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El presente trabajo de tesis abarca el disefio, fabricacion y estudio de las
propiedades Opticas de sistemas compuestos de nanoparticulas metalicas puras o
formando un hibrido con 6xido de hierro magnético. Luego estos nanosistemas fueron
empleados para la deteccion oOptica o fotodegradacion de analitos de interés
agroalimenticio.

En particular, los sistemas estudiados estdn compuestos por diversos tipos de
nanoestructuras metéalicas en dispersion coloidal: agregados de nanoparticulas de
metales nobles (Au, Ag) de forma aproximadamente esféricas, agregados de
nanoparticulas anisotropicas (nanovarillas) y nanoestructuras hibridas, en este caso,
conformadas por un nucleo de magnetita con nanoparticulas de Au en su superficie
(nanoparticulas tipo nucleo-NPs satélites).

Las nanoestructuras formadas fueron caracterizadas utilizando diversas
técnicas espectroscopicas, asi como también, técnicas de microscopia electronica y
de difraccion de Rayos X. La respuesta optica experimental de cada uno de los
nanosistemas fabricados fue correlacionada e interpretada mediante simulaciones
electrodinamicas utilizando teoria de Mie o DDA (del inglés, Discrete Dipole
Approximation). A partir de la correlacion entre experimentos y teoria, fue posible
determinar en dispersién coloidal las distintas concentraciones y fracciones de cada
una de las poblaciones de nanoestructuras presentes en los sistemas de estudio.
Esta herramienta aporta nueva informacién que permite comprender la respuesta
experimental obtenida para cada nanodispositivo, asi como también definir sus
futuras aplicaciones.

Una caracteristica de las nanoparticulas metalicas es que pueden
funcionalizarse con diversas moléculas. En particular, la conjugacion de biomoléculas
con nanoparticulas permite generar materiales que combinan las propiedades 6pticas
plasmonicas con la capacidad de bioreconocimiento altamente especifico de las
biomoléculas. En esta tesis utilizando el par biomolecular biotina-estreptavidina se
estudid6 un nanosensor que, mediante espectroscopia UV-Visible, permite la
deteccién ultrasensible de gliadina, analito de gran relevancia en la Ciencia de los

alimentos.
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A su vez, utilizando el par biomolecular anteriormente mencionado se
presenté un enfoque plasménico para estudiar, mediante espectroscopia UV-Vis, la
cinética de unidn de las interacciones proteina-ligando ancladas a la superficie de
nanoparticulas. Estudiar la cinética de union de complejos proteinas/ligando-
nanoparticulas permite el desarrollo de bionanosensores de afinidad para el
monitoreo y diagndstico de enfermedades en la atencidbn médica, la investigacion y
las aplicaciones industriales.

A demas, la especificidad y alta afinidad de la interaccion del par biotina-
estreptavidina permitié la fabricacion dimeros de nanoparticulas de oro con una
distancia interparticula controlada. Los dimeros fueron utilizados, mediante
espectroscopia vibracional Raman Incrementada por Superficie (SERS, del inglés,
Surface Enhanced Raman Spectroscopy), como plataforma para la deteccion
ultrasensible, directa e indirecta de anticuerpos biotinilados especificos para gliadina
y ara hl (proteina de interés para las personas alérgicas al mani).

Otro aspecto de interés analizado es como correlacionar en forma rigurosa los
factores de incrementos SERS experimentales en agregados de nanoparticulas con
los factores de incrementos calculados usando simulaciones electrodinamicas. Este
es un tépico de gran relevancia ya que cuando se generan agregados de
nanoparticulas utilizando puentes moleculares, las moléculas que contribuyen en
forma significativa a la sefial SERS son aquellas que se encuentran en la regién
interparticula donde el campo eléctrico que se genera es mucho mayor que en el
resto de la nanoestructura. Determinar el nimero o concentracion de moléculas
situadas en estas regiones, requiere determinar el nimero o concentraciones de
monomeros, dimeros, trimeros etc, formados luego del agregado de la molécula que
induce la agregacion. En esta tesis mostramos cémo mediante simulaciones de los
espectros de extincion se puede obtener informacion sobre la concentracion de cada
tipo de nanoagregados formado y de esta manera estimar el nimero de moléculas
gue efectivamente contribuyen a la sefial SERS. Esta nueva aproximacion permite
determinar el factor de incremento intrinseco de sustratos SERS el cual es un

parametro que define su calidad como nanosensor.
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Finalmente, se estudiaron algunos factores de naturaleza plasmoénica que
controlan y mejoran las propiedades fotocataliticas de nanoestructuras hibridas de
magnetita-oro en el proceso de degradacion fotoinducida de azul de metileno, un
antiséptico ampliamente utilizado en la acuicultura.

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral contribuyen a la
comprension de las propiedades Opticas de nanoestructuras plasmoénicas y a su

aplicacién para la deteccion o fotodegradacion de moléculas de interés agroindustrial.

Abstract
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This Ph.D. thesis is aimed to the design, fabrication and study of the optical
properties of systems composed of pure metallic nanoparticles or coupled to magnetic
iron oxide to form hybrid nanostructures. Then, these nanosystems were applied for
the optical detection or photodegradation of analytes of agronomic interest.

In particular, the systems studied are composed of various types of colloidal
dispersion metal nanostructures such as, aggregates of noble metal nanoparticles
(Au, Ag) of approximately spherical shape, aggregates of anisotropic nanoparticles
(nanorods) and hybrid nanostructures, in this case, shaped by a magnetite core with
Au nanoparticles on its surface (core-satellite nanopatrticles).

The formed nanostructures were characterized using various spectroscopic
techniques, as well as electron microscopy techniques, X-ray diffraction. The
experimental optical response of each of the manufactured nanosystems was
correlated and interpreted by electrodynamic simulations using Mie theory or DDA
(Discrete Dipole Approximation). From the correlation between experiments and
theory, it was possible to determine in colloidal dispersion the different concentrations
and fractions of each of the populations of nanostructures present in the study
systems. This tool provides new information that allows us to understand the
experimental response obtained for each nanodevice, as well as to define its future
applications.

A characteristic of metallic nanopatrticles is that they can be functionalized with
various molecules. In particular, the conjugation of biomolecules with nanoparticles
makes it possible to generate materials that combine plasmonic optical properties with
the highly specific biorecognition capacity of biomolecules. In this thesis, using the
biotin-straptavidin biomolecular pair, we have designed a nanosensor that, through
UV-Visible spectroscopy, allows the ultrasensitive detection of highly relevant gliadin
in food science.

Using the aforementioned biomolecular pair, a plasmonic approach was
presented to study, by UV-Vis spectroscopy, the binding kinetics of protein-ligand
interactions after the formation of Ag nanoparticle dimers. To understand the protein-

ligand binding kinetics anchored to nanoparticles allows the development of affinity
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bionanosensors for the monitoring and diagnosis of diseases in medical care,
research and industrial applications.

Furthermore, the specificity and high affinity of the interaction of the biotin-
streptavidin pair, was used to manufacture dimers of gold with a controlled interparticle
distance. Subsequently, the dimers were used by Surface Enhacement Raman
Spectroscopy (SERS) as platform for the ultrasensitive, indirect and indirect detection
of biotinylated antibodies specific for gliadin and ara h1l (protein of interest to peanut
allergy diseace).

Another aspect of interest analyzed is how to correlate the experimental SERS
enhancement factors in nanoparticle aggregates with the enhancement factors
calculated using electrodynamic simulations. This is a topic of great relevance since
when nanoparticle aggregates are generated using molecular bridges, the molecules
that contribute significantly to the SERS signal are those found in the interparticle
region where the electric field that is generated is much greater than in the rest of the
nanostructure. Determining the number or concentration of molecules located in this
region require determining the number or concentrations of monomers, dimers,
trimers, etc., formed after the addition of the molecule that induces aggregation. In this
thesis we show how by means of extinction spectra simulations it is possible to obtain
information on the concentration of each type of nanoaggregate formed and thus
estimate the number of molecules that effectively contribute to the SERS signal. This
new approach allows to determine the intrinsic increase factor of SERS substrates,
which is a parameter that defines their quality as a nanosensor.

Finally, some plasmonic factors that control and improve the photocatalytic
properties of hybrid magnetite-gold nanostructures in the photoinduced degradation
process of methylene blue, an antiseptic widely used in aquaculture, were studied.

The results presented in this Doctoral Thesis work contribute to the
understanding of the optical properties of plasmonic nanostructures and their
application for the detection or photodegradation of molecules of agro-industrial

interest.

Introduccidon y estructura de la tesis
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El objetivo general de esta tesis es establecer las bases fisicoquimicas y
analiticas para la implementacibn de sensores plasmoénicos Opticos para la
determinacién, asi como también, la fotodegradacion de analitos de interés

agroalimentario.

La plasmonica es una disciplina de la nanofotonica que se ocupa
principalmente de estudiar la interaccién de la luz con materiales que presentan
dimensiones en la nanoescala. En particular, las nanoparticulas (NPs), de metales
nobles como oro y plata no solo presentan propiedades Opticas que pueden ser
moduladas en base a parametros morfolégicos y del entorno inmediato en el que se
encuentren, sino que también presentan una quimica superficial que posibilita realizar
diversas estrategias de funcionalizacion. Estas caracteristicas permiten desarrollar
una vasta gama de aplicaciones conjugando las propiedades Opticas y superficiales

de estos nanomateriales’.

La motivacion de desarrollar sensores 6pticos plasménicos para la deteccién
o fotodegradacion de analitos de interés agroindustrial surge de que, histéricamente,
la industria agroalimentaria en Argentina ha sido un sector vital de la economia del
pais®. A su vez, en las Ultimas décadas la sociedad ha mostrado una creciente
preocupacion por la salud haciendo énfasis, entre otros aspectos, en cuidar la calidad
y cantidad de los alimentos que se ingieren. En la actualidad la produccion de
alimentos generada por la agricultura y ganaderia intensivas conlleva el uso
desmedido de pesticidas y suplementos, haciendo que la ingestion de alimentos
pueda generar distintas patologias como obesidad, celiaquia y diabetes, entre otros
trastornos. Por otra parte, la explotacion intensiva de los recursos naturales del pais
conlleva a grandes problemas de contaminacién ambiental tales como la pérdida de
la calidad del aire, de los recurso hidricos y de los suelos disponibles para actividades

agricolas®*,

En este contexto, surge la necesidad de desarrollar métodos analiticos de o

dispositivos que permitan detectar de forma rapida, ultrasensible y especifica analitos
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de interés agroalimentario con el fin de lograr un control eficiente de la calidad de los
alimentos consumidos, asi como también, de la salud de la poblacion. Por otro lado,
fabricar nuevos materiales que permitan fotodegradar los desechos generados por la
industria alimenticia se presenta como una alternativa que permitiria reducir impactos

ambientales.

Recientemente los progresos efectuados en la sensibilidad de los
transductores Opticos en combinacién con la especificidad, afinidad y versatilidad de
las interacciones biomoleculares han impulsado el desarrollo de una amplia variedad
de biosensores Opticos con aplicaciones en diversos campos, incluyendo el
diagndstico clinico, la ingenieria biomolecular, el disefio de farmacos, etc. Los nano-
biosensores épticos disefiados utilizando metales nanoestructurados permiten cubrir
las necesidades de andlisis y de alto rendimiento en el diagndstico, debido a las
propiedades oOpticas que surgen de la excitaciones de las denominadas resonancias
plasmoénicas superficiales localizadas (LSPR, del inglés, Localized Surface Plasmon
Resonance)'?'4, Las LSPR se pueden describir como la oscilaciéon colectiva de los
electrones de la banda de conduccion del metal (electrones libres) en respuesta al
campo electromagnético incidente; este fendmeno Optico da lugar a dos tipos de
interacciones: las interacciones de campo cercano y de campo lejano. Las
interacciones de campo cercano se caracterizan por generar grandes incrementos de
campo electromagnético en la superficie de NPs aisladas o en los espacios
interparticula (en inglés “hot spots”), que se producen dentro de agregados de NPs.
Esta propiedad permite incrementar en varios 6rdenes de magnitud la sefial
espectroscopica de diversos analitos que se encuentren en las cercanias de estos
“hot spot”, lo que ha dado lugar al desarrollo de sensores que utilizan la técnica de
Espectroscopia Raman Incrementadas por Superficie. Los nanodispositivos que
utilizan esta técnica espectroscopica se conocen cominmente como Sensores 0
sustratos SERS (del inglés, Surface Enhanced Raman Spectroscopy) y en las ultimas
décadas han sido exitosamente utilizados para detectar diversos tipos de moléculas
de interés tales como pesticidas, antigenos y compuestos toxicos llegando a detectar

niveles de una sola molecula?15-17,
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En el laboratorio de Nanoplasménica del INFIQC se han efectuado estudios
de los diferentes factores que permiten controlar la respuesta SERS de un sustrato
plasmonico, y se han generado diferentes estrategias que permitan sintetizar
nanoestructuras (NEs) capaces de generar incrementos considerables de las sefales
SERS de analitos localizados en los espacios interparticula. En afios recientes se han
desarrollado estrategias para obtener estructuras diméricas de NPs con incrementos
SERS experimentales que rondan los maximos incrementos reportados para
sustratos SERS en dispersion coloidal, es decir, factores de incremento en el orden
de 107 18—20_

Con respecto a las propiedades o6pticas de campo lejano es importante
destacar la gran sensibilidad de las LSPR ante pequefios cambios en el entorno
dieléctrico alrededor de las NEs, naturaleza del metal, tamafio y forma de las NPs1321,
La dependencia con el tamafio y la forma de las NPs brinda la capacidad de sintonizar
su posicién espectral a lo largo de todo el espectro visible. A su vez, el
desplazamiento hacia el rojo de la LSPR inducido, por ejemplo, por un aumento en el
indice de refraccién alrededor de las NEs metalicas es la base de otro tipo de
dispositivos conocidos como sensores de indice de refraccion. Estos cambios locales
del indice de refraccién en la cercanias de la superficie de las NPs tales como los
inducidos por interacciones biomoleculares pueden ser observados utilizando un
espectrofotometro  UV-Vis convencional y con ello detectar eventos de
bioreconocimiento molecular sin la necesidad de usar equipamiento de mayor

complejidad y costo?>24,

Utilizando las propiedades de campo lejano de NPs, recientemente se ha
desarrollado una novedosa técnica para la deteccion y cuantificacién rapida de
antigenos en muestras biolégicas llamada IDILA (del inglés, Intensity Depletion
Immuno-Linked Assay). IDILA es una plataforma genérica, precisa y de cuantificacion
rapida y especifica de diferentes tipos antigenos. Una ventaja de este método de
deteccion, entre otros aspectos, es que utiliza espectrofotometro UV-Visible, el cual
€S un equipo relativamente poco costoso y que se encuentra en laboratorios de

andlisis convencionales permitiendo asi, una facil implementacion de la técnica?526,
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Otro tipo de aplicaciones de las NPs metélicas que permite explotar sus
singulares propiedades Opticas es incorporarlas a materiales semiconductores como,
por ejemplo, TiO2, ZnO, Fe30a4 con el fin de obtener nanoestructuras hibridas (NHs).
Las NHs combinan en un mismo material las propiedades Opticas de las NPs
plasmonicas y las propiedades cataliticas de los semiconductores, en consecuencia,
estas NHs permiten utilizar de manera eficiente la luz para fotocatalizar reacciones

guimicas de relevancia ambiental, como la fotodegradacién de contaminantes?’—2°,

La mejora en la actividad fotocatalitica de las NHs con respecto a materiales
semiconductores puros es atribuida a las propiedades oOpticas Unicas de las NPs
plasmonicas que surgen, en Ultima instancia, de la excitacion de las LSPR?%%, Las
caracteristicas multifuncionales de las NHs han permitido su aplicacién en diversos
toépicos como la biomedicina y remediacion ambiental. Con respecto a esta Ultima
aplicacién, las NHs han demostrado tener la capacidad de fotodegradar de manera
eficiente una vasta cantidad compuestos toxicos, organicos y bioldgicos; esto ha dado
lugar al surgimiento de una subdisciplina dentro de la catalisis, llamada fotocatélisis

plasmoénica?831:32,

En base a las diversas aplicaciones y propiedades Opticas de las NPs de
metales nobles mencionadas anteriormente; en esta tesis se propuso generar,
utilizando biomoléculas y moléculas organicas como puentes moleculares,
ensamblados controlados de NEs plasmoénicas tales como dimeros y trimeros. Luego
las NEs mediante el estudio tedrico-experimental de sus propiedades oépticas y
caracterizacion morfolégica fueron utilizadas como nanosensores para la deteccion

ultrasensible de analitos de interés agroalimenticio.

Desde el punto de vista de la plasmoénica aplicada a procesos fotocataliticos,
estudiaremos la capacidad que tienen NHs de Au y oxido de hierro para fotodegradar

azul de metileno, un colorante de interés agroindustrial.

Para lograr lo antes mencionado, se definieron los siguientes objetivos: i)
Sintetizar NPs de oro (Au NPs), de plata (Ag NPs), de forma esférica y Au NPs

anisotropicas (nanovarillas) ii). Efectuar su caracterizacién morfologica y optica. iii)
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Estudiar la afinidad de biomoléculas de interés agroalimenticio con Ag NPs
previamente funcionalizadas para su interaccion especifica con el analito de interés.
iv) Analizar el potencial de la técnica IDILA para la deteccion ultrasensible de gluten
en muestra reales de alimentos y comparar su performance con la técnica
homologada de ELISA. iv). Explorar el potencial de IDILA cuando se cambia el
tamano de las NPs funcionalizadas que se utilizaran para llevar a cabo el ensayo. v)
Estimar el factor de incremento SERS de moléculas en agregados de Au NPs en
dispersion coloidal, correlacionando simulaciones electrodinamicas tanto de campo
cercano como de campo lejano con los experimentos SERS vi) Disefiar dimeros de
nanovarillas unidos por puentes moleculares que posean la capacidad de reconocer
anticuerpos de interés agroalimentario, de tal forma que el anticuerpo se localice en
la region de maximo incremento SERS y de esta forma posibilitar su deteccién
ultrasensible mediante SERS vii) Fabricar NHs de magnetita-oro con el fin de
combinar las propiedades de ambos materiales para mejorar la eficiencia del proceso
de fotodegradacion catalitica de moléculas de interés agroindustrial y determinar los

factores que determinan el mejor rendimiento fotocatalitico.

En términos generales, la presente tesis ha sido dividida en 8 capitulos. Los
capitulos 1 y 2 consisten en una introduccién conceptual acerca de las propiedades
plasménicas de NPs, asi también como de las principales estrategias y aplicaciones
de estos sistemas nanomeétricos y, las técnicas y metodologias aplicadas para el
estudio de los mismos. Los capitulos 3 y 4 se enfocan en el estudio de las
propiedades 6pticas de campo lejano de Ag NPs funcionalizadas con biomoléculas y
dimeros de Ag NPs formados por puentes biomoleculares y su aplicacion como
sensores Opticos de afinidad o deteccién de analitos de interés en ciencia de los
alimentos. Los capitulos 5y 6, se centran en el estudio de las propiedades dpticas de
campo cercano de ensamblados controlados de Au NPs esféricas o anisotrépicas y
su posterior aplicacion para la deteccion mediante espectroscopia SERS de
anticuerpos de interés en ciencia de los alimentos. El capitulo 7 abarca el estudio de
las propiedades Opticas de campo cercano y lejano de NHs de magnetita-oro y su

aplicaciéon directa para la fotodegradacion de azul de metileno. Finalmente, en el
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capitulo 8 se sintetizan los aportes realizados en este trabajo de Tesis y se presentan

las perspectivas.
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Capitulo 1

Introduccion al sistema de estudio

1.1 Introduccion

La luz se puede caracterizar clasicamente como una onda electromagnética,
en la que un campo eléctrico y uno magnético oscilan rdpidamente en el espacio y

tiempo. Para una onda plana, esta oscilacién periddica se caracteriza por tener una
frecuencia angular (w), un vector de campo eléctrico (E) y un vector de campo

magnético (F) ambos perpendiculares al vector de propagacion de onda (I?) (figura
1.1).

longitud de onda

_J__MTL m_ 77" it

/ \g A i: —> propagacrdn
|2 a9 4 \ / T

¥ |z \\ /./ ¥

+  campo eléctrico (E) *  Campo magnético (H)

Figural.l: Representacion esquematica de una onda plana con su componente magnética, eléctrica

y direccién de propagacion.

Al interaccionar la luz con materiales en dimensiones de la nanoescala se
producen fendmenos 6pticos Unicos que han dado lugar a una nueva area del
conocimiento llamada Plasménical. Cuando las NPs metdlicas (particularmente de
metales nobles como Au y Ag) son iluminadas con luz (a una determinada
frecuencia), se genera una resonancia plasmaonica superficial localizada (LSPR, del

inglés, Localized Surface Plasmon Resonance) que consiste en la oscilacion colectiva
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de los electrones de la banda de conduccién del metal (electrones libres) en
respuesta al campo electromagnético incidente?. (figura 1.2).

Campo Electrico

Manoesfera
Metilica

MNube de E|EC‘EFDHE5

Figura 1.2: llustracion simplificada de una resonancia plasmoénica superficial localizada para una

nanoesfera metalica. Figura extraida de la ref. [2].

La frecuencia de resonancia de la LSPR, depende fuertemente de la forma,

tamafio, material y entorno quimico de la NP metalica.

Las propiedades épticas de NPs metalicas pueden clasificarse en dos grupos:

propiedades épticas de campo cercano y propiedades 6pticas de campo lejano?.

Las propiedades opticas de campo cercano se definen como las que se
originan en una region proxima a la superficie de la particula. En esta region se
cumple la condiciéon de que r < 4, siendo A la longitud de onda incidente y r la
distancia hacia el sustrato de NPs. Esta zona es de particular interés porque en ella
se generan campos evanescentes perpendiculares a la superficie de la NP metalica.
En la direccion perpendicular a la superficie, que es la direccion espacial definida por
la componente imaginaria de k la onda no se propaga, sino que decae
exponencialmente y es de particular interés para las espectroscopias incrementadas

por superficie como, por ejemplo, SERS que se discutira mas adelante.
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Las propiedades de campo lejano se originan en la regién donde la distancia
entre la NP metalica y el detector, es lo suficientemente grande tal que se cumple la
relacion kr >> 1, donde k = 2nN/A, siendo N el indice de refraccién del medio

homogéneo a través del cual se propaga la misma®.

La seccion eficaz de extincion (o.,:) €s un ejemplo de propiedad Optica de

campo lejano y se puede escribir como la suma de dos componentes:

Oext = Ogbs T Oscat (1.1.1)

donde gy, €s la seccion eficaz de absorcidny o, €S la seccion eficaz de dispersion
siendo gy, = W, /1I; Y Oscar = Wisear/I;, respectivamente. Los valores de W, y
W.q: COrresponden a la potencia de las radiaciones absorbida y dispersada, en

relacion a la incidencia (I;).

La interaccion de la luz con un material, depende de propiedades denominadas
constitutivas que no se pueden obtener mediante la teoria electrodinamica de
Maxwell. Entre estas propiedades es de gran relevancia para nuestro campo de
estudio la constante dieléctrica

En general la constante dieléctrica € de un material esta dada por:
. 0
=1+y)+i—
e=14+Yy) i (1.1.2)

donde ¢, es la permitividad del espacio vacio, mientras que ¢ y y son la conductividad
y la susceptibilidad eléctrica, respectivamente. Aunque ¢ es una funcion compleja que
depende de la frecuencia angular w, comunmente se la denomina constante

dieléctrica, y en adelante nos referiremos a ella de esta manera.
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La € esta compuesta por una parte real €' y la parte imaginaria €' que no son

independientes entre si, sino que estan conectadas por las relaciones de Kramers-

Kronig.

g===n%— k2 (1.1.3)
€o

"= = 2nk (1.1.4)
€o

donde ny k son las partes real e imaginaria del indice de refraccién, respectivamente.

Esta conexidbn impone una restriccion respecto de los valores que
€’y & puedan tener. Un valor de ¢” distinto de cero se manifiesta por la absorcion de
energia electromagnética en un medio, en tanto que los valores de ¢ guardan mayor

relacion con la velocidad de propagacién de la onda electromagnética en tal medio.

La teoria electromagnética es incapaz de predecir los valores de ¢ aunque
una vez conocidos es capaz de describir la respuesta de un material al interaccionar
con la luz. El problema de determinar los valores de, por ejemplo, la constante
dieléctrica se resuelve recurriendo a la teoria de los medios continuos o fisica del
estado solido. A principios del siglo pasado Lorentz desarrolld6 un modelo
relativamente simple para describir la dependencia de la constante dieléctrica con la
frecuencia de la radiacion incidente. En este modelo, basado en la estructura
microscopica de la materia, el movimiento de los electrones con respecto a los
nucleos atémicos al ser excitados con radiacion electromagnética se reduce al
movimiento de osciladores armonicos. El modelo de Lorentz se puede aplicar tanto a
materiales conductores como no conductores. Cabe mencionar que este modelo de
osciladores armonicos simples es capaz de describir muchos tipos diferentes de

excitaciones opticas.
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En los metales, los electrones pueden considerarse esencialmente “libres”. En
este caso particular, el modelo de Lorentz para la constante dieléctrica se conoce

como el modelo de Drude y para este modelo ¢ viene dada por la siguiente expresion:

2
Wp

e=1—( ) (1.1.5)

w?+iyw

donde y es la constante de amortiguamiento y la frecuencia del plasmon w, esta dada

por:

wp = Re?/me, (1.1.6)

siendo R la densidad de electrones libres, m la masa efectiva un electron y e la carga

eléctrica del electron. La parte real e imaginaria de g, &" y €, respectivamente, estan

dadas por:
e'=1—(‘”%’) (1.1.7)
(J)2+y2 e
o (2 118
8 - (w(w2+y2)) ( = )

En general, el modelo de Drude es de gran utilidad para describir las
propiedades Opticas de los metales alcalinos o alcalino térreos que no tienen
transiciones interbanda. Para corregir el modelo de Drude se agrega un término yx (IB)

al modelo y de esta forma se puede extender este a metales nobles como Ag y Au.
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En la figura 1.3 se muestra la dependencia de la parte real (¢') y la parte imaginaria

(') de la constante dieléctrica para el Au?°.
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_._—-// »
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&
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r
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longitud de onda (nm)

Figura 1.3: Dependencia de la parte real (¢") y de la parte imaginaria (¢”") de la constante dieléctrica
con la longitud de onda (A) para Au. Los valores corresponden a determinaciones experimentales

tabulados por Palik?. Figura extraida de la ref. [2].

La constante de amortiguamiento y, corresponde a la frecuencia natural de
colisiones de los electrones en el metal masivo, relacionada con el recorrido libre
medio del electrén en el mismo material y con el ancho de la banda plasménica. En
la teoria de Drude una forma clasica de explicar esto es mediante los procesos de
dispersion que se producen durante el movimiento del electron por parte de los
fonones (modo cuantizado vibratorio que se halla en redes cristalinas como la red
atomica de un solido), defectos en la red cristalina, etc. La atenuacion y, depende de
la velocidad de Fermi (vy) de los electrones en el material y del recorrido libre medio
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1.2 Propiedades Opticas de esferas con dimensiones mucho
menores a lalongitud de onda incidente.

Para particulas de dimensiones mucho menores a la longitud de onda
incidente, el campo eléctrico se puede considerar constante y el problema de
determinar las frecuencias de resonancias para morfologias de NPs esféricas y
esferoidales resulta sencilla ya que no es necesario resolver las ecuaciones de
Maxwell de la electrodindmica sino basta con la electrostatica. En este régimen,
denominado cuasiestatico (ya que se utiliza la dependencia de la constante dieléctrica
con la frecuencia), la teoria de Rayleigh provee un modelo con solucién analitica
aproximado. Especialmente para nanoesferas de radio menor a un 1% de la longitud

de onda del haz de luz incidente®.

La intensidad de extincion, I(E) para una dispersion coloidal de NPs, que es la
magnitud que se mide en un espectrometro UV- Vis convencional, esta dada por la

ley de Beer:

I(E)= 0,,,,;.b.C (1.2.1)

donde o,,; es la seccidn eficaz de extincion, b es el paso Optico y ¢ es la

concentracion de NPs.

En la aproximacién cuasiestatica, el momento dipolar u inducido en una NP de

forma esférica cuando incide un campo electromagnético E, esta dado por:

aE (1.2.2)

=
Il
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siendo «a la polarizabilidad, dada por la siguiente expresion:

a = vol(—2) (1.2.3)

E+2em

donde ¢, es la contante dieléctrica del medio respectivamente, vol es el volumen de
. . . . . 4 . fps
la particula irradiada, siendo igual a gna3para una esfera y a el radio geométrico de

la misma.

De acuerdo al teorema 6ptico la o,,; esta dada por la parte imaginaria de la

polarizabilidad (I,,(a)) de la siguiente manera:

Oont = klp(a) (1.2.4)

por lo que, el méximo en la extincion ocurrird cuando la parte real del denominador

de la ecuacion 1.2.3 cumpla con la siguiente ecuacion:

Re(e) = —2¢&p, (2.2.5)

Esta condicibn se conoce como condicion de resonancia plasmonica para
esferas y es aplicable a NPs muy pequefias. Por ejemplo, para una esfera en el vacio,
el maximo de extincion se producira a la frecuencia donde la parte real de la constante
dieléctrica sea igual a -2, independientemente del tamafio de la esfera. En este limite,
entonces la longitud de onda de resonancia no tiene dependencia con el tamafo de

la NP, sin embargo, depende fuertemente de la constante dieléctrica del medio
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externo. La condicidon de resonancia para particulas esferoidales se detalla en la

seccion 1.4 de este capitulo.

Como se menciond anteriormente, otro factor que afecta a la frecuencia de

resonancia de la LSPR es el entorno quimico que rodea a la NP y depende de la

constante dieléctrica del medio ¢,,. A medida que aumenta el valor de la &, la posicion

del maximo espectral se desplaza a mayores longitudes de onda’. En la figura 1.4 se

ilustra este efecto para Au NPs de forma esférica de 30 nm de didmetro en vacio

(linea negra, ¢,, = 1) y dispersas en agua (linea azul, ¢,, = 1.77), donde se observa

un corrimiento de 22 nm en la longitud de onda de resonancia.
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Figura 1.4: Representacidn del cambio en la posicion del maximo espectral de la LSPR para Au NPs

de 30 nm de didmetro dispersas en aire (linea azul) y agua (linea azul).
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1.3 Correcciones a la polarizabilidad para esferas con dimensiones
mayores al limite cuasiestatico.

La expresion para la polarizabilidad puede ser extendida a mayores tamafos,
considerando correcciones perturbativas a la ecuacion de Laplace. Incluyendo
efectos electrodinamicos, la ecuacién 1.2.2 puede reescribirse como:

u=a(E+E ) (1.3.1)

donde E,,4 €s la correccion por el campo radiante o dispersado por la NP siendo,

2
Erqa = (2ik3/,t+%,u). Debido a estas correcciones la polarizabilidad puede

reescribirse como:
2,3 k?

donde «, es la polarizabilidad sin correcciones dada por la ecuacion 1.2.3. La

correccion efectuada puede interpretarse en término de dos efectos. El primero, se
debe al termino %ik3 donde k es el vector de onda incidente (2t/1), y describe la

emisién espontanea de la radiacion del dipolo inducido (atenuacién radiativa). Esta
emisién crece rapidamente con el tamafio de la particula, disminuyendo el dipolo

inducido e incrementando el ancho de banda de la resonancia plasmonica. El

2
segundo efecto se debe al término % y describe que el maximo en la longitud de onda

de la LSPR, se desplaza hacia el rojo a medida que el tamafio de la NP es mayor.
Este efecto es denominado "depolarizacién dinamica de la radiacion" y es causado

por el tamafio finito de la particula con respecto a la longitud de onda incidente. Esta
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aproximacion permite extender la aproximacion cuasiestéatica a particulas del orden

de 10% de la longitud de onda incidente*2 (figura 1.5).

0,40
Espectro experimental de
0,35 NSs de Ag de 36 nm de diametro.
Espectro experimental de
0,30 NSs de Ag de 58 nm de diametro.
Espectro experimental de
g 9,25 NSs de Ag de 76 nm de diametro.
‘0
£ 0,20
o
x
i
0,15 -
0,10 -
0,05 - | “
0,00 L) | Ll I : I L) I i ) l L)
300 400 500 600 700 800

longitud de onda, nm

1100

Figura 1.5: Espectros experimentales de nanoesfera (NSs) de Ag de 36 nm (linea roja), 58 nm (linea

verde) y 76 nm (linea negra) de diametro promedio.

Para particulas por encima del limite cuasiestéatico la resolucién exacta para

las secciones eficaces de extincién y dispersion, vienen dadas por la solucién

electrodinadmica completa formulada por Gustav Mie®:

2 o
Oext = %anl(zn + 1)Re(an + bn)

(1.3.3)
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2 o
Tscat = 5 om=1(2n + 1) (lan|* + |by|?) (1.3.4)

donde k= 27T//1 es el numero de onda incidente, “Re” es la parte real, a,, y b,, son

coeficientes dados por:

_ m¥y(mx)¥;,(x) -V, (mx)
T MW (Mx) & () —En (X)W (mix)

(1.3.5)

Wi (mx) W, () —mWy, (X)W (MX)
Wi (mx)§m (x) —mépn (X)W, (Mmx)

b, = (1.3.6)

donde ¥,, y &, son las funciones de Ricatti-Bessel, x = ka , a es el radio de la esfera,
m= (g1 /0 )V? siendo €1 la funcién dieléctrica de la esfera, €o la funcion dieléctrica del
entorno y n la contribucién del n — ésimo polo en la expansion multipolar del campo
(n =1,2,3,...etc.) que se corresponde con la contribucion parcial del término dipolar,

cuadrupolar, octupolar, etc., a la seccién eficaz total.

Si comparamos NPs de distinto tamafo, se observa que a medida que
aumenta el radio de la NP, la contribucion de la dispersion a la extincion es mayor
gue el de la absorcion (figura 1.6 A 'y B). Nétese que, Qext, Qsca, Y Qabs representan a
las eficiencias de extincion, dispersion y absorcion que se calculan como la relacién

entre la respectiva seccion eficaz y el area geométrica de la NP.
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Figura 1.6: Simulaciones electrodinamicas de la Q de extincion (linea negra), dispersién (linea roja) y
absorcion (linea verde) para Ag NPs (en vacio) de A. 10 nm, B. 50 nmy C. 100 nm de diametro. Figura
extraida de la ref. [28]

Otro aspecto que merece destacarse es que a medida que aumenta la dimension de
la NP se evidencian la aparicion de resonancias plasmonicas de mayor orden al
dipolar a menores longitudes de onda como se aprecia en figura 1. 6 C. En esta figura
a A=390 nm se puede observar la aparicién de un pequefio hombro que corresponde
a resonancias de mayor orden al dipolar (en este caso predominantemente
cuadrupolar) llamado resonancia cuadrupolar, mientras que el méaximo a A=430 nm

asigna a una resonancia dipolar®°-1L,

1.4 Propiedades oOpticas de esferoides y nanovarillas

Una de las morfologias que mayor atencion ha despertado en la comunidad
cientifica son las nanovarillas (en inglés, nanorods, NRs) cuya morfologia
corresponde a la de esferoides tipo prolato'?=1°, La polarizabilidad para este tipo de
morfologia estd dada por una expresion similar que para esferas (ecuacionl.2.3)

siendo ahora;:

a= vol(ﬂ) (1.4.1)

E+XEm
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donde X es un factor geométrico que depende de la relacion de aspecto de sus ejes
(AR = relacion entre el eje mayor y el eje menor del esferoide) y de la direccion de

propagacion del campo eléctrico. Para cada eje J del esferoide el factor geométrico

1
Xj = T 1 donde L; representa el factor de despolarizacion a lo largo del eje J.
j

La expresion para Ls viene dada por:

2

1-e? 1 1+e eje menor
Lo =2 (<1 2n (), con o2 = 1 - Hemenor®
e? 2e 1-e eje mayor?

(1.4.2)

donde e es la excentricidad del esferoide.

En un esferoide prolato L, =L, < L;. Como se cumple que L, +L,+L; =1,
entonces X1,X2 < 2yX3 > 2.

De modo analogo a lo que sucede para esferas, la frecuencia de resonancia

para NRs tipo prolato se producira cuando Re(e) = —Xe&p,.

En general ¥ < 2 cuando el campo eléctrico oscila en una direccion

perpendicular al eje mayor (modo transversal) y X > 2 para polarizaciones
longitudinales (oscilacién del campo eléctrico paralelo al eje mayor)?6. Nétese que,
para esferoides el factor X a lo largo del eje mayor se incrementa a medida que

aumenta su AR, por lo tanto, a medida que este aumente se producira un corrimiento
espectral hacia mayores longitudes de onda.

En el espectro experimental de extincibn de NRs de oro (Au NRs) se pueden
apreciar los dos modos resonantes anteriormente mencionados. Uno a mayores
longitudes de onda asociado a la LSPR longitudinal y otro a menores longitudes de
onda asociada a la LSPR transversal (figura 1.7). En la figura se puede observar el
desplazamiento de la posicion del maximo de la resonancia longitudinal hacia a
mayores longitudes de onda cuando la AR de una dispersién coloidal acuosa de Au

NRs cambia de 2,1 (lineas rojas) a 3,7 (lineas negras).
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Figura 1.7 Espectros de extincion experimentales de dispersiones coloidales de Au NRs de AR=3,7
(linea negra) y de AR=2,1 (linea roja). La relacién de aspecto fue determinada a partir de la estadistica

de la longitud de los respectivos ejes obtenido por imagenes TEM.

Si la forma del NR no se puede aproximar a un esferoide tipo prolato, por
ejemplo su morfologia se asemeja a un cilindro con dos hemiesferas en cada extremo
se debe recurrir a métodos numéricos como, por ejemplo, la aproximacién de dipolos
discretos (DDA).

1.5 Interaccidn entre nanoparticulas (acoplamiento plasmaonico).

Una de las NEs mas simples son las particulas esféricas y las propiedades
Opticas de estos sistemas han sido ampliamente estudiadas. Para nanoesferas de
metales nobles, debido al fendmeno de la resonancia del plasmon superficial, en las
inmediaciones de las NPs el campo electromagnético se encuentra incrementado.

