetizado Nanoparticulas de Oro de 40-50 nm con espaciadores de silica (Figura 10.a), PEG
(Figura 10.b), espaciadores moleculares organicos conjugados y no conjugados (Figura 10.c y d); y se
encuentran en evaluacién otros espaciadores organosilanos modificados y combinaciones entre ellos

(Figura 10.e, 10.f) de manera de optimizar resultados dependiendo de las aplicaciones futuras a desarrollar.
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Figura 10.llustracion esquematica de las Superficies de nanoparticulas de Oro modificadas con diferentes
espaciadores quimicos y grupos funcionales para la incorporacion de B-Ciclodextrina (BCD-RhB): a) Silica
y grupos aminos; b) Poli-etilenglicol y acido Boronico; c¢) Tiofenilo y Acido Boronico ; d) cadenas
hidrocarbonadas bi-funcionales con grupos tioles; €) organosilano aminado ; f) Silica y grupos aminos.

Ademas es importante el estudio de las disposiciones espaciales de los Fluoréforos en base a las

diferentes estrategias para la unioén de los mismos a las Nanoparticulas, y la influencia del rendimiento
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cuantico del emisor mediante diferentes estrategias para un maximo control de los Fendmenos
Luminiscentes en estudio. Cabe destacar, que si bien en las consideraciones teoricas discutidas fue
indicado que en presencia de menores rendimientos cuanticos se obtuvieron mayores aumentos de emision
Fluorescentes, han sido reportados sobre superficies metalicas aumentos significativos de las emisiones de

puntos cuanticos Luminiscentes (QDs, del Inglés Quantic Dots)xxix, los cuales se caracterizan por sus

altos rendimientos cuanticos.

2.4 Desarrollo de Aplicaciones de MEF: Nano-plataformas Ultraluminescentes para deteccion
molecular altamente sensible y Biodeteccion

Existe una gran cantidad de aplicaciones en desarrollo e investigacién de MEF en base a Nano-
plataformas las cuales poseen gran impacto Tecnoldgico e insercion Social a Futuro. Por ejemplo, el
estudio de la incorporacion de estructuras Plasmdnicas en los conocidos dispositivos Luminiscentes LEDs,
OLED:s, para la fabricacion de dispositivos P-LEDs y P-OLEDsxxx, dispositivos electrdnicos en base a
microdispositivos (Chips)xxxi y circuitos Nanofotonicosxxxii, y para la sintesis de nuevos Nano-emisores
aplicados a Nanofotonica y Biofotonica, en donde se involucran temas tales como Nanomedicina y
Diagndstico por Nanolmagenesxxxiii.

Por nuestra parte, en esta comunicacion mostramos el desarrollo y evolucién de ideas las cuales
surgen del planteo de desafios en base a necesidades relacionadas con Transduccion, Transferencia de
Energia en dispositivos Nanotecnoldgicos y Deteccién Individual de Moléculas (SMD del Inglés, Single
MoleculeDetection), para luego proponer diversos disefios experimentales e instrumentales, estrategias con
la utilizacion de Nanoarquitecturas en base al estudio de fenémenos Fisicos y Quimicos.

Posterior a la decodificacion de la secuencia completa del genoma humano, se plante6 el desafio
de desarrollo de métodos avanzados de secuenciacion y deteccion mediante una menor demanda de tiempo
y la utilizacion de menores cantidades de reactivos con una consecuente obtencion de un diagndstico en un
menor tiempo, acompafiado de un menor costo. De esta manera y en base al andlisis de Nanoparticulas

individuales en sistemas Micro-fluidicos acoplados a la generacion de Imagenes mediante diversos
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sistemas Opticos, se realizo el estudio de Nanoarquitecturas para la deteccion altamente especifica de
diversos genes del ser humano en base a la Nanoestructura planteada sobre una Nano-plataforma de Plata
modificada con espaciadores y coberturas Fluorescentes (Figura 6). Esta Nanoparticula fue disefiada para la
deteccion de los genes de CandidaAlbicans (regién conservada de un Fungus Diploide el cual afecta a
personas inmunodeprimidas con HIV)xxxiv; y SRY (determinante del sexo en el ser humano)xxxv. La
deteccion funciond en base a: a) la unién covalente de hebras de ADN complementarias a las requeridas de
ser detectadas en la Nanoestructura, b) incorporacion mediante interacciones no covalentes de hebras de
Poli-tiofeno Fluorescente sobre el ADN adicionado en la Nano-superficie, c) interaccién con la hebra
complementaria acompafiada de un incremento del rendimiento cuéntico de emision del polimero Poli-
tiofeno incorporado en base a un cambio espacial y de rigidez del complejo ternario formado, d)
optimizacién del solapamiento de espectros de absorcion-emisién / donor-aceptor mediante un mecanismo
FRET acoplado a MEF. Este acoplamiento produjo la deteccion especifica y altamente sensible
solamente en presencia de una secuencia complementaria completa en comparacion a una no-
complementaria (Figura 11.a). La aplicacion de este disefio de Nanoarquitectura fue validada en muestras
de sangre en ausencia del clasico método utilizado en laboratorios de Bioquimica conocido como PCR (del
Inglés Polymeric Chain Reaction)xxxvi.