Por otro lado, las secciones eficaces de absorcion, extincion y dispersién de
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materiales plasmédnicos son relativamente grandes. Este conjunto de propiedades
depende, en Ultima instancia, del material, la forma, el medio dieléctrico que las rodea.
Asi, por ejemplo, el maximo de extincion para nanoesferas de Au de 10 nm de
diametro dispersas en agua se encuentra cercano a 4 ~520 nm, mientras que para
nanoesferas de Ag del mismo didmetro y medio dispersante el maximo de extincion

esta a 1~410 nm.

Sin embargo, cuando dos particulas se aproximan entre si, la respuesta éptica
global del sistema se modifica drasticamente. Este fendmeno se conoce como
acoplamiento plasmonico, de gran interés por parte de la comunidad cientifica debido

a multiples motivos.

Al acoplarse 2 o0 mas NPs, en el espacio interparticula (en inglés "gap"), el
incremento del campo electromagnético es 6rdenes de magnitud superior respecto al
de la NP aislada o a otras regiones alejadas del gap que forma el agregado*17:18,
Este hecho, es aprovechado en la espectroscopia SERS donde la respuesta 6ptica
depende, en parte o totalmente, de mecanismos electromagnéticos. Por lo tanto, en
los llamados "agregados" de NPs las sefiales obtenidas son también érdenes de
magnitud mayores en relaciéon al incremento logrado por las NPs aisladas!®?°. Los
primeros estudios reportados empleando esta técnica espectroscopica han utilizado
como sustrato SERS agregados de Ag NPs llegando a detectar niveles de una sola
molécula. Ademas, mediante el acoplamiento plasménico de NEs se han logrado

disefiar dispositivos dobladores de frecuencia, sensores bioquimicos!22%.22, etc.

Las propiedades de campo lejano también se ven afectadas por la presencia
de otra NP. En términos generales, la banda espectral caracteristica de una NP se
desdobla en presencia de otra NP. Como se ha mencionado anteriormente, la
condicion de resonancia en el limite cuasiestatico para una esfera es Re(e) = —2¢,,
donde Re(e) es el valor de la parte real de la constante dieléctrica del metal a la

longitud de onda de resonancia y ¢, es la constante dieléctrica del medio.

Cuando se acoplan NPs existen principalmente dos condiciones de

resonancia. Esto se puede racionalizar considerando que una estructura formada por

41



2 NPs (dimero) posee una estructura geomeétrica anisotropica que se puede asemejar
a la de una nanovarilla. Por lo tanto, se espera que al interaccionar con un haz de luz
presente dos modos resonantes que corresponden a los modos longitudinal y
transversal. El primero ocurre cuando el vector de campo eléctrico del haz de luz
incidente es paralelo al eje interparticula. El modo transversal es cuando el vector

campo eléctrico es perpendicular al eje interparticula.

La condicién de resonancia para el modo longitudinal para dimeros de esferas

del mismo metal esta dada por la siguiente expresion:

8s3+1 c
4s3—1 M

Re(e) = — (1.5.1)

La condicion de resonancia depende del parametros que representa la
distancia interparticula relativa, es decir, la separacion entre las NPs, normalizada por
el valor del didmetro de las mismas, como asi también de la constante dieléctrica del

medio externo &,

s=D/2a (1.5.2)

En la ecuacion 1.5.2, D corresponde a la distancia entre los centros

geométricos de las NPs, mientras que a es el radio de las NPs.

Para el modo transversal la condicion de resonancia esta dada por la ecuacién
1.5.3:

Re(e) = — 165—3_18 (1.5.3)

8s3+1 M
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Cuando la distancia interparticula es muy grande; es decir, s tiende a infinito,
ambas ecuaciones 1.5.1 y 1.5.3 convergen en el valor de la ecuacioén (1.3.2), es decir
a la condicion de resonancia de una esfera aislada, lo cual demuestra la consistencia
de ambas condiciones de resonancia. En el otro extremo, cuando el gap entre dos
NPs es nulo (s = 1), la condicion de resonancia para el modo longitudinal es Re(e) =
—3¢,. En ambos casos, oro y plata, la parte real de la constante dieléctrica es mas
negativa a mayores longitudes de onda, en consecuencia, es esperable que el modo
resonante longitudinal se desplace batocromicamente, cuando las NPs estan

acopladas (figura 1.8).
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Figura 1.8: Calculos electrodinamicos utilizando la teoria de Mie de la o,,; dimeros de Ag NPs de 40

nm de didmetro y a diferentes valores de s.

La figura 1.8 muestra los resultados obtenidos empleando calculos
electrodinamicos de campo lejano para dimeros de Ag NPs de 40 nm de diametro en
vacio. Como puede observarse, a medida que las Ag NPs se aproximan, se aprecia
un desdoblamiento de la banda plasmonica centrada a A~400 nm, que se traduce en

la aparicion de un modo longitudinal (a mayores longitudes de onda con respecto a

43



la resonancia de la NP esférica aislada) a A~550 nm, cuando las NPs estan en
contacto (curva azul) y otro transversal a menores longitudes de onda a

aproximadamente A~390 nm.

Las caracteristicas del cambio en las propiedades épticas de campo lejano en
funcién de la distancia interparticula han inspirado a diversos grupos de investigacion
a utilizar este efecto para medir distancias nhanométricas, por lo que un par de NPs
plasmonicas funciona como una "regla plasmonica”, ya que la longitud de onda del
maximo de extincion del modo resonante longitudinal dependeréa de la distancia entre
las NPs23.24,

Otra variable que influye en la respuesta Optica global de un agregado de
nanoesferas es el numero de NPs que conforman el agregado. Espectralmente,
cuando ocurre un proceso de agregacion de NPs se puede apreciar, con respecto al
espectro de NPs aisladas, la aparicién de una nueva banda espectral con un ancho
de media altura considerable a mayores longitudes de onda (LSPR del agregado).
Este nuevo modo de resonancia se desplaza batocromicamente a medida que el
namero de NPs que conforman el agregado aumenta. La figura 1.9 muestra la
evolucion en el tiempo del espectro experimental de extincibn de una dispersion
coloidal de Au NPs de 25 nm de didmetro antes (curva negra) y luego (curva roja 'y
azul) de ser inducidas a un proceso de agregacion descontrolado empleando como
reactivo coagulante de las NPs un complejo de rutenio (Ru[(phen)z]?*).
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Figura 1.9: Espectros experimentales de extincion de Au NPs de 25 nm de didmetro antes (curva

negra) y luego (curva roja y azul) de ser agregadas usando Ru[(phen)z]?* como molécula puente.

Con respecto a las propiedades de campo cercano, como se menciond
anteriormente, una de las caracteristicas destacables del acoplamiento de NPs es el

gran incremento del campo eléctrico generado en la region interparticula.

En lafigura 1.10 se muestra la dependencia del incremento de campo eléctrico

(=) (capitulo 2, seccién 2.8.6) en la region interparticula en funcién de 3 valores
Eo

diferentes de s, para dimeros de Au NPs de 20 nm de diametro.
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Figura 1.10: Comportamiento del incremento de campo eléctrico (EE) para dimeros de Au NPs de 20
0

nm en funcién s a) 1, b) 1.1, ¢) 1.5y d) 2. El medio dieléctrico considerado en el calculo es agua. Figura

extraida de la ref. [28]28

La primera regién de la figura corresponde a valores de s > 1,05, es decir,
cuando la distancia entre la superficie de las NPs es mayor a 1 nm. En esta regién se

observa un incremento del campo eléctrico cuya magnitud decrece medida que

E
aumenta s, siendo (EE) =73,6 para s = 1,05 y disminuyendo a un valor de (E—): 4,35
0 0

~ : . E
cuando, s=2. Como la sefial SERS es aproximadamente proporcional a (E—)4
0

(capitulo 2, seccion 2.8.6), si una molécula se localiza en la region interparticula de
un dimero de Au NPs con un s = 1,05 experimentara un incremento en su sefial SERS
de 2,9 x10’. Otra regién resaltada (zona color magenta) es la correspondiente a

valores de sentre 1-—1,05. En esta region los calculos electrodinamicos
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convencionales, no describen correctamente el sistema, debido a los efectos no-
locales. En la actualidad se estdn realizando esfuerzos para que mediante
correcciones a la constante dieléctrica del material sea posible describir
correctamente esta regién22¢, En una vision simplificada del fenémeno, debido a los
efectos no-locales, el aumento exponencial del incremento de campo a medida que
disminuye la distancia interparticula que predice la electrodinamica clasica, a medida
gue las NPs se aproximan a esas distancias, se atenta e incluso se observa una

disminucién del campo?’.

Finalmente, la region de s<1 (zona de color gris) es una regiéon prohibida
porque no se considera la situacion de percolacion de las NPs. Cabe destacar que
los andlisis realizados para el acoplamiento entre dos NPs pueden ser extrapolados
a la descripcion del comportamiento colectivo de agregados de NPs de mayor
tamafio. Por otro lado, es importante notar que como la distancia interparticula
depende del tamafio de la molécula puente, los valores de s (y por lo tanto los
maximos incrementos Raman que se puedan lograr) estdn determinados por las

dimensiones de la molécula.

1.6 Aplicaciones de las propiedades de las resonancias
plasmadnicas superficiales localizadas.

Como consecuencia de las propiedades Opticas Unicas de distinto tipos de
NEs, existe un crecimiento exponencial de las investigaciones tanto en ciencia basica
como aplicada. Cabe mencionar, por ejemplo, el desarrollo de NEs capaces de
generar incrementos en el campo eléctrico de moléculas en la cercania a la superficie
de la NP permitiendo, mediante técnicas oOpticas como SERS, la deteccion
ultrasensible de moléculas hasta el nivel de una sola molecula®2%-32, Un ejemplo de
esto se ilustra en la figura 1.11 A donde se puede observar que el espectro Raman
de la molécula de biotina (Biot), a una concentracion picomolar y en ausencia de

nanoesferas de Ag (NSs de Ag) de 56 de diametro (lineas negras), no presenta
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ninguna sefal, mientras que, en presencia de las NSs de Ag se pueden apreciar los

modos Raman caracteristicos de la molécula (lineas azules).
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Figura 1.11: A. Espectro Raman (en ausencia de NPs) y SERS de la Biot obtenidos utilizando
nanoagregados de Ag NPs de 56 nm e irradiando a A=488 nm. La figura fue extraida de la ref. [28] B.
Cambios de color de Au NPs funcionalizadas con cisteina en presencia de diferentes concentraciones
de trifosgéno (A) 0, (B) 10, (C) 20, (D) 25, (E) 30y (F) 40 uM. La figura fue extraida de la ref. [33]

Otro tipo de aplicacion de las propiedades Opticas de NPs es el disefio de
nanosensores basados en los cambios espectrales que experimentan las NPs ante
pequefios cambios en su entorno quimico, morfologia o tamafio en la region del
Visible-NIR. Estas caracteristicas permiten la deteccién de distintos tipos de analitos
con extrema sensibilidad empleando equipamiento de uso convencional, como, por
ejemplo, un espectrofotometro UV-Vis. La figura 1.11 B muestra los cambios de color
inducidos por el agregado de trifosgéno a dispersiones coloidales de Au NPs
funcionalizadas con cisteina®3. El cambio de color en la suspensién coloidal depende
del grado de aglomeracion de las Au NPs, que a su vez, depende de las diferentes

concentraciones de trifosgeno'834-37,

Otro tipo de sustratos con propiedades plasmoénicas son los nanomateriales

hibridos (NHs), que consisten en combinar 6xidos semiconductores tales como TiOz,
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Zn0O, a-Fe203 con metales como Au y Ag. De esta manera se pueden aprovechar en
una misma nanoestructura las propiedades de ambos materiales para ser empleados,
por ejemplo, en procesos cataliticos®38-4,

En particular, una de las areas con mayor aplicacion de estas NHs es la
fotocatalisis heterogénea para la degradacion de colorantes organicos y compuestos
toxicos*,

En general, la etapa fundamental de un proceso de fotocatalisis heterogénea
conlleva la absorcion de un fotén con una energia ho menor que el bandgap del
semiconductor y la generacion de pares electron-hueco, como consecuencia de la
migracién de electrones desde la banda de valencia hacia la banda de conduccion.
Luego, estos portadores de carga (pares electrén-hueco) participaran en reacciones
redox ya sea generando radicales libres al reaccionar, por ejemplo, con agua o
directamente oxidando a las especies adsorbidas sobre el material. En consecuencia,
cualquiera de las vias redox produce la posterior degradacion del analito de interés.

Sin embargo, la eficiencia de formacion de pares electron-hueco en
semiconductores puros es acotada. Por un lado, estos portadores de carga se
generan en el nucleo del material cuando éste absorbe luz, teniendo que luego migrar
hacia la superficie del mismo donde se encuentra absorbida la especie de interés. En
ese proceso de migracion los pares electrén-hueco tienden a recombinarse
imposibilitando la ocurrencia de reacciones redox. Por otro lado, los materiales
semiconductores tienen relativamente pequefias secciones eficaces de absorcion lo
gue limita su capacidad de absorber fotones y por lo tanto de generar portadores de
carga.

Incorporar NPs plasmonicas tales como Au o Ag NPs a un semiconductor, por
ejemplo, generando NHs, permite mejorar la eficiencia fotocatalitica con respecto al
semiconductor aislado y con ello superar los obstaculos mencionados anteriormente.
Esta mejora es atribuida a las singulares propiedades Opticas tanto de campo lejano
como cercano de las NPs metélicas. Existen dos mecanismos por el cual el material
plasmonico le puede transferir energia al semiconductor. El primero, es la
transferencia de energia por inyeccion de portadores de carga “calientes” (de alta

energia) que ocurre durante el proceso de relajacion no radiativo de la NP plasmonica
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(luego de haber sido excitada con luz). En esta etapa de relajacion, la NP inyecta
electrones o portadores de carga a la banda de conduccién del semiconductor; los
gue luego pueden inducir reacciones redox y por ende mejorar la eficiencia
fotocatalitica. Los requisitos para que ocurra este mecanismo de transferencia de
energia es que debe haber un contacto fisico entre la NP y el semiconductor ademas
de que la energia de los electrones inyectados debe superar la barrera de Schottky
(barrera que controla el flujo de cargas en la interface NP/semiconductor). El otro
mecanismo de transferencia de energia se llama Transferencia de Energia Inducida
por Plasmones Resonantes mas conocida como PIRET, (del inglés, Plasmon Induced
Resonance Energy Transfer). Este proceso ocurre por un acoplamiento dipolo-dipolo
entre el momento dipolar de la resonancia plasménica y el momento dipolar de las
transiciones interbanda del semiconductor. La optimizacion de este mecanismo
requiere de un solapamiento espectral y espacial entre ambos materiales. Es decir,
la energia de excitacibn de la LSPR debe ser similar a la del bandgap del
semiconductor y espacialmente debe haber un estrecho contacto entre ambos
materiales. En consecuencia, este mecanismo de transferencia de energia aumenta
la generacién de pares electron-hueco ademas de localizarlos cerca de la superficie
del semiconductor, disminuyendo por lo tanto significativamente la recombinacion de
éstos durante la migracién a los sitios fotocataliticamente activos. Notese que, ambos
mecanismos de transferencia de energia ocurren al mismo tiempo y son
independientes uno de otro. La figura 1.12 representa graficamente el mecanismo

PIRET (izquierda) y de inyecciones de electrones calientes (derecha)*?-.
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Figura 1.12: Representacion grafica de los mecanismos PIRET (izquierda) y de inyeccién de

portadores calientes (derecha).
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

Para el desarrollo de esta tesis se fabricaron diferentes tipos de NEs tales
como, NPs de Fes04; NHs compuestas por FesOasy Au NPs; Ag NPs y Au NPs de

forma esférica; Au NPs anisotropicas; agregados controlados de Ag y Au NPs.

Para el estudio y disefio de las NEs plasménicas, asi como también, el de las
NHs se emplearon multiples técnicas experimentales, microscépicas Yy
espectroscopicas con el objeto de llevar a cabo su caracterizacion Optica, estructural
y morfolégica. La respuesta Optica de los distintos sistemas empleados se
correlacioné con célculos teodricos de modelado electrodindmico para soportar

mediante teoria los resultados experimentales obtenidos.

2.1 Reactivos

Reactivos utilizados: AgNOs (Blaker — Sigma Aldrich); Citrato de Sodio (Anedra);
Acido Ascorbico (Cicarelli); HAuCls.3H20 (Sigma Aldrich); Dopamina hidroclorada
(Sigma Aldrich); Acido Clorhidrico 36.5-38 % (Cicarell)); Sulfato Ferroso
(FeSO4:7H20, Anedra); Hidroxido de Sodio (NaOH, Anedra); Borohidruro de Sodio
(Tetrahedron); Azul de Metileno (Sigma-Aldrich); Agua ultra pura (18.2 mQ
resistividad); EZ-Link Biotina-HPDP (Pierce); Estreptavidina (Invitrogen); 1gG
policlonal de conejo biotinilado especifico para gliadina (LSBio); IgG policlonal de
conejo especifico para gliadina de trigo (LSBio); Gliadina extraida de planta de trigo
(LSBio); igG Ara hl monoclonal de raton biotinilada especifica para alérgenos del
mani.; Buffer Fosfato Salino; Polisorbato 20 (Tween 20) (Sigma Aldrich); NeutrAvidina
(Thermo Scientific); Acido Sulftrico; Dodecil-Sulfato Sodico; Gel de Poliacrilamida;
PBS-Tween 20 0.05%; Buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6 (Na2CO3 1,59 g, NaHCOs3
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2,93 g, agua destilada c.s.p. 1000 mL); Solucion bloqueante (Albumina sérica bovina
4,00 g, PBS 100 ml); Solucion diluyente (Albumina sérica bovinal,00 g, PBS 100 ml);
Buffer de corrida western blot : (25mM Tris; 190mM glicina; 0,1% SDS a pH 8,3);
TBST( Tris Buffer salino Tween 20) BioRad (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.1% Tween
20); Substrato para Western Blot ECL (Pierce).

2.2 Sintesis

2.2.1 Sintesis de nanoparticulas de plata.

La sintesis de las Ag NPs se llevé a cabo empleando el método de Turkevich?!
el cual se basa en la reduccién de sal metélica (AgNO3), en un medio acuoso a 100
°C, con citrato de sodio, que ademas cumple el rol de estabilizante. Para obtener
distintos didmetros de NPs se debe modificar la relacion de concentraciones entre el
precursor metalico y el reductor, a medida que disminuye esta relacion se obtienen
NPs de mayor tamafio. Sin embargo, disminuir esta relacién, conlleva a un

incremento en la polidispersién de tamafio y forma de la suspension coloidal de NPs.

En todos los experimentos se agregaron, en un volumen de 150 mL de agua a
100 °C con agitacidbn magnética, diferentes relaciones molares de citrato de sodio y
nitrato de plata con el fin de obtener diferentes tamafos de Ag NPs. Luego de 30
minutos la reaccion finaliza cuando se observa un color amarillo o amarrillo-blanco
gue evidencia la formacién de las NPs. Los resultados obtenidos de las sintesis de
Ag NPs y las relaciones molares de precursor/reductor empleadas se muestran en

los capitulos 3y 4.

2.2.2 Sintesis de nanoparticulas de oro.
Para la fabricacion de Au NPs y Au NRs también se utilizo el método de
Turkevich?. En todos los experimentos se agregd, a 40 mL de agua a 100 °C con

agitacion magnética, diferentes relaciones molares de citrato de sodio como agente
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reductor y HAuCl4.3H20 como precursor de Au. Las reacciones se detuvieron al cabo
de los 30 minutos cuando se observo en la dispersion coloidal un color rojo-violeta.
Los resultados obtenidos de las sintesis y las relaciones molares de

precursor/reductor empleadas se muestran en los capitulos 5y 6.

2.2.3 Sintesis nanoparticulas de magnetita (FeszOa)

Se fabricaron NPs de Fes04 (magnetita) mediante sintesis hidrotermal®. Para
ello se adiciono 100 ml de una solucion de FeSO4 0,1 M recién preparada a 100 mL
de una solucién de NaOH 0,4 M bajo agitacion vigorosa y a temperatura ambiente.
Después de mezclar los reactivos, la temperatura se ajusté a 80°C durante una hora.
Al final de este periodo se obtuvo una dispersion coloidal de color amarillo-marrén
indicando la formacion de NPs de FesOa. Los resultados de la sintesis hidrotermal de

magnetita se muestran en el capitulo 7.

2.2.4 Sintesis de nanoestructuras hibridas (Fes04-Au)

Para la fabricacidon de las NHs compuestas por magnetita y Au NPs se mezclé
0,1 mL de una solucion de HAuCls 0,025 M con 10 mL de una dispersion acuosa de
0,03 g / L de NPs de Fes04. Luego, a esta mezcla se afiadieron, bajo agitacion
vigorosa, cuatro alicuotas de 0,015 mL cada una de una solucidn recién preparada
de NaBH4 0,1 M. Después de agregar las alicuotas de NaBH4, se observo un cambio
de color del amarillo-marrén a gris-negro, lo que sugiere la formacion de NHs
compuestas por magnetita y Au NPs*. Los resultados de la sintesis de las NHs se

muestran en el capitulo 7.

2.3 Funcionalizacién de las nanoparticulas de plata metélicas.

En general, las estrategias de conjugacion de NPs plasmodnicas se pueden

efectuar mediante los siguientes procesos:
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1. Adsorcion electrostética (adsorcion no especifica).

2. Union tipo ligando a la superficie del metal, cominmente por quimisorcion (grupos
tiol).

3. Uniones no covalentes basadas en sistemas de afinidad ligando-receptor o

covalente, a base de afinidad sistemas de receptor-ligando.

4. Unién covalente mediante quimica de conjugacion (click chemistry), haciendo

reaccionar grupos funcionales del ligando y la biomolécula®°.

Para la funcionalizacion de las Ag NPs se utilizo Biotina (Biot) EZ-Link Biotin-
HPDP (Pierce) y Estreptavidina (Invitrogen) y la estrategia de bioconjugaciéon n° 4. El
motivo por el cual se empled este tipo particular de Biot HPDP es que la misma
presenta un enlace disulfuro que experimenta un proceso de disociaciébn homolitica
catalizado por la superficie de la NP metalica generando Biot (SH) y mercapto piridin-
2-tiona. Ambas moléculas tienen en su extremo un grupo tiol (SH) el cual interactia
con la superficie de las Ag NPs ligandose por medio de un enlace covalente debido
a la alta afinidad del grupo tiol por el metal. La presencia de la piridin-2-tiona en la
superficie de la NP no afecta la funcionalizacién con Biot (SH), ni inhibe la interaccion
de la Biot con la estreptavidina (STV), ni los posteriores eventos de unién con el
anticuerpo especificos o con el antigeno, como se verd mas adelante?®. (Ver figura
2.1).
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Figura 2.1: A. Representacion de una molécula de Biot HPDP, Biot (SH) y una Piridin-2-tiona. B.
Representacion de la funcionalizacién de una Ag NP con Biot (SH) y Piridin-2-tiona. Nétese que el

esquema no esta en escala real para mejorar su comprension.
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En los capitulos 3 y 4, la funcionalizacion de las Ag NPs se llevd a cabo
empleando una relacion molar 1:1:1 de Ag NP/STV/Biot, respectivamente e
incubando la dispersion coloidal con las biomoléculas durante 1 hora a temperatura
ambiente. Para ello, se adicion6 simultaneamente STV y Biot a la dispersion coloidal
en cantidades tales que sus concentraciones sean iguales a la concentracion inicial
de las Ag NPs. De esta forma la superficie de la NP queda modificada con Biot-STV,
done la molécula de STV, la cual es una proteina tetramérica, queda con 3 sitios de

unién disponible para interactuar con otras Biot!? (figura 2.2).

Biotina HPDP Estreptavidina

2 % X 4
> X

Figura 2.2: Representacion de la interaccion de la Ag NP con la Biot y STV con una relacién molar
1:1:1 Ag NP/Biot/STV, respectivamente.

2.4 Formacion de dimeros de Au NRs con Biotina HPDP vy
Estreptavidina

La formacién de dimeros de Au NRs se llevo a cabo empleando como
moléculas puente Bioty STV (para mas detalle, ver la seccion 2.3). A partir del valor
de concentracion inicial de Au NRs, se afiadieron simultaneamente a la dispersion
coloidal Biot-HPDP y STV en una relacibn molar 1/0,67/0,33 Au NR-Biot-STV,
respectivamente, incubando la mezcla por 3 hs a temperatura ambiente. De esta
manera el puente molecular que une a 2 Au NRs esta formado por el “sandwich” Au
NR/Biot/STV/Biot/Au NR dejando a la molécula de STV, luego de que se formé el
dimero, con dos sitios de union activos, los cuales se utilizaran para la uniéon de

anticuerpos biotinilados tal como se detalla en el Capitulo 62
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2.5 Formacién de agregados de Au NPs empleando Dopamina

Para la formacion de agregados de Au NPs se emple6 dopamina (DA) como
molécula puente. Para tal fin se afiadi6 a 4 tubos de ensayos, cada uno con un

volumen inicial de 10 mL de Au NPs, diferentes volimenes de una solucion uM de
DA (a pH~5) hasta alcanzar una concentracioén final de DA de 2x10° M, 1x101° M,

2x10** M y 5x10*2 M, respectivamente. El pH final de la mezcla DA/Au NPs
(estimado utilizando una cinta de pH) se mantuvo en un valor de ~ 5 mediante la
adicién de HCI (36.5-38%). Este valor de pH permite que la dispersion coloidal de Au
NPs sea estable y que, ademas, el grupo amino de la molécula de DA (pKa= 10,90)
este protonado. De esta manera, el grupo NHs* puede unirse mediante atraccion
electrostética con los grupos citrato (carga negativa) que cubren a las Au NPs. Por
otro lado, los grupos OH- de la molécula DA pueden formar enlaces puente hidrogeno
también con los grupos citrato que cubren a las Au NPs. Para facilitar la comprension
de la presente estrategia de formacion de agregados de Au NPs, la figura 2.3 muestra,
a modo esquemadtico, el ejemplo de la formacion de un trimero de Au NPs. Los
resultados de la formacion de agregados de Au NPs, como la suposicion de que solo

1 molécula de DA une a 2 Au NPs se muestra en el Capitulo 5.

Figura 2.3: Representacion de la formacion de 1 trimero de Au NPs luego de agregar DA a la
dispersion coloidal de Au NPs. Notese que el esquema no esta en escala real para facilitar su

comprension.
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2.6 Extraccioén de gliadina de las muestras problema.

Para la extraccion de gliadina en las muestras de harina y almidon de maiz se
utilizé una solucion de extraccion compuesta por alcohol al 60% en agua mili-Q, ya

que, la gliadina es la fraccion de gluten soluble en alcohol*3.
El protocolo fue el siguiente:

(1) 0,25 g de muestra previamente secada y molida fueron pesados y transferidos a
tubos de 10 mL.

(2) 10 mL de una solucion de alcohol al 60% en agua fue agregada a la muestra
presente en los tubos, incubando la mezcla por 1 hora a temperatura ambiente con

un agitador a 45 vueltas por minuto.

(3) Los tubos fueron centrifugados por 10 minutos a 2500 g a temperatura ambiente.
Posteriormente se transfiri6 1 mL del sobrenadante de cada tubo a Eppendorf de 1,5

mL que, luego se centrifugaron por 5 minutos a 2500 g a temperatura ambiente.

(4) El sobrenadante fue nuevamente transferido a tubos de 1,5 mL.

2.7 Microscopias electronicas:

Las microscopias electrénicas son en la actualidad una de las herramientas de
caracterizacion mas poderosas para determinar caracteristicas morfologicas en los
sistemas de escala nanomeétrica.

Al interaccionar los electrones de alta energia con la materia pueden ser
observadas diferentes tipos de emisiones de electrones y fotones. En general, la
energia de los electrones utilizada se encuentra en el rango de 10 a 400 KeV, donde
una energia de 100 KeV equivale a una longitud de onda de 4 pm, lo que permite
obtener un limite de resolucion ideal de 0,002 nm. En la realidad instrumental, el limite

de resolucion es mucho mayor. Esto se debe a que las lentes (bobinas que generan
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campos magneéticos para direccionar el haz de electrones) poseen aberraciones que
se pueden diferenciar en aberraciones esféricas y aberraciones cromaticas. Sin
embargo, hoy en dia se dispone de equipos que poseen correcciones de ambas
aberraciones!*15, La figura 2.4 representa esquematicamente las diferentes sefiales

generadas cuando un haz de electrones interacciona con la materia.

Haz de electrones incidente

Electrones retrodispersados Electrones secundarios

Luz visible

Electrones Auger

Rayos X
et

~

Rayos X Bremsstrahlung

Electrones dispersados Electrones dispersados
elasticamente ineldsticamente

v
Electrones transmitidos

Figura 2.4: Representacion de las diferentes sefiales generadas cuando un haz de electrones

interactlia con la muestra.

Por ejemplo, los electrones secundarios y los retrodispersados tienen la
direccion de propagacion opuesta a la direccion del haz de electrones y son la base
del funcionamiento de la microscopia electronica de barrido. Mientras que los fotones
de rayos X pueden ser utilizados para determinar la identidad de los elementos que

componen una muestra en la espectroscopia EDS. Por otro lado, los electrones
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transmitidos a través de la muestra pueden ser captados por un detector dando lugar

a la microscopia electrénica de transmision®®.
Para este trabajo de tesis se utilizaron las siguientes técnicas microscopicas:

2.7.1 Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM):

Esta técnica se empled para la caracterizacion morfolégica y analisis
estadistico de la distribuciéon de tamafio, forma y poblacion de las diferentes
nanoestructuras fabricadas. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio
electrénico JEM-Jeol 1120, empleando un voltaje de aceleracién de 80 kV situado en
(IFFIVE, INTA), Cdrdoba, Argentina. Las muestras fueron preparadas colocando una
gota (lo suficientemente diluida para evitar procesos de agregacion in situ de las NEs
formadas) de la muestra de interés sobre una grilla para TEM dejando que se evapore

a temperatura ambiente.

2.7.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

En particular, esta técnica se utilizé para el analisis de la distribucion de Au
NPs depositadas sobre FesOa (capitulo 7). Las imagenes fueron obtenidas con un
microscopio electronico de barrido FE-SEM Zigma de Carl Zeiss, disponible en el
laboratorio de Microscopia Electronica y Analisis por Rayos X (LAMARX-FaMAF,
UNC), Cérdoba, Argentina. Para el analisis, las muestras fueron depositadas sobre

un sustrato de Si/SiO2 dejando evaporar el solvente a temperatura ambiente.

2.8 Técnicas opticas.

2.8.1 Espectroscopia de absorcion UV-Visible.

Esta técnica es ampliamente utilizada en el area de la plasmonica debido a
gue, pequefios cambios en la morfologia, tamafo y entorno quimico de las NPs se
traducen en cambios espectrales significativos en las secciones eficaces de extincion,

dispersion y absorcion.

66



La magnitud que mide un espectrofotometro UV-Vis convencional es la
extinciéon (absorcidn + dispersion) de la dispersion coloidal de las NPs. En esta tesis
se utilizo la espectroscopia UV-Vis para la caracterizacion oOptica y estudio de las

propiedades de campo lejano de todas las NEs fabricadas.

En las mediciones efectuadas en esta tesis se utiliz6 un espectrofotometro
Shimadzu UV-1601 en el intervalo de 300 a 1100 nm. Se emplearon en general celdas
de cuarzo de 1 cm de paso Optico. El equipo esta localizado en el departamento de
Fisicoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UNC. El seguimiento de los
procesos de agregacion y la sintesis de NPs se realizaron mediante la adquisicion

sucesiva de los espectros a intervalos de tiempo regulares.

2.8.2 Espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

Como se menciono en el capitulo 2, seccion 2.7 existen diversas respuestas
cuando un de haz de electrones interacciona con una muestra. Una de esas
posibilidades es que el electrén incidente interaccione con alguno de los electrones
locales de los orbitales internos de los atomos que integran la muestra y acabe
expulsandolo. El electron expulsado se denomina electron secundario (el que lo ha
expulsado es primario), y es fundamental en SEM. Una de las formas que tiene el
atomo para retornar a su estado basal es expulsar un electrén de la capa externa,
gue es conocido como electrén Auger dando lugar a una técnica de microanalisis
cuyas siglas son AES (Auger Electron Spectrometry). Otra posibilidad es que, para
retornar a su estado basal, el atomo emita un fotdn en el intervalo de energia de rayos
X. Este fendmeno es la base de la espectrometria por dispersion de energias de rayos
X, cuya sigla es EDS (del inglés, X-Ray Energy Dispersive Spectrometry)!’. No
obstante, puede encontrarse en diversos textos como XEDS, EDX o XDS. La energia
de los fotones emitidos esta directamente relacionada con el nimero atémico del
elemento emisor. Esta técnica espectroscopica generalmente se encuentra acoplada
a un microscopio SEM y permite proporcionar imagenes de analisis elemental de alta
resolucion espacial llegando a areas tan pequefias como los 100 nanémetros de

didmetro.
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En esta tesis la técnica EDS se emple6 para realizar la caracterizacién elemental de
las NHs fabricadas compuestas por FesOs y Au NPs. El instrumento utilizado fue un
EDS (Oxford) acoplado al microscopio electronico de barrido FE-SEM Zigma de Carl
Zeiss (capitulo 2, seccion 2.7.2), disponible en el laboratorio de Microscopia
Electronica y Analisis por Rayos X (LAMARX-FaMAF, UNC), Cérdoba, Argentina.

2.8.3 Espectroscopia Infrarroja medida por transformada de Fourier con
reflectancia total atenuada (FT-IR ATR).

Este tipo de espectroscopia combina las propiedades caracteristicas de un FT-
IR acoplado a un atenuador de reflectancia. La técnica consiste en hacer incidir un
haz de luz con un angulo superior o igual al critico (dngulo minimo al que ocurre la
reflectancia total del haz sobre el material) sobre un cristal con alto indice de reflexion
en el cual esta depositada la muestra evaporada (de distinto indice de reflexién que
el cristal). En estas condiciones la radiacion experimenta una reflexion total en la
interfaz muestra-cristal. En la region de la muestra se crea una onda evanescente
gue interaccionara con la misma haciendo que esta absorba radiacion en las regiones
IR en las que lo hace comunmente. Por consiguiente, la cantidad de radiacion de
estas regiones que se refleja sera menor que la incidente, por lo que la reflexion esta
atenuada'®?° (figura 2.5). El haz atenuado retorna al cristal y sale en el lado opuesto
del cristal y es dirigido al detector del espectrémetro IR. El detector registra el haz
atenuado como un interferograma que luego mediante transformada de Fourier es

convertido en un espectro IR convencional.
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Muestra en.contacto con
la onda evanescente

Al Detector

Cristal para ATR

Haz Infrarojo

Figura 2.5: Representacion de la reflexion del haz de luz IR en un sistema ATR.

Se utilizé esta técnica como un método alternativo para corroborar la correcta
extraccion de gliadina con alcohol al 60% en las muestras analizadas (harina de maiz
y almidon de maiz) que se detallan en el capitulo 4. Los espectros fueron tomados el
rango del 800 a 1900 cmt en colaboracién con el Dr. Guillermo Montich (CIQUIBIC-
CONICET) con un espectrémetro FTIR Nicolet Nexus con un accesorio ATR Golden
Gate MK Il de la firma Specac con cristal de diamante y reflexién Unica; ubicado en el
Departamento de Quimica Biologica de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC. El
equipo fue purgado con aire seco para eliminar la contribucién del vapor de agua y
se dejo evaporar a las muestras sobre el cristal de reflectancia para la posterior

adquisicion de los espectros.

2.8.4 Dispersion de Luz Dindmica (DLS)

El DLS es una técnica que se utiliza generalmente para determinar el diametro
de particulas en una solucion o dispersion coloidal, basandose en las fluctuaciones
temporales de la dispersion de las particulas y correlacionando estas fluctuaciones

con el radio hidrodinamico de las mismas?!.
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La caracterizacion optica por DLS de las diferentes NPs y NEs sintetizadas se
realizé utilizando un espectrofotometro Delsa Nano 2.2 con una celda de cuarzo de 1
cm a temperatura ambiente localizado en el Instituto Nacional de Investigaciones en
Fisicoquimica (INFIQC-CONICET) en Cérdoba, Argentina.

2.8.5 Difraccion de rayos X de polvos (DRX).

La Difraccion de Rayos X es una técnica de caracterizacion basica para el
analisis estructural de material solido como por ejemplo metales, minerales,
polimeros, catalizadores y semiconductores. El fundamento del método de difraccion
de rayos X radica en que los rayos dispersados (o reflejados) que no estan en fase
dan lugar a una interferencia destructiva, mientras que los que estan en fase dan
lugar a una interferencia constructiva. Para ello, se irradia la muestra con rayos X con
un determinado angulo 6. La intensidad de la radiacion difractada, resultante de la
interaccion del haz con el sélido, depende de la distancia entre los planos cristalinos

gue configuran la estructura y también del angulo de difraccién 6.

Esta técnica generalmente se emplea para determinar con gran exactitud el
espaciado entre planos cristalograficos de un material a partir del difractograma de
rayos X obtenido. De esta manera se obtiene un espectro de difraccidn del tipo “huella
dactilar’ que permite la identificacion de las fases cristalinas presentes en la muestra
comparandola con difractogramas de rayos X de patrones con estructuras cristalinas

conocidas obtenidos mediante literatura previa?>23,

En el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizé6 DRX de polvos para realizar
la caracterizacién estructural de las NPs de Fes3Oas y las NHs fabricadas compuestas
por Fes0Os-Au. El instrumento empleado fue un DRX de polvos PANanalitical X-Pert
Pro utilizando radiacion CuKa (A = 1.5406 A) localizado en el Instituto Nacional de
Investigaciones en Fisicoquimica (INFIQC-CONICET) en Cérdoba, Argentina.

Los difractogramas se obtuvieron en el rango de 20-80 ° a partir de polvos de
las muestras. Para obtener el polvo de NPs de Fes0a, la suspension que contenia el

producto de reaccion se lavo tres veces con agua posteriormente, se seco la muestra
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en un horno durante 12 horas a 40°C. El polvo de las NHs FezOs-Au NPs se obtuvo
depositando gotitas que contenian las NHs previamente purificadas sobre un

portaobjetos de vidrio y evaporando el disolvente a temperatura ambiente.

2.8.6 Espectroscopia Raman

El efecto Raman se origina a partir de la polarizacion electronica de las

moléculas cuando incide luz UV, visible o infrarrojo cercano?“. Al irradiar una molécula
con luz monocromética pueden ocurrir dos procesos dispersivos, uno es la dispersion
Rayleigh y el otro la dispersién Raman. La dispersién Raman, que ocurre con mucho
menor probabilidad que la de Rayleigh, tiene como resultado de la interaccion foton-
molécula un fotdén dispersado con una energia diferente al incidente, por lo que el
choque es inelastico.
Si la frecuencia del foton dispersado es menor a la del incidente, hay una
transferencia de energia del fotén hacia la molécula, este fenémeno se conoce como
dispersion Raman Stokes. Por el contrario, si la molécula se encuentra en un estado
excitado puede ocurrir que la energia del foton dispersado sea mayor a la del
incidente, en este caso se produce la dispersién Raman anti-Stokes?®.

El proceso tratado clasicamente para comprender la interaccion de la luz con
los modos vibracionales normales del material toma a la componente de campo
eléctrico de un haz de luz monocromatico con una dada frecuencia (w.,.) cuando
incide sobre una molécula que induce un momento dipolar en la misma. Dicho campo

puede describirse como:

E = Eycos (2mweyct) (2.8.6.1)
donde E, es la amplitud maxima del campo eléctricoy t es el tiempo. EIl momento
dipolar inducido (1) en la molécula producto de la interaccion es proporcional a la
polarizabilidad (a) de la misma:

U= aE = aygE,cos (2mweyt) (2.8.6.2)
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el cambio a con respecto al desplazamiento vibracional (coordenadas nucleares) se
puede expandir en serie de Taylor. Ademas, se puede definir a la distancia

internuclear (q) como:
q =71 —"Teq = TmEocos 2mw,;) (2.8.6.3)

donde r,,, representa a la distancia de separacion maxima respecto al equilibrio y w,,;;,
es la frecuencia de vibracion. Si el desplazamiento con respecto a la posicion de
equilibrio es pequenfio, solo los primeros 2 términos son importantes en la serie de

Taylor, modificando la expresion para a:

a=a,+ (‘%)0 q (2.8.6.4)
d
a=ay+ (aiqo)o 7, COS(2Mw,ipt) (2.8.6.5)

remplazando la ec. 2.8.6.5 en la ec. 2.8.6.2 la u puede escribirse como:

U = agEy cos(2mwey t) + (2—02))0 T EoCOS(21Tw i) COS(2TMWeyct) (2.8.6.6)

considerando que (cos(a) cos(B) = %[Cos(cx + B) + cos(a — B)]), se obtiene la

siguiente expresion:

1/0
pu = agEq cos(2mwexct) + (aiqo)o TmEolcos 2rwsrokpst)cos 2rwanrisrokest)] (2.8.6.7)

el primer término corresponde a la dispersion Rayleigh, mientras que, el segundo a
la dispersion Stokes (wsroxes = Wexe — Wyip ) Y ANti Stokes (WanTisTokEs = Wexe + Woib

respectivamente.
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La distribucién de Boltzmann que determina al nimero de estados ocupados
esta dada por:

Ni/No = gi/goe™" Tkt (2.8.6.8)

donde Ni es el numero de moléculas que se encuentran en el estado vibracional
excitado con energia Eiy y No el numero de moléculas en el estado vibracional
fundamental Eo, con degeneraciones gi y go respectivamente, AE=Ei - Eoy k la
constante de Boltzmann. Como a temperatura ambiente AE es mayor que kT, el
numero de moléculas en el estado fundamental (v = 0) es mayor que en los estados
excitados. Consecuentemente, la probabilidad de observar el efecto Raman anti-
Stokes es mucho menor que la probabilidad de observar el efecto Raman Stokes.
La radiacién total Stokes dispersada promediada sobre todas las orientaciones

medidas (Izaman) €S proporcional al flujo incidente de fotones (/):

Iraman = Oramanlo (2.8.6.9)

siendo oz 44y 12 Seccion eficaz Raman de la molécula, la cual es proporcional a:

Oraman = ClWscare|* (@nm)? (2.8.6.10)

donde |ws.q|* representa a la cuarta potencia de la frecuencia de dispersion y
(a),m)? al cuadrado de la derivada de la polarizabilidad para la transicion vibracional
del nivel n y al nivel m.

En este trabajo de tesis se utiliz6 un micro-espectrémetro
confocal LabRaman HR800 Jobin-Yvon, Horiba con un objetivo 5X (NA =0,12) en la

geometria de retrodispersion. Para la excitacion se utilizé un laser de He-Ne con una
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longitud de onda 632,8 nm. El tiempo de acumulacién de los espectros fue de 30 s

con una rejilla de 600 lineas.mm, dando una resolucion espectral de 4 cm™,

El equipo esté localizado en el Instituto de Investigaciones en Fisicoquimica de
Cordoba (INFIQC-CONICET) en Coérdoba, Argentina. Todas las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente y se calibraron previamente con un patrén de

referencia de Si.

2.8.7 Espectroscopia Raman Incrementada por Superficie (SERS)

Una de las técnicas espectroscopicas mas utilizadas para explotar las
propiedades épticas de campo cercano de NPs metalicas es la espectroscopia
SERS?¢, El efecto SERS fue descubierto por Fleischmann et al. en 1974, al intentar
registrar el espectro Raman de la piridina sobre un electrodo de plata sometido a
varios ciclos de oxidacion-reduccion?’. Hoy en dia, SERS es empleada para el estudio
de diversos tipos de moléculas organicas, bioldégicas e inorganicas debido a que
aprovecha las ventajas que ofrece la espectroscopia Raman convencional como, por
ejemplo, que es una técnica no destructiva, rdpida y de tipo huella dactilar. Ademas,
permite obtener incrementos de la seflal Raman de varios ordenes de magnitud
provenientes de pocas moléculas adsorbidas sobre superficies de NPs metalicas
(especialmente plata y oro), llegando a limites de deteccion de una Unica
molécula?®??, Algo que resulta practicamente imposible de lograr en la espectroscopia
Raman convencional debido a la pequefia magnitud de las gz 4y de las moléculas.

Los experimentos SERS mostrados en esta tesis se llevaron a cabo utilizando

el mismo equipo y condiciones experimentales descriptas en la seccion anterior.
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2.9 Inmunoensayos.

2.9.1 ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas)

Se utilizo esta técnica analitica para determinar el contenido de gliadina de las
muestras analizadas, y comparar los resultados obtenidos con la metodologia IDILA
desarrollada en el capitulo 4 de esta tesis. En particular, se utilizé un ELISA tipo
sandwich ya que es el método analitico homologado por Cédigo Alimentario Argentino

para la verificacion de alimentos libres de gluteni®30:31 (figura 2.6).

%:f% Substrato
Enzima

)L Anticuerpo Secundario

.Antlgenn

N\ 7
Anticuerpo’'de captura.

SANDWICH ELISA

Figura 2.6: Esquema simplificado de la técnica ELISA tipo “Sandwich”.

Inicialmente se incubd 100 pL / pocillo de anticuerpo primario (anticuerpo IgG
de conejo policlonal anti gliadina) durante la noche a 4°C, luego se lavo 4 veces con
tampon de lavado (PBS suplementado con Tween-20 al 0,05%) y se bloque6 cada
pocillo (200 ul / pocillo) con albumina de suero bovino (4,00 g, PBS 100 ml) durante
1 hora a 37 °C. Posteriormente se lavaron nuevamente los pocillos 4 veces, con
tampdn de lavado. Seguidamente se afadio el antigeno de gliadina (LSBio) para
realizar la curva de calibracion y por otro lado las muestras problema (harina de maiz
y almidon de maiz) utilizando diluciones seriadas (con factor de dilucion %),
incubandose durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de efectuar 4 lavados
con tampon PBS, se agrego el anticuerpo secundario biotinilado especifico para

gliadina (LSBio) en cantidades de 100 pL / pocillo, incubandolo durante 1 hora a
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temperatura ambiente. Seguidamente se lavaron 4 veces los pocillos y se afiadieron
100 pL / pocillo de enzima estreptavidina-peroxidasa y se incubaron durante 30
minutos a 35 °C. Por ultimo, se efectuo otro lavado de la microplaca: 3 veces con solo
PBS y 3 veces con PBS suplementado con Tween-20 al 0,05% y se afiadio el
substrato-cromégeno H202-Tetra Methyl Bencidine (TMB). Este substrato-cromégeno
produce una reaccién colorimétrica catalizada por la enzima que se inhibe a los 10

minutos mediante el agregado de acido sulfurico 5 M. Las lecturas se realizaron a

450 nm en un lector de ELISA BioRad Hercules, (USA).

2.9.2 Western Blot
Se utiliz6 este método para confirmar la presencia de gliadina en las muestras

analizadas de harina y almidon de maiz, tema que se desarrolla en el capitulo 4.

El Western blot, inmunoblot o electrotransferencia, es una técnica analitica y
molecular que permite separar e identificar proteinas especificas en una mezcla
compleja de proteinas. La metodologia consiste en tres etapas: separacion por
tamafio, transferencia a un soporte de nitrocelulosa y, finalmente, visualizacion
mediante la marcacion de proteinas con el uso de anticuerpos primarios y

secundarios apropiados®?33,

El procedimiento utilizado en este trabajo fue, en primera instancia separar por
peso molecular el complejo proteico de gliadina extraido previamente de las muestras
problema, en un gel de electroforesis de dodecil sulfato sédico (12% de gel de
poliacrilamida y un tampon de migracion 25 mM BufferTris; Glicina 190 mM; SDS al
0,1%; pH=8,3). El tiempo de electroforesis fue de 2 horas a 100 V, después se
transfirieron las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa en un medio
himedo con un tampon de transferencia que contenia (BufferTris 25 mM, glicina 190
mM y metanol al 20%). El tiempo de incubacién para este proceso de transferencia
fue de aproximadamente de 1 hora. Una vez transferidas las macromoléculas, se
bloquearon los sitios de union libres incubando la membrana con albumina de suero

bovino (4,00 g, PBS 100 ml). Posteriormente, la deteccion se realizé incubando la
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membrana con el anticuerpo primario especifico para gliadina durante 12 hs a 4 °C.
Luego de lavados sucesivos con TBST (Tris Buffer Saline Tween 20), se agrego el
anticuerpo secundario biotinilado unido a la enzima peroxidasa (Thermo Scientific),
efectuandose posteriormente un nuevo lavado con TBST. El revelado se realizd por
guimioluminiscencia mediante la adicién de un substrato para Western Blot ECL
(Pierce) utilizando un equipo ODYSSEY Sistema de imagen infrarroja (LI-COR

Bioscience).

2.10 Ensayos de fotodegradacion de azul de metileno

En el capitulo 7, los experimentos de fotocatalisis se llevaron a cabo en un tubo de
ensayo que contenia 10 mL de solucién acuosa 1x10° M de azul de metileno y 0,08
mg / L de NPs de magnetita o NHs FezO4— Au. Antes de comenzar la irradiacion, las
dispersiones coloidales se agitaron magnéticamente durante 1 hora para alcanzar el
equilibrio de adsorcion-desorcion de azul de metileno en la superficie de los
catalizadores. En todos los ensayos, se irradiaron las respectivas muestras con una
fuente de luz que consistié6 de una lampara de Hg con 100 W de potencia cuyo
espectro de emisién3* se muestra en la figura 6.7. Durante la irradiacion, a intervalos
de tiempo especificos de 15 minutos hasta los 60 minutos, se retiraron 2 mL de
muestra para monitorear la evolucion espectral del azul de metileno en funcion del

tiempo de irradiacion a través de espectroscopia UV-Vis.
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Figura 2.7: Espectro de emision de una lampara de vapor de mercurio de 100 W

2.11 Métodos Computacionales

2.11.1 Interaccion de la radiacion con esferas: Teoria de Gustav Mie

En 1908, Gustav Mie aborda el problema matematico de la interaccion entre la
radiacion electromagnética y una particula esférica, en la busqueda de explicar la
coloracion rojo rubi de las soluciones coloidales de Au®®. En términos generales, la
estrategia para llegar a la solucién del problema consiste en:
a) expandir la onda plana incidente en términos de arménicos esféricos vectoriales.
b) encontrar los coeficientes para la expansion del campo incidente.
c) encontrar los coeficientes para la expansion del campo generado dentro de la
esfera (interno) y del campo dispersado, sujeto a la condicion de que, en la superficie
de la esfera, tanto el campo eléctrico como el magnético, deben ser continuos.

Para satisfacer las ecuaciones de Maxwell, el campo eléctrico (E) y el campo

magnético (H) deben resolver las ecuaciones de onda:
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V2 E+k? E=0 (2.11.1.1)

V2H +k?H =0 (2.11.1.2)

donde k esta relacionada con w mediante la relacion K2=w?.
A su vez, los campos E y H deben ser libres de divergencia (VX E =0,V X H

= 0), y estan relacionados por las siguientes expresiones:

VXE =lwuH (2.11.1.3)

VX H=—iweE (2.11.1.4)
donde w es la frecuencia angular, u es la permeabilidad del medio donde se propaga
la onda, y € es la constante dieléctrica.

Por otro lado, es posible construir una funcion vectorial M a partir de una
funcién escalar ¥ y un vector constante r segun:
M=V X (r¥) (2.11.1.5)
Utilizando identidades vectoriales se puede demostrar que:

VZM +k®M =V x [(V¥ + k?P)] (2.11.1.6)

por lo tanto, M satisface la ecuacion de onda vectorial (2.11.1.6) si la funcion ¥ es

una solucion de la ecuacion de onda escalar:

VY + k?¥ =0 (2.11.1.7)
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de acuerdo a su definicion, la funcion vectorial M es libre de divergencia (Vx M = 0)

y, ademas, es posible construir otra funcion vectorial N a partir de M segun:
N =k*(V x M) (2.11.1.8)

asi, las funciones vectoriales M y N tienen todas las propiedades requeridas para un
campo electromagnético compatible con las ecuaciones de Maxwell, es decir,
satisfacen la ecuacion de onda vectorial ec. 2.11.1.1, son libres de divergencia, la
circulaciéon de M es proporcional a N y la circulacion de N es proporcional a M. De
esta manera, el problema se reduce a encontrar soluciones a la ecuacién de onda
escalar (2.11.1.7). Dada la simetria del problema, las dos funciones W que satisfacen
la ecuacion (2.11.1.7) en coordenadas polares esféricas r, 8 y ¢, corresponden a dos

funciones de distinta paridad, par ¥,,,,,, € impar ¥,
Y, = cos me P (cos 6) zn (kr) (2.11.1.9)
Y mn = sinme B (cos 0) zn (kr) (2.11.1.10)

dondem =0, £1, £2,..., nyn =0, 1, 2..., n. Las funciones B;"* son los polinomios
asociados de Legendre y zx son las funciones de Bessel. Estas ultimas pueden ser
elegidas de cuatro formas diferentes: jn(kr), yn(kr), hn*(kr) y hn'(kr), dependiendo
de cuales sean las condiciones de contorno del problema. EI comportamiento

asintético de estas funciones es: sin(kr-nm/2), cos(kr-nm/2), e*T"/2 'y

e ~t(kr—nm/2) respectivamente. Otro aspecto importante es el comportamiento de las
funciones de Bessel para r = 0. Todas las funciones esféricas de Bessel divergen
para r = 0, excepto jn(kr). Esto significa que sélo esta funcién debe ser usada para
representar un campo electromagnético finito en el origen de coordenadas.

Es importante destacar que cualquier funcién que satisfaga la ecuacion de
onda (2.11.1.7) en coordenadas esféricas polares puede ser expandida como una

serie infinita en las ecuaciones (2.11.1.9) y (2.11.1.10). Las funciones ¥, Y Yomn
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sirven de base para construir cuatro tipos de armonicos esféricos vectoriales
diferentes usando las ecuaciones (2.11.1.5) y (2.11.1.8). El proximo paso es expandir

la onda plana incidente en términos de los armdnicos esféricos vectoriales Mypn,
Nemns Momn Y Nomn- Si se considera una onda polarizada con el vector de onda k

en la direccion del eje z y la direccion de polarizacion sobre el eje x, la expansion del

campo incidente en “ondas parciales” esta dada por:

2n+1

D @
n(n+1) ey M iNg n) (2.11.1.11)

ikrcos 6 o  n
Emadente Eoe ex = Eo Zn:l l omn

donde ex es el vector unitario en la direccion del eje de polarizacion x. La suma
consiste en una expansion en serie de la onda plana en términos de ondas esféricas,
donde el superindice (1) en los armoénicos esféricos indica que en las soluciones de
(2.11.1.7) las funciones de Bessel apropiadas son aquellas del tipo jn(kr). Debido a la
ortogonalidad de las funciones seno y coseno, los coeficientes de expansion de los
armonicos My, Y Nemn SON cero. Ademas, los coeficientes restantes se anulan
también, excepto para m =1, por el mismo motivo. El correspondiente campo
magnético incidente es obtenido calculando la circulacion del campo en la ecuacién
(2.11.1.11). Para expandir en armoénicos esféricos vectoriales el campo
electromagnético dispersado (Eg.q:, Hscqr) Y €1 campo interno (E;, H;), se impone la

siguiente condicion en el limite entre la esfera y el medio circundante:
(Eincidente+ Escat - El) X €r= (Hincidente+ Hscat' Hl) X e,= 0 (2.11.1.12)

esta condicion de contorno implica que las componentes tangenciales de E y H deben
ser continuas en la transicion desde un medio al otro con propiedades dieléctricas
diferentes. Asi, el campo dispersado E,.,; fuera de la superficie de la esfera, puede

definirse como:

2n+1

3) 3)
(+1)( a,N,.) - b,N, ) (2.11.1.13)

emn”

Escat EOZn 1l i"
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donde el superindice (3) denota funciones de Bessel del tipo hn+(kr). Una expresion

similar describe el campo interno:

n 2n+1

(M - id, Ny (2.11.1.14)

en este caso, es necesario usar las funciones de Bessel del tipo jn(kr) en las funciones
generatrices ¥, Y Yomn para cumplir con el requerimiento de que el campo sea
finito en el origen, lo cual es sefalado con el superindice (1). Los campos magnéticos
Hy y Hg.,:se pueden conocer calculando la circulacion de E; y Eg.q¢,
respectivamente. A partir de la condiciéon de contorno (2.11.1.12) en forma de
componentes, se pueden escribir cuatro ecuaciones independientes para un dado
valor de n, las cuales permiten, a su vez, conocer los cuatro coeficientes
desconocidos a,, b,,c,y d, para la expansion del campo dispersado e interno,
respectivamente.

La teoria de Mie permite calcular propiedades Gpticas de campo lejano como,
por ejemplo, la seccion eficaz de dispersion, a,.,;, definida como el cociente entre el
flujo saliente radial y el flujo entrante, y la seccién eficaz de extincion, a,,;, definida
como el cociente entre el flujo dispersado hacia delante y el flujo entrante que
dependen de los coeficientes a,, y b,, Y 0,5 puede calcularse de la sustraccion de

ambas.

2.11.2 Teoria de Mie Generalizada para Multiples Particulas (GMM)

El problema de dispersién de luz por un agregado de NPs esféricas posee
caracteristicas distintivas en comparacion con la dispersion de una NP aislada. La
principal diferencia radica en que ahora, el campo incidente sobre cada esfera tiene
dos componentes: una es el campo incidente sobre el sistema y la otra es la suma de

los campos dispersados por el resto de las esferas que forman parte del agregado.
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El desarrollo del teorema de la adicién para arménicos esféricos, hizo posible dar una
solucién cuantitativa de este segundo componente y resolver analiticamente el
problema de dispersion de luz por un agregado de esferas con una orientacion fija36-
38, En esta seccion se describe en forma breve como se halla la solucién analitica de
campo lejano para este problema, la cual constituye una extension de la teoria de Mie
y se la conoce como Generalized Multiparticle Mie-solution (GMM)3°, o Teoria de Mie

Generalizada para Multiples Particulas.

Para resolver este problema, es necesario en un primer paso, expandir la onda
plana incidente en arménicos esféricos vectoriales que tienen su origen en sistemas
de coordenadas desplazados, donde las orientaciones relativas de cada uno de los
diferentes sistemas de coordenadas se corresponden con la ubicacion del centro de
cada esfera involucrada. Luego se determinan los campos parciales dispersados por
cada esfera. Aqui se halla la diferencia mas relevante respecto del caso de una esfera
aislada, puesto que es necesario considerar explicitamente el hecho de que el campo
dispersado por la j — ésima esfera se convierte luego en campo incidente sobre la
[ — ésima esfera. Esta complicacion adicional se supera con la ayuda de los
coeficientes de traslacion vectoriales, los cuales dan cuenta de este efecto. El
préximo paso, de vital importancia, es construir una representacion Unica del campo
dispersado. Para ello se utiliza una relacion simple que existe entre los coeficientes
de dispersion parciales y totales para el campo lejano, la cual implica solamente un
término de fase. Por ultimo, se computan los valores de los coeficientes de expansion,
los cuales, y de igual modo que en el caso de esfera aislada, permiten calcular Cs.,;
y C..:- Consideremos un agregado de L esferas, donde X, Y, Zi(conj=1, 2,..., L)
son las coordenadas del centro de la j — ésima esfera relativas a un sistema de
referencia cartesiano comun. A su vez, cada esfera cuenta con un sistema de
coordenadas primario, con el origen ubicado en su centro. En un primer paso, los
campos incidentes sobre cada esfera individual son expandidos en términos de
armonicos esféricos respecto a los sistemas centrados en cada una de ellas. Luego,

son expandidos relativos a un sistema cartesiano comun:

Ei];ldidenteinzzylio Zn =-n iEmn [Prszr(nlr)l(pj' Hj' ¢j)+CIrjnnMr(rzr)l ((pj' Hj' ¢j))](2'10'2-1)
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Hihaiaente=Hi== g Ziz0 Zhm-n Emn |@n Nian (07,67, )+ D Mina (07,67, 97)) | (2.10.2.2)

donde p = kr y los coeficientes de la expansion estan dados por:

Jj
Dhn=€* % Prun: @hn=e"? qun (2.11.2.3)

los cuales difieren de los coeficientes de la expansion primaria sélo por el término de

fase constante e*?’ Es importante mencionar que en este formalismo sélo se emplea
la solucién para a la ecuacion de onda (2.11.1.7), es decir la funcion ¥,,,,, para
generar los arménicos esféricos vectoriales M,,,, N,,,. En un segundo paso, se
expresan los campos parciales dispersados por cada esfera en términos de los

sistemas de coordenadas primarios, los cuales estan dados por las ecuaciones:
3 . . .
Leat=EN L Zhe o B | @M (07,87, 07) + DM (07,69, 07))|  (211.2.9)

Hljndldente Wit Z Ozn m=-n Emn [bl N(g) (pj: 6/, (pj)+a£nnMr(:r)l ((Pj. 6/, (pj))](2.11.2.5)

donde los coeficientes a y b estan dados por:

ainn = an pmn; b*lan (2.11.2.6)
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donde a;! y b} son los coeficientes de dispersion de Mie de la [ — ésima efera aislada
mientras que pl,, Y QL,,, son los coeficientes de la expansion del campo incidente total
sobre la esfera | — ésima y contienen dos contribuciones: la onda plana incidente
inicial y las ondas dispersadas por todas las otras esferas del agregado. Hallar los

coeficientes pt,,, y Qk.,,, implica a su vez hallar los coeficientes de translacion vectorial
A’lnw y B,’nlnw, Estos Ultimos, juegan un papel clave porque caracterizan la

transformacion de una onda dispersada por la j — ésima esfera en una onda incidente
sobre lal — ésima esfera. Estos coeficientes pueden ser expresados explicitamente
utilizando, a su vez, los coeficientes de Gaunt, los que pueden obtenerse mediante
una relacion de recurrencia. Luego de haber obtenido todos los coeficientes de
dispersion parciales, el préximo paso es construir una Unica representacion para el
campo dispersado total por el agregado como un todo. Este paso es de vital
importancia hacia una solucion completa de la dispersién de luz por multiples esferas.
Si por ejemplo, se hace comun el sistema de coordenadas primario j — ésimo, la

expansion unica del campo dispersado tiene la forma:

Elcar =Enm S B @M (p7,07,07) + BoM$) ((07,67,07))]  (211.2.7)

HI k

mdldente W

g S By | DN (07, 6,07 +alenMS) (0,67, 07))|(2.11.28)

n=0

existe una relacion simple entre los coeficientes de dispersion total y parciales para
el campo lejano, la cual implica solamente un término de fase. Esto se debe a que la
traslacion de armoénicos esféricos entre sistemas desplazados tiene una forma

asintotica correcta, valida en la zona lejana, dada por las ecuaciones:

M) (p7,07,¢07) = e 8 M) (p7,67,9)) (2.11.2.9)
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, , , T , , ,
NS (p7,67,¢07) = e NS (7,67, ) (2.11.2.10)

donde Al = X'sinB cosp + Y'sinf sing + Z'cosf. De esta manera, los coeficientes de

dispersion total en la ecuacion (2.11.2.6) estan dados por:

t _ Al
al) Th e~k gl bt =3k e A pl (2.11.2.11)

Notese que, en este caso también, los valores de a y bt,, dependen de las
propiedades del medio y del material que compone la esfera, las cuales a su vez
dependen de w. Basados en expresiones analiticas para la matriz de amplitud de
dispersion de un agregado de particulas, han sido derivadas férmulas rigurosas para
todas las otras propiedades de dispersion del agregado. La seccién transversal de

extincion total o ., del agregado esta dada por:

Uext:z:%:l O_slcat k2 Z =1 Zn =—n Re (pmnamn q‘frtnb‘fnn) (2-11-2-12)

donde ., es la contribucion de la [ — ésima componente, es decir, la seccion eficaz
de extincion diferencial de la [ — ésima esfera. La seccion eficaz de dispersion total y

diferencial, 6'.4 y 0.4 » €Stan dadas por:

_ t)l * t)l
Cext=0i1 Odcar = o3 oy Tet Nime—n Re (abrnaiy + bhinbiny (2.11.2.13)
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la seccion eficaz de absorcion puede calcularse como 6,5 = oyt — Oscar, d€ todas
maneras ogaps puede también formularse explicitamente. Asi, las tres secciones
transversales pueden ser computadas independientemente. La diferencia entre los
dos resultados numéricos de g, puede servir como un test para la precision de la
solucién numérica de dispersion. Es importante destacar que la forma en que se
calculan las diferentes secciones eficaces permite analizar la respuesta Optica
individual de cada una de las esferas que componen el agregado. Esta solucién ha
sido implementada en un codigo Fortran para calcular la dispersion producida por un
agregado de esferas homogéneas cuando interacciona con una onda plana
monocromatica y linealmente polarizada que se propaga en un medio no absorbente
y homogéneo. Cuando se emplea esta metodologia, al igual que en el caso de la
esfera aislada, las propiedades del material son introducidas en el calculo mediante
una tarjeta de entrada, la cual contiene los valores de la parte real e imaginaria de su
constante dieléctrica para cada valor de w. Un aspecto importante a tener en cuenta

cuando se emplean estas metodologias analiticas es el valor maximo de n hasta el
£(w)—&g

cual se extienden las sumatorias en las ecuaciones a, =
e(w)+2¢gg

’ O-scat: (87773)4'“'2!
(2.11.2.12) y (2.11.2.13).

Si bien al tratarse de soluciones analiticas los tiempos computacionales de
calculo son relativamente cortos (del orden de los minutos), se encontré que cuando

n = 30 los resultados obtenidos alcanzan una convergencia satisfactoria.

La teoria de Mie, asi como GMM se encuentran en codigos Fortran ya
adaptados e implementados previamente por el grupo de investigacion del Dr.
Coronado, para simular la respuesta 6ptica de campo lejano de las diferentes NEs
plasmonicas sintetizadas en esta tesis. En todas las simulaciones se han empleado

las funciones dieléctricas tabuladas por Palik para Au y Ag?.
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2.11.3 Aproximacion de dipolos discretos (DDA)

En 1964 De Voe introdujo la idea basica de la metodologia de Aproximaciéon
de Dipolos Discretos (DDA) para estudiar las propiedades opticas de agregados
moleculares; el tratamiento de DeVoe se limitd a los agregados que eran pequefos
comparadas con la longitud de onda, por lo que, los efectos de retardo no se
incluyeron?®, En 1973 Purcelly Pennypacker incluyen los efectos de retardo,
utilizando la metodologia para estudiar los granos de polvo interestelar*'. DDA tiene
la ventaja de ser una técnica muy general y flexible que permite calcular propiedades
Opticas de particulas de forma arbitraria con dimensiones menores o comparables a
la longitud de onda de la radiacion incidente. Esta aproximacion reemplaza la
particula sélida o agregado de particulas de interés por una red cubica de N dipolos
puntuales, donde la separacion entre los dipolos es pequefia en comparacion con la
longitud de onda incidente. Debido a que no existen restricciones respecto de los
sitios de la red cubica que deben estar ocupados, es posible representar un objeto o
multiples objetos de morfologia arbitraria. Cada dipolo tiene una polarizacion oscilante
como respuesta tanto a la onda plana incidente como a los campos eléctricos debidos
a todos los demas dipolos en el arreglo. El calculo de las propiedades 6pticas
empleando el método DDA requiere el conocimiento previo de la polarizacion en cada
dipolo. Para ello se busca una solucion auto-consistente la cual puede ser obtenida
como la solucién a un conjunto de ecuaciones lineales acopladas.

En esta aproximacion cada elemento j-ésimo, situado en la posicion r;, tiene
una polarizabilidad «;. El momento dipolar P; inducido en el dipolo j esta determinado

por:
donde E;(r;) representa el campo eléctrico incidente sobre el dipolo j debido a todas

las fuentes externas a j, es decir, la radiacion incidente sobre el arreglo mas la

radiacion dispersada por los otros N-1 dipolos oscilantes y esta dado por:
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E;j = EgeWkim1o0 — 5 L APy (2.11.3.2)

donde la amplitud y el vector de onda del campo electromagnético incidente

corresponden a E, y k respectivamente. La matriz de interaccion A esta dada por:

eikrjk

(1—ikr]-k)
AP =S i 2
Jk"k 3

2
{kzrjk(rjkpk) +— [P — 3rjk(rjkPk)]} (2.11.3.3)
]
donde k = w/cy 1y, =1; — 1 . La ecuacion 2.11.3.2 sirve para definir los elementos

de matriz A, paraj = k. Para el caso | = k se define que:

Ajj=ai! (2.11.3.3)

de tal forma que el problema de dispersion puede ser formulado como un conjunto de

N ecuaciones lineales no-homogéneas complejas de acuerdo a:
E;j = Yk=14cPr Gg=1..,N) (2.11.3.4)

Resulta conveniente definir en este punto los vectores de dimensién 3N (P =
(Py, Py, ..., Py) Y E; = (Ei1,E; 5, ..., E;n) Y 1a matriz simétrica A de dimension 3Nx3N, de

modo de que el problema se pueda reducir a resolver la siguiente ecuacion matricial:
AXP =E; (2.11.3.5)

Finalmente, el problema se reduce en conocer el vector P. Para ello se pueden
aplicar diversas técnicas, como por ejemplo la inversion directa de la matriz A.
Resolviendo el sistema de 3N ecuaciones lineales no-homogéneas complejas de la
ec. 2.11.3.4, se puede determinar el vector polarizacion P y a partir de éste se pueden
conocer propiedades 6pticas como por ejemplo la seccidn eficaz de extincion (o,,:),

la cual viene dada por:
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k *
Oext = 4L27=1 Im(E;;P;) (2.11.3.6)

E§

A partir esta expresion se puede calcular el campo eléctrico en la vecindad de
una particula agregando dipolos de prueba de polarizabilidad practicamente nula, es
decir, fijando sus valores de ¢ a valores muy cercanos a la unidad.

Las propiedades del material que constituye la particula son introducidas en el
calculo mediante su constante dieléctrica, a través de la cual se obtienen las
polarizabilidades «;. La forma en que se obtiene a; a partir de la constante dieléctrica
es clave para representar correctamente las propiedades del material de interés. Este
aspecto fue tratado exitosamente por Draine y Goodman quienes desarrollaron la
Relacion de Dispersion del Reticulo (LDR). Esta relacion de dispersion introduce
correcciones a la polarizabilidad de Clausius-Mosoti (a“M) permitiendo incrementar
significativamente la exactitud del método DDA. De acuerdo a la LDR, «; viene dado
por la siguiente expresion:

atM

a; = (2.11.3.7)

1+(“§—3M)[(b1+sb2+ebgs)(kd)2—(§)i(kd)3]

donde d representa la distancia entre los dipolos, b,, b,, b; ¥ S son constantes. La

a®™ Mosoti es:

d3 —1
afM == (81—) (2.11.3.8)
41T €j+2

de forma tal que un reticulo infinito de dipolos puntuales dispuestos en una red cubica
reproduzca la respuesta dieléctrica de dicho material a la radiacion electromagnética.

Los valores de a; asi obtenidos son introducidos en la ec. 2.11.3.1 hasta resolver el

sistema de manera auto consistente. Las propiedades del medio que rodea las
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nanoestructuras también son introducidas en los célculos a través de su constante
dieléctrica.

El método DDA esta implementado en el cédigo Fortran DDSCAT 7.14, el cual
se encuentra disponible en la internet y puede ser descargado libremente desde la
siguiente direccion: http://www.astro.princeton.edu/~draine/DDSCAT.7.1.html.

La presente metodologia se utilizé para calcular propiedades épticas de campo
cercano y lejano de Au NRs, NPs de Fe3Os y NHs de FesOs-Au. En todas las
simulaciones se han empleado las funciones dieléctricas tabuladas por Palik para Au

y por Vikesland, P. J, et al. para Fes04°.

2.11.4 Efecto SERS en el limite cuasiestético

En el limite cuasiestatico, se requiere calcular el valor de los campos
electromagnéticos absorbidos y dispersados por una NP metédlica. Para ello, se
emplea el modelo de una esfera aislada situada en un medio dieléctrico &, que
interacciona con un campo electromagnético E, polarizado. El potencial fuera de la

esfera esta dado por:

e(w)—em )

a3
size ) E,r cos @ (2.11.4.1)

r

bafuera = —Eor cos 6 +(

el primer término se refiere al potencial lejos de la esfera, mientras que el segundo

término es el potencial de dispersion de la esfera. A partir del gradiente del potencial

—V¢ = E se obtiene el campo dispersado por la NP:

_ 3
Egcqre = (g(w)—gm) a—3 Ey(2cos8 + sinf) (2.11.4.2)

e(w)+2em/ r

esta expresién es similar a la del campo inducido por un dipolo en el centro de una

esfera, es decir, el campo eléctrico induce un dipolo eléctrico desplazando una parte
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de los electrones mdviles en una direccion, con una polarizabilidad « = a®g. Donde

g esta dado por:

g(w) = (5(“’)—_5"‘) (2.11.4.3)

e(w)+2e,

Se puede definir a un factor de incremento para el campo como el cociente

entre el campo dispersado y el campo incidente para 6 = 90°:

(5 - o

donde d es la distancia de la molécula a la superficie metalica La magnitud observable

en espectroscopia es el factor de incremento (I'(w)) de la intensidad, definido como:

I'w) = (E%O“”)z (2.11.4.5)

Debido a que en el proceso Raman intervienen dos fotones de diferente
frecuencia (incidente y dispersado), el factor de incremento electromagnético tedérico
(EFEF, del inglés, Electromagnetic Field Enhacement Factor)?64? en la

espectroscopia SERS esta dado por la siguiente expresion:

a

EFEF =T (0)l(w") = (|E£0| a))2 (|£0 w’)2 = |g(w)|*|g(w")|? (m)u (2.11.4.6)

donde w y o' representan la frecuencia de la radiacion incidente y la frecuencia de

Stokes, respectivamente.
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Capitulo 3

Un enfoque plasmoénico para estudiar la cinética de
interaccidn de proteinas a traves de la dimerizacion de
nanoparticulas de Ag funcionalizadas

3.1 Introduccioén

Las interacciones entre proteinas o complejos proteina-ligando desempefian
un papel fundamental en varios aspectos de la organizacion estructural y funcional
de una célula'=. La comprension de la cinética de estas interacciones proteicas juega
un papel clave en la biologia, ademas de tener implicaciones significativas en el
disefio de métodos analiticos para el monitoreo y diagndéstico de enfermedades, en
la atencién médica, la investigacion y las aplicaciones industriales®’.