Ademas, en base a Nanoparticulas de Oro modificadas con espaciadores moleculares y sistemas
miméticos de interacciones anticuerpo-antigeno como lo son los mencionados complejos de BCD y
moléculas como la Rodamina B, se evalud la deteccion de esta molécula en muestras reales tales como
agua y tierra, mediante el reconocimiento molecular acoplado al fendmeno MEF. De esta manera se
obtuvieron mayores sensibilidades en presencia de Nanoparticulas modificadas con fCD (Figura 11.b) que
en presencia de BCD libre, solamente en medio amortiguador acuoso, y en presencia de Nanoparticulas no
modificadas. Mediante el andlisis de Nanoimagenes con Microscopia Laser de Fluorescencia fue posible la
deteccion de bajos niveles de concentraciones préximas a los niveles de SMD relacionadas con el
reconocimiento de un bajo nimero de moléculas por Nano-plataforma. xxvii

Los mencionados desarrollos fueron realizados en sistemas en Flujo, y con la utilizacion de

sistemas Opticos; fueron evaluadas las exaltaciones Plasmonicas y Transferencias de Energia entre las
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Nanoparticulas y moléculas reportadores del fendmeno de reconocimiento molecular. De igual manera, el
disefio de estas Nanoarquitecturas pueden ser aplicados e incorporados en Guias de Ondas
electromagnéticas de Silica (del Inglés SilicaWaveguides)xxxviie para la fabricacién de Microdispositivos
Fotonicos y Optoelectronicos. En estas Guias de Ondas Electromagnéticas las sefiales son direccionadas
con sentido definido a través de del material modificado en base a Silica. Esta transmision de sefiales

puede involucrar propiedades Plasmonicas, electronicas, Luminiscentes, FRETy MEF, con diversas

aplicaciones.
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11.Comparacion de Curvas de Calibracion: a) deteccion de ADN mediante la utilizacion de nanoparticulas
de Plata recubiertas con una cobertura Fluorescente y moléculas de DNA simples complementarias al gen
SRY a detectar en muestras de sangre. Imagen insertada (i) corresponde a deteccion de DNA
complementario sobre Nanoplataformas de Plata en sistema en Flujo mediante Citometria y deteccion
Optica; b) deteccion de Molécula Fluorescente, Rhodamina B (RhB), en diferentes dispersiones Coloidales.
Nanoparticulas de Oro modificadas con espaciadores moleculares de Fenilo y Acido Borénico (Au@BCD),
en medio acuoso (Buffer),3-Ciclodextrina (BCD), nanoparticulas estabilizadas con citrato (Au). Imagen
insertada (i) corresponde a deteccion de RhB mediante Microscopia Laser de Fluorescencia. Publicado con
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permiso de los autores de citas [35 y 24]. Boudreau et al. 2013 y Bracamonte et al. 2018, Analytical
Methods, RSC-Royal Society of Chemistry y Journal of Nanophotonics, SPIE-International Society for
Optics and Photonics.

Por ultimo, el control de la Nano-escala de Nanoparticulas de Oro con espaciadores de silica y coberturas
fluorescentes unidas covalentemente mediante la utilizacion de organosilanos modificados, las cuales
mostraron propiedades Ultraluminescentes, permitieron desde el marcado de Bacteria de Escherichia
(Figura 12.a) y deteccién con variables intensidades dependiendo del estado agregacion de las colonias
Bacterianas (Figura 12.b y 12.c), hasta la deteccion de Bacterias individuales(Figura 12.d y 12.e). xxviii
Ademaés, el nivel de resolucién de las Biolméagenes pudo ser controlado en base a las dimensiones de las
Nanoparticulas de Oro; propiedad la cual continla en estudio mediante el control de todas las variables que
afectan a la emisiones non-clasicas Luminiscentes generadas en base a MEF a partir de interacciones
Plasménicas y EP. Potenciales aplicaciones en Nanomedicina, y generacién de Imagenes en base a

Diagnésticos Multimodales seran evaluadas con la incorporacion de las mencionadas Nanoarquitecturas en

10
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Figura 12. Iméagenes de Bacterias de Escherichia Coli marcadas con nanoparticulas Ultraluminescentes en
base a un corazén de Oro modificado con espaciador de Silica y Rhodamina B (RhB) (Au@SiO,-RhB).
Publicado con permiso de los autores cita [28]. Bracamonte et al. 2018, Journal of Nanophotonics, SPIE-

International Society for Optics and Photonics

3 Materiales y Métodos
3.1 Sintesis de nanoparticulas metéalicas y modificacion quimica
Las Nanoparticulas metélicas fueron sintetizadas mediante reacciones de reduccion, las cuales
involucran diferentes metodologias en medios heterogéneos, de manera de inducir geometrias y
dimensiones definidas. En general estas Nanoparticulas quedaron dispersas y estabilizadas en el medio de
reaccion, pero es conveniente, dependiendo de la aplicacion la modificacién quimica superficial. Segun el
material constitutivo de la Nanoparticula serd la estrategia sintética para lograr su cobertura. Pueden
utilizarse enlaces no covalentes, interacciones de Van der Waals, interacciones iénicas, enlaces covalentes,
y coberturas poliméricas. Luego las mencionadas Nanoparticulas modificadas pueden ser utilizadas como
plataformas para el disefio y sintesis de Nanoestructuras Multifuncionales
Las deposiciones sobre superficies son realizadas mediante multi-adiciones de dispersiones
coloidales, de concentraciones variables, dispersas en solventes organicos, los cuales mediante evaporacion
permiten la adsorcion. También fue utilizada la simple adsorcién via interacciones iénicas, por ejemplo
puede modificarse la superficie mediante reactivos organosilanos, confiriéndole una determinada carga o
densidad de carga sobre la cual se adiciona la segunda cobertura. Todas las técnicas y metodologias de
trabajo mencionadas anteriormente fueron metodologias llamadas de quimica himeda (en solucién o

dispersion).
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