Por otro lado, un topico de particular interés en nanociencia, es la gran
capacidad de las NPs plasmonicas de unirse a una gran cantidad de ligandos o
proteinas. En los ultimos afios, las interacciones entre NPs y proteinas ha sido objeto
de numerosas investigaciones debido al potencial de estos complejos sistemas para
interactuar con la maquinaria celular; lo que ha permitido, el desarrollo de terapias
terandsticas, fotodinamicas y térmicas. Particularmente, la unién de proteinas a la
superficie de NPs es un tema de gran interés, ya que, la afinidad de diferentes
proteinas por la superficie de una NP depende en cada caso de la proteina. Ademas,
comprender la cinética de las interacciones proteina-NP permite, por ejemplo,
conocer el tiempo de intercambio de las proteinas adsorbidas en las NPs hacia la
matriz objetivo®?,

Los principales metodologias para estudiar las interacciones proteicas
pueden clasificarse como, basadas en interacciones con un sustrato'®!! o
hidrodinamicas'2'2. En el primer tipo de método, las moléculas se unen a un sustrato,
mientras que, en el segundo tipo, las moléculas se mezclan liboremente en un reactor

adecuado para tal fin. Uno de los métodos estandar de la primera categoria son los

99



sensores por Resonancia del Plasmoén superficial (SPR, del inglés, Surface Plasmon
Resonance) 415 utilizado con frecuencia para estudiar las interacciones antigeno-
anticuerpo'®l’, interacciones proteina-ADN1° y el andlisis en tiempo real de
interacciones bioespecificas sin el uso de moléculas marcadas'®2%?1, En la misma
linea, otro método desarrollado recientemente son transistores de efecto de campo
de nanocables semiconductores, que se han aplicado como biosensores de afinidad
capaces de medir las interacciones cinéticas proteina-ligando??-26,

Las técnicas de flujo detenido (en inglés, Stopped Flow)?’-2°, focalizacion
hidrodindmica (en inglés, Hydrodynamic Focusing)3®3!son las mas utilizadas para
realizar mediciones cinéticas en las que ambos reactivos (proteinas o ligandos) se
mezclan libremente. En la primera, se requieren grandes volimenes de muestra, lo
gue hace que el método no sea adecuado para realizar microensayos. Para superar
esta dificultad, se desarrollaron metodologias microfluidicas que utilizan el enfoque
hidrodindmico, ya que requiere pequefias cantidades de reactivos y una rapida
mezcla de los mismos3233, Esto Ultimo se logra empleando relativamente grandes
caudales en condiciones en las que uno de los reactivos se encuentra en exceso®?.
En consecuencia, no se pueden realizar mediciones cinéticas que requieran variar la
concentracion de ambos reactivos. La microfluidica basada en gotas es una técnica
introducida recientemente para superar este problema y consiste en generar gotas
de la mezcla de reactivos empleando un fluido inmiscible33-35. Aunque el proceso de
mezcla dentro de la gotita no es tan rapido como en el enfoque hidrodindmico, se ha
demostrado que este tipo de mediciones es muy competitivo debido a las bajas
cantidades de muestra requeridas y al control preciso de la reaccion. Entre algunos
ejemplos notables en los que se ha aplicado este enfoque esta el trabajo pionero de
Helen Song, et al. para medir la cinética de rotacion Unica de la ribonucleasa A%¢ y el
estudio mas reciente de Monpichar Srisa-Art, et al. donde se estudia la cinética de
unién del par STV-Biot mediante transferencia de energia de fluorescencia en
resonancia (FRET, del inglés, Fluoresence Resonance Energy Transfer)34.

Como se ha mencionado anteriormente, actualmente existen varias técnicas
para estudiar interacciones de unidon proteina-proteina o proteina-ligando. Sin

embargo, todavia es escaso el conocimiento acerca de las afinidades de unién del
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complejo proteina-NP por otro ligando o complejo proteina-NP. Estas interacciones
son de gran relevancia, por ejemplo, para el desarrollo de biosensores basados en la
interaccion entre antigenos y NPs funcionalizadas con anticuerpos o bien, de NPs

funcionalizadas con biomoléculas que puedan interactuar con anticuerpos.

En este capitulo de la tesis se presenta un método simple y directo que
proporciona informacion cinética sobre las afinidades entre la STV y la Biot en dos
tipos de interacciones: a) entre una NP funcionalizada con STV y anticuerpos
biotinilado libres en solucion b) entre una NP funcionalizada con STV y otra NP
funcionalizada con el anticuerpo biotinilado. Esta metodologia constituye un enfoque
plasménico basado en los cambios de las propiedades de campo lejano de una
dispersion coloidal de Ag NPs previamente funcionalizadas con STV y Biot cuando
se induce un proceso de dimerizacion mediante el agregado de cantidades

controladas de un anticuerpo biotinilado (IgG-Biot).

3.2 Resultados y Discusion

3.2.1 Sintesis y caracterizacién de Ag NPs

Se sintetizaron 3 tamafios de Ag NPs utilizando método de Turkevich®” y una
relacion molar de 2,50, 1,75y 1 citrato de sodio/nitrato de plata, respectivamente. A
partir de las imagenes TEM de las Ag NPs se puede observar su forma
aproximadamente esférica, como también, la ausencia de agregados de Ag NPs
(figura 3.1, paneles de la izquierda). El analisis estadistico de la distribucion de
tamafo de las Ag NPs, obtenido a partir de las imagenes TEM, muestra una
distribucion gaussiana de las Ag NPs con un diametro promedio de 36, 48 y 76 nm

(figura 3.1 panel de la derecha).
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Figura 3.1: Imagenes TEM representativas de las Ag NPs sintetizadas y su respectiva distribucién de

tamafios. (A) Ag NPs de 36 nm de diametro. (B) 46 nm de diametro. (C) 76 nm de diametro.
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A partir del tamafio promedio de las Ag NPs y utilizando la teoria de Mie® se
calculé la a,,, de las Ag NPs que dio como resultado o,,,= 1,36x101°, 1,87 x100y
4,40x101° cm? para las A,,4,= 410, 425 y 452 nm que corresponde a las dispersiones
coloidales de diametro medio de 36, 48 y 76 nm, respectivamente. Con los valores
de o, €l valor de intensidad méxima del espectro experimental de extincion y
empleando la ley de Beer, se obtuvieron las siguientes concentraciones molares de
Ag NPs: 8,30x1012 M, 3,58x1012 M y 1,09x10*> M para Ag NPs de 36, 48 y 76 nm
de diametro promedio, respectivamente. La figura 3.2 compara los espectros
experimentales de extincion de las Ag NPs con sus respectivas simulaciones

electrodinamicas.

A 0,7 B 0,7
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Figura 3.2: Espectros experimentales de extincion (curva negra) y simulaciones electrodindmicas

mediante la teoria de Mie (curva verde) para Ag NPs con: A) 36, B) 48 y C) 76 nm de diametro

promedio.
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Como se puede observar en la figura, el maximo de intensidad de extincion de
los espectros simulados estd en excelente acuerdo con el de los espectros
experimentales. Por otro lado, se aprecia que los espectros experimentales tienen un
ancho de banda a media altura mayor que los simulados. Este hecho se debe a la
polidispersion de tamafio de cada muestra, algo inevitable cuando se utiliza el método
de Turkevich.

3.2.2 Funcionalizacién de Ag NPs

Una vez calculada la concentracion de Ag NPs se realiz6 su funcionalizacién
con Biot (HPDP) y STV. La estrategia de bioconjugacién, asi como los fundamentos
gue dan lugar a la funcionalizacion de las Ag NPs con las biomoléculas se detallan
en el capitulo 2, seccién 2.3. Es importante destacar que luego de la funcionalizacion,
uno de los cuatro sitios de union de la STV esté unido a la Biot, dejando los tres sitios

restantes disponibles para interactuar con cualquier IgG-Biot.

La figura 3.3 panel A, muestra un esquema de la funcionalizacion de una Ag
NP con las biomoléculas en relacién molar 1:1:1 Ag NP/Biot/STV. EI estudio de la
estabilidad de las Ag NPs luego de su funcionalizacion se realizé mediante la
adquisicion, a intervalos de 15 minutos y hasta los 30 minutos de agregar las
biomoléculas, de los espectros de extincion de las Ag NPs (figura 3.3, paneles B y
C). Como se puede apreciar los espectros de extincidbn no experimentan cambios
significativos en intensidad ni tampoco desplazamiento de la posicién de la LSPR a
medida que transcurre el tiempo, un indicativo de que las dispersiones coloidales son

estables frente al agregado de Biot-STV.
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Figura 3.3: A) Representacion esquematica de la funcionalizacién de 1 Ag NP con Bioty STV en una
relacion molar 1:1:1 Ag NP/STV/Biot. B y C). Estabilidad en funcién del tiempo de 1 mL de una
dispersion coloidal de Ag NPs de 36 nm y 48 nm de didmetro, respectivamente.
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3.2.3 Formacién de dimeros de Ag NPs
Luego de la funcionalizacion de las Ag NPs, se llevd a cabo la formacién de
dimeros mediante la adicion de diferentes concentraciones de IgG-Biot, que actia

como un puente molecular entre la STV de dos Ag NPs funcionalizadas.

El anticuerpo utilizado se encuentra biotinilado con varias moléculas de Biot en
el fragmento de cristalizacion y es especifico para gliadina. La gliadina es el
componente toxico para las personas que padecen la enfermedad de celiaquia. Es
importante resaltar que uno de los requisitos para poder formar las estructuras
diméricas es que el IgG-Biot se encuentre biotinilado para que pueda interactuar con
la STV de cada Ag NP (figura 3.4).

Figura 3.4: Esquema de la formacion de 1 dimero de Ag NPs en presencia de 1gG-Biot con
una distancia interparticula de aproximadamente 20 nm (estimada considerando la geometria
del anticuerpo IgG y las moléculas unidas a cada una de las Ag NPs). Nétese que la imagen
es meramente ilustrativa, por lo que, las Ag NPs asi como también las moléculas

esquematizadas, no estan en escala.
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El proceso de formacion de dimeros se investigd, utlizando un
espectrofotometro UV-Vis convencional, mediante el andlisis de la evolucion temporal
de los espectros de extincion de las Ag NPs frente al agregado de distintas
concentraciones de IgG-Biot. La cinética de dimerizacion se siguio durante un tiempo
de 30 minutos utilizando para cada experimento, diferentes concentraciones de 1gG-
Biot suplementado con PBS1X-BSA5% hasta llegar a un volumen de 0,5 mL y la
misma cantidad de Ag NPs previamente funcionalizadas hasta alcanzar un volumen
final de 1 mL. En la figura 3.5 se indica, en porcentaje, la disminucion de la intensidad
de extincion al cabo de los 30 minutos de agregar diferentes concentraciones de 1gG-
Biot para los tres tamafios de Ag NPs (A. 36 nm, C. 48 nm y E. 76 nm de diametro).
Los datos fueron obtenidos a la A de maxima intensidad de extincion para cada
tamafio de Ag NP graficando (1 —E;/E,) x 100, donde E; es la intensidad de

extincion al cabo de los 30 minutos de agregada la IgG-Biot y E, la intensidad inicial.
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Figura 3.5: Disminucion porcentual de la intensidad de extincién después de 30 minutos de la adicién
de diferentes concentraciones de gliadina IgG-Biot para Ag NPs de 36, 48 y 76 nm de didmetro
promedio, (paneles A; C y E respectivamente). Evolucién temporal de los espectros de extincién para
Ag NPs de 36, 48y 76 nm de diametros después de agregar 0,75, 0,5, 0,25 ng/mL de IgG-Biot (paneles
B, Dy F respectivamente). Las flechas negras indican la concentracion de IgG-Biot a la que se obtuvo

la mayor disminucion de la intensidad del espectro de extincion.
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Los resultados muestran que, independientemente del tamafio de las Ag NPs,
a medida que aumenta la concentracion de IgG-Biot agregada, el porcentaje de
disminucién de la intensidad de extincion aumenta hasta llegar a un maximo que
corresponde a una cantidad de IgG-Biot de 0,75, 0,50 y 0,25 ng/mL para Ag NPs de
36, 48 y 76 nm de diametro, respectivamente. Este tramo de la curva corresponde al
proceso de formacion de dimeros. Las concentraciones de 1gG-Biot mencionadas
anteriormente indican la condicion donde se obtuvo la maxima formacion de dimeros
para cada tamafio de Ag NP. La evolucion temporal de los espectros de extincion de
Ag NPs hasta los 30 minutos para las concentraciones de IgG mencionadas
anteriormente se muestra en la figura 3.5 (paneles B, D y F) para Ag NPs de 36, 48

y 76 nm, respectivamente.

A partir de cada uno de los valores de concentracion de 1gG-Biot que forman
mas dimeros, el agregado de mayor cantidad de anticuerpo genera una disminucién
de la intensidad de extincion que decae llegando a Et = Eo (paneles A, C, E). Esto se
debe a que a relativamente altas concentraciones de IgG-Biot la mayor parte de los
sitios de unién disponibles de las moléculas de STV que se encuentran en la
superficie de las Ag NPs estan saturados con moléculas de IgG-Biot individuales.

La pregunta que surge, es porque la formacion de dimeros de Ag NPs se
evidencia 6pticamente como una disminucion de los espectros de extincién a medida
gue transcurre el proceso de dimerizacion. Para responder la interrogante se
realizaron simulaciones electrodinamicas utilizando la teoria de Mie y GMM de la
suma de las g,,; de dos monémeros de Ag separados a distancias muy grandes y
de sus respectivos dimeros de Ag NPs separados por una distancia interparticula de
20 nm (que corresponderia al puente molecular Biot/STV/IgG-Biot/STV/Biot). La g,
de los dimeros se calcul6 tomando el promedio de las o,,; para las distintas
orientaciones del campo electromagnético respecto al eje que une las Ag NPs, ya
gue los dimeros estan continuamente rotando en la dispersion coloidal. Una muy

buena aproximacion para calcular este promedio es tomar el promedio ponderado de

. . . ., , . 1 1
las secciones eficaces para cada orientacion del campo eléctrico: o,,; = 30x T30y +
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1 PAT . . . ., P . .
307 donde los subindices indican la orientacién del campo eléctrico®. La figura 3.6

muestra, para Ag NPs de 36, 48 y 76 nm de diametro (paneles A, By C
respectivamente), la suma de las g,,, de dos mondémeros de Ag aislados (curva

negra) y la o,.,; de su respectivo dimero de Ag NPs (curva roja).
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Figura 3.6: Simulaciones electrodinamicas de la og,,; de 2 monomeros de Ag (linea negra) y su

respectivo dimero de Ag NPs con un gap de 20 nm (linea roja) para (A) Ag NPs de 36 nm de diametro

promedio, (B) 48 nm de diametro promedio, y (C) 76 nm de didmetro promedio.

Como se puede apreciar en la figura, la suma de los espectros de dos

mondmeros Ag aislados tienen un valor de a,,,= 2,72x101% cm?, 3,74x101° cm? y
8,80x1019 cm?, a A=410, 425 y 452 nm para Ag NPs de 36, 48 y 76 nm de diametro,

respectivamente; mientras que, las a,,; para los respectivos dimeros a las mismas A
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los valores de o,,; son 2,11x10%m?, 2,84x10°cm? y 7,14x101° cm?. Este menor
valor de g,,; del dimero en comparacion con el valor correspondiente a la suma de
dos monomeros de Ag aislados explica por qué al generarse estructuras diméricas
se observa una disminucion en la intensidad del espectro de extinciébn. Ademas, del
hecho a que la concentracion inicial de NPs disminuye a medida que transcurre la

formacion de dimeros.

3.2.4 Caracterizacién épticay morfologia de los dimeros de Ag NPs

La caracterizacion morfolégica de las NEs formadas ante el agregado de 1gG-
Biot al cabo de los 30 minutos de iniciada la reaccion se efectu6 mediante la
adquisicion de imagenes TEM. La figura 3.7 (paneles de la izquierda), muestra
imagenes TEM representativas de las NEs formadas después de agregar diferentes
cantidades de 1gG-Biot (indicadas en la descripcion de cada panel) para los tres

tamafos de Ag NPs, donde se puede apreciar el predominio de NEs diméricas.

Otra informacion de interés que se puede obtener analizando las imagenes
TEM es la distancia interparticula promedio de los dimeros formados. Los cuadrados
rojos dentro de cada imagen TEM magnifican una NE dimérica, mostrando una
distancia interparticula del orden de 20 nm independientemente del tamafio de la Ag
NP gque forme el dimero. Este resultado concuerda con la distancia que se puede
estimar a partir de la geometria molecular del puente molecular que une los dimeros
(figura 3.4).
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Figura 3.7: Imagenes TEM y DLS de las NEs de Ag formadas 30 minutos después de agregar IgG-
Biot. (A) Ag NPs de 36 nm de diametro luego de agregar 0,75 ng/mL de IgG-Biot. (B) Ag NPs de 48
nm de didmetro luego de agregar 0,5 ng/mL de IgG-Biot. (C) Ag NPs de 76 nm luego de agregar 0,25
ng/mL de 1gG-Biot. Los cuadrados rojos dentro de las imagenes TEM magnifican 1 dimero de Ag NPs
formado después de agregar IgG-Biot. Los cuadrados negros y rojos del andlisis DLS muestran el

diametro hidrodinamico antes y después de agregar la IgG-Biot, respectivamente.
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Una forma complementaria que permite caracterizar Opticamente la formacion
de dimeros en dispersion es mediante la utilizacion de la técnica de DLS. Esta técnica
permite medir el radio hidrodinamico de las NEs presentes en la muestra. Cabe
mencionar que la metodologia no permite conocer las dimensiones geométricas de
las NEs sino su radio hidrodinamico, que esta determinado por la dinamica del
movimiento browniano de las NPs en la dispersidén. Sin embargo, permite estimar
cualitativamente los cambios en las dimensiones promedio de las NEs formadas
antes y después del agregado del 1gG-Biot. La figura 3.7 (paneles de la derecha)
muestra la distribucion de intensidades DLS para los diferentes tamafios de Ag NPs
antes (cuadrados negros) y después (cuadrados rojos) de los 30 minutos de agregar
IgG-Biot. En la figura, se evidencia claramente un desplazamiento cualitativo del
maximo de la distribucién hacia mayores diametros luego del agregado de 1gG-Biot,
un indicativo del cambio en el radio hidrodinamico debido a la formacién de dimeros.
Estos experimentos, conjuntamente con las imagenes TEM, permiten corroborar de
manera concluyente que la adicion controlada de IgG-Biot induce la formacion de

dimeros.

3.2.5 Calculo de la concentracion de dimeros de Ag NPs

En esta seccidn se detalla como se puede utilizar la disminucién experimental
de la intensidad de extincion debido a la formacion de dimeros de Ag NPs para
determinar su concentracién a un dado tiempo t.

Experimentalmente utilizando un espectrometro convencional se puede
conocer el grado de disminucion de la intensidad de extincion (Epy) definido como la
relacion entre E, y (E,), es decir, Ep)=E./E,. Por otro lado, considerando la reaccion
global 2 M — D, donde M y D son los mondmeros y dimeros, respectivamente, las

concentraciones de [M] y [D] a cualquier tiempo, se pueden obtener a partir de la

concentracion inicial de NPs [NPs]; vy la fraccion de dimeros, f; = , donde

[NPS]t
[NPs]; es la concentracion total de NPs a un dado tiempo t, mediante las siguientes

expresiones:
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[M] = [NPs]; (1_fd) (3.2.5.1)

1+fqa

[D] = [NPs]; (%) (3252)

1+fqa

E; se puede calcular como:

E, = [M]o,, + [D]o, = [NPs], (i; Z) o, + [NPs], (1f dfd) oy (3.25.3)

y E, esta dada por:

E, = [NPs];o,, (3.2.5.4)

donde, o,, Y 04 son las g,,; de los monomeros y dimeros, respectivamente.
La f; a un dado tiempo t, puede obtenerse a partir de E()(medida
experimentalmente) reemplazando la ecuacion 3.2.5.3 y 3.2.5.4 en la expresion de

E(D):

1-Ep
_9d
Ep—gd+1

fi= (3.2.5.5)
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Finalmente, [D] se puede calcular combinando la ecuacién 3.2.5.5 con la

ecuacioén 3.2.5.2:

1-Ep
9d
Ep—++1 1-E
01 = sl | <2 | = v (2 ) 256
ED—:—glﬂ am
como Ep se puede medir experimentalmente a cualquier tiempo t y Z—d se puede
m

calcular teéricamente (para cualquier tamafio de NP), la ecuacion 3.2.5.6 permite
calcular la [D] en cualquier momento.

La figura 3.8 muestra la [D] determinada usando la ec. 3.2.5.6, donde se
observa que [D] aumenta con el tiempo hasta alcanzar un valor casi constante en

aproximadamente 30 minutos de agregar las diferentes cantidades de IgG-Biot.
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Figura 3.8: Evolucion de [D] (cuadrados) para diferentes tamafios de Ag NPs y concentraciones

iniciales de 1gG-Biot. (A) Ag NPs de 36 nm de didmetro, (B) Ag NPs de 48 nm de didmetro, (C) Ag NPs
de 76 nm de diametro. Las diferentes concentraciones iniciales de 1gG-Biot se indican dentro de cada
panel. Las lineas continuas son una guia orientativa para facilitar la comprensién de la figura.

3.2.6 Mecanismo de reaccion del proceso de dimerizacién de Ag NPs

La pregunta que surge, es como se pueden utilizar los diferentes datos
cinéticos de la evolucion de la [D] para dilucidar el mecanismo de reaccién mediado
por etapas que involucran distintas interacciones Biot-STV y las constantes de
velocidad respectivas. Para dar respuesta a esta pregunta se planteé un mecanismo

de reaccion, que en principio deberia incluir todas las etapas elementales de reaccion
(Tabla 3.1, primer columna).
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Tabla 3.1: Constantes de velocidad para cada etapa elemental del mecanismo sitio

especifico entre las Ag NPs funcionalizadas con STV (M) y anticuerpos IgG-Biot (A).

k(M1s?1) k(M1s?1) k(M1s1)
Reaccion Ag NPs 36 nm Ag NPs48nm  Ag NPs 76 nm
()M + A ->MAL* (6+2) x107 (5+3) x107 (6+4) x10
(2M + A -MA1 (4+1) x107 (3+2) x107 (5+3) x107
(3)MA* + M —D (5+3) x108 (7+4) x108 (443) x108
(4) MAL + M—D no permitida no permitida no permitida
(5)MAL* + A ->MA2* (4+1) x107 (4+3) x107 (3+1) x107
(6)MA1L + A >MA* (6+2) x107 (4+3) x107 (514) x107
(7)MA1 + A >MA? (2+1) x107 (3+1) x107 (3+2) x107
(8)MA2 + M—D no permitida no permitida no permitida
(9)MA2* + M —D (4+2) x108 (5+1) x108 (4+3) x108
(10)MAZ*+ A —>MAs* (3+2) x107 (1+0,5) x107 (1£0,4) x107
(11)MA2 + A >MAs* (5+1) x107 (1+0,5) x107 (2+1) x107
(12)MAz* + M —D (1+0,6) x107 (1+0,5) x107 (2+1) x107

* Especies con una lgG-Biot en el sitio reactivo (central) de unién de la STV.

En este mecanismo de reaccion, M es la Ag NP funcionalizada con Biot/STV y
A la molécula IgG-Biot. Como se mencion6 en la seccion 3.2.2 de este capitulo luego
de la funcionalizacién de la Ag NP con Biot/STV, la STV queda con 3 sitios de union
disponibles para un IgG-Biot. Por lo que, el mecanismo tiene en cuenta que la union
de la Biot se puede efectuar a través de diferentes sitios de la STV. Las NEs que

presenten el sitio “central” de la STV conjugada con Biot se denotaran con un
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asterisco como supra-indice (MA"), mientras que las NEs en las que la Biot no se une
el sitio central de la STV, no seran etiquetada con ningun supra-indice (MA). Por
ejemplo, en una etapa del mecanismo, es posible que el IgG-Biot se una al sitio
central o a cualquiera de los sitios laterales, produciendo las nanoestructuras MA1* y
MA1, respectivamente. También se podria unir un segundo anticuerpo a estas dos
NEs dando lugar a MA2* (si el sitio central estd unido a Biot) o a MA2 (si ambos
anticuerpos estan ubicados en los dos sitios “laterales”). La especie D denota a los
dimeros de Ag NPs. Estas estructuras y las posibles reacciones de dimerizacion se
representan en las figuras 3.9 y 3.10. Como se mostrard mas adelante, algunas de
las reacciones no estan permitidas, por lo tanto, no dan lugar a la formacién de

dimeros (figura 3.10).

MA;%,. kﬂ dimero
| ‘ % STV
MA," + * m) 1 dimero 4 Biot
o' lgG-Biot

MAs dimero

Figura 3.9: Esquema representativo de las estructuras involucradas que conducen a la formacion de
dimeros en el mecanismo de reaccidn propuesto para la interaccion de Ag NPs funcionalizadas con

STV y IgG-Biot. Se forman dimeros sélo si la NP funcionalizada tiene una Ig-Biot unida al sitio central.
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Figura 3.10: Esquema representativo de las estructuras que no conducen a la formaciéon de dimeros
en el mecanismo de reaccion propuesto para la interaccion de Ag NPs funcionalizadas con STV y IgG-
Biot.

El mecanismo de reaccion postulado se utilizd para simular la cinética de la

formacion de dimeros utilizando el software de acceso libre y gratuito, Kintecus?*°.

En una primera etapa se plante6 el mecanismo considerando que las
reacciones 3,4,8,9 y 12 dan lugar a la formacion de dimeros (tabla 3.1). Utilizando
como datos la [NPs]; para cada tamafio de NPs y la evolucion de las [D] para cada
concentracion inicial de anticuerpos, el software permite obtener el conjunto de

constantes cinéticas para cada paso de reaccion.

En una segunda etapa, se efectuar el proceso inverso, es decir, una vez
obtenido el valor de las constantes cinéticas para el mecanismo de reaccion
planteado, se simulo la [D] en el tiempo para cada concentracion inicial de 1lgG-Biot.
Este proceso es iterativo hasta que se llega a una solucion convergente y el mismo
conjunto de constantes cinéticas debe ser capaz de simular la evolucion en el tiempo

de la [D] independientemente de la concentracion inicial de 1gG-Biot.

En un primer resultado, al incluir las etapas elementales (4) y (8) de la tabla

3.1, es imposible ajustar la evolucion temporal de [D] para todas las condiciones
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experimentales. Un ejemplo de lo anteriormente mencionado se muestra la figura
3.11 para Ag NPs de 48 nm de didmetro.

A3 puntos simulados.
6,0x10 ~ B puntos experimentales.(lgG-Biot 0.125 ng/mL)
E puntos simulados.
- B puentos experimentales.(lgG-Biot 2 ng/mL)
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Figura 3.11: Datos experimentales (cuadrados) y modelados (lineas continuas) de la cinética de
formacion de dimeros para Ag NPs de 48 nm a diferentes concentraciones iniciales de IgG-Biot. En el

modelado cinético se utilizaron todas las etapas elementales planteadas en Tabla 3.1.

Este notable resultado muestra la extrema sensibilidad de la cinética de
formacién de dimeros y que solo ciertas configuraciones (marcadas con asteriscos)
en las que el IgG-Biot esta en el sitio central de la STV funcionalizada a la Ag NP
estan "activas" y pueden reaccionar para formar dimeros (figura 3.9). Esta sitio-
especificidad parece bastante razonable ya que las configuraciones mostradas en la
figura 3.10 no se ven favorecidas debido al impedimento estérico entre la ubicacion
de las Biot en la regién del fragmento de cristalizacion del anticuerpo en una NP y el

tamafio relativamente grande de la segunda NP para que pueda formarse el dimero.
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Si sélo se permite que las reacciones que dan lugar a la formacion de dimeros
son aquellas en las que las Ag NP poseen un IgG-Biot en el sitio “central” de la STV
(solo las reacciones 3, 9y 12) se logra obtener los valores del conjunto de constantes
de velocidad de reaccion mostradas en las columnas 2, 3y 4 de la tabla 3.1 para los
tres tamarfnos de Ag NPs sintetizados, respectivamente. De esta manera, utilizando
estos valores en conjunto con el complejo mecanismo de reaccidn sitio-especifico se
puede simular (con el mismo conjunto de constantes) la cinética de la formacion de

dimeros para cada concentracion inicial de IgG-Biot (figura 3.12).

A 3sx0” B 7oxw0o®
§3 i Conentracion inicial de IgG-Biot: s o Concentracion inicial de IgG-Biot:
5" x3 0.125 ng/mL & 0.125 ng/mL
° 2 Bxio 0.500 ng/ml o o 0.250 ng/mL
g % 0.750 ng/mL g 0.500 ng/mL
B oxt0n 1:000 ng/mL 5 o 0.750 ng/mL
g 2.000 ng/mL % 2.000 ng/mL
5 1,5x10" 5 3,0x10™ -
© 2
g 12 E 13
.E 1,0x10™ 4 £ 2,0x10™
[ [
Qo 43 Q 43
€ 5,0x10™"° 4 < 1,0x10™
<) o
o o
0,0 - 0,0
T T T T T . T T T T T T T .
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
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Figura 3.12: Cinética de formacion de dimeros para diferentes tamafios de Ag NPs y concentraciones
iniciales de 1gG-Biot. (A) Ag NPs de 36 nm de didmetro, (B) Ag NPs de 48 nm de didmetro, (C) Ag NPs
de 76 nm de diametro. Las concentraciones iniciales de 1gG-Biot se indican dentro de cada panel.

Datos experimentales (simbolos cuadrados) y modelado (lineas continuas).
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Notese que, todas las etapas del mecanismo de reaccion explican
esencialmente la interaccion entre Biot y STV, ya que el anticuerpo esta biotinilado.
A su vez, se destaca que los valores de las constantes de velocidad se encuentran
comprendidos en el intervalo 70 a 0,4 x10” M1s1, Estos valores estan en muy buen
acuerdo con datos previamente informados para la interaccion del par Biot-STV?2:34,
Sin embargo, existen algunas diferencias y similitudes importantes entre las
constantes de velocidad obtenidas en el presente capitulo que merecen destacarse y
compararse con trabajos recientes??344% en los que se estudio la cinética de unién de
STV-Biot.

Utilizando la técnica de microfluidica en gotas, Srisa-Art et al*l. informa que,
debido a los multiples sitios de unién de la Biot en una misma molécula de STV, en
la cinética de interaccion STV-Biot se deben consideran dos procesos de union
diferentes. Los valores de constantes de velocidad reportados para cada proceso de
unién son 4,5x107 Mtst y 3,6x10% M-1s. El valor mas bajo se explicd en términos
del impedimento estérico producido por el primer evento de unién a la STV, ya que la
Biot estaba ligada a una cadena de ADN. Los datos cinéticos mostrados en este
capitulo pueden explicarse perfectamente considerando el mismo argumento. Si se
comparan las constantes de velocidad de las reacciones (1), (5) y (10), la tendencia
general es que el valor de la constante de velocidad disminuye a medida que los sitios
sucesivos de STV se van ocupando por IgG-Biot, de forma analoga como se observo
previamente por Srisa- Art et al. Sin embargo, este efecto parece ser menos

pronunciado en el presente trabajo.

La magnitud del efecto de impedimento estérico sobre el valor de constante de
velocidad del par STV-Biot se puede apreciar mas claramente cuando esta
interaccion da lugar a dimeros de Ag NPs. Un claro ejemplo es la disminucion
significativa de los valores alrededor de 4-7x108 a 1-2x107 M-'s? si se comparan las
reacciones (3) y (12) de la Tabla 3.1. En la reaccion (3), la Ag NP ya tiene un solo
anticuerpo biotinilado activado, mientras que en la reaccion (12) la Ag NP esta
funcionalizada con tres IgG-Biot, como consecuencia, el IgG-Biot localizado en el sitio
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activo “central” esta menos disponible para formar un dimero lo que se traduce en un

menor valor de constante de velocidad.

Otro hecho importante que surge, es que las constantes de velocidad para las
reacciones (3) y (9) (que dan lugar a dimeros) son casi un orden de magnitud mayores
gue las reacciones (1) y (5) (que involucran reacciones entre Ag NP funcionalizadas
con STV e IgG-Biot). Estas diferencias pueden racionalizarse comparando los valores
de constante de velocidad obtenida por el enfoque de microfluidica®® con los
obtenidos usando un biosensor de nanocables de silicio??. En el primer caso, las
moléculas de Biot y STV se mantienen en una dispersion coloidal, mientras que en el
segundo la Biot se une a la superficie de un transistor de efecto de campo de
nanocables de silicio, y es la STV la que se una a la superficie de silicio desde una
solucion. Los valores mas altos informados para las constantes de velocidad usando
las metodologias mencionadas anteriormente son 4,5x107 y 5.5x10%8 Mlst
respectivamente??24, Estos valores tienen un orden de magnitud de diferencia entre
ellos. En el presente trabajo los resultados obtenidos para las reacciones (1) y (5) con
respecto a las (3) y (9) presentan una tendencia similar. Una posible explicacion es
gue la probabilidad de unién entre STV y IgG-Biot no sélo depende del impedimento
estérico sino también de la libertad de movimiento de ambos complejos (STV-Biot)
en el sistema. Si ambas entidades pueden rotar libremente (reaccién 1y 5), el nUmero
de eventos que conducen a una unidn exitosa es menor con respecto al proceso en
el que uno de los reactivos estd anclado a una superficie (reaccion 3 y 9). Es
importante destacar que este importante efecto relacionado con los grados de libertad
moleculares no se ha abordado antes en la cinética de la interaccion de la proteina
Biot-STV.

Finalmente, otro aspecto que vale la pena destacar es el excelente acuerdo
entre los valores experimentales y simulados obtenidos para todas las condiciones
gue se muestran en la figura 3.12. lo que refleja la validez del modelo cinético utilizado

y que respalda aun mas nuestras conclusiones.
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3.3 Conclusiones

En este capitulo de la tesis se proporcionan parametros cinéticos y dilucida un
mecanismo de reaccion complejo que involucra la interaccién Biot-STV basada en la

cinética de dimerizacion de 3 diferentes tamafos de Ag NPs funcionalizadas.

A partir de los espectros experimentales de extincion, la [NPs]; de Ag NPs 'y
las o,,; de los monémeros y dimeros, se obtuvo la [D] para cualquier conjunto de
condiciones iniciales. Utilizando la [D], la [NPs]; y postulando un mecanismo de
reaccion apropiado se obtuvo, con un programa cinético, las constantes de velocidad

de reaccion para los diferentes pasos que involucran interacciones de proteinas.

Esta nueva estrategia se ha aplicado para estudiar las interacciones de la STV
con un IgG-Biot especifico para gliadina y de relevancia en la ciencia de los alimentos.
Los resultados muestran que soélo ciertas configuraciones de la Ag NP funcionalizada
con IgG-Biot conducen a la formacién de dimeros, es decir, solo aquellos anticuerpos
ubicados en un sitio "central” o activo de STV. Las constantes de velocidad obtenidas
estan en excelente acuerdo con los datos reportados previamente y conducen a tres

caracteristicas importantes con respecto a las interacciones de proteinas:

a) El papel desempefiado por el impedimento estérico en la incorporacion de un

segundo IgG-Biot a un Ag NP ya funcionalizada con otro anticuerpo.
b) La sitio especificidad del proceso de dimerizacion.

c) El hecho de que la magnitud de la constante de velocidad cinética depende del
grado de movilidad de los reactivos. Este problema explica por qué los valores de las
constantes cinéticas para la dimerizacion de Ag NPs son casi un orden de magnitud
mayor que los valores correspondientes a la reaccién de un IgG-Biot libre con un Ag
NP funcionalizada con STV. En el primer proceso, tanto la STV como el anticuerpo
se fijan a la superficie de la NP y tienen menos libertad de movimiento, mientras que

en el segundo so6lo la STV esta fija a la Ag NP.
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La relevancia de este nuevo enfoque plasmoénico basado en la dimerizacion
de Ag NPs funcionalizadas radica en el hecho de que podria ser una metodologia
muy versatil, simple y directa para estudiar las interacciones de proteinas por medios
opticos. Ademas, el presente procedimiento puede modificarse adecuadamente para
estudiar diversas interacciones antigeno-anticuerpo relevantes para la comprension
de una gran variedad de procesos en biologia celular, para mejorar los métodos de
prueba de descubrimiento de farmacos, el disefio de sensores de biodeteccion de
afinidad como asi también para el monitoreo y diagnostico de enfermedades en

atencién médica, investigacion o aplicaciones industriales.
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Capitulo 4

Diseio de un biosensor de nanoparticulas de plata (IDILA)
aplicado para la deteccion y cuantificacion de gliadina.

4.1 Introduccion

Un biosensor es un dispositivo para la deteccion de diversos tipos de
analitos. Los sensores consisten basicamente de un transductor que puede ser del
tipo Optico, electroquimico o piezoeléctrico y un elemento de reconocimiento
especifico para detectar el analito. En las ultimas dos décadas, el desarrollo de
sensores opticos ha sido un area fascinante y en constante crecimiento debido a su
capacidad de realizar detecciones en forma remota y la deteccion de mdultiples
analitos dentro de un solo dispositivo. En este sentido, se han desarrollado varios
tipo de biosensores 6pticos basados en la deteccidn mediante quimioluminiscencia,
fluorescencia, absorcion y dispersion de luz, reflectancia, y resonancia plasmonica

superficial localizada (sensores LSPR)3,

Con respecto a los sensores LSPR, su sensibilidad depende en gran parte
de las propiedades Opticas de las NPs de metales nobles empleadas, las que se
pueden ajustar simplemente cambiando los parametros geométricos, como el
tamafio, la forma, el entorno dieléctrico y el espaciado entre particulas*. Ademas, la
posibilidad de obtener campos electromagnéticos altamente localizados e
incrementados ha permitido el desarrollo de técnicas de espectroscopia
ultrasensibles como SERS®, TERS® (del inglés, Tip Enhancement Raman
Spectroscopy), MEF’ (del inglés, Metal Enhancement Fluorescence) que han
demostrado gran potencial para la deteccion de diversos tipos de analitos tales como
pesticidas®, antigenos® y contaminantes ambientales™®.

En particular, en el area de la Ciencia de los Alimentos, la cuantificacion

ultrasensible de gliadina, un tipo de prolamina presente en el grano de trigo y
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responsable de causar la enfermedad celiacal’'? resulta de gran interés para el
cuidado de la salud.

Actualmente, el contenido de gliadina en los alimentos se determina mediante
el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), una metodologia que utiliza
el concepto basico de inmunologia de union entre antigeno y su anticuerpo
especifico'®. En ELISA, el antigeno (en fase fluida) se inmoviliza generalmente en
placas de 96 pocillos a un anticuerpo especifico que posteriormente es detectado por
un anticuerpo secundario. Esta biomolécula esta conjugada con enzimas que
producen un cambio de color o fluorescencia visible indicando la presencia de
antigeno. Sin embargo, en el desarrollo de la técnica ELISA se pueden presentar
algunas dificultades, tales como, el uso de enzimas cuya estabilidad quimica y fisica
es relativamente baja en comparacion con otras sustancias quimicas, y la aparicion
de eventos de union inespecificos a la placa que podrian conducir a falsos positivos.
Otro problema es que el ensayo normalmente requiere el uso de grandes cantidades
de reactivos y varios pasos de lavado demandando una considerable cantidad de

tiempo para implementar la tecnica'#1°,

Teniendo en cuenta las deficiencias mencionadas anteriormente del ensayo
ELISA, se hace necesario el desarrollo de ensayos analiticos que sean libres de
enzimas, capaces de cuantificar el antigeno de forma rapida y especifica, que utilicen
cantidades de muestra relativamente pequefas y sin falsos positivos. En este sentido,
los ensayos basados en NPs han demostrado tener el potencial de detectar eventos
y procesos con niveles de sensibilidad y ubicacion sin precedentes'®-22, Ademas, la
alta biocompatibilidad de las NPs (incluidas las NPs metélicas, nanomateriales de
carbono, NEs de 6xido metélico y nanocristales semiconductores) se ha utilizado con
exito para el desarrollo de ensayos de deteccion cualitativos y cuantitativos de varios

biomarcadores?3-25,

Recientemente el grupo de trabajo de Nanoplasmoénica del Instituto de
Investigaciones en Fisicoquimica de Cérdoba del CONICET (INFIQC) desarroll6 una

novedosa técnica basada en la disminucion de la intensidad del espectro de extincion
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de Ag NPs llamada intensity depletion immuno-linked assay (IDILA) para la deteccion

de varios antigenos!?26:27,

En el capitulo 3 se estudi6é el proceso de dimerizacién de una dispersion
coloidal de Ag NPs funcionalizadas con Biot y STV mediante el agregado de 1gG-Biot.
El ensayo de IDILA utiliza el mismo principio de dimerizacién, pero ademas, se
agregan pequefias cantidades de antigeno especifico el cual inhibe la formacién de
dimeros. Esta inhibicion del proceso de dimerizacion se traduce en una respuesta
oOptica diferente permitiendo la construccién de una curva de calibracion y deteccion

del analito de interés.

En este capitulo se investiga en profundidad la capacidad general de IDILA y

su aplicacion para la deteccion de gliadina.

Para tal fin, se realizaron experimentos y simulaciones teéricas con Ag NPs de
58 nmy 78 nm de didmetro promedio para estudiar la influencia que tiene el tamafio
de las NPs en las capacidades del método IDILA para cuantificar concentracioness
del orden picomolar, de gliadina. Por otra parte, se analizé la influencia que tiene la
concentracion de anticuerpo agregada en la sensibilidad del método. Para efectuar
este analisis, se seleccionaron concentraciones de anticuerpo que en ausencia del
antigeno dan lugar a la formacion de diferentes fracciones de dimeros. Finalmente,
para la implementacion de la técnica se utiliz6 el mismo equipamiento que el

requerido para realizar el ensayo ELISA, es decir, un lector de microplacas.

4.2 Resultados y Discusion.

4.2.1 Sintesis y caracterizacién morfologica-6ptica de Ag NPs
Para este capitulo se fabricaron 2 tamafios de Ag NPs utilizando la relacion

molar de 1,4 y 1 de citrato de sodio/nitrato de plata, respectivamente.

Las imagenes TEM de las Ag NPs obtenidas indican que las NEs tienen una

geometria aproximadamente esférica y que no se evidencia la presencia de
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agregados (figura4.1 Ay B). La figura 4.1 C y D muestra el porcentaje de distribucion
de tamafio contando alrededor de 100 Ag NPs para cada tamafio de NP sintetizada.
El diametro promedio y la dispersion de tamafos se calculé efectuando un ajuste

gaussiano a cada histograma de la figura 4.1 C y D obteniendo un valor de diametro

promedio de 58 + 7 nm y 78+8 nm, respectivamente.
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Figura 4.1: Imagenes TEM representativa de las Ag NPs fabricadas de 58 y 78 nm de diametro
respectivamente (paneles Ay B). Histograma de la distribucién de tamarfios de las Ag NPs sintetizadas
diametro promedio de 58 + 7 y 78+£8 nm respectivamente (paneles C y D).

Los espectros de extincion de las Ag NPs sintetizadas (figura 4.2, lineas rojas)

presentan un maximo a A= 430 nm y 459 nm para las Ag NPs de 58 nm (panel A) y
78 nm (panel B) de diametro, respectivamente.
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Figura 4.2: Espectros experimentales de extincion y simulaciones electrodinamicas mediante la teoria

de Mie para Ag NPs con un tamafio promedio de 58 nm (panel A) y 78 nm (panel B) de diametro

A partir de los valores de intensidad maxima de los espectros de extincion
experimentales, los valores de o,,, = 2,88 x101°y 4,33x10-1° cm? para Ag NPs de 58
y 74 nm de diametro, respectivamente (calculados a la A del maximo del espectro con
la teoria de Mie), se determinaron las concentraciones iniciales de Ag NPs, siendo
1,50x10'2 y 6,10x1013 M, respectivamente. Las simulaciones electrodinamicas
(figura 4.2, lineas verdes), utilizando la teoria de Mie?® y diametros promedio de Ag
NPs de 58 y 78 nm, estan en buen acuerdo con los espectros experimentales. La
diferencia observada en el FWHM (ancho a la media altura) entre los espectros de
extincién experimentales y modelados se atribuye a la polidispersion de tamafio de

las muestras.

4.2.2 Estabilidad de las Ag NPs funcionalizadas

La funcionalizacion de las Ag NPs con Biot y STV se efectu6 empleando una
relacion molar 1:1:1 Ag NP/Biot/STV, respectivamente (capitulo 2, seccion 2.3). La
figura 4.3 muestra la estabilidad, en funcién del tiempo, de Ag NPs de 58 nm de

didmetro promedio luego de agregar las biomoléculas.
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Figura 4.3: Espectros de extincion de Ag NPs de 58 nm de diametro tomados a distintos intervalos de

tiempo luego de agregar una relacién molar 1:1:1 Ag NP/Biot/STV, respectivamente.

En la figura se puede observar que el espectro de extincion tomado a distintos
intervalos de tiempo (hasta un tiempo de 20 minutos) no experimenta cambios
significativos en intensidad ni tampoco desplazamiento de la posicion del maximo
espectral durante el transcurso del tiempo. Este resultado esta en excelente acuerdo

con las conclusiones mostradas en el capitulo 3, secciéon 2.2.2.

4.2.3 Formacion de dimeros de Ag NPs

Una vez funcionalizadas las Ag NPs el siguiente paso consistio en formar
aglomerados controlados (dimeros) agregando distintas cantidades de IgG-Biot. Para
tal fin, se utilizé una IgG-Biot especifica para gliadina que posee la particularidad de

contener varias moléculas de Biot en el fragmento de cristalizacion del anticuerpo?®.

Para estudiar el proceso de dimerizacion de las Ag NPs se realizaron dos tipos

de experimentos.
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En el primer tipo de ensayo las mediciones se efectuaron empleando las
mismas microplacas que se utilizan para realizar el ensayo ELISA. El procedimiento
consto en mezclar, en los diferentes pocillos, distintas concentraciones de IgG-Biot
antigliadina, completar un volumen de 100 pL/pocillo mediante el agregado de
PBS1X-BSA5% vy Iluego afadir 100 pL/pocillo de Ag NPs previamente
funcionalizadas; por lo que, el volumen final de la mezcla fue 200 uL/pocillo. La lectura
de la intensidad de extincidon fue tomada al cabo de 27 minutos de agregar las Ag
NPS y empleando un lector de microplacas a la A de 450nm y 465 nm para las Ag

NPs de 58 y 78 nm, respectivamente.

En la figura 4.4 se muestran los resultados obtenidos para ambos tamafios de
Ag NPs, graficados como la disminucion porcentual de la intensidad de extincion (Ep)
calculada como Ep=[1-(Et/Eo)] X100, donde E: es la extincién a la A seleccionada al
cabo de los 27 minutos de agregar las diferentes cantidades de IgG-Biot y Eo la

intensidad de extincién inicial.
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Figura 4.4 Variacion de la disminucidn porcentual de intensidad de extincion en funcién de diferentes
concentraciones de gliadina IgG-Biot para A. Ag NPs de 58 nm de didmetro B. Ag NPs de 78 nm de

diametro.

Como se puede apreciar, independientemente del tamafio de las Ag NPs, a
medida que aumenta la concentracion de IgG-Biot Ep aumenta hasta llegar a un

maximo para concentraciones de anticuerpo de 1,00 y 0,25 ng/mL para las Ag NPs
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de 58 (panel A) y 78 nm (panel B) de diametro, respectivamente. A partir de los
valores méaximos de Ep, a medida que aumenta la concentracion de 1gG-Biot, el valor
de Ep disminuye alcanzando un valor asintotico que tiende a cero para altas
concentraciones de anticuerpo. Este tramo de la curva se puede explicar
considerando que, a medida que aumenta la concentracion de 1gG-Biot, los sitios de
union disponibles de las moléculas de STV que se encuentran en la superficie de las
Ag NPs comienzan a ocuparse por moléculas de IgG-Biot individuales; por lo que, la
formacion de dimeros disminuye hasta inhibirse totalmente. NoOtese que, estos
resultados son comparables con los experimentos mostrados en la figura 3.5 del
capitulo anterior donde se emple6 la misma estrategia para inducir la formacion de
dimeros de Ag NPs, pero utilizando particulas de otro tamafio. Esta similitud en los
resultados indica que esta estrategia de biofuncionalizacién es una metodologia
robusta y atractiva para aplicarla a sistemas coloidales y con ello combinar

propiedades plasmoénicas y de bioreconocimiento.

El segundo tipo de experimento realizado consistio, utilizando un
espectrofotometro UV-Vis convencional, en seguir la evolucion del espectro de
extincion global en funcion del tiempo frente al agregado de la misma concentracion
lgG-Biot (1 ng/mL) para ambos didmetros de Ag NPs. La cinética de dimerizacion se
sigui6é durante un tiempo de 27 minutos utilizando 1gG-Biot suplementado con PBS1x-
BSA5% hasta llegar a un volumen de 0,5 mL y la misma cantidad de NPs previamente
funcionalizadas hasta alcanzar volumen final de 1 mL. Los resultados de estos

experimentos se muestran en la figura 4.5.
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Figura 4.5: A. Evolucion espectral de 0,5mL de una dispersion coloidal de Ag NPs de 58 nm de
diametro previamente funcionalizadas en presencia de 1 ng/mL de IgG-Biot. B. Idem al panel A pero
para Ag NPs de 78 nm.

Para ambos tamafios de Ag NPs, la disminucién en la intensidad de extincion
evidencia la formacién de dimeros y después de 27 minutos Ep alcanza un valor de
24% y 10% para Ag NPs de 58 nm (panel A) y 78 nm (panel B) de diametro,
respectivamente. Estos resultados indican que la formacion de dimeros utilizando 1
ng/mL de lgG-Biot de gliadina es mas favorecida para Ag NPs de 58 nm que para Ag
NP de 78 nm de diametro. Este hecho, esta en excelente acuerdo con los

experimentos anteriores utilizando microplacas.

Para efectuar los experimentos de deteccién de gliadina en muestras reales y
evaluar el impacto de la fraccion de dimeros en los pardmetros analiticos de la técnica

se empled, para ambos tamafios de Ag NPs, la concentracién de IgG-Biot de 1 ng/mL

4.2.4 Caracterizaciéon morfologicay 6ptica de las estructuras dimeéricas.
La caracterizacién morfolégica de las estructuras formadas ante el agregado
de 1 ng/mL de Biot-IgG y al cabo de 27 minutos de iniciada la reaccion, se efectu6

mediante la adquisicién de imagenes TEM. En la figura 4.6 se muestran imagenes
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TEM representativas de las nanoestructuras formadas para Ag NPs de 58 nm (panel
A)y 78 nm (panel B) de didmetro. Para ambos tamafios de Ag NPs se puede observar
gue la estructura predominante es la de dimeros de Ag NPs, con una proporcion

menor de Ag NPs aisladas.
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Figura 4.6: Imagenes TEM representativas de las estructuras diméricas después de 27 minutos de la
adicion de 1 ng/mL de IgG-Biot. A. Ag NPs de 58 nm B. 78 nm de diametro.

Otra informacién de interés que revelan las imagenes TEM obtenidas es que
se puede determinar aproximadamente la distancia interparticula promedio de los
dimeros formados. Como se observa en las imagenes TEM de la figura 4.7 A, esta
distancia es del orden de 20 nm. Este resultado esta en excelente acuerdo con la
distancia que se puede estimar a partir del tamafio de las moléculas que unen el
dimero. En la figura 4.7 B se esquematizan las distancias calculadas para el
“sandwich” formado por las moléculas Biot — STV — Biot-IgG — STV — Biot que resulta

en un valor de distancia interparticula de ~ 20 nm.
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Figura 4.7: A. Imagenes TEM de los dimeros de Ag NPs formados luego de 27 minutos del agregado
de 1 ng/mL IgG-Biot antigliadina. B. Esquema de la distancia interparticula estimada para el puente

molecular que une las Ag NPs.

Cabe destacar que los resultados mostrados anteriormente también
corroboran lo observado en la figura 3.7 del capitulo 3, donde se pudo estimar que la

distancia interparticula de los dimeros de Ag NPs es de alrededor de 20 nm.

Aungue, la microscopia TEM evidencia claramente la formacion de NEs
diméricas, un enfoque complementario que permite caracterizar opticamente la
formacion de dimeros en dispersion coloidal es mediante la utilizacion de la técnica
de DLS. Esta técnica permite medir el radio hidrodinamico de las NEs presentes en
la muestra, sin embargo, no permite conocer las dimensiones geométricas de las
NPs. Por lo que, las mediciones DLS se emplearon para validar cualitativamente la
formacion de agregados de NPs basandose en los cambios en las dimensiones

promedio de las NEs formadas antes y después del agregado del IgG-Biot.
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La distribucién de las intensidades DLS de las dispersiones coloidales de Ag
NPs de 58 y 78 nm antes de la adicion del anticuerpo (lineas punteadas negras en la
figura 4.8) muestra un maximo para un diametro hidrodinamico promedio de alrededor
de 62 y 99 nm, respectivamente. La distribucion de DLS después de 27 minutos de
agregar el anticuerpo, se desplaza claramente a tamafios mas grandes (lineas de
puntos azules, figura 4.8), con un maximo a 120 nm y 134 nm para Ag NPs de 58 y
78 nm, respectivamente. Esta observacion indica cualitativamente la formacion de

estructuras de mayor tamano.
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Figura 4.8: Distribucion de Intensidad de luz dispersada en funcién del didmetro hidrodindmico de las
Ag NPs. Los simbolos negros y azules son las distribuciones de intensidad de luz dispersada para Ag
NPs antes del agregado del anticuerpo y al cabo de 27 minutos del agregado de 1 ng/mL de IgG-Biot,

respectivamente. A. Ag NPs de 58 nm de diametro. B. Ag NPs de 78 nm de diametro

4.2.5 Comparacion entre los experimentos y las simulaciones tedricas.

Otra forma complementaria de corroborar e interpretar las observaciones
experimentales, es mediante la simulacion tedrica de los espectros experimentales
de extincidn, teniendo como informacion los datos de las geometrias de las distintas
NEs observadas, el material que las constituye y el medio en el que estan inmersas.
El modelado electrodinamico de los espectros de extincion se efectud utilizando la
teoria de Mie (para las Ag NPs aisladas) y GMM (para los dimeros de Ag NPs).
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Unos de las conclusiones del capitulo 3 fue que, mediante teoria, se
comprendido qué la formacién de dimeros se evidencia espectralmente como una
diminucion en la intensidad del espectro de extincion debido a que la suma de las g,,;
de dos mondmeros de Ag aislados es menor que la o,,; del respectivo dimero de Ag

NPs separado por una distancia interparticula de 20 nm.

En esta seccion se corrobora si las conclusiones obtenidas en el capitulo
anterior son validas para los tamafios de Ag NPs sintetizados en este capitulo. La
simulacién tedrica para un mondmero de Ag de 58 y de 78 nm de diametro se

muestra, en lineas negras, en la figura 4.9.A y B respectivamente.
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Figura 4.9: A. Simulaciones electrodindmicas de la 0,,; de 1 mondmero (linea negra), 2 monémeros

(linea roja) y 1 dimero (linea verde) para A. Ag NPs de 58 nm de diametro. B. Ag NPs de 78 nm de
diametro.

El resultado de esta simulacion es que los valores de la o,,; de los monémeros,
a la A de maxima intensidad, son o,,; = 2,88 x101°y 4,33x101° cm? para las Ag NPs
de menor y mayor tamafo, respectivamente. Por otra parte, la suma de los espectros
de dos mondmeros Ag aislados (figura 4.9, linea roja) resulta en un valor igual al
doble, es decir o,,; = 5,76 x101° cm? y 8,66 10-1° cm? para Ag NPs de 58 y 78 nm de
diametro, respectivamente. Si se calcula la o,,; de dimeros de Ag NPs separados
una distancia de 20 nm, los valores de las o,,; promedio son o,,; = 4,35 x1010y

7,14 x101° cm? para los dimeros formados por Ag NPs de 58 y 78 nm de diametro,
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respectivamente (figura 4.9, lineas verdes). Si se compara el valor de la o,,; del
dimero con la ag,,;, suma de sus respectivos monomeros de Ag aislados y teniendo
en cuenta que la distancia interparticula es lo suficientemente grande para que no se
observe un desdoblamiento de la banda espectral de extincion, se puede explicar y
corroborar nuevamente lo discutido en el capitulo anterior. Es decir, que la formacion
de estructuras diméricas resulta en una disminucion en la intensidad del espectro de
extincién para ambos tamarfios de Ag NPs. Otro factor que contribuye a la disminucion
del espectro de extincion es el hecho de que a medida que transcurre el proceso de

dimerizacion la concentracion total de NPs disminuye.

Noétese que todos los calculos de la o,,; de los dimeros corresponden al
promedio de las secciones eficaces para las distintas orientaciones del campo
electromagnético respecto al eje que une las NPs, ya que los dimeros estan

continuamente rotando en la dispersion coloidal. (capitulo 3, seccion 3.2.3.).

La comparacion entre el espectro experimental de extincion y el modelado
tedrico de las Ag NPs a los 27 min del agregado de 1 ng/mL de IgG-Biot no es tan
directa ya que se requiere conocer la fraccion de dimeros formada a este tiempo.
Utilizando la ec. 3.2.5.5 (capitulo 3) y los valores de Ep obtenidos para las NPs de 58
y 78 nm se determiné la f; al cabo de los 27 min del agregado de 1 ng/mL de IgG-
Biot. Luego partiendo del proceso en el que dos monémeros (M) dan un dimero (D),
utilizando las f; calculadas, los respectivos valores de o, ¥ 04, ¥ la ec.3.2.5.3
(capitulo 3) se puede simular el espectro de extincién a un dado tiempo t para todas
las A estudiadas y ambos tamarnos de Ag NPs.

La figura 4.10 muestra como al utilizar la ec. 3.2.5.3 y valores de f; =0,9y 0,2,
(correspondientes a la fraccion de dimeros formados para NPs de 58 y 78 nm
respectivamente), se obtiene una muy buena correlacién entre los espectros
simulados (linea roja) y experimentales (linea negra) obtenido a los 27 minutos luego
de la adicion de 1 ng/mL de IgG-Biot para Ag NPs de 58 nm (panel A) y 78 nm (panel
B) de diametro. Como referencia también se muestran los espectros experimentales
(linea rosa) y los célculos de modelado (linea verde) para las Ag NPs antes de la

adiciéon de 1gG-Biot.
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Figura 4.10: Espectros de extincion experimentales (lineas rosa y negra) y simulados (lineas verde y
roja) antes y después de 27 minutos de agregar 1 ng / mL de IgG-Biot, respectivamente. A. Ag NPs de
58 nm con fd = 0,9. B. Ag NPs de 78 nm con fd =0,2.

4.2.6 Efecto de la naturaleza del material plasmdnico en la respuesta espectral
cuando se forman dimeros.

Como se vio en la seccion anterior luego del agregado de IgG-Biot a una
dispersion coloidal de Ag NPs se induce la formacibn de NEs diméricas,
espectralmente esto se evidencia como una disminucion en la intensidad del espectro

de extincion.

Una pregunta que surge es si este comportamiento Optico es general o
depende de la naturaleza del material plasmonico. Para responder este interrogante,
se realizaron simulaciones electrodinamicas utilizando la teoria de Mie y GMM de la
suma de las o,,; de dos monémeros de Au de 58 nm de diametro cada uno y de la
0.t de 1 dimero formado por Au NPs de 58 nm de diametro separado por una
distancia interparticula de 20 nm. Ademas, se realiz0 la misma simulacion, pero
empleando Ag NPs para facilitar la comprension de los resultados. La o,,; de los
dimeros se calcul6 tomando el promedio de las secciones eficaces para las distintas
orientaciones del campo electromagnético respecto al eje que une las NPs y ademas

en todos los calculos de considerd que las NPs estan dispersas en agua (n=1.33).
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Los resultados mostrados en la figura 4.11 B muestran que para Au NPs de 58 nm
de diametro la diferencia entre los valores de las secciones eficaces de la suma de
dos mondmeros aislados (linea roja) con respecto a 1 dimero (linea verde) es mucho
menor comparada con la misma simulaciéon empleando Ag NPs (figura 4.11 A). Esta
marcada diferencia entre los espectros para Ag NPs comparados con los de Au NPs
se debe a que el grado de acoplamiento plasmonico del Au es mas débil que el de la
Ag. En consecuencia, es de esperar que la disminucién en la intensidad de extincion
debido al proceso de formacion de dimeros luego de agregar IgG-Biot sea
notablemente mayor para Ag NPs con respecto a si se emplean Au NPs. Por lo tanto,
se concluye que el uso de Au NPs no es una buena estrategia para emplear la técnica
IDILA.
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Figura 4.11: Simulaciones electrodindmicas de la 0,,; correspondiente a dos monémeros aislados

(linea roja) y su respetivo dimero (linea verde) utilizando A. AGNP de 58 nm de didmetro B. Au NPs

(B).

4.2.7 Inhibicion de la formacién de dimeros en presencia del antigeno para
gliadina.

En esta seccidn se verificara experimentalmente si la formacién de dimeros de
Ag NPs se encuentra inhibida ante la presencia del antigeno de gliadina. El
mecanismo mediante el cual la presencia de un antigeno inhibe la formacion de

estructuras diméricas constituye actualmente un objeto de estudio. No obstante, se
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consideran hipotéticamente dos procesos que podrian explicar este hecho. El primero
postula que la presencia del antigeno produce un cambio conformacional en la
estructura del anticuerpo dejando a las moléculas de Biot en una posicion inaccesible
para interactuar con la STV de la NP. El segundo atribuye esta inhibiciébn a un
impedimento estérico ocasionado por la union del antigeno a la STV de la NP, que
imposibilita la interaccion de la Biot del IgG con la STV de la NP.

Para estudiar el proceso de inhibicidn de la formacién de dimeros se realizaron
experimentos incubando una dispersion coloidal de Ag NPs funcionalizada con STV
y Biot en presencia del IgG-Biot especifico para gliadina y del antigeno. La inhibicién
de la formacion de NEs diméricas quedard evidenciada espectralmente por una

menor disminucién de la intensidad de extincion.

Para llevar a cabo estos experimentos se emplearon Ag NPs de 58 nm de
diametro y se selecciond una concentracion de IgG-Biot que favorezca la formacion
de dimeros (1ng/mL). Una vez seleccionada esta concentracion, se utilizé un
espectrofotometro convencional en el intervalo de 300-1100 nm y una cubeta de
cuarzo con 0,5 mL de Ag NPs previamente funcionalizadas con STV y Biot y se
agregaron diferentes concentraciones de antigeno. Posteriormente se agregd 1
ng/mL de IgG-Biot y se completd un volumen de 1 mL con PBS1x-BSA5%. La

evolucion espectral se midioé por un tiempo de 27 minutos.

Como se analiz6 anteriormente, en ausencia de antigeno, se observa una
disminucién en la intensidad del espectro de extincion indicando la formacion de
dimeros, la cual es méaxima a un tiempo de 27 min (figura 4.12 A). Llevando a cabo
el mismo experimento con el agregado de 5 pg/mL de antigeno (figura 4.12 B) los
resultados obtenidos indican que la disminucién de la intensidad del espectro de
extincion (a un tiempo de 27 minutos) es significativamente menor comparada con el
mismo ensayo realizado en ausencia de antigeno. Este hecho indica que la formacion
de dimeros si bien no se encuentra totalmente inhibida, se encuentra disminuida
debido a la presencia del antigeno. Si el mismo experimento se efectlda con la adicion

de 15 pg/mL de antigeno (figura 4.12 C) no se evidencian cambios significativos en
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la intensidad del espectro de extincion. En estas condiciones de concentracion de

antigeno inhibe totalmente la formacion de dimeros.
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Figura 4.12: Evolucion espectral, para un tiempo de 27 minutos, de Ag NPs de 58 nm previamente
funcionalizadas con STV-Biot con el agregado de 1ng mL de IgG-Biot y sin afiadir antigeno (A), con el

agregado de 5 pg/mL de antigeno (B) y el agregado de 15 pg/mL de antigeno(C).

Esta serie de experimentos efectuados a distintas concentraciones de
antigeno, evidencian que se produce un cambio en la respuesta éptica de las Ag NPs
dependiendo de la concentracion de antigeno. Esta propiedad permitiria, en principio,
elaborar una curva de calibracion y la posterior cuantificacion de las muestras

problema.

148



4.3 Analisis de muestras problema.

En esta seccion se detalla como se llevo a cabo la deteccidn y cuantificacion
especifica de gliadina aplicando la metodologia IDILA en muestras problema de

harina y almidén de maiz.
Elegimos este tipo de muestras de interés alimenticio por 3 razones.

La primera fue determinar si la técnica IDILA es capaz de detectar y cuantificar
gliadina en harina y almidén de maiz donde la presencia del antigeno se debe a una
contaminacion de la muestra ya que se lo considera un alimento libre de gluten. La
segunda razén fue estudiar el papel que juega la fraccion de dimeros (formada
después de la adicion de una cantidad dada de anticuerpo en un momento dado, en
ausencia del antigeno) en la sensibilidad del método. El tercer motivo para esta
eleccion fue para determinar los limites de deteccion de la técnica IDILA vy
compararlos con el ensayo ELISA, con el fin de poder cuantificar y detectar

cantidades del antigeno que la técnica convencional no puede lograr.

Para llevar a cabo lo anteriormente mencionado, en una primera instancia, se
procedi6 a la extraccion del analito de las muestras problema con una solucion de

alcohol al 60% en agua (capitulo 2, seccién 2.6).

4.3.1 Estabilidad de las Ag NPs y corroboracion de la extraccion de gliadina.

Los experimentos IDILA se realizaron en un elisbmetro para el analisis de
muestras problema, utilizando un medio suplementado con PBS1X -5%BSA y alcohol
al 60%; por lo tanto, es necesario determinar si las Ag NPs presentan estabilidad
coloidal (no precipitan ni experimentan procesos de agregacion en este medio), por
lo menos durante el tiempo que se realiza el ensayo IDILA (20-30 minutos)

Para determinar la estabilidad de las Ag NPs en presencia de alcohol al 60%

y PBS1X-BSA5% se realizaron ensayos mezclando 0,5 mL de Ag NPs previamente
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funcionalizadas con STV y Biot, con de 0,1 mL de una solucién de alcohol al 60 % en
aguay 0,4 mL de PBS-BSA 5% para llegar a un volumen final de 1 mL.

La figura 4.13 muestra que no se aprecian cambios significativos ni en la
intensidad del espectro de extincién, ni tampoco desplazamientos del maximo de
extincion luego de agregar el alcohol y el buffer. Este hecho indica que las Ag NPs
son estables frente al agregado de los reactivos, al menos hasta un tiempo de 30
minutos, que es el tiempo durante el cual se analizara la formacion de dimeros
(ensayo IDILA). Los resultados de estos ensayos son de relevancia crucial ya que los
experimentos que se realizan en microplacas para el analisis de muestras problema,
utilizan ambos compuestos en cantidades proporcionalmente similares a las

utilizadas en este ensayo.
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Figura 4.13: Evolucion temporal del espectro de extincion para 0,5 mL de Ag NPs de 58 nm de

diametro en presencia de 0,1 mL de una solucién de alcohol al 60% y 0,4 ml de PBS1X-BSA 5%.

Para corroborar la extraccion de gliadina de las muestras problema se realizo

el ensayo Western Blot y una medicién por espectroscopia FT-IR ATR (Figura 4.14).
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Ademas, como ensayo de control se extrajo gliadina de muestra de harina de trigo y
avena, ademas de las mencionadas para maiz. Los detalles de la técnicas y
procedimientos utilizados se encuentran detallados en el capitulo 2 seccion 2.9.2 y

2.8.3 respectivamente.
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Figura 4.14: A. Western Blot para la determinacion de gliadina, la primera columna corresponde al
marcador de peso molecular (intervalo de KDa de gliadina 25-50), la segunda, tercera y cuarta
columnas corresponden respectivamente al contenido extraido de gliadina para harina de trigo, avena
y harina de maiz. B. Espectros FT-IR ATR para harina de trigo, de maiz, avena y almidén de maiz
donde se encuentran diferenciadas las bandas amida 1° (1650 cm), 2° (1550 cm), 3° (1450 cm)

correspondiente a estructuras proteicas y la banda del almidén (1050 cm-1).

En la figura 4.14 A. se ilustran los resultados obtenidos para el ensayo
Western-Blot. La columna izquierda corresponde al marcador de peso molecular en
KDa y las columnas siguientes corresponden respectivamente a las muestras donde
se ha efectuado la extraccion de gliadina. En la muestra de harina de maiz (4%
columna) se puede apreciar que se ha detectado una fraccion de proteinas con un
peso molecular de alrededor de 25 KDa que concuerda con el peso molecular
promedio de las proteinas que forman parte del complejo de gliadina. Para la muestra
de almidén de maiz esta técnica no logra detectar la presencia de las proteinas que

conforman el complejo de gliadina.

En la figura 4.14 B. se muestran los espectros IR-ATR obtenidos una vez

realizada la extraccion de gliadina y evaporado el solvente de las muestras. En los
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espectros se observan las bandas amida caracteristicas de las proteinas, asi como
la banda del almidén para las muestras de avena arrollada (linea negra) y harina de
trigo (linea roja), pero no se puede apreciar ninguna banda caracteristica de las
proteinas para las muestras de almidon de maiz y harina de maiz (linea azul) debido

a la baja concentracion de gliadina de las mismas.

Los resultados obtenidos muestran que el método de extraccion empleando
alcohol al 60% en agua es eficaz para la extraccion del complejo de gliadina en
muestras de avena y trigo, mientras que para la harina y almidén de maiz ninguna de
estas técnicas es lo suficientemente sensible para determinar la presencia de gliadina
ya que se espera que sean cantidades al nivel de trazas.

Por lo tanto, para cuantificar el contenido de gliadina en estas muestras se
debe utilizar un método con un limite de deteccion (LOD) mas pequefio. Las técnicas
IDILA o ELISA, que tienen menor LOD serian, en principio, adecuadas para este

propasito.

4.3.2 Ensayo ELISA tipo Sandwich

Los detalles del procedimiento del ensayo ELISA realizado han sido detallado
previamente en el capitulo 2, seccién 2.9.1.

La figura 4.15 muestra la curva de calibracion y su ajuste a una funcion lineal
con un valor de desviacién cuadratica media de 0,99. El limite de deteccion (LOD) del
ensayo es de 0,8 ng/mL. Este parametro se calcul6 como LOD= (Sb x 3,3)/
pendiente, donde Sb es el valor de desviacion estandar de la sefial del blanco
obtenida a partir de 17 mediciones (Sb = 0,006). El limite de cuantificacion (LOQ) se

calculé como LOQ= (Sb x 10)/pendiente cuyo valor es 2,4 ng/mL.
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Figura 4.15: Curva de calibracion (cuadrados negros) del ensayo ELISA realizado para muestras de

almidén y harina de maiz con su respectivo ajuste lineal con un R2=0,90 (linea roja).

La concentracion de gliadina en las muestras problema se determiné a partir
del ajuste lineal de la curva de calibracién (curva roja figura 4.15). Para las muestras
de harina de maiz la técnica logra cuantificar valores que estan por encima del LOQ,
del orden de 2,6 + 0,1 ng/mL (que usando el factor de dilucion correspondiente resulta
en una concentracion final de 51 mg/Kg). Para las muestras de almidén de maiz, se
obtuvieron valores que estan por debajo del LOD. Por lo tanto, la cantidad de gliadina
en estas muestras no es detectable. Los errores en las concentraciones determinadas
se obtuvieron calculando la desviacion estandar a partir del promedio de 3

repeticiones para cada muestra.
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4.3.3 Ensayo IDILA

En esta seccién, se detallara como se construy6 la curva de calibracion del
meétodo IDILA, asi como también las diferencias en los parametros analiticos cuando

se implementa la técnica con Ag NPs de tamafio y fd diferentes.

El ensayo IDILA se realiz6 usando Ag NPs de didmetros diferentes (58 y 78
nm) y misma concentracion de IgG-Biot (1 ng/mL). La razén para elegir la misma
concentracion de IgG-Biot y dos diametros diferentes de Ag NPs es analizar si existe
alguna influencia de la fraccion de dimeros fd formados en la sensibilidad y la
capacidad de la técnica para la deteccibn de gliadina. Como se discutié
anteriormente, para 1 ng/mL de concentracion de IgG-Biot, la fd formada es 0,9y 0,2

para Ag NPs de 58 y 78 nm, respetivamente

La curva de calibracién se construyé utilizando una microplaca. Para ello, se
afadio 1 ng/mL de IgG-Biot por pocillo y diferentes cantidades de antigeno de gliadina
en diluciones seriadas (con un factor de dilucidon de ¥2). Luego se afadié las Ag NPs
previamente funcionalizadas utilizando un volumen de 100uL/pocillo. Posteriormente
se completd hasta llegar, a un volumen final de 200 pL/pocillo, con buffer PBS1X-
BSA5%. Finalmente, la intensidad de extincion se midié al cabo de 27 minutos de
realizada la mezcla, en un lector de microplacas y usando un filtro de 450 nm (figura
4.16). El blanco se realizé utilizando un volumen de 100 pL/pocillo de Ag NPs,
1ng/mL de IgG-Biot y completando el volumen final de 200 uL/pocillo con buffer
PBS1X-BSA5%.
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Figura 4.16: A. Representacion esquematica de la estrategia de funcionalizacién de las Ag NPs con
el sistema STV-Biot. B Representacion esquematica del procedimiento de la técnica IDILA afiadiendo
alas Ag NPs funcionalizadas en una microplaca de 96 wells conjuntamente con el IgG-Biot, el antigeno

para realizar la curva de calibracion o la muestra problema.

La figura 4.17 muestra la curva de calibracion obtenida para ambos tamafios
de Ag NPs. Ambas curvas pueden ajustarse con bastante precision mediante una
funcion exponencial del tipo (I = -Ace™®° + lo) donde | = intensidad y c= concentracién
con un valor R? de 0,94 y 0,95 para Ag NPs de 58 y 78 nm de diametro,
respectivamente. Los parametros para la curva en el panel A son lo = 0,07, Ao = 0,01
y b = 0,21 mientras que para la curva en el panel B son lo = 0,02, Ao =0,04y b =1,31.
El hecho que la curva experimental sea exponencial es coherente con que, a medida
gue aumenta la concentracién de antigeno comienza a inhibirse la formacion de
estructuras diméricas y por lo tanto la intensidad de extincién tiende a la inicial. Por
lo que, es razonable que a concentraciones de antigeno relativamente altas la
formacion de dimeros se inhibe por completo por lo que no se observan cambios en

la intensidad.
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Figura 4.17: Curva de calibracién de IDILA para Ag NPs de A) 58 nm B) 78 nm de diametro promedio,
respectivamente. Los paneles C y D muestran los respectivos ajustes lineales de la curva de
calibracion (tomada de los ajustes exponenciales correspondientes. Las desviaciones estandar se

tomaron como el promedio de 3 réplicas para cada muestra problema.

Una manera mas apropiada de cuantificar las muestras problemas es linealizar
la porcion inicial de la curva de calibracién. Se encontré que ambas curvas pueden
ajustarse bastante bien mediante una expresion lineal en el intervalo de 0-8 pg/mL y
0-1,25 pg/mL de antigeno para Ag NPs de de 58 y 78 nm de diametro ambas con un
valor de R? de 0,98 (figura 4.17 C y D).

En una primera inspeccion si se comparan ambas curvas de calibracion, la
primera diferencia que se puede observar es que el rango lineal de cuantificacion es
mayor para Ag NPs de 58 nm que para las de 78 nm. Esto puede atribuirse a que la

fraccion de dimeros formados usando 1 ng/mL de anticuerpo para Ag NPs 58 nm es
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mayor que para las Ag NPs de 78 nm, entonces la cantidad de dimeros que se inhiben
en presencia de antigeno es mayor para el caso de las Ag NP més pequefias. Otra
diferencia importante entre ambas curvas de calibraciéon son el LOD, LOQ vy la
sensibilidad. EI LOD y LOQ de la técnica es, en ambos casos, 5 veces mas pequenos
utilizando Ag NPs de 78 nm con respecto a las de 58 nm, mientras que la sensibilidad
es 5 veces mayor para las Ag NPs de mayor tamafio con respecto a las de 58 nm de
didmetro (tabla 4.1). Es importante mencionar que, los valores de LOD y LOQ fueron
calculados, para ambos tamafios de Ag NPs, de la misma manera que en la seccion
anterior y utilizando un valor de Sh =0,001 obtenido a partir de 17 mediciones del

blanco.

Tabla 4.1. Comparacion entre los parametros analiticos de IDILA utilizando 2 tamafios de Ag NPs.
IDILA

Ag NPs 58 nm Ag NPs 78 nm

Sensibilidad (2 £ 1)x103/pg.mLt (1 +1)x10?/pg.mL !
LOD 1,6 pg/mL 0,3 pg/mL

LOQ 5,0 pg/mL 1,0 pg/mL

La mayor sensibilidad de la técnica para las Ag NPs mas grandes no se debe
a su tamario, sino a la fd formados. Para estas condiciones experimentales al haber
una pequefa fd, una leve variacion de su se traduce en un cambio mas significativo
en la intensidad de extincidon que cuando hay una fraccion de dimeros mas grande

(como en el caso de Ag NPs de 58 nm).
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Para analizar como cambia E}, a cualquier tiempo t en funcion de la fd y para

: ~ _ , E _
diferentes tamafios de Ag NPs, se puede partir de la expresion Ep = E—t obtenida
0

dividiendo la ecuacion 3.2.5.3 (E,) por Eo , donde E, = [NPs]; o,

E, = £t = (ﬂ) + (f—d) o4 (4.3.3.1)

Eq 1+f4 1+fq/ om

Tomando la derivada de esta expresion con respecto a fd, se puede
comprender claramente que la sensibilidad del método, es decir, el cambio
infinitesimal del grado de disminucién en la extincién cuando se forma una cantidad
infinitesimal de dimeros, depende de la relacion entre la seccidn eficaz de extincion

del mondémero y del dimero, es decir, (;i como asi también de la fd:

m

d(Ep) _ 1
dfg ~ (1+fq)?

(_2 n ﬁ) (4.3.3.2)

Om

el valor de Zi para los didmetros de Ag NPs en el intervalo de 40-60 nm de diametro

m
es casi el mismo siendo de alrededor de 1,49 y 1,5 (figura 4.18), por lo tanto, se

espera que la sensibilidad sea la misma.
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Figura 4.18: Variacion de la intensidad de extincién E, en funcién de la fraccién de dimeros para 3

diferentes didmetros de Ag NPs.

Para Ag NPs mas grandes, por ejemplo, de 78 nm de diametro, la relacién 2d

Gm
dEg
dfa
es igual a 0,14 y 0,11 para Ag NPs en el intervalo de 40-60 nm y 78 nm,

aumenta a valores de 1,62. Suponiendo una fraccion igual de dimeros fd = 0,9,

respectivamente; es decir, solo hay un ligero aumento en la sensibilidad para el mayor
tamafio de Ag NPs. Si consideramos un valor mucho menor, por ejemplo fd = 0,2,

d :
FEd aumenta a 0.35 y 0.42 para Ag NPs en el intervalo de 40-60 nm y para 78 nm,
d

respectivamente. Si comparamos los valores de la derivada en ausencia de antigeno,
su valor es 2,5 ( para Ag NPs de 40-60 nm) o 4,3 (para Ag NPs de 78 nm) veces
mayor cuando la fraccion de dimeros de reduce de 0,9 a 0,2. Por lo tanto, tiene

sentido usar tamafos de Ag NPs que tengan valores diferentes de 24 como los

Om

utilizados en este trabajo para implementar el método IDILA vy, lo que es mas
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importante, hemos trabajado en condiciones en las que la fraccidbn de dimeros es
bastante diferente (0,2 y 0,9) siendo esta un parametro crucial que controla la
sensibilidad del método IDILA.

Otro aspecto a considerar es el hecho de que la diferencia casi insignificante
en los valores de E, para los tamafios de Ag NPs en el intervalo de 46-60 nm
constituye una ventaja del método. Esta caracteristica es importante, por que como
se menciond en el capitulo 2, obtener NPs altamente monodispersas empleando el
meétodo de Turkevich es dificil. El hecho de que Ej, es casi el mismo en una amplia
gama de tamafnos de Ag NPs asegura de alguna manera la reproducibilidad y
facilidad de implementacién del método IDILA.

4.3.4 Cuantificacién de gliadina en las muestras problema utilizando IDILA

Para la deteccion y cuantificacidon de gliadina en las muestras problema
empleando la metodologia IDILA se utilizé el mismo equipamiento que el requerido
por ELISA, es decir una microplaca y un lector de microplacas.

Para el analisis de las muestras problema se afiadié 1 ng/mL de 1gG-Biot por
pocillo y una cantidad de muestra problema que parte de una dilucién, con respecto
a ELISA, 1000 y 10000 mayor para el ensayo con Ag NPs de 58 y 78 nm
respectivamente. Posteriormente, en cada pocillo de la microplaca, se realizaron las
diluciones seriadas (con un factor de dilucién de %2) de las muestras. Luego se agrego
directamente las Ag NPs previamente funcionalizadas en una cantidad de 100
ML/pocillo, para luego completar un volumen final de 200 pL/pocillo con buffer PBS1X-
BSA5%. Posteriormente la intensidad de extincion fue medida al cabo de unos 27
minutos de realizada la mezcla en un lector de microplacas usando un filtro de 450

nm.

Los valores cuantificados para la gliadina en la harina de maiz, obtenidos a

partir del ajuste lineal de la curva de calibracion (figura 4.17 C y D), son 6 + 1 pg/mL
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(Ag NPs 58 nm) y 8 £ 1 pg/mL (Ag NPs 78 nm), valores muy cercanos entre ellos
(dentro del error experimental) y también con los valores de ELISA (2,6 £ 0,1 ng/mL).
Noétese que la técnica IDILA es capaz de detectar concentraciones de pg/mL,
mientras que ELISA en ng/mL; por lo que, las muestras problema en IDILA fueron

diluidas entre 1000-10000 veces con respecto a ELISA.

Para las muestras de almidon de maiz, las concentraciones de gliadina
obtenidas son 2 £ 1y 4 + 1 pg/mL para las Ag NPs de menor y mayor tamafio,
respectivamente, estando en bastante buen acuerdo entre ellas. Un aspecto
importante a considerar es que el ensayo IDILA pudo detectar una pequefa cantidad
de gliadina en las muestras de almidén de maiz donde el método ELISA fall6 porque
los valores estan por debajo de su LOD.

La tabla 4.2 resume los resultados obtenidos para la cuantificacion de harina
y almidon de maiz utilizando IDILA para ambos tamafios de Ag NPsy fd comparados

con los resultados del ensayo ELISA.

Tabla 4.2: Comparacion entre los ensayos ELISA e IDILA para la cuantificacion de gliadina en

muestras reales utilizando ambos tamafios de Ag NPs.

Método Almidon de maiz Harina de maiz
ELISA N/D 5+ 1 mg/kg.
IDILA usando Ag NPs de 0,15 + 0,1 mg/kg. 3 £ 1 mg/kg.
58 nmy fd=0,9.
IDILA usando Ag NPs de 0,2 + 0,1 mg/kg. 4 + 1 mg/kg.
78 nmy fd=0,2.

En primer lugar, debe tenerse en cuenta que IDILA es una técnica que permite la
detecciébn de concentraciones bajas de antigeno utilizando factores de dilucion

diferentes a los de ELISA. Como se puede apreciar en la tabla 4.2, para harina de
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maiz, existe un buen acuerdo entre los valores obtenidos entre ambas metodologias.
Para la muestra de almidén de maiz, el método ELISA no fue capaz de detectar el
antigeno mientras que el IDILA dio un valor tan pequefio como 0,15 + 0,1 mg / kg o

0,2 £ 0,1 mg / kg usando Ag NPs de 58 y 78 nm, respectivamente.

Otra comparacion que se puede efectuar entre los ensayos IDILAy ELISA es
analizando los valores en los pardmetros analiticos obtenidos a partir de sus
respectivas curvas de calibracién. Nétese que la realizacion de test de validacion tales
como ANOVA y prueba-F escapan del objetivo de este capitulo que es destacar los
aspectos mas distintivos de la metodologia IDILA aplicandola para la deteccion de

gluten.

La Tabla 4.3 resume los parametros analiticos de ambas técnicas, donde se
puede apreciar que el LOD del ensayo IDILA (independientemente de fd y tamafio

de Ag NP empleado) es 500 veces menor que la del método ELISA.

Tabla 4.3: Comparacion entre los pardmetros analiticos de IDILA y ELISA

IDILA ELISA

Ag NPs 58 nm Ag NPs 78 nm

Sensibilidad (2 £ 1)x103/pg.mL ! (1 +1)x10?/pg.mL* (3 +1)x103/ng.mL?
LOD 1,6 pg/mL 0,3 pg/mL 0,8 ng/mL

LOQ 5,0 pg/mL 1,0 pg/mL 2,4 ng/mL

Merece destacarse el hecho de que usando concentraciones de anticuerpos
tales que las fracciones de dimeros que se forman (en ausencia de antigeno) son
menores, el LOD se reduce en un factor de 5. La sensibilidad del ensayo IDILA, es
otro parametro que aumenta casi 10000 veces con respecto al método ELISA,
obteniéndose un aumento de la sensibilidad de IDILA (un factor de 5) cuando se
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realiza el ensayo en condiciones donde se forman fracciones de dimeros mas

pequefias.

Con respecto al LOQ, los valores para la técnica IDILA son (en el régimen
lineal) 500-2400 mas pequefios que los obtenidos con ELISA, dependiendo de las
condiciones utilizadas en las que se favorezcan mas o menos la formacion de
dimeros. Por lo tanto, los parametros LOD y LOQ indican que con una cantidad de
muestra mil veces mas pequefia que la utilizada por ELISA, IDILA se podria detectar

el antigeno de gliadina.

4.4 Conclusiones

En este capitulo se demuestra la aplicabilidad de la técnica IDILA para la
deteccion de concentraciones bajas de gliadina en muestras reales de harina y
almidon de maiz, ademas de comparar los resultados obtenidos con el método
estandar ELISA. El ensayo IDILA esta basado en las propiedades 6pticas de campo
lejano de una dispersion coloidal de Ag NPs y su fuerte interaccién con el sistema
STV-Biot, combinado con la capacidad altamente especifica de bio-reconocimiento

de las inmunoglobulinas G.

Se encontré que IDILA es hasta 10000 veces mas sensible que el método
ELISA, y con valores de LOD y LOQ que son 500 a 2400 veces mas pequefios que
los obtenidos con ELISA, respectivamente, dependiendo las condiciones de fd y

tamafio de Ag NP empleado.

A partir de la concentracion inicial de NPs, la o,,; de mondémeros y dimeros de
Ag NPs y una expresion matematica que involucra el balance de masas, se simulo el
espectro de extincion experimental de las Ag NPs luego de agregar 1 ng/mL de 1gG-
Biot permitiendo cuantificar la fd formados en dispersién coloidal en un dado

momento.
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El proceso de inhibicion de la formacion de dimeros en presencia de antigeno
se ha estudiado a concentraciones de anticuerpos que favorecen la formacion de una
gran fraccion de dimeros (para Ag NPs de 58 nm de diametro) o la formacion de una
fraccion relativamente pequefa (para Ag NPs de 78 nm de diametro). Se demostro
que trabajando en condiciones donde esta fraccion es pequefia, el LOD y el LOQ
disminuyen en un factor de 5. Sin embargo, ambos tamarfos de NP pueden detectar
gliadina a concentraciones de pg/mL. Ademas, IDILA pudo detectar cantidades de
gliadina en muestras de almidon de maiz que estan por encima de su LOD, mientras

gue, ELISA no lo logro.

Otra caracteristica importante de esta técnica es su viabilidad, en términos de
su tiempo de ejecucién relativamente rapido de aproximadamente dos horas, incluida
la preparacion de antigeno, anticuerpo y las diluciones respectivas de reactivos, y
dado que el ensayo se realiza en solucion y no requiere pasos de lavado. Ademas,
IDILA hace uso de los mismos materiales necesarios para llevar a cabo la técnica
ELISA: un lector de microplacas y microplacas tradicionales de 96 pocillos que
permiten realizar esta prueba con instrumental de uso comun en laboratorios de
bioquimica. Las cantidades mas pequefias de anticuerpo y antigeno utilizadas, hacen

gue este método sea significativamente menos oneroso que el ELISA.
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Capitulo 5

Estimacion del factor de incremento intrinseco en sustrato
SERS de agregados de nanoparticulas de oro mediante
Espectroscopia Raman Incrementada por Superficie

5.1 Introduccioén

Como se discutié en el capitulo 1, las propiedades opticas de NPs de metales
nobles se pueden dividir en dos grandes grupos: de campo lejano y cercano. En
particular, las propiedades de campo cercano se definen como la region del espacio
adyacente a la superficie de la NP donde el campo electromagnético esta altamente
incrementado con un valor maximo de incremento en la cercania de la superficie de
la NP. Esta propiedad, es de particular interés para las espectroscopias

incrementadas por superficie, como por ejemplo, la espectroscopia SERS.

La respuesta SERS depende principalmente de dos procesos llamados
mecanismo quimico y electromagnético. El primero, se origina por transferencias de
carga entre la molécula de interés y la superficie metalica®. EI mecanismo
electromagnético ocurre cuando la molécula de interés se localiza dentro de la region
de incremento de campo electromagnético en las cercanias de la superficie de la NP
metalica y surge en ultima instancia como consecuencia de la excitacion de las
LSPR’. Es importante destacar que el mecanismo quimico contribuye al incremento
SERS con factores relativamente bajos del orden de 10! - 10?2 en comparacion con el
efecto electromagnético que puede incrementar la sefial del analito hasta en ordenes
de 10%* siendo el principal responsable de la sefial SERS®. Mas aun, se conoce
gue el campo electromagnético alrededor de agregados de NPs se encuentra
altamente intensificado de una manera no uniforme como consecuencia del
acoplamiento plasmoénico. En agregados de NPs el campo electromagnético se
encuentra localizado y altamente intensificado en las regiones interparticula de la

NEs, estas regiones son comunmente llamadas “hot spots” -4, Por lo que, la
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sintesis de NEs, como por ejemplo, dimeros de NPs metalicas, es una estrategia muy
atractiva que puede ser utilizadas para disefiar plataformas SERS capaces de
generar grandes incrementos de campo electromagnético y con ello lograr detectar

hasta niveles de 1 sola moléculal>17,

El parametro que describe la capacidad de una dada NE para incrementar la
sefial SERS, es el factor de incremento. Este idealmente se calcula relacionando la
sefial Raman de una molécula localizada en las regiones adyacentes a la NE con
respecto a la sefial Raman de la molécula en ausencia de la NE. Determinar
experimentalmente este parametro es fundamental para evaluar cuantitativamente
la capacidad de un sensor SERS y poder comparar su performance con otras

plataformas?®.

Desde el punto de vista analitico se han propuesto varias figuras de mérito
para calcular el factor de incremento de un sustrato. En particular, los dos parametros
mas empleados para tal propdsito son el Factor de Incremento Analitico (AEF, del
inglés, Analytical Enhacement Factor) y el Factor de Incremento del Sustrato SERS
(SSEF, del inglés, SERS Substrate Enhacement Factor), dependiendo si la NE
responsable del incremento SERS es una dispersién coloidal o si esta soportada

sobre una superficie, respectivamente.

AEF esta definido como:

(ISERS)
AEF = ~CSERSZ (5.1.1)

(IRAMAN)
CRAMAN

donde Isers ¥ Csgrs  SON, respectivamente, la intensidad Raman y concentracion del
analito en presencia del sustrato SERS, mientras que, Igaman Y Craman la intensidad
de la sefial Raman y la concentracion del analito en ausencia del sustrato SERS,

respectivamente'*1°, Como las variables que se necesitan para calcular el AEF se
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pueden obtener sencillamente de manera experimental, esta figura de mérito tiene
como principal ventaja la simplicidad y rapidez con la que se puede calcular, siendo
la mas empleada para determinar el factor de incremento de un sustrato SERS. Sin
embargo, posee algunas limitaciones ya que para el célculo de Cggrs generalmente
considera que todo el analito agregado al sustrato SERS se ha adsorbido a su
superficie; por lo tanto, supone que todas las moléculas contribuyen igualitariamente
a la sefial SERS?°2, Este enfoque, tiende a subestimar el factor de incremento ya
gue no necesariamente todas las moléculas afadidas al sustrato SERS estan
adsorbidas sobre su superficie. En consecuencia, la Csgrs real, es decir, la cantidad
efectiva de moléculas adsorbidas a la plataforma puede ser incluso 6rdenes de
magnitud mas pequefia que la concentracidon analitica; por ejemplo, si el analito

agregado tiene poca afinidad por el sustrato SERS.

Por otro lado, SSEF se define como:

(ISERS)

Nsurf

(IRAMAN)
Nyo]

SSEF = (5.1.2)

donde Ng,+ €s el numero promedio de moléculas adsorbidas en la superficie del
sustrato SERS en el volumen de scattering del laser, mientras que, Ny, e€s el nimero
promedio de moléculas en el mismo volumen de scattering pero para los
experimentos en ausencia del sustrato SERS42122, E| hecho de que SSEF considere
solo las moléculas adsorbidas a la plataforma SERS la hace una figura de mérito mas
rigurosa, en comparacion con AEF, para comparar sustratos SERS. SSEF es
ampliamente utilizado para determinar la calidad de un sustrato SERS cuando este
es un solido plano de NPs metalicas. En este caso, el desafio radica en determinar
el nimero promedio de moléculas que cubren la superficie metalica (Ng,)?324. Sin
embargo, SSEF también presenta algunas limitaciones al no tener en cuenta que

SERS es una espectroscopia de superficie incrementada donde el valor del
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incremento de campo electromagnético disminuye de manera exponencial con la
distancia hacia la superficie del metal. Como por ejemplo, si el analito forma una capa
doble sobre el sustrato SERS, en este caso la ultima capa de moléculas
experimentara un campo electromagnético mas pequefo que la primera capa; por lo
tanto, no todas las moléculas adsorbidas contribuyen equitativamente a la sefal
SERS?526, Ademas, calcular la cantidad de moléculas que se adsorben sobre el
sustrato SERS formando una capa o una bi-capa no es una tarea sencilla®12":28, Otro
ejemplo, es si el sustrato SERS es una dispersion coloidal de agregados de NPs
donde las moléculas ubicadas en el gap de estos agregados experimentan factores
de incremento de campo cercano 6rdenes de magnitud mayores que otras moléculas
localizadas a pocos nanometros de este “hot spot”>®-31, Por lo tanto, a pesar del
progreso realizado, todavia existe la necesidad de tener una figura de mérito que
permita la comparacion directa del factor de incremento de diferentes sustratos SERS

y, ademas, permita efectuar comparaciones directas con calculos electrodindmicos.

En este capitulo de la tesis, se presenta una nueva figura de mérito llamada
Factor de Incremento de la Concentracidon Activa (ACEF, del inglés, Active
Concentration Enhancement Factor) como un nuevo pardmetro que permite la
comparacioén directa de la performance de diferentes sustratos SERS en funcién de

su valor intrinseco de factor de incremento.

El principal esfuerzo que requiere ACEF es calcular la Cggrs activa de
moléculas que contribuyen significativamente a la sefial SERS. Para tal fin, se
fabricaron Au NPs de forma aproximadamente esférica induciendo su proceso de
agregacion mediante interacciones con diferentes concentraciones de dopamina (DA)
gue actia como un puente molecular entre las Au NPs. Posteriormente se registraron
los espectros SERS de la DA para cada una de las diferentes condiciones
experimentales y se calculé AEF y ACEF. Ademas de comparar los valores obtenidos
entre las anteriores figuras de mérito, se realizaron célculos tedricos del factor de
incremento del campo electromagnético (EFEF, del inglés, Electromagnetic Field

Enhacement Factor)32:33,
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La determinacion de las concentraciones de cada tipo de nanoagregado
implicé efectuar una simulacion rigurosa de espectros experimentales de extincion
empleando la teoria de Mie y GMM34. Utilizando las diferentes fracciones de
agregados de Au NPs calculadas a partir de las simulaciones, se calculd la Cggrs

activa de las moléculas que contribuyen significativamente a la sefial SERS.

5.2 Resultados y Discusion

5.2.1 Sintesis y caracterizacién morfologica-Optica de Au NPs

La sintesis de Au NPs se llevo a cabo utilizando una relacién molar de 1,30
citrato de sodio/HAuCl4.3H20, respectivamente. La figura 5.1 A muestra una imagen
TEM representativa de la Au NPs sintetizadas, donde se puede observar su forma
aproximadamente esférica. La distribucion de tamafios de las Au NPs, obtenida a
partir del analisis estadistico de las imdgenes TEM y contando alrededor de 200 Au
NPs, evidencia una distribucién gaussiana con un tamafio promedio de Au NPs de
5545 nm de diametro (figura 5.1 B).
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Figura 5.1: A. Imagen TEM representativa de las Au NPs sintetizadas empleando el método de
Turkevich. B. Distribucion del tamafio de las Au NPs sintetizadas que muestran un diametro medio de
55+ 5 nm.
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El espectro experimental de extincién de las Au NPs se muestra en la figura
5.2 (linea negra) cuyo maximo corresponde a una A= 536 nm. Utilizando la ley de
Beer, el valor de intensidad maxima del espectro de extincion experimental y el
respectivo valor de o,,, obtenido de las simulaciones (o,,:= 1,08x101° cm? a A = 536
nm), se calculé la concentraciéon de Au NPs, siendo, 2,32x10-** M. Para obtener el
valor o,,;, Se considerod la distribucion de tamafios de Au NPs que se mostro en la
figura 5.1 B, asignando un peso estadistico de 0,25, 0,5y 0,25 a Au NPs de 50,55y

60 nm diametro, respectivamente.
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Figura 5.2: Espectro de extincion de las Au NPs sintetizadas (linea negra) y su respectivo espectro de

extincién simulado utilizando la teoria de Mie (linea azul).

Como se puede observar en la figura existe un muy buen acuerdo tanto en la
posicion, intensidad y FWHM entre el espectro de extincion simulado de las Au NPs

(linea azul) y el espectro experimental de extincion de las mismas (linea negra).
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5.2.2 Fabricacion y caracterizacion morfolégica de agregados de Au NPs

La formacion de los agregados de Au NPs empleando DA se detalla en el
capitulo 2, seccion 2.5. En la figura 5.3 (paneles A, B, C y D), se muestran las
imagenes TEM representativas de las NEs formadas luego de agregar una
concentracion final de DA de 2x10° M, 1x10 M, 2x10* M y 5x10712 M,

respectivamente.
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Figura5.3: Imagenes TEM representativas de los agregados de Au NPs formados después de agregar
DA a la dispersion coloidal de Au NPs. Las concentraciones finales de DA son: A. 2x10° M, B. 1x10-10
M, C. 2x1011 M, D. 5x10-12M.

El andlisis estadistico, a partir de las imagenes TEM, de la distribucion
poblacional de las NEs indica que, independientemente de la concentracion de DA
afiadida a la dispersion coloidal de Au NPs, la gran mayoria de las NEs presentes

son mondémeros seguidos de dimeros, trimeros, tetrameros y pentameros (figura 5.4).
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Figura 5.4: Histogramas de la distribuciéon de la Poblacion (%) de las NEs formadas después de
agregar diferentes concentraciones de DA (indicadas dentro de cada panel). El analisis estadistico se
realizé contando alrededor de 1000 NEs por muestra.

Otra informacién que se puede obtener a partir de la figura 5.4 es que las
fracciones formadas de dimeros y trimeros de Au NPs no cambian significativamente
con la concentracion de DA agregada.

5.2.3 Determinacion de la fraccion de agregados de Au NPs.
Como las moléculas de DA que forman el puente molecular entre las Au NP
estaran localizadas en el hot spot de los agregados de Au NPs; en consecuencia,

experimentaran los mayores incrementos de campo electromagnético y por ende
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presentaran una contribucion significativa a la sefial SERS. El principal desafio que
surge, es determinar, de la manera mas rigurosa posible, el nimero de DA que
intervienen en la formacion de puentes moleculares entre las Au NPs en cada una de

las dispersiones coloidales de agregados de Au NPs.

Para lograr este proposito se requiere determinar con la mayor precision
posible la concentracion de cada tipo de NE formada luego de inducir el proceso de
agregacion de las Au NPs. Una herramienta disponible para tal fin es el analisis
estadistico de la distribucion de la poblacion de los agregados de Au NPs (figura 5.4).
Sin embargo, este tipo de analisis esta limitado por la cantidad de NEs contadas,
ademas del hecho de que algunos agregados de Au NPs pueden formarse por efecto
de la evaporacién del solvente cuando se siembra la grilla TEM3%:3¢,

Los espectros UV-Vis de la dispersion coloidal de los agregados formados
constituyen un promedio representativo sobre una gran poblacion de NEs; por lo que,
efectuando una simulacion electrodinamica que ajuste los espectros experimentales
obtenidos, se puede determinar la fraccibn de NEs y posteriormente calcular la
concentracion de cada tipo de NE. Esta simulacion debe estar sujeta a condiciones
de contorno que hacen que no cualquier conjunto de fracciones es valido: la suma de
las fracciones de las diferentes NEs formadas debe ser igual a 1 y su concentracion
esta limitada por la concentracion inicial de monémeros antes de inducir el proceso

de agregacion.

Si una dispersion coloidal de Au NPs con una concentracion inicial [Ny],
experimenta un proceso de agregacion que da lugar a la formacién de agregados que
tienen 1, 2, 3, ..., n NPs denotados como N,, N,, Ns,..., N,, respectivamente. La
concentracion total [N,] de mondémeros y agregados para cualquier tiempo t esta

dada por la siguiente expresion:

[Ne]l = [Nol = [N2] = 2[N3] ... = (n = 1)[Ny] (5.2.3.1)
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teniendo en cuenta que:

[Ne] = [N1] + [No] + [Ns] ... + [N] (5.2.3.2)

la fraccion de NEs que contienen n NPs representado como f,, este dado por:

fa=1 (5.2.3.3)

de esta manera la ec. 5.2.3.1 puede ser reescrita como:

[Ne] = [No] = f2[Ne] = 2f5[Ne] ... = (n = D f [N] (5.2.3.4)

a partir de la ec. 5.2.3.4 se puede relacionar [Ny] con [N,] y las fracciones f;;:

[No]l = [N ] {1+ f2 +2f3+ ...(n—1) f,} (5.2.3.5)

de las ecuaciones 5.2.3.5y 5.2.3.3 se deduce que:

_ fn[No]
[N,,] = S it D7 (5.2.3.6)
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Finalmente, combinando la ecuacion 5.2.3.6 y 5.2.3.1 se puede obtener [N]

a cualquier tiempo t:

_ [No]
[N:] = TRy (5.2.3.7)

Si a la concentracién de cada nanoestructura [N,,| presente en la dispersion
coloidal (dada por la ecuacion 5.2.3.6) se la multiplica por su correspondiente seccion
eficaz de extincion (a,,), se obtiene la extincion total (E;) de la dispersion coloidal para

cualquier tiempo, sumando las contribuciones de cada tipo de NE.

Et L fn[Nolop

IR YIRERTCEEIYH (5:2.3.8)

Para simular los espectros experimentales de extincion luego de agregar DA
y con ello obtener las diferentes fracciones de agregados de Au NPs para cada
condicion experimental se utilizo la teoria de GMM y la ecuacion 5.2.3.8. En esta
expresion uno de los parametros necesarios para calcular E; es la g,,; por lo tanto,

en una primera etapa, se calcularon las o,,; de los diferentes agregados de Au NPs.

A partir de la figura 5.3 se puede inferir que el 75% de la poblacién de
nanoestructuras presentes en cada condicion experimental son monémeros, dimeros
y trimeros de Au NPs, por lo que, en las simulaciones de los espectros experimentales
sélo se tuvieron en cuenta estas tres estructuras predominantes. En los calculos de
la 0., de cada una de estas NEs, se tuvo en cuenta la distribucion de tamafios de
las Au NPs (figura 5.1B); por lo que, para realizar una simulacién representativa de
los espectros de og,,; de mondémeros, dimeros y trimeros se utilizaron 3 diferentes

diametros de Au NPs (50, 55 y 60 nm de diametro). Luego, la a,,; para cada NE se
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promedi6 asignando un peso estadistico de 0,25, 0,5y 0,25 para Au NPs de 50, 55 y
60 nm de didmetro, respectivamente. Ademas, se consider6 que cada NE tiene una
geometria lineal con un espaciado entre Au NPs de 1 nm, que corresponde a la
longitud calculada del puente molecular citrato-DA-citrato. Las o,,; de los agregados
de Au NPs se calcul6 promediando las a,,; obtenidas al iluminar los diferentes

agregados de Au NPs con polarizaciones alrededor de los ejes x, y y z, es
. 1 1 1
decir, 0., = 30x T30y 50, Para el Au, se emplearon los valores de la constante

dieléctrica tabulados por Palik3” mientras que la constante dieléctrica del entorno se
establecio en 1.77, valor correspondiente al agua. Los resultados de las simulaciones

de las o,,; de cada una de las NEs involucradas se muestra en la figura 5.5.
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Figura 5.5: Espectros de a,,; de los agregados de Au NPs y Au NPs aisladas utilizados para simular
los espectros de extincion que se muestran en la figura 5.4. La linea negra, roja 'y azul son monémero

, dimero y trimero de Au NPs, respectivamente.

Una vez obtenido los espectros de o,,; de cada unade las NEs involucradas
y conociendo la [N,] calculada en la seccién 5.2.1, la Gnica variable que se desconoce

de la ecuacion 5.2.3.8 es la fraccion f,, de los diferentes agregados de Au NPs. El
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procedimiento para la simulacion de los espectros experimentales (figura 5.6, linea
negra) luego de agregar DA consisti6 en variar sistematicamente las diferentes
fracciones de agregados de Au NPs hasta hacer coincidir la intensidad de extincion
simulada con la intensidad de extincion experimental, en todo el intervalo de
longitudes de onda estudiadas. Los espectros de extincién simulados para cada una
de las condiciones experimentales se muestran en la figura 5.6 (lineas azules),
mientras que, la tabla 5.1 presenta los valores de las diferentes fracciones de NEs

gue ajustan los espectros experimentales de extincion.
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Figura 5.6: Espectros de extincion experimentales de los agregados de Au NPs (curva negra) y sus
respectivos espectros de extincién simulados (curva azul discontinua) utilizando diferentes fracciones
de agregados de Au NP mostrados en la Tabla 5.1. Las concentraciones finales de DA son: A. 2x10-°
M, B. 1x10-10 M, C. 2x101 M, D. 5x1012 M.
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Tabla 5.1: Fracciones de las diferentes NEs que ajustan los espectros experimentales de extincion de

los agregados de Au NP formados después de agregar diferentes cantidades de DA.

Panel dela Concentracién Fracciéon de Fracciéon Fraccién

figura 5.5 de DA (M)  mondémeros de de
dimeros trimeros
A 2x10°° 0,78 0,12 0,10
B 1x10°10 0,74 0,19 0,07
C 2x1071! 0,72 0,20 0,08
D 5x1012 0,84 0,10 0,06

Comparando los espectros de extincion simulados y experimentales se
puede apreciar el excelente acuerdo entre ellos tanto en intensidad de extincion,
posicion de los maximos, asi como ancho a media altura de la banda espectral. Es
importante resaltar que en las simulaciones se debe cumplir que la suma de las
diferentes fracciones de NEs empleadas sea 1, que la concentracion inicial de NPs
sea la determinada a partir del espectro de extincion y que la concentracion de NEs
esta limitada por la concentracion inicial de monémeros antes de inducir el proceso
de agregacién. Con estas condiciones de contorno, el peso estadistico de cada una
de ellas no es meramente arbitrario ya que pequefios cambios en sus valores
repercuten de manera drastica en la repuesta 6ptica global del espectro de extincion
simulado. En consecuencia, el conjunto de fracciones de NEs que permite reproducir

los espectros experimentales de extincion de los agregados de Au NPs es Unica.

5.2.4 Determinacion de la Cgggps activa de moléculas de DA.

En esta seccion se analizard como se puede utilizar las fracciones de NEs
calculadas anteriormente, para estimar la Cggrs activa de moléculas que DA. Las
condiciones experimentales de las mediciones Raman y SERS se detallan en el

capitulo 2, seccién 2.8.7.

Como la sintesis de Au NPs empleando el método de Turkevich utiliza como

estabilizante citrato de sodio, y este presenta modos normales activos en Raman, se
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deben identificar los modos Raman de la molécula que no presenten interferencia con
los modos vibracionales de la DA. Para ello, se registré el espectro Raman de una
solucién acuosa de citrato de sodio 0,2 M y de DA 0,1 M (ambas a pH~5) en el
intervalo de numero de onda de 700 a 1200 cm™. La figura 5.7 muestra los espectros
Raman de la DA (linea azul) y citrato de sodio (linea roja) donde se puede ver que
los modos Raman a 719 y 763 cm estan presentes en la molécula DA y ausentes
en la molécula de citrato de sodio. Ademas, en linea negra, se muestra el espectro
SERS de las Au NPs antes de agregar DA donde se puede observar que los modos

Raman asignados a la molécula de DA tampoco aparecen.
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Figura 5.7: Espectro Raman de una solucién acuosa 0,1M de DA (linea azul) y de citrato de sodio 0,2

M (linea roja). Ademas, en linea negra se muestra el espectro SERS de las Au NPs antes de agregar
DA.

El modo raman de la molécula de DA a 719 cm™ corresponde a vibraciones
en el plano de a (C11-C10-Cs); a (H13-N1-C2); a (C3-C2-His) y vibracion de flexion de

a (C11-C10-Cg); a (Cs-Cs-Ce)%8. Mientras que, el modo raman de la DA a 763 cm™ se
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asigna a las vibraciones de flexion CH fuera del plano y a la deformacion del anillo383°,
Estos resultados aseguran que al momento de calcular los factores de incrementos
de la DA para los modos vibracionales seleccionados no se encuentren otros modos

vibracionales que interfieran y por ende afecten la magnitud del calculo.

Una vez seleccionados los modos Raman de la DA, se realizaron
experimentos SERS donde se registrd, para cada una de las condiciones
experimentales, el espectro SERS de la DA luego de ser agregada a las Au NPs. En
los espectros SERS de la figura 5.8, se pueden identificar claramente los modos
Raman previamente asignados a la molécula DA. Como referencia también se

muestra el espectro Raman de una solucion 0,1 de DA (linea azul).
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Figura 5.8: Espectro Raman de una solucién 0,1 M de DA (linea azul) y espectros SERS de la DA
después de agregarla a la dispersién coloidal de Au NPs. Concentraciones finales de DA: 2x10° M

(linea negra), 1x101°M (linea roja), 2x10-1t M (linea verde) y 5x1012 M (linea naranja).
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En la figura se puede apreciar que, en los espectros SERS, las intensidades
de los modos Raman de la DA son similares independientemente de la concentracion
analitica de DA. Este resultado puede deberse (como se vera mas adelante) a que
independientemente de la concentracion analitica de DA agregada a la dispersion
coloidal de Au NPs las fracciones de NEs formadas son similares para las diferentes
condiciones experimentales; por lo tanto, la concentracion de DA localizada en los
hot spot de los agregados no cambia considerablemente para las distintas
condiciones. Otro aspecto a remarcar es que en el espectro Raman de la DA aparece
un modo vibracional a 790 cm*, que luego en los respectivos espectros SERS no se
logra apreciar; este modo corresponde al enlace fuera del plano C-N-H%*. La ausencia
del modo Raman a 790 cm™ en los espectros SERS, con respecto al Raman, se ha

atribuido en trabajos previos a la adsorcion de la DA sobre la superficie metalica®®.

Una vez obtenido los espectros Raman y SERS de la DA se utilizé la
ecuacion 5.1.1 para calcular el valor de AEF para las distintas concentraciones
analiticas de DA agregada a la dispersion coloidal de Au NPs. Es importante
mencionar que en AEF, Csgrs €S la concentracion analitica de DA agregada a las Au
NPs. La tabla 5.2 muestra los valores de AEF calculados para los modos Raman 719
cm?y 763 cm de la DA y para cada concentracién analitica de DA.

Tabla 5.2: Valores de AEF para los modos raman719 cm? y 763 cm? de la DA y para cada
concentracién analitica de DA agregada a la dispersion coloidal de Au NPs.

Concentracién Analitica de DA (M) AEF719cm* AEF 763cm

2x10°° 2,8x10’ 6,0x10’
1x10-10 7,1x108 1,2x108
2x101 3,7x10° 6,5x10°
5x1012 8,2x10° 1,7x10%°
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En la tabla se puede observar que la tendencia general, para ambos modos
Raman, es que los valores de AEF disminuyen a medida que aumenta la Cggrs. LOS
resultados evidencian que, para ambos modos Raman, la diferencia entre los valores
maximos y minimos de AEF es de alrededor de 103. No obstante, como se aprecia
claramente en la figura 5.8, los valores de Igggrs para ambos modos Raman y las
diferentes condiciones experimentales no cambian considerablemente. Este hecho
es un claro indicativo de que no todas las moléculas de DA agregadas a la dispersion
coloidal de Au NPs contribuyen igualmente a la respuesta del SERS, ya que, si todas
las moléculas de DA contribuyeran de manera equitativa a la sefial, se esperaria que

la Isgrs @aumente a medida que se incrementa la concentracidon analitica de DA.

Para calcular la concentracion efectiva de moléculas de DA que contribuyen a
la sefial SERS (Cggrs activa), se utilizaron las diferentes fracciones de agregados de
Au NPs calculadas en la seccion previa (tabla 5.1), y la ecuacion 5.2.3.6. Ademas, se
debe considerar que, en el intervalo de concentraciones de DA empleado con
respecto a la concentracion de NPs, se espera un numero de moléculas de DA menor
o igual a 100 por NP. Teniendo en cuenta que, de acuerdo con la ley de Beer, se
determiné una concentracion de Au NPs de 2,32x10*! M, la relacién molécula de
DA/Au NP varia de casi 100 a 0,2 a medida que la concentracion de DA disminuye
de 2x10° M a 5x101? M. Suponiendo una forma esférica y un didmetro medio de Au
NPs de 55 nm (basado en el analisis estadistico de la distribucion del tamafo) el area
superficial de cada Au NP es 9503 nm?. Como la molécula de DA tiene un area
superficial relativamente pequefia (alrededor de 1 nm?), el grado de cobertura de la
superficie de 1 Au NP con moléculas de DA varia del 1% al 0,002% a medida que la
concentracion de DA disminuye de 2x10° M a 5x10'? M, respectivamente. Estas
condiciones indican un porcentaje muy bajo de cobertura superficial de Au NP con
DA, cualquiera sea la concentracién analitica de DA en la dispersién coloidal. Por lo
tanto, la probabilidad de encontrar mas de una molécula de DA por gap entre Au NPs
es sustancialmente baja. Teniendo en cuenta este hecho, para el célculo de
Csgrs activa se considerd que los diferentes agregados de Au NPs estan unidos en
promedio por una molécula puente de DA en la region interparticula, por ejemplo, 1

dimero al tener un solo “gap” tiene 1 molécula de DA activa, mientras que 1 trimero,
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al tener dos regiones interparticula tiene en total 2 moléculas de DA activas. De esta

manera, la Csgrs activa esta dada por:

CSERS activa = [NZ] + 2[N3] (5241)

donde [N,] y [Ns] son, respectivamente, la concentracién de dimeros y trimeros de
Au NPs. Nétese que, en la ecuacion 5.2.4.1 no se consider6 la concentracion de
monomeros. Esto es consistente con el hecho de que se espera que su contribucién
a la seflal SERS sea despreciable comparada con la proveniente de dimeros y
trimeros, ya que, las muestras se irradiaron a A=632,8 nm*4. Los valores calculados
de Cggrs activa de DA para cada una de las concentraciones analiticas de DA
agregada a la dispersion coloidal de Au NPs se muestran en la columna 2 de la tabla
5.3.

Tabla 5.3: Columna 1, concentraciones analiticas de DA agregada a las Au NPs; columna 2, valores

de Cgggs activa; columnas 3y 4 valores de ACEF para los modos raman719 cm?y 763 cm™.

Concentraci6n Csgrs activa ACEF719cm”  ACEF763cm’”
Analitica, M
(M)
2x10° 5,63x10"7 0,96x10" 1,92x10"°
1x1010 5 75x10"2 1,12x10" 1,97x10"
2x101 6,14x10" 1,14x10" 2,00x10"
5x10712 4,18x10™" 0,98x10"° 1,97x10"
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Utilizando la Cggrs activa para las diferentes condiciones experimentales y la
nueva figura de mérito (ACEF), se determiné para ambos modos Raman de la DA el
factor de incremento SERS.

ACEF esta dado por:

ACEF = (—SERs ) /(IRAMAN,) (5.2.4.2)

CSERS activa CRAMAN

Los valores calculados de ACEF se muestran en la tabla 5.3 columna 3y 4,
respectivamente. Notese que, para ambos modos Raman, los valores calculados de
ACEF no cambian significativamente en el amplio intervalo de concentracién analitica
de DA estudiada en este trabajo. Este es un resultado razonable, ya que, la Csgrs activa
es comparable para las diferentes condiciones experimentales, al igual que las
respectivas intensidades Raman de los espectros SERS.

5.2.5 Calculo del Factor de incremento teérico

Para corroborar los valores experimentales de factor de incremento
determinados a través de ACEF, se realizaron simulaciones electrodinamicas de
campo cercano para calcular el EFEF, para ambos modos Raman y en la region

donde se espera que la molécula de DA localizada.

EFEF esta dado por:

EFEF = |E/Eo|2|E/Ey, | (5.2.5.1)
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2 .
donde |E/E,|?y |E/E;\dis| son los valores de incremento de campo cercano a la

longitud de onda de excitacion (633 nm) y del foton dispersado, respectivamente. Las

longitudes de onda de dispersion (44:), en nm, fueron calculadas como Ag4is =
- (1/N - xi); ); siendo N el modo Raman (en nm?)y A, la longitud de onda del
0

laser. Los valores calculados de A;;; son 663 y 665 nm para los modos Raman de
719 cmty 763 cmt, respectivamente. El valor de incremento de campo cercano a la
longitud de extitacion y dispersion fue calculado utilizando la teoria de Mie
generalizada para multiples particulas (GMM-field) (capitulo 2, seccién 2.10.2). En las
simulaciones se emplearon nano-objetos (dimeros y trimeros de Au NPs) con una
geometria lineal y una distancia interparticula de 1 nm. Ademas, de acuerdo con la
distribucién de tamafio de las Au NPs (figura 5.1), se simularon dimeros y trimeros
formados por Au NPs de 50, 55 y 60 nm de diametro, respectivamente. Con esta
consideracion se espera obtener un intervalo de valores de factor de incremento de

acuerdo con la distribucion de tamarfio de las NEs.

Nétese que, como los agregados estan en dispersion coloidal se calculo el

promedio de valor de EFEF de los agregados de Au NPs obtenido al iluminarlos con

. . . . 1 1 1
polarizaciones alrededor de los ejes x, y y z, es decir, ., = 30x T30y 50,

A modo representativo, la figura 5.9 muestra imagenes de campo cercano (en
escala de colores de acuerdo a su magnitud) en la region interparticula de un dimero
Au NPs de 55 nm de diametro al iluminar la NEs perpendicularmente al eje

interparticula.

189



200

x/nm

o

[ s00

Figura 5.9: Imagenes de campo cercano para un dimero de Au NPs de 55 nm de diametro. El panel

(A) muestra los valores de campo cercano a la longitud de onda de irradiacion (633 nm). Los paneles

(B) y (C) muestran los valores de campo cercano en la longitud de onda de dispersién 663 y 665 nm,

respectivamente.

Como puede apreciarse en la figura, el maximo incremento esta localizado en

la region interparticula en la linea que une los centros de las esferas que forman el

dimero. La tabla 5.4 presenta los valores maximos calculados de EFEF para dimeros

y trimeros formados por Au NPs de 50, 55 y 60 nm de diametro.

Tabla 5.4. Valores méaximos de EFEF para dimeros y trimeros de Au NP de 50, 55y 60 nm

de diametro, calculados para ambos modos Raman de la DA.

Diametro de Au NP

Nanoestructura EFEF 663 nm EFEF 665 nm

50 nm dimero 2,0x10%° 2,0x10%°
50 nm trimero 0,1x1010 0,1x1010
55 nm dimero 1,2x10%° 1,2x10%°
55 nm trimero 0,1x1010 0,1x1010
60 nm dimero 0,7x10%0 0,8x10%°
60 nm trimero 0,1x10%0 0,1x10%0

Aungue en las simulaciones de los espectros de extinciéon de los agregados de

Au NPs, la fraccion de trimeros es comparable a la de los dimeros (tabla 5.1), los

resultados mostrados en la tabla 5.4, indican claramente que los dimeros de Au NPs

(independientemente de su tamafio) generan un valor de EFEF de aproximadamente
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un orden de magnitud mayor que el valor respectivo para los trimeros. Estos
resultados sugieren fuertemente que la contribucion al factor de incremento de los
trimeros de Au NPs puede considerarse insignificante con respecto al aporte de los

dimeros de Au NPs.

5.2.6 Comparacion entre AEF, ACEF Y EFEF

En esta seccion se compara, para ambos modos Raman, los valores obtenidos
de factor de incremento usando AEF y ACEF con la concentracion analitica de DA
agregada a las Au NPs. Ademas, se compararan los valores experimentales de factor
de incremento de ambas figuras de mérito con los célculos tedricos de EFEF. La
figura 5.10 muestra los diferentes valores de factor de incremento obtenidos a través
de las distintas figuras de mérito tanto experimentales como la teorica. Las lineas
continuas rojas, verde y azul son los valores maximos de EFEF calculados para un
dimero de Au NPs de 50, 55 y 60 nm de didmetro, respectivamente. Estos valores de
EFEF indican, en funcion de la distribucién de tamafio de Au NPs, un limite superior
e inferior de factor de incremento. NGtese que, los valores de EFEF de los trimeros
de Au NPs no se muestran debido a lo discutido anteriormente.
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Figura 5.10: Valores de AEF (cuadrados negros) y ACEF (circulos negros) en funcion de la
concentracion analitica de DA, para el modo Raman de 719 cm (A) y 763 cm1 (B). En ambos paneles,
la linea roja, verde y azul representan los valores méximos de EFEF para un dimero de Au NPs de 50,

55y 60 nm de didmetro, respectivamente.
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Un primer andlisis de los datos indica claramente que los valores de ACEF
determinados experimentalmente muestran un excelente acuerdo con los valores
maximos de EFEF para dimeros. Esto es consistente con el hecho de que los dimeros
de Au NPs son los que contribuyen mayoritariamente a la sefial SERS, y por lo tanto
determinan el incremento SERS de la DA. Ademas, es importante remarcar que la
fraccion de dimeros formados (y por lo tanto su concentracion) no cambia
considerablemente para las diferentes cantidades de DA agregada. En consecuencia,
como se mostro en la tabla 5.3 la concentracion activa de DA y los valores ACEF no
cambian significativamente. En un segundo analisis se evidencia una diferencia
significativa entre los valores del AEF y ACEF, siendo de hasta 1000 veces menor
para AEF (con respecto a ACEF) cuando la concentracién analitica de DA es 2x10°
M. Este hecho es razonable ya que AEF considera como Cggrs la concentracion
analitica de la molécula agregada a la dispersién coloidal de Au NPs y no la cantidad

de moléculas activas.

5.3 Conclusiones

En este capitulo se introdujo una nueva figura de mérito llamada Factor de
Incremento de la Concentracion Activa (ACEF). Este nuevo parametro proporciona
informacion intrinseca sobre el factor de incremento de un dado sustrato SERS, y
ademas permite realizar comparaciones directas entre diferentes plataformas SERS.
El desafio de esta figura de mérito consiste en calcular la concentracion activa
(Csgrs activa) de moléculas que contribuyen significativamente a la sefial SERS.

Los experimentos se efectuaron induciendo la agregacion, con un muy bajo
grado de funcionalizacion, de Au NPs de 555 nm de diametro mediante
interacciones con diferentes concentraciones (10°-101°M) de DA. La simulacion
electrodinamica de los espectros de extincion de los respectivos agregados de Au
NPs permitid, mediante una nueva expresion analitica, determinar las fracciones y

concentraciones de las estructuras predominantes (monémeros, dimeros y trimeros).
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Considerando que en promedio 1 molécula de DA localizada en la region
interparticula es la que contribuye a el incremento SERS de cada agregado se
determind la Cggrsactiva- LOS Vvalores obtenidos estdn en el orden picomolar,
independientemente de la cantidad analitica de DA agregada. Utilizando los
resultados de Cggrsactiva» S€ calculd6 ACEF para cada condicion experimental
resultando en un valor practicamente constante (del orden 10'°). Comparando los
resultados obtenidos utilizando ACEF y AEF, se demostro que los valores de AEF
dependen en gran medida de la concentracién analitica de DA, mientras que, los
valores de ACEF son practicamente independientes a esta. Este hecho es razonable
ya que en todo el intervalo de concentraciones de DA, la composicion de las
fracciones de NEs formadas es practicamente constante, y por lo tanto el nUmero de
moléculas de DA activas. Estos resultados indican que ACEF constituye un parametro
mas confiable que AEF para determinar el factor de incremento de un dado sustrato
SERS. Ademas, se encontrd que los valores de EFEF obtenidos para los dimeros de
Au NPs muestran un excelente acuerdo con los datos experimentales proporcionados
por ACEF, demostrando ademas que el factor de incremento producido por trimeros

de Au NP es insignificante con respecto al de los dimeros Au NP.

Como perspectiva, la figura de mérito introducida podria ayudar a fortalecer el
desarrollo, aplicacion y disefio de sustratos SERS como, por ejemplo, en los
resultados mostrados en el siguiente capitulo donde se emple6 ACEF para el disefio
y célculo del factor de incremento de un sensor SERS que permite la deteccién de
IgG-Biot relevantes para la ciencia de los alimentos.
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Capitulo 6

Un sustrato coloidal SERS para la deteccion ultrasensible
de anticuerpos biotinilados basado en el gradiente de
campo cercano dentro del gap de dimeros de Au NRs

6.1 Introduccioén

De acuerdo a lo concluido y mostrado en el capitulo anterior, el calculo de la
concentracion activa SERS permite posteriormente determinar el factor de
incremento intrinseco de un sustrato SERS. Otro de los resultados es que se
demostré que NEs conformadas por dimeros de Au NPs generan, en la region
interparticula, enormes campos eléctricos la cual es una caracteristica atractiva para
el disefio de sensores ultrasensibles mediante espectroscopia SERS.

No obstante, uno de los problemas criticos para fabricar dimeros de NPs de
manera facil, reproducible y con un rendimiento SERS lo suficientemente alto es
generar hot spots reproducibles, es decir, controlar el gap entre las NPs dentro de
una precision de pocos nanémetros®®. Una estrategia que permite superar esta
limitacion es mostrada en los capitulos 3 y 4, donde se concluyé que el par
biomolecular Biot/STV tiene la capacidad de generar NEs con gap y arquitectura
controlados; y que, a su vez permiten reconocer a un analito especifico.

Un aspecto importante en la espectroscopia SERS es que el incremento de
campo eléctrico es no homogéneo, siendo mayor en la region une los centros de dos
NPs esféricas, en el caso particular de dimeros. Estudiar este gradiente de campo
eléctrico también es un tépico actual de investigacion.

La técnica de microscopia Optica de campo cercano (SNOM, del inglés,
Scanning Near-field Optical Microscope), es ampliamente utilizada para tal proposito
llegando a una resoluciéon espacial de mapeo de 20-30 nm®1°, Sin embargo, la
resolucién espacial de la técnica es insuficiente para obtener imagenes de campo
cercano en la region interparticula de dimeros y trimeros %1112, Un enfoque alternativo

para mapear el gradiente de campo eléctrico es combinar la espectroscopia SERS
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con simulaciones electrodinAmicas de campo cercano'®!4, Para los modelados
tedricos se pueden utilizar soluciones analiticas exactas como la teoria de GMM*>-17,
métodos numéricos como DDA'® y el enfoque de dominio de tiempo de diferencia
finita (FDTD, del inglés, Finite Difference Time Domain)-2L,

Por otro lado, en la dltima década, la metodologia SERS se han utilizado
ampliamente para obtener informacion cualitativa y cuantitativa de biomoléculas tales
como, anticuerpos??>-24, ADN?>26 y otras proteinas?’?8, Actualmente, los protocolos
SERS basados en la deteccion de biomoléculas se pueden clasificar
aproximadamente en dos grandes categorias: “Métodos directos sin marcadores”?®-
31y “Métodos indirectos con marcadores Raman”3?-34, Los métodos directos se basan
en la medicion de las sefiales Raman propias del analito mismo, mientras que, los
meétodos indirectos detectan el analito registrando la sefial SERS de un marcador
Raman adjunto. La deteccion SERS sin marcadores presenta algunas ventajas como
confiabilidad y facilidad de deteccién, no obstante, la pequefia seccion eficaz Raman
de muchas biomoléculas hace que sea dificil detectarlas en bajas concentraciones.
Debido a estas dificultades, los métodos indirectos son los mas empleados, a pesar
de que requieren el uso de mayor cantidad de reactivos y su implementacién implica

mas etapas?®.

En este contexto, resulta de gran interés el disefio de sustratos SERS con una
distancia interparticula controlada, que tengan la capacidad de posicionar al analito
precisamente dentro de los hot spots, y que ademas integre métodos de deteccion
tanto directos como indirectos.

En este capitulo, empleando dimeros de Au NRs como sustrato SERS, se
presenta una metodologia que permite detectar a nivel picomolar anticuerpos IgG-
Biot mediante su unién a STV. El presente enfoque combina el método de deteccién
directo e indirecto en un mismo ensayo. La estrategia de bioconjugacion
implementada para disefiar el sustrato SERS aprovecha las ventajas ya discutidas en
capitulos anteriores acerca de la interaccion especifica entre las moléculas de STV-
Biot. La fabricacion del sensor SERS implica la funcionalizacion de Au NRs con Biot-
HPDP vy la reaccion posterior con STV para dar lugar a la formacion de dimeros de

Au NRs. Posteriormente una vez verificada la fabricacion de dimeros de Au NRs se
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agregaron cantidades picomolares de Ara hl Biot-1lgG y Gliadina 1gG-Biot. El primer
anticuerpo es especifico para alergenos del mani, mientras que, el segundo es
especifico para gliadina, que es el compuesto toxico para las personas que padecen

de celiaquia.

6.2 Resultados y discusion

6.2.1 Sintesis y caracterizacién morfolégica-6ptica de Au NRs
Para la sintesis de Au NRs se emple6 el método de Turkevich3® y una relacion
molar citrato de sodio/HAuCls .3H20 igual a 0,8.

La figura 6.1 A muestra una imagen TEM representativa de las NEs fabricadas,
donde se puede observar que estas tienen una geometria aproximadamente similar
a un cilindro cuyos extremos terminan en una hemiesfera, (de alli el nombre de
nanovarillas o NRs). El analisis estadistico, a partir de las imagenes TEM, de la

longitud de los ejes mayor y menor se muestra en la figura 6.1 B.
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Figura 6.1: A. Imagen TEM representativa de los Au NRs. B. Distribucion de la longitud de los ejes de
los Au NRs.
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Los valores promedio de la longitud de los ejes mayor y menor resultantes de
la distribucién son 70 y 50 nm, respectivamente, dando como resultado una relacion
de aspecto promedio (AR) = (eje mayor) / (eje menor) de 1,4. NGtese que, cada punto
en la Figura 6.1 B corresponde a la dimensioén de cada Au NR medido a partir de las

imagenes TEM.

El espectro experimental de extincion de los Au NRs se muestra en la figura
6.2 (linea negra) cuyo maximo corresponde a A= 547 nm. En el capitulo 1, seccion
1.4, se mencion6 que este tipo de NEs presenta dos modos resonantes: el modo
transversal y el longitudinal. En el limite cuasi-estético, la posicion del maximo de la
resonancia longitudinal depende fuertemente de la AR del NR, desplazandose
hipsocromicamente a medida que disminuye su AR. Sin embargo, los Au NRs
fabricados tienen una AR de 1,4 la cual es lo suficientemente pequefia para que
ocurra la coalescencia de los maximos de ambos modos (longitudinal y transversal),
por lo tanto, es razonable que en el espectro experimental de extincion no se logre

definir con claridad cada resonancia.

Espectro experimental de los Au NRs
Espectro simulado de Au NRs de AR=1,4

extincion

04 |

03 |-

01

0,0 I A I \ 1 ! 1 \ 1 . i z
400 500 600 700 800 900 1000

longitud de onda, nm

Figura 6.2: Espectro experimental (curva negra) y simulado (curva verde) de extincion de los Au NRs.
La simulacion del espectro de extincion de la dispersion coloidal de Au NRs se realizo considerando
Au NRs con una AR de 1,4 (figura 6.3).
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La concentracion inicial de los Au NR sintetizados se calcul6 de acuerdo con
la Ley de Beer, utilizando el valor de intensidad maxima del espectro experimental de
extincion de Au NRs a A = 547 nm (0.97) junto con la g.,; obtenida a partir de
simulaciones electrodinamicas utilizando el método numeérico DDA. El valor obtenido
de o,,; fue de 1,71x101° cm? resultando en una concentracién promedio de Au NRs
de 9,43x10'? M. Las simulaciones electrodinamicas se efectuaron modelando un
nano-objeto de forma cilindrica con terminaciones hemisféricas en ambos extremos
del cilindro cuyas dimensiones y morfologia (basadas en las imagenes TEM) se
muestras en la figura 6.3. El espectro de extincion calculado se obtuvo promediando

las o,,; oObtenidas al iluminar el Au NR con polarizaciones alrededor de los ejes x, y

. 1 1 1
Y z, €S decir, Oeyr =0y +30y +30;.

Figura 6.3: Esquema representativo de las dimensiones del nano-objeto modelado para realizar las
simulaciones del espectro experimental de extincidén de los Au NRs. Las dimensiones de los ejes menor
y mayor se tomaron de la estadistica de distribucion de ejes obtenidas de las imagenes TEM (figura
6.1 B)

6.2.2 Sintesis y caracterizacion morfologica de dimeros de Au NRs
La formacion de dimeros de Au NRs se llevé a cabo utilizando Biot HPDP y
STV (capitulo 2, seccién 2.4). Nétese que, el mecanismo de unidn de la Biot al Au NR

yla STV a la Biot es el mismo que se menciono en el capitulo 2, seccion 2.3 (para Ag
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NPs), pero empleando diferentes relaciones molares de las biomoléculas para poder
formar los dimeros de Au NRs.
La figura 6.4 muestra esquematicamente la estrategia de bioconjugacion

implementada para la formacion de dimeros de Au NRs.

Dimero de Au NRs

Figura 6.4: Representacion esquematica de la estrategia de bioconjugacion implementada para la
formacion de dimeros de Au NRs. El puente molecular entre 2 Au NRs estd compuesto compuestos

por moléculas de Biot / STV / Biot con una distancia interparticula de alrededor de 8 nm.

La relacion molar empleada de Au NRs/Biot/STV permite la formacion de un
puente molecular compuesto por una molécula de STV unida a dos moléculas de
Biot36. Es importante mencionar que la molécula STV es una proteina tetramérica
(que tiene 4 sitios especificos de union para Biot), que luego de la bioconjugacion
para dar dimeros de Au NRs tendra 2 sitios de union de STV. Este hecho es
importante, ya que, como se demuestra mas adelante se utilizardn para su
conjugacion con IgG-Biot. Notese que, la distancia interparticula en el dimero de Au
NRs esta dada por la longitud del puente molecular Biot-STV-Biot, cuya distancia se
estima en 8 nm calculada a partir de las dimensiones de cada una de las biomoléculas

involucradas®’.
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La caracterizacion morfologia de las NEs formadas luego de agregar las
biomoléculas se realiz6 mediante microscopia TEM. La figura 6.5 A muestra una
imagen TEM representativa de los agregados obtenidos después de agregar Biot y
STV a la dispersion coloidal de Au NRs. En la imagen TEM se puede observar que
las NE diméricas son las predominantes y que estan unidas por las caras laterales de
cada Au NR (como se ilustra en la figura 6.4). Esta caracteristica estructural se tendra

en cuenta mas adelante para simular la respuesta optica de estas NEs.

80

distribucion de nanoestructura, %

L) '
. 100 nm b . Monémeros Dimeros Trimeros Agregados>4 NRs

Figura 6.5: A. Imagen TEM representativa de los dimeros de Au NRs formados después de agregar
Bioty STV a una dispersién coloidal de Au NRs en una relaciéon molar 1: 0,67: 0,33 Au NR / Biot/ STV.
Los circulos rojos muestran los dimeros de Au NRs formados. B. Analisis estadistico de la distribucién

de las NEs formadas luego de agregar las biomoléculas a la dispersién coloidal de Au NRs.

El andlisis estadistico, obtenido a partir de las imagenes TEM y contando
mas de 400 NEs, indica que la gran mayoria de los agregados formados son dimeros
de Au NRs (30%), aunque también es notable una gran proporcion de Au NRs
aislados (67%) (figura 6.5 B). NGtese que, la relaciéon molar Au NR/Biot/ STV utilizada
permite obtener dimeros de Au NRs evitando, en gran parte, la formacién de
agregados de mayor numero de NPs.

Uno de los resultados mas relevantes del capitulo anterior fue demostrar la
importancia de calcular de manera rigurosa las fracciones de NEs formadas en la
dispersion coloidal de Au NPs luego de agregar DA y posteriormente determinar el

factor de incremento de la molécula.
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En vista de las consideraciones anteriores, para este sistema, se requiere
determinar el valor confiable de la fraccion de dimeros formados y con ello lograr una
interpretacion correcta de las posteriores mediciones SERS. Con respecto a este
punto y tal como se demostré en el capitulo anterior, una forma rigurosa de determinar
la concentracion de dimeros es a partir de las simulaciones de los espectros

experimentales de extincion.

6.2.3 Caracterizacion optica de dimeros de Au NRs

En la figura 6.6 se puede observar que, al formarse los dimeros de Au NRs, el
espectro de extincién de la dispersion coloidal disminuye su intensidad (comparado
con el espectro inicial). Este comportamiento es similar al observado para dimeros de
Ag NPs explicado en el capitulo 4; sin embargo, la diferencia es que, en este sistema,

el gap interparticula es menor, y la naturaleza (Au) y morfologia del metal cambian.

1,0 |
- Espectro experimental de los Au NRs
0,9 -

Espectro experimental de los Au NRs
0,8 luego de agregar Biot y STV

0,7
0,6

0,5

extincion

0,4
0,3
0,2

0,1

0’0 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
400 500 600 700 800 900 1000

longitud de onda, nm

Figura 6.6: Espectro de extincion experimental de los Au NRs (curva negra) y de Au NRs después
de agregar Biot-STV (curva roja).
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En vista de lo anterior, se efectuaron simulaciones electrodinamicas utilizando
la aproximacion de dipolos discretos DDA para racionalizar el comportamiento 6ptico

observado.

El objeto modelado que representa 1 dimero de Au NRs consiste en 2 Au NRs
de dimensiones idénticas, c/u unidos por una configuracion de lado a lado; es decir,
con el eje mayor respectivo de cada Au NR paralelo al otro (figura 6.4). Se selecciond
esta gedmetra de acuerdo a lo observado en las imdgenes TEM que se muestran en
la figura 6.5 A, donde se puede observar que la mayoria de estas NEs tienen esa
configuracion morfoldgica. A su vez, las dimensiones y forma geométricas empleadas
para simular cada Au NR que integran el dimero es la misma que la utilizada en la
seccién 6.2.1. La distancia interparticula del dimero de Au NRs fue estimada en 8 nm
correspondiente a la longitud del puente molecular Biot/STV/Biot. Ademas, dado que
el dimero puede rotar libremente en la dispersion coloidal, el espectro de extincion
calculado corresponde al promedio de las g,,; obtenido de la misma manera que en
la seccion 6.2.1. En todos los célculos se utilizo la constante dieléctrica de Au
tabulada por Palik®®, mientras que el indice de refraccion del entorno quimico se
establecio en 1.33 correspondiente al agua.

Como el espectro de extincion experimental de los Au NRs luego de agregar
Biot y STV contiene tanto dimeros como mondmeros, a continuacién, se compararan
las o.,; calculadas de ambas estructuras, las cuales se utilizaran posteriormente

para realizar la simulacién del espectro de extincion.

El espectro simulado de la g,,; para un monémero de Au NRs con AR = 1,4
se muestra en la figura 6.7 (curva azul), el valor de la ¢,,, méaxima calculada a A =
547 nm es 0., = 1,71 x 10 cm?. La suma de la a,,;, maxima de dos monémeros
aislados es o,,; = 3,42x101° cm? (figura 6.6, curva roja). La o,,, maxima promedio
calculado (A = 547 nm) para 1 dimero de Au NRs es a,,; = 2,17 x 10*° cm? (figura

6.7, curva negra).
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Figura 6.7: Espectro simulado de la g,,; promediada de 1 Au NR (linea azul), la suma del espectro

de 0., de 2 mondémeros de Au NR aislados (linea roja) y espectro de la g, promedio de 1 dimero

de Au NRs (linea negra).

El hecho de que el valor de g,,; del dimero sea menor, en comparacion con la
suma de la o,,; de los dos respectivos mondmeros de Au NRs aislados, explica por
gué espectralmente al formarse dimeros de Au NRs se observa una disminucion de

la intensidad de extincion (figura 6.6).

Para la simulacién del espectro experimental, obtenido después de agregar
Biot y STV fue necesario tener en cuenta el valor de la fraccion de dimeros formados.
Para ello, se utilizé el mismo procedimiento que en el capitulo 4, seccion 4.2.5. Por lo
tanto, conociendo la [NPs];, la g,, ¥ 0; se puede calcular el valor de f; hasta hacer
coincidir el valor de intensidad de extincion maxima del espectro simulado con el valor
de intensidad maxima del espectro de extincidon experimental. ES importante tener en
cuenta que, debido a la estequiometria de la reaccién este procedimiento es solo

valido si los principales agregados formados son dimeros, tal como es en este caso.
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Los resultados de la comparacion entre los espectros de extincion
experimentales y tedricos de los Au NR antes y después de la adicion de Bioty STV
se muestran en la figura 6.8. En esta figura los espectros de extincion experimentales
antes y después de agregar Biot-STV a la dispersion coloidal de Au NRs se muestran
en curvas negray roja, respectivamente. Como se aprecia los espectros muestran un
pico centrado a A=547 nm que se atribuye a la excitacion del LSPR. Ademas, se
observa una disminucion significativa en la intensidad de extincién del LSPR después
de agregar las biomoléculas (curva roja). Basado en las simulaciones
electrodinamicas, este fenbmeno se interpreta como indicativo de la formacion de
dimeros de Au NRs. La curva verde en la figura 6.8 muestra el espectro de extincion
simulado correspondiente a Au NRs de AR=1,4, en el que se ha tenido en cuenta la
distribucion de forma y tamafio de los Au NR sintetizados mostrada en la figura 6.1 B
cuyo calculo se detallé en la seccion 6.2.1. La curva azul en la figura 6.6 representa
el espectro de extincion simulado usando una f; = 0,47 y, por ende, una fraccion de
monomeros de 0,53 que exhibe un acuerdo relativamente bueno con el espectro
experimental (curva roja). Notese que, este valor de f; obtenido a partir de las
simulaciones es relativamente mayor que el valor calculado a partir de las imagenes
TEM (f; = 0,3). La correlacion bastante buena entre los espectros experimentales y
tedricos destaca la importancia de considerar no solo el tamafio sino también la forma

de los Au NR sintetizados al realizar las simulaciones electrodinamicas.
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Espectro experimental de los Au NRs
Espectro simulado de Au NRs, AR=1,4
Espectro experimental de los Au NRs
luego de agregar Biot y STV

Espectro simulado de Au NRs usando
47% de dimeros y 53% de mondmeros
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Figura 6.6: Espectro de extincion experimental de los Au NRs (curva negra) y de Au NRs después de
agregar Biot-STV (curva roja). La curva verde muestra la simulacién correspondiente al espectro de
los monémeros de Au NR y la curva azul a la simulacion del espectro de extinciéon de los Au NRs
después de agregar las biomoléculas donde se emple6 un 53 % de mondmeros de Au NRs y 47 % de

dimeros de Au NRs.

6.2.4 Experimentos SERS antes de agregar los anticuerpos biotinilados

La espectroscopia SERS es una técnica que permite caracterizar diferentes
tipos de moléculas mediante sus respectivos modos vibracionales Raman en el
espectro SERS. Una manera de corroborar que los dimeros de Au NRs estan
formados efectivamente por la estrategia de bioconjugaciéon implementada es a través
de la aparicion de los caracteristicos modos Raman de la Biot en el espectro SERS
una vez formadas las NEs diméricas.

Para tal fin, se registro la sefial Raman de una solucion acuosa de Biot en
ausencia de los Au NRs y luego su respuesta SERS después de agregarla (en
simultaneo con la STV) a la dispersion coloidal de Au NRs. Es importante mencionar
gue la concentracién de Biot agregada a la dispersién coloidal de Au NRs es del orden

pM, mientras que en el experimento Raman (en ausencia de Au NRs) es 1x10° M. A
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su vez, también hay que tener en cuenta que las moléculas de Biot estan unidas a
los Au NRs (1 por cada Au NR, figura 6.4) a través de un enlace covalente S-Au; por
lo que, es de esperar que la Biot ademas de experimentar un incremento
electromagnético producto de las LSPR, también perciba un incremento SERS
mediado por un mecanismo quimico.

La figura 6.9 muestra el espectro Raman de una solucién de Biot-HPDP
(curva negra) donde se puede apreciar claramente una banda Raman a 1440 cm
(linea discontinua) que se asigna al modo de vibracion de torsiéon (8) de CHz de la
molécula de Biot3”:3°, Por otro lado, la linea roja en la figura 6.9 muestra el espectro
SERS registrado 3 hs después de agregar Biot-STV a la dispersiéon Au NRs, donde
también se puede apreciar la banda Raman a 1440 cm asignada a la molécula de
Biot.
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Figura 6.9: Espectro Raman de una solucion de Biot HPDP 1x10-° M (linea negra) junto con el espectro
SERS después de agregar Biot y STV a los Au NRs en una relacion molar 1: 0.67: 0.33 Au NRs / Biot

/ STV, respectivamente. El espectro SERS se ha desplazado arbitrariamente en el eje y.

Para la determinacion del factor de incremento que experimenta el modo

Raman a 1440 cm™ de la Biot se empled la figura de mérito desarrollada en el capitulo
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anterior, ACEF. Para emplear ACEF se debe calcular la concentracion de moléculas
activas que contribuyen significativamente a la sefial SERS, que en este caso son las
Biot localizadas en el gap de los dimeros de Au NRs. Por lo que, para determinar esta
cantidad de Biot, se debe tener en cuenta la f; formada luego de agregar las

biomoléculas a la dispersion coloidal de Au NRs.

La Csgrs activa €S la cantidad de moléculas activas localizadas en el gap de los

dimeros de Au NRs y fue determinada usando la siguiente expresion:

[NPs];f
CseRrs activa = nT;;d (6.2.4.1)

donde n es el nimero de moléculas ubicadas en hot spot del dimero de Au NRs y
[NPs]; es la concentracion inicial de Au NRs. Para dimeros de Au NRs, n = 2, ya que
hay dos moléculas de Biot ubicadas en el gap entre dos Au NRs y f; es la fraccion

de dimeros, (determinada en la seccion anterior, f;=0,47).

La segunda entrada de la columna 2, tabla 6.1 muestra el valor de ACEF
calculado para la banda Raman a 1440 cm™. El valor relativamente grande de ACEF
= 1,28x10° obtenido usando f; = 0,47 sugiere que la molécula de Biot se encuentra
en la region interparticula entre dos Au NRs, donde se espera el mayor incremento

de campo cercano.

Tabla 6.1: Valores de ACEF, EFEF (x10°) calculados para la banda Raman a 1440 cm de la Biot. La

columna 1 es la f; de Au NRs, la columna 2 el valor de ACEF y la columna 3 el valor de EFEF.

fa ACEF EFEF
n=2 n=2
0,47 1,28 0,02

n: el nUmero de moléculas de Biot ubicadas en el gap entre dos Au NRs
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El valor de ACEF fue corroborado mediante calculos teéricos del factor de
incremento del campo electromagnético (EFEF)3° para el modo Raman a 1440 cm™.

Los valores de EFEF se calcularon de acuerdo con la siguiente expresion:

EFEF = |E/Eo|? |E/Ey,, | (6.2.4.2)

2 .
donde |E/Eq|%y |E/E7\dis| son los valores de incremento de campo cercano a la

longitud de onda de excitacion (633 nm) y a la longitud de onda del fotén dispersado.

En este caso, la longitud de onda de dispersién (14i), en nm, fue calculada

COmoO Agjs = — (1/N — %); siendo N el modo raman de la Biot (en nm?) y A, la
0

longitud de onda del laser (633 nm). El valor A;;s fue 696 nm que corresponde al

modo Raman de 1440 cm™ de la molécula de Biot. Para realizar los célculos teéricos
se utilizé el método DDA y el dimero de Au NRs modelado tiene la geometria
mostrada en la figura 6.4. Ademas, los valores de incremento de campo cercano a
las respectivas longitudes de onda se promediaron sobre las regiones espaciales
respectivas donde se espera que se ubiquen las moléculas de interés. El célculo del
valor de EFEF promediado sobre la region espacial donde se espera que se
encuentre la Biot fue de 0,02x10° (tabla 6.1, tercera columna).

En lafigura 6.10 se muestra a modo ilustrativo una imagen del campo cercano donde,
los cubos de color verde de dimensiones 2x2x2 nm representa la localizacion de la

biomolécula en la region interparticula de dimero de Au NRs.
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Figura 6.10: Imagen de campo cercano para un dimero de Au NRs excitado a (A) 633 nm y (B) 696
nm. Los cuadrados verdes representan esquematicamente el volumen aproximado ocupado por la
molécula de Biot cuando estd unida a la superficie del Au NR. Notese que, el dimero Au NRs

esquematizado esta orientado en el plano perpendicular al eje y.

Una comparacion rigurosa entre los valores de ACEF y EFEF requiere
considerar que, ademas del mecanismo de incremento electromagnético, existe
también un mecanismo quimico que contribuye a la sefial SERS debido al enlace
covalente entre el azufre de la Biot y el Au de cada Au NR. El célculo del factor
incremento quimico implica aplicar metodologias que van mas alla del alcance de

este estudio?®. Una forma empirica de estimar este factor es haciendo el cociente

entre ACEF y EFEF. Efectuando este cociente ( ) resulta un valor para esta

1,28%6
0,02x6
contribucién de alrededor de 64 que esta en buen acuerdo con estudios previos®.
Este andlisis es consistente con el hecho de que la molécula de Biot se encuentra
cerca de la region interparticula de los dimeros Au NRs 'y, por ende, refleja el éxito de

la estrategia de bioconjugacién para formar las NEs diméricas.

6.2.5 Plataforma SERS para la deteccion indirecta de anticuerpos biotinilados
Para llevar a cabo la deteccion de los IgG-Biot, se afadieron cantidades
picomolares de los mismos a la dispersion coloidal de dimeros de Au NRs. Al cabo
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de los 30 minutos de incubacion de las biomoléculas en la dispersion coloidal se
adquirieron los espectros SERS de las muestras.

La concentracion de cada IgG-Biot afiadido a la dispersion de dimeros de Au
NRs se determiné partiendo de la concentracion inicial de Au NRs ([NPs];= 9,43x10
12M), conociendo la relacién molar 1:0,67:0,33 Au NR-Biot-STV y teniendo en cuenta
gue después de formar los dimeros de Au NRs, la STV solo dispone de 2 sitios de
union para los 1gG-Biot. Por lo tanto, la cantidad de IgG-Biot agregada responde a

una relacion molar 2:1 1gG-Biot / STV.

Es importante aclarar que al agregar IgG que estan biotiniladas, estas Biot se
unirdn de manera especifica a la STV localizada en el gap de las NEs, es decir, que
el evento de union detectado es la interaccion STV-Biot, donde esta ultima proviene
del IgG-Biot. De esta manera, como se vera en detalle a continuacién, se puede
realizar la deteccién indirecta de los IgG-Biot a través de los cambios en el factor de
incremento que experimentan las diferentes moléculas de Biot, es decir, las que

provienen de la estrategia de bioconjugacion y las de los 1gG-Biot.

Para una mejor interpretacion del evento de unién de los IgG-Biot a los dimeros
de Au NRs la figura 6.11 muestra una representacion esquematica de la localizacion

de los IgG-Biot dentro de la regién interparticula del dimero de Au NRs.

216



Figura 6.11: Representacion esquematica del proceso implicado en la ubicacion de los anticuerpos
biotinilados en el dimero de Au NRs dentro de la region interparticula. Para una mejor interpretacion

del proceso, tenga en cuenta que las moléculas involucradas en el esquema no estan a escala.

Antes de proceder con los experimentos SERS, primeramente, se debe
comprobar la estabilidad en el tiempo de los dimeros de Au NRs en presencia de los
anticuerpos. La Figura 6.12 muestra la evolucién temporal del espectro de extincion
de los dimeros de Au NRs después de agregar gliadina IgG-Biot en relacion molar
2:1 1gG-Biot/STV, respectivamente. La ausencia de cambios espectrales observados
sugiere que la adicion del IgG-Biot no produce la precipitacibn o agregacion
descontrolada de la dispersion coloidal de dimeros de Au NRs indicando la estabilidad

de las NPs frente a las biomoléculas.
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Figura 6.12: Evolucion temporal del espectro de extincion de los Au NRs en presencia de una relacion

molar 2:1 Gliadina lgG-Biot / STV, respectivamente.

Una vez comprobada la estabilidad de los dimeros de Au NRs frente al

agregado de IgG-Biot, se realizaron los experimentos SERS para la deteccion directa

e indirecta de los anticuerpos. La figura 6.13 A muestra, los espectros SERS antes

(linea roja) y después (linea azul) de agregar Gliadina lgG-Biot a los dimeros de Au

NRs. Ademas, se muestra en linea de color negro, el espectro Raman de una solucion

acuosa de Gliadina IgG-Biot. La figura 6.13 B presenta los espectros SERS y Raman

obtenidos para Ara hl IgG-Biot. Los paneles C y D de la figura 6.13 son un zoom de

los paneles A y B, respectivamente, cuya discusion se realizara en la seccion

siguiente que corresponde a la deteccion directa de los 1gG-Biot.
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Figura 6.13: A. Espectro Raman de una solucién de 2,5 ug/mL de Gliadina 1gG-Biot (linea negra),
espectro SERS de dimeros de Au NRs en ausencia (linea roja) y presencia (linea azul) de gliadina
IgG-Biot. B. Espectro Raman de una solucion de 1,3 ug/mL de Ara hl IgG-Biot (linea negra), espectro
SERS de dimeros de Au NRs en ausencia (linea roja) y presencia (linea azul) de Ara hl IgG-Biot. C y
D. son los mismos espectros que el mostrado en el panel Ay B pero amplificando la region espectral
donde aparecen los modos Raman del IgG-Biot (lineas discontinuas), respectivamente.

Con el objetivo de detectar el evento de union IgG-Biot/STV mediante
espectroscopia SERS y corroborar que el IgG-Biot se encuentra efectivamente en la
region interparticula del dimero, se calculo el valor ACEF de la banda Raman a 1440
cm? (asignado a la molécula de Biot) después de agregar el anticuerpo de Gliadina
IgG-Biot a la dispersién coloidal de dimeros de Au NRs. Ademas, el valor obtenido de

ACEF se compard con calculos teoricos de EFEF.
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Es de esperar que, luego de agregar los IgG-Biot, el valor de ACEF de la sefial
Raman a 1440 cm! permanezca casi constante, dado que, aunque la Cgggrs activa d€
moléculas de Biot en el gap de los dimeros aumenta, también la Isgzgs deberia
aumentar en la misma proporcion. Es importante tener en cuenta que después de
agregar Gliadina 1gG-Biot, n = 3 0 n = 4 en la ecuacion. 6.2.4.1, dependiendo del
numero de moléculas de Biot presentes en la region interparticula del dimero. Es
decir, hay dos Biot que forman el puente molecular del dimero, mas una o dos
moléculas de Biot que pertenecen a la Gliadina IgG-Biot, dependiendo de si se unen
uno o dos IgG-Biot al dimero de Au NRs.

Se encontrd que los valores de ACEF luego de agregar Gliadina IgG-Biot
siempre disminuyen (con respecto a antes de agregar los 1gG-Biot). En la tabla 6.2
se muestra en las columnas 3 y 4, que los valores de ACEF disminuyen luego de
agregar el anticuerpo a los dimeros de Au NRs de 1,28x10° a 0,60x10° y 0,45x10°
paran =3y n =4, respectivamente. Para facilitar |la interpretacion de la tabla 6.2, en
la columna 2 y 9 se muestran los valores de ACEF y EFEF, respectivamente, que
corresponden a la Biot antes de agregar los 1gG-Biot. Cualitativamente, se observa el
mismo efecto cuando se agrega Ara hl IgG-Biot a los dimeros de Au NRs. En este
caso, el valor de ACEF disminuye después de agregar Ara hl IgG-Biot a los dimeros
de Au NRs de 1,28x10° a 1,09x10°® (n = 3) y a 0,80x10°8 (n = 4) (tabla 6.2, columnas

5y 6, respectivamente).
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Tabla 6.2: Valores de ACEF, EFEF y ESE (x108) calculados para la banda Raman a 1440 cm™. La
columna 1 es la f,; , la columna 2 los valores de ACEF antes de agregar los IgG-Biot, las columnas 3
y 4 los valores de ACEF después de agregar Gliadina IgG-Biot, las columnas 5 y 6 los valores de
ACEF para Ara hl IgG-Biot, las columnas 7 y 8 los valores ESE. Las columnas 9, 10 y 11 los valores
de EFEF.

fa Dimero Gliadina lgG-Biot ArahlIgG-Biot ESE EFEF

047 1,28 0,60 0,45 1,09 0,80 086 064 0,02 0,015 0,013

n: numero de moléculas de Biot localizadas en el gap de los dimeros de Au NRs

La disminucion en los valores de ACEF, luego de agregar los IgG-Biot a los
dimeros de Au NRs se atribuye a cambios en el gradiente de incremento del campo
eléctrico que experimentan las diferentes moléculas de Biot presentes en el hot spot.
Las moléculas de Biot unidas a la superficie de los dimeros de Au NRs formando el
puente molecular experimentan un campo eléctrico mayor (sumado a un incremento
guimico) que las moléculas de Biot de los IgG-Biot unidos a la molécula de STV (que
ademas no tienen incremento quimico). En la figura 6.14 se muestra una imagen de
campo cercano de la localizacion de las moléculas de Biot que forman el puente
molecular del dimero de Au NRs (cuadrados verdes) y de las que provienen de los

IgG-Biot (cuadrados negros).
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Figura 6.14. Imagen de campo cercano de un dimero Au NRs excitado en (A) 633 y (B) 696 nm. Los
cuadrados verde y negro son el volumen aproximado ocupado por las moléculas de Biot cuando estan
unida a la superficie del dimero de Au NRs y al IgG-Biot, respectivamente. En la imagen de campo el
dimero Au NRs esta unido con una configuracion paralela a los ejes mayores de cada Au NR y

orientado en el plano perpendicular al eje y.

En la figura se puede observar que las cuatro o tres moléculas de Biot
ubicadas en el gap del dimero (dependiendo de si se unieron 1 o 2 IgG-Biot) después
de agregar el IgG-Biot experimentan, en promedio, un campo eléctrico mas pequefio
que solo las dos moléculas de Biot presentes en el dimero Au NRs antes de agregar
los 19gG-Biot. Por lo que, para el calculo de EFEF se debe considerar la contribucién
de incremento de campo de cada una de las moléculas involucradas. En este sentido,

2x0,02X10%40,06X10°  2x0,02%x10°+2%0,06%x10°
paran =3yn =4, EFEF = . y ” donde, el

primer término del numerador es el nimero de moléculas de Biot que unen los Au
NRs multiplicado por su respectivo valor de incremento de campo eléctrico
(0,02 x 10°), mientras que, el segundo termino es el numero de moléculas de Biot
gue provienen de los IgG-Biot (1 0 2, para n=3 0 n=4, respectivamente) multiplicado
por su respectivo valor de incremento (0,06 x 10°). En el denominador, 3y 4 es el

numero total de Biot localizadas en el gap de los dimeros de Au NPs. Los valores de
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EFEF calculados paran = 3y n = 4 se muestran en la tabla 6.2, columnas 10y 11,
respectivamente; donde se puede apreciar que los célculos tedricos teniendo en
cuenta el incremento de campo cercano promediado espacialmente en la region

interparticula sigue la misma tendencia que los valores observados de ACEF.

Las diferencias entre los valores experimentales de ACEF para Gliadina y Ara
h1 IgG-Biot podrian atribuirse al proceso de biotinilizacion de cada anticuerpo (llevado
a cabo por su respectivo fabricante), donde no se puede controlar la cantidad de
moléculas de Biot que se unen a la IgG*. Sin embargo, se sabe que solo una de ellas
puede unirse a la STV del dimero Au NRs. Por lo que, para el célculo de ACEF se
considerd que solo hay una Biot por IgG-Biot y que esta se ubicada en el fragmento
de cristalizacién del IlgG-Biot. De esta manera, el nUmero minimo de moléculas de
Biot dentro del hot spot debe variar entre 3y 4 dependiendo de si 1 0 2 moléculas de
IgG-Biot se unen al dimero. Por otro lado, es importante destacar que, si hay mas de
una molécula de Biot por anticuerpo en el gap del dimero, el valor ACEF debe
disminuir proporcionalmente segun ec. 6.2.4.1, lo que respalda ain mas nuestro

enfoque indirecto destinado a la deteccién de IgG-Biot.

Como se mencioné anteriormente, los valores de ACEF determinados
experimentalmente incluyen contribuciones de mecanismos electromagnéticos y
guimicos, mientras que los valores de EFEF calculados tedricamente comprenden
solo el mecanismo electromagnético. Por lo tanto, para realizar una comparacion
directa entre los valores de ACEF determinados después de agregar los IgG-Biot con
los valores respectivos de EFEF, se introdujo un parametro adicional denominado
Incremento SERS Esperado (ESE, del inglés, Expected SERS Enhacement). El valor
de ESE tiene en cuenta el valor ACEF de la Biot del dimero de Au NRs (que incluye
una contribucidén quimica y electromagnética) mas el valor de EFEF calculado para la
Biot de los IgG-Biot, que no experimenta una contribucion quimica. Para n=3 y n=4

(2x1,28 x10°+ 0,06 x105) y (2x1,28 x10°+ 2x0,06 x10°)
3 4

ESE =

, donde el primer término

del numerador es el nimero de moléculas de Biot que unen el Au NRs multiplicado

por su respectivo valor de ACEF (1,28 x 10°), mientras que, el segundo término es el
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numero de moléculas de Biot que provienen de los IgG-Biot (1 0 2, para n=3 y n=4,
respectivamente) multiplicado por su respectivo valor de EFEF (0.06 x 10°). En el
denominador 3y 4 es el numero total de biotinas localizadas en el gap de los dimeros
de Au NPs. Los valores de ESE se muestran en la tabla 6.2, columnas 7 y 8 donde
se aprecia que estan en muy buen acuerdo con los valores de ACEF para ambos
lgG-Biot.

En resumen, la diminucién del valor de ACEF para la banda Raman a 1440
cm? después de agregar los IgG-Biot a los dimeros de Au NRs se atribuye al
gradiente de incremento del campo eléctrico dentro del hot spot de las NEs y en
consecuencia permite la deteccion indirecta, en cantidades picomolares, del evento

de unién del anticuerpo a la STV.

6.2.6 Plataforma SERS para la deteccion directa de anticuerpos biotinilados

En esta seccion se describe la deteccion directa de los IgG-Biot a través de la
aparicion (y célculos de factor de incremento) de sus respectivos modos Raman
caracteristicos al ser de agregarlos a los dimeros de Au NRs. Es importante destacar
gue, tanto la deteccién directa como la indirecta de los IgG-Biot se realiz6 a partir del
mismo experimento SERS. Los espectros Raman y SERS para ambos IgG-Biot se
muestran en la figura 6.13 (ver seccion previa) y las lineas negras discontinuas
sefialan la posicion espectral de los modos Raman caracteristicos de cada
anticuerpo. Para el caso de la gliadina 1gG-Biot, el modo Raman a 1200 cm™* se
asigna al estiramiento de la tirosina (v) Cp — Cy y la deformacion del anillo de la
histidina. El modo Raman que aparece es a 813 cm™ se asigna al anillo del triptéfano
(v)y Serina (v) C-C (figura 6.13 C, lineas discontinuas)?*#?. La tabla 6.3 compara los
valores de ACEF y EFEF a 813 y 1200 cm™! obtenidos después de agregar gliadina
IgG-Biot a los dimeros de Au NRs. Para los calculos se utilizd la ec. 6.4.2.1
considerando la posibilidad de que 1 o 2 IgG-Biot se localicen en la region

interparticula del dimero denotandolo comon =1 0 2 en la tabla 6.3, respectivamente.
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Tabla 6.3: Valores de ACEF (usando f;= 0,47) y EFEF (x10%) para los modos Raman caracteristicos

de los IgG-Biot obtenidos después de agregar las biomoléculas a los dimeros de Au NRs.

Gliadina lgG-Biot Ara hl IgG-Biot
813 cmt 1200 cm™? 969 cm? 1200 cm™?

n=1 n=2 n=1 n=2 n=1 n=2 n=1 n=2
ACEF 1,9 1,0 10,0 55 1,5 0,7 57 2,8
EFEF 1,3 1,3 1,7 1,6 1,0 1,0 1,7 1,6

n: representa el numero de IgG-Biot localizados en el gap de dimeros de Au NRs

Como se puede observar, los valores tedricos de EFEF estan en muy buen
acuerdo con los valores experimentales de ACEF para el modo Raman de 813 cm™,
mientras que, el acuerdo es menos satisfactorio para el modo 1200 cm de la Gliadina
lgG-Biot.

Para el célculo de EFEF se tuvo en cuenta que los aminoacidos asignados a
los respectivos modos Raman analizados, estan repetidos y distribuidos en todo el
volumen ocupado por el anticuerpo; por lo que, considerando lo anteriormente
mencionado, los valores del campo eléctrico en la region interparticula del dimero se
promediaron. Para tal fin, se tuvo en cuenta las dimensiones y el volumen ocupado
por el anticuerpo cuando esta unido a la molécula STV. En la figura 6.15 se muestra
una representacion esquematica de las dimensiones tipicas de una IgG la cual se
utilizé como molde para promediar el gradiente de campo eléctrico en el gap de los

dimeros.
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Figura 6.15: Representaciéon esquematica de las dimensiones de la inmunoglobulina G (obtenido de:

Protein Data Bank ID: 1IGY).

La figura 6.16 A muestra esqueméaticamente la localizacién de los anticuerpos
(T de color marrén) en el gap de los dimeros de Au NRs. El gradiente de incremento
de campo cercano dentro del espacio interparticula del dimero de Au NRs se muestra
en la figura 6.16 B, donde la circunferencia negra es el area ocupada por la molécula

de IgG-Biot.
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Figura 6.16: A. Representacion esquematica del volumen ocupado por la molécula de IgG-Biot cuando
se localiza en la region interparticula de un dimero de Au NRs el cual esta unido con una configuracién
donde sus ejes mayores estan paralelos uno al otro. B. Valores de incremento de campo cercano en

un plano perpendicular al eje y, donde la regiéon dentro de la linea negra representa el volumen

ocupado por la molécula de IgG-Biot.

De acuerdo con el enfoque implementado para representar el anticuerpo, la
diferencia observada entre los valores de ACEF y EFEF para el modo Raman a 1200
cm? podria atribuirse a una distribucion no homogénea de los aminoacidos que

contribuyen a este modo dentro del volumen de la Gliadina IgG-Biot.

Para el anticuerpo Ara hl, el modo Raman a 1200 cm! podria asignarse al
estiramiento de la tirosina (v) CB — Cy y la deformacion del anillo de la histidina,
mientras que, el modo a 969 cm™ al estiramiento C-C de histidina y &cido
glutamico?342 (figura 6.13 D, lineas discontinuas). En la tabla 6.3 se muestran, para n
=1y 2, los valores de ACEF y EFEF obtenidos para las bandas Raman a 1200 y 969
cm? después de agregar Ara hl IgG-Biot al dimero de Au NRs. Como se puede
apreciar, los valores calculados de EFEF ( tabla 6.3) estan en buen acuerdo con los
valores de ACEF determinado experimentalmente, lo que indica que la metodologia
empleada para estimar el volumen ocupado por los anticuerpos es apropiada. Es
importante mencionar que, en todos los calculos, se tuvo en cuenta la fraccién de
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dimeros formada. Ademas, los valores de ACEF para el modo Raman a 1200 cm™
son comparables para ambos anticuerpos. Esta observacion es consistente con el

hecho de que ambos anticuerpos son IgG vy, por lo tanto, su tamario es casi el mismo.

Por lo tanto, este analisis demuestra que la plataforma SERS disefiada y
sintetizada utilizando como moléculas puente Bioty STV permite la deteccidn directa,
en cantidades picomolares, de IgG-Biot a través de la aparicidbn sus modos Raman
caracteristicos en los respectivos espectros SERS. Cabe destacar que la deteccion
en tan bajas concentraciones es posible en virtud de los grandes incrementos de

campo cercano en el gap de los dimeros de Au NRs.

6.3 Conclusiones

En este capitulo se presento el disefio e implementacion de una metodologia
para la fabricacién de dimeros Au NRs unidos por sus respectivos ejes mayores con
un rendimiento relativamente bueno, es decir, con una fraccién de dimeros de 0,47.

Los dimeros de Au NRs se emplearon como sustrato SERS para la deteccion
directa e indirecta de Gliadina IgG-Biot y Ara hl IgG-Biot, de gran relevancia en la
ciencia de los alimentos. Por un lado, la deteccion directa de los IgG-Biot se realiz6 a
través de la aparicion de las bandas Raman caracteristicas de los aminoécidos que
contienen los IgG-Biot luego de agregarlos a los dimeros de Au NRs, lo que, en
paralelo proporciona evidencia de la union del anticuerpo con la STV del dimero. Los
valores de ACEF determinados para los caracteristicos modos Raman de ambos IgG-
Biot estan en el orden de 1x103. Los valores de EFEF se obtuvieron promediando el
gradiente de campo eléctrico en el volumen y localizacién en el que se espera que se
encuentre el anticuerpo mostrando un muy buen acuerdo con los datos
experimentales. La buena correlacion entre teoria y experimentos apoya la
interpretacion de la union de los IgG-Biot a los dos sitios disponibles de la molécula
de STV.
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Por otro lado, el método de deteccion indirecto se basa en la disminucion del
valor de ACEF para el modo Raman de la Biot después de la union de los IgG-Biot a
la molécula STV. La correlacion entre los valores de ACEF con los de EFEF indica
gue la disminucién del factor de incremento se puede atribuir al gradiente del campo
eléctrico dentro del gap del dimero de los Au NRs donde se espera que se localizan
las moléculas de Biot. Ademas, se debe considerar que las moléculas de Biot que
forman parte del puente molecular presentan contribuciones quimicas a la respuesta
SERS, mientras que, la molécula de Biot del IgG-Biot solo presenta contribuciones
electromagnéticas.
La relevancia de este nuevo sustrato SERS, que combina las propiedades épticas de
campo cercano de dimeros de Au NRs con la capacidad de bioreconocimiento del
par Biot/STV, es que podria modificarse apropiadamente para estudiar directa e
indirectamente en el mismo ensayo diferentes biomoléculas relevantes, tales como,

antigenos, ADN u otros anticuerpos.

6.4 Publicaciones

El trabajo presentado en este capitulo dio lugar a la siguiente publicacion
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Chemistry C 2019 123 (38), 23577-23585. DOI: 10.1021/acs.jpcc.9b0297
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Capitulo 7

Fabricacion de nanoestructuras hibridas compuesta por NPs de

Fes0,4y oro para la fotodegradacion de azul de metileno.

7.1 Introduccidon

Actualmente, uno de los principales problemas ambientales en nuestro pais y
en el mundo es la contaminacion de las fuentes de agua natural. En la Argentina, la
agroindustria una de las principales actividades generadoras de residuos
contaminantes, tales como pesticidas, antibiéticos, entre otros'2. Por lo que, debido
a lo anteriormente mencionado, desarrollar nuevos materiales que permitan la
degradacion eficiente de contaminantes se presenta como una alternativa que

permitiria reducir impactos ambientales.

En ese sentido, en los ultimos afios, las NHs compuestas de 6xidos metalicos
y metales nobles se han investigado exhaustivamente principalmente debido a sus
caracteristicas multifuncionales, ya que permiten integrar las propiedades fisicas y
quimicas de cada material en un solo nano-objeto®>’. Las caracteristicas
multifuncionales de las NHs han permitido su aplicacion en diversos tépicos como la
biomedicina y la remediacién ambiental, entre otras®*2. En particular, fabricar NHs
compuestas por NPs de Fes04 y Au permite que la NH sea facilmente manipulable a
través de campos magnéticos debido a la presencia del semiconductor y a su vez,
gue presente un rendimiento fotocatalitico mejorado (en comparacion con el
semiconductor puro) debido a un aumento de la conversion de energia luminica en
energia quimica producto de la presencia de las Au NPs. Como consecuencia de las
propiedades constitutivas de estos materiales, este tipo especifico de NHs ha
mostrado un desempefio notable empleandolas como sustratos SERS o

fotocatalizadores heterogéneos reciclables magnéticamente*'’. Aunque todavia
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guedan preguntas abiertas, existe consenso sobre las razones fundamentales que

conducen a las mejoras en la actividad fotocatalitica®® %,

En el capitulo 1, seccidn 1.6 se definen dos mecanismos de transferencia de
energia llamados PIRET?-% e inyeccién de portadores de carga®’, responsables de
la mejora fotocatalitica inducida por plasmones. La ocurrencia del proceso de
inyeccion de electrones portadores de carga esta fuertemente dictada por el nivel de
energia de Fermi, mientras que el mecanismo PIRET implica condiciones menos

exigentes.

Desde el punto de vista de la fabricacion, en general, los métodos informados
actualmente para la preparacion NHs de Fe3Os-Au NPs implican dos pasos, donde
los iones Au (Ill) se reducen en presencia de NPs de FesO4 obtenidas por separado

en un primer paso.

Las metodologias mayormente empleadas para la fabricacion de NPs de
FesO4 son la coprecipitacion y sintesis hidrotermal, ambos enfoques involucran la
oxidacién parcial de las soluciones de Fe (11)?3°. La principal ventaja del método de
coprecipitacion es su simplicidad y que requiere de condiciones de temperatura
ambiente para efectuar la sintesis. Sin embargo, el control de las distribucion de
tamafio y forma de las NPs es relativamente pobre3??. El método de sintesis
hidrotermal implica reacciones a alta temperatura haciéndolo un enfoque mas
sofisticado que permite lograr un muy buen control de la forma y tamafio de la NP
magnética logrando distribuciones tipicamente centradas por debajo de 20 nm de
didametro, es decir, dentro del régimen de tamafio superparamagnético3. La oxidacion
parcial de Fe (ll) disuelto, y la posterior formacion de la fase sélida deseada constituye

la metodologia mas econémica para la preparacion de NPs de Fez043435,

La incorporacion de Au NPs a las NPs de Fe3Oa requiere de la reduccion de
iones Au (Ill), siendo el borohidruro de sodio, citrato de sodio y clorhidrato de
hidroxilamina los agentes reductores cominmente empleados 637, Dependiendo de

la estrategia de funcionalizacion de la superficie de las NPs de FesOa4 y de detalles
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especificos del procedimiento de sintesis, se pueden obtener NHs de Fez04-Au NPs

con dos morfologias principales: niicleo-coraza o nucleo-satélite.

Con respecto a las propiedades fotocataliticas de las NHs nucleo-coraza,
compuestas respectivamente de un nucleo de FesO4 y cubiertas por una coraza
relativamente homogénea de Au NPs, se ha demostrado con éxito su capacidad de
degradar compuestos organicos como el 4-nitrofenol y otros colorantes®®. En
contraste, las propiedades fotocataliticas de las NHs nucleo-satélite, compuestas solo
de FesO4 (nucleo) y rodeado de Au NPs distribuidas aleatoriamente (satélite), aun no
se han estudiado en profundidad. Ademas, de que hay escaza literatura previa que
incluya simulaciones electrodindmicas realizadas para lograr una comprensién mas
profunda de los datos experimentales con respecto a la actividad fotocatalitica de una
NH dada.

En este capitulo se presenta una nueva metodologia para fabricar NHs de
Fes0s-Au NPs. La caracterizacion estructural y morfologia de las NHs fabricadas se
llevé a cabo por TEM, SEM y XRD (de polvos). Como prueba de concepto, se
investigaron las propiedades fotocataliticas de las NHs Fes3Os-Au obtenidas
analizando la fotodegracién del azul de metileno mediante espectroscopia UV-Vis. El
azul de metileno es compuesto organico ampliamente utilizado en la agroindustria por
sus propiedades antisépticas. En la acuicultura se lo emplea para tratar peces
infectados con protozoarios y en la ganadera como ingrediente de productos
antifingicos*%-42, Por otro lado, ademas de los resultados experimentales obtenidos,
mediante simulaciones electrodinamicas utilizando el método de DDA“® se realiz6 una
comprension cualitativa de la mejora en la respuesta foto-degradativa de las NHs con

respecto al material semiconductor puro.
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7.2 Resultados y Discusion

7.2.1 Sintesis y caracterizacion morfolégica de las NHs Fe3zOs-Au NPs

La sintesis de NHs involucra 2 pasos principales; el primero, mediante sintesis
hidrotermal, la fabricacion de las NPs de Fe3O4 obteniendo una dispersion coloidal de
color amarrillo (capitulo 2, seccién 2.2.3). El segundo, utilizando como material de
partida las NPs de magnetita y borohidruro de sodio como agente reductor del Au(lll),
sintetizar las NHs Fe3Os-Au NPs (capitulo 2, seccién 2.2.4). Luego utilizando las
propiedades magnéticas de las NHs se llevo a cabo su purificacién precipitandolas
con un iman y resuspendiendolas en agua ultra pura. La figura 7.1 representa
graficamente las etapas de la sintesis y el cambio de color que ocurre cuando se
incorpora Au a las NPs de Fe3Oa.

Purificacién

Fes0, Fe,0,-Au NPs ,

Agitacion vigorosa L .
Precipitacion Re suspension

+ HAuCl, 4 NaBH, ) ) )

[ | J
|
Cambio de color de anaranjado/amarillo a opaco /

iman

Figura 7.1: Representacién esquematica del proceso de fabricacién y purificacion de las NHs FezOs-
Au NPs.

Inicialmente la dispersion coloidal de NPs de Fes0a4 es de color amarillo-marrén
y luego de la reduccion de los iones Au (lll) el color de la dispersion es gris. Es
importante mencionar que, el hecho de poder separar magnéticamente la dispersion
coloidal y ademas observar (a simple vista) que el sobrenadante es transparente,
permite concluir cualitativamente que las NHs mantienen las propiedades de la

magnetita y ademas el Au esta adsorbido sobre las NPs de Fe3Oa.
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La figura 7.2, paneles A y B, muestra imagenes TEM representativas de las
NPs de FesOas y de las NHs Fe304-Au NPs, respectivamente.
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Figura 7.2: Imagenes TEM representativas de las NPs de Fez04 sintetizadas hidrotermalmente (panel
A) y NHs compuestas por Fez04-Au NPs (panel B). Los paneles C y D muestran histogramas de la
distribucion del tamafio de las NPs de FezO4 y NHs FesOs-Au NPs respectivamente. En el panel D, las
barras rojas corresponden al tamafio de las NPs de FesOs mientras que las barras azules

corresponden al tamafio del componente Au de la NH.

En una primera inspeccion de la figura 7.2 A, se observa que las NPs de Fe304
preparadas presentan distribuciones de forma y tamafo relativamente amplias que

pueden atribuirse al proceso de formacion de la fase de 6xido de hierro magnético.
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En la metodologia empleada, la formacion de NPs de Fe3Oas implica varios pasos
diferentes, inicialmente la formacion de Fe(OH) 2 sélido, su conversion en un éxido de
color verde que contiene cationes de hierro (II) y (lll), su disolucion y posterior
precipitacion como Fes3O4. Ademas de estos procesos, las distribuciones finales de
tamafio y forma de las NPs de Fes304 obtenidas también dependen en gran medida
de si el crecimiento de los cristales de Fe3Os sigue mecanismos clasicos 0 no
clasicos**. De hecho, todos los fenémenos mencionados anteriormente deberian
tener un impacto en el producto. Sin embargo, determinar el mecanismo de
crecimiento cristalino y las variables clave que controlan la formacion de las NPs

FesOa4 estd mas alla del alcance de este capitulo.

El analisis estadistico de la distribucion de tamafio, obtenido a partir de las
imagenes TEM y sobre la base de contar mas de 100 NPs, revela una distribucion
gaussiana del tamafio NPs de Fe3O4 cuyo valor medio se centra alrededor de 60 nm
de didmetro (figura 7.2 C). En la figura 7.2 B se puede apreciar claramente la
presencia de NPs pequefias y casi esféricas con un contraste electronico
sustancialmente mayor que el de las NPs de FesOa, este hecho se atribuye a la
presencia de Au NPs, ademas de las NPs de Fe3O4 mencionados anteriormente. En
la imagen también se puede observar que las Au NPs parecen estar distribuidas
aleatoriamente en la superficie de las NPs de Fes0a4, lo que se asemeja a la llamada
morfologia nucleo-satélite empleada en la literatura para describir este tipo particular
de NHs. El andlisis estadistico, a partir de las imagenes TEM y contando mas de 100
NEs, indica que la distribucion del tamafio de las NPs de FesOs4 permanece
practicamente sin cambios después del proceso que conduce a la formacién de las
NHSs, es decir, la nucleacion heterogénea de Au sobre la superficie de FesOa4 (figura
7.2 D, barras rojas). Ademas, el analisis estadistico de la distribucién de tamafio de
las Au NPs indica que estas presentan un diametro promedio de 15 nm (figura 7.2 D,

barras azules).
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La caracterizacion morfologica de las NPs de FesOs y NHs utilizando
microscopia SEM (figura 7.3) verifican lo descripto anteriormente a través de las
imagenes TEM. En la figura 7.3 B, se puede observar que las NPs de FeszOa iniciales
(figura 7.3 A) luego de la reduccion de los iones Au (lll) presentan en su superficie
pequefias Au NPs. A modo ilustrativo, en la figura 7.3 B, se sefiala con flechas rojas

algunas Au NPs que componen la NH.

Figura 7.3: Imagenes SEM representativas de las NPs de Fez0s sintetizadas (panel A) y las NHs
Fes04-Au NPs (panel B). Las flechas rojas en el panel B sefialan algunas Au NPs que forman parte de
la NH.

7.2.2 Caracterizacion elemental y estructural de las NHs Fe3Os-Au NPs

El andlisis de la composicion quimica de los materiales sintetizados se realiz6
mediante espectrometria por dispersion de energias de rayos X (EDS). La figura 7.4
A, muestra una imagen SEM representativa de las NHs a partir de la cual se obtuvo
el mapeo de elementos EDS de las NHs. En la muestra se encontroé la presencia de
Fe y O elemental provenientes del 6xido de hierro representados como puntos de
color verde y rojo en los paneles B y C de la figura 7.4, respectivamente. Ademas, el
mapeo EDS indica la presencia de Au en la NH representado como puntos de color
amarillo (figura 7.4 D). Otra informacion cualitativa que se puede obtener a partir del
mapeo EDS es que los elementos que componen el material hibrido se encuentran

distribuidos homogéneamente en su superficie.
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Fe K series

O K series Au M series

Figura 7.4: A. Imagen SEM (panel A) e imagenes de mapeo de elementos EDS para B) Fe, C) Oy D)
Au de las NHs Fe30s-Au NPs sintetizadas. La barra de escala se aplica a todas las imagenes.

En contraste, en la figura 7.5 se muestra la imagen SEM y el respectivo mapeo
elemental EDS de las NPs de FesO4 donde se puede observar la presencia de
sefales correspondientes al Fe y O (color magenta y verde en paneles B y C,
respectivamente) y, por el contrario, la ausencia de sefales correspondientes a Au.
El panel D de la figura 7.5 muestra, en color celeste, la presencia de Si debido a que
se utilizd un sustrato de Si/SiO2 para soportar la muestra para su posterior analisis

elemental.
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Fe K series

O K series

Figura 7.5: A. Imagen SEM (A) y mapeo elemental EDS de las NPs de FesO4 para B) Fe, C) Oy D)
Si de las NPs de FesOs sintetizadas. La barra de escala se aplica a todas las imagenes. La sefial

correspondiente a Si se debe al substrato empleado para apoyar la muestra.

La estructura y la naturaleza cristalina de las NPs de FeszOs4 y NHs se
caracterizé mediante DRX de polvos. La Figura 7.6 muestra los patrones de DRX de
los polvos obtenidos de NPs de FesOs4 y NHs indicados como (a) y (b),
respectivamente. A modo comparativo, los datos de referencia para FesO4 (ICSD 01-
089-0691)*° y Au (ICSD 03-065-2870)* también se muestran en la parte inferior de

la figura como barras rojas y azules, respectivamente.
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Figura 7.6: Difractogramas de rayos X de polvos de NPs de Fe3O4 NPs (difractograma a) y NHs Fe3Oa-
Au NPs (difractograma b). El patron DRX de referencia de Fe3O4 (ICSD 01-089-0691) y Au (ICSD 03-
065-2870) también se muestran en la parte inferior de la figura como barras azules y rojas,

respectivamente.

El patron de difraccion que corresponde a las NPs de magnetita muestra picos
en 20 = 30,2, 35,6, 37,3, 43,2, 53,7, 57,2 y 62,8, que se asignan a las reflexiones de
las caras cristalinas (220), (311), (222), (400), (422), (511) y (440) del Fe3Os,
respectivamente. El hecho de que no se observen picos de difraccion que podrian
atribuirse a otras fases del 6xido de hierro o hidréxidos indica la ausencia de
impurezas en las NPs de Fes3Os sintetizadas. El patron de difraccion que corresponde
a las NHs Fes3Os-Au NPs muestra que ademas de los picos mencionados
anteriormente en 20 = 38,2, 44,5 y 64,7 hay picos que se asignan a las reflexiones
de los planos cristalinos (111), (200) y (220) del Au, respectivamente. Este analisis
sugiere que esta nueva metodologia de dos pasos implementada para fabricar NHs
tipo nuecleo-satelite de FesOs-Au NPs es adecuada. Ademas del hecho de que el
difractograma no presente otras reflexiones lo que indica la ausencia de impurezas

en la sintesis de las NHs.
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7.2.3 Caracterizacion optica de las NHs Fe3Os-Au NPs

Como se mencion6 en el capitulo 1, debido a las propiedades Opticas de NPs
plasmonicas se espera que la respuesta Optica de las NPs de Fesz0Os4 cambie
sustancialmente después de la reduccion heterogénea de las Au NPs en su
superficie, es decir, después de la formacion de las NHs tipo nlcleo-satélite de Fe3Oa-
Au NPs. La figura 7.7 muestra, en color negro, el espectro experimental de extincién
(normalizado a A=440 nm) de la dispersion acuosa de NPs de Fe3O4 que se asemeja
al espectro tipico reportado por la literatura previa*’. El espectro de extincién
correspondiente a las NHs fabricadas se muestra en la curva de color rojo, donde se
puede apreciar un hombro alrededor de A~560 nm superpuesto con el espectro de
las NPs de Fes04. Esta respuesta Optica se atribuye a la excitacion de las LSPR del

componente de Au que forma parte de la NH.

NPs de Fe,,O

extincion normalizada

q 374
0,4 - NHs Fe304—Au NPs
. Au NPs
0,2 - NPs de Fe,0, + Au NPs
0,0 Y T L T : T . T L T :
300 400 500 600 700 800 900

longitud de onda, nm

Figura 7.7: Espectros experimentales de extincion normalizados (a A=440 nm) correspondientes a las
dispersiones coloidales de NPs de FesO4 (curva negra), NHs de FesOs-Au NPs (curva roja), Au NPs
en ausencia de NPs de FesO4 (curva azul) y la suma de los espectros de las Au NPs y NPs de Fes3Oa4

(curva verde).
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Otra informacibn que se puede apreciar a partir de los espectros
experimentales es el aumento en la intensidad de extincion en el intervalo de 300-
400 nm en la NH con respecto a el espectro de las NPs de magnetita. Este hecho se
atribuye a las transiciones interbanda de las Au NPs presente en la NH. Ademas, se
puede observar que el espectro de extincion de las NHs presenta (hacia mayores A
con respecto al espectro de las NPs de magnetita) una cola espectral de mayor
intensidad de extincion. Esto puede deberse a la polidispersion de tamafios de las Au
NPs o bien a que puede haber algun grado de acoplamiento plasmaonico entre ellas

sobre la superficie de las NPs de Fe3Oa.

Para lograr una comprension mas profunda de la respuesta 6ptica global de
las NHs, en la figura 7.7 (curva azul) se muestra el espectro experimental de extincion
de una dispersion coloidal de Au NPs obtenido siguiendo el mismo procedimiento
empleado para preparar las NHs, pero en ausencia de las NPs de Fe304 dispersas
en el medio de reaccién. Este espectro presenta un valor maximo de intensidad de
extincion a A=522 nm caracteristico de las dispersiones coloidales de Au NPs como

consecuencia de la excitacion de la LSPR.

La figura 7.8 A muestra una imagen TEM representativa de las Au NPs
fabricadas usando el procedimiento anteriormente mencionado, en donde se puede
apreciar que las Au NPs presentan una forma casi esférica. El analisis estadistico, a
partir de las imagenes TEM, indica que las Au NPs sintetizadas tienen una
distribucién de tamafio gaussiana centrada en un valor de diametro promedio de 17,5
nm (figura 7.8 B).
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Figura 7.8: A. Imagen TEM representativa de las Au NPs obtenidas en ausencia de las NPs de Fe304

en el medio de reaccion. B. Andlisis estadistico de la distribucién de tamarfio de las Au NPs.

El andlisis de las imagenes TEM permite inferir que el tamafio y forma de las

Au NPs son similares a las obtenidas para el componente de Au de las NHSs.

Un hecho importante a destacar es que la posicién del maximo de la LSPR del
competente Au en el espectro experimental de extincion de las NHs (figura 7.7, curva
azul) se desplaza batocrémicamente alrededor de 40 nm con respecto al maximo
espectral observado en las Au NPs sintetizadas en ausencia de magnetita (figura 7.8).
Este efecto se atribuye a un mayor valor de la constante dieléctrica del entorno
guimico en el componente de Au en la NH por estar en contacto estrecho con el
material magnético, mientras que, las Au NPs aisladas estan rodeadas de agua
(capitulo 1, seccion 1.2). Este analisis proporciona evidencia de la estrecha

interaccion entre las NPs de Fe3Osy Au NPs que forman la NH.

Una manera complementaria de demostrar la estrecha interaccion Au/ FesOa4
en las NHs es comparando la suma de los espectros de extincion individuales de la
NPs de Fe3O4y Au NPs (figura 7.7 curva verde) con el espectro experimental de las
NHs. En la comparacion se puede observar que el espectro de extincidon resultante
de la suma de los espectros de extincién individuales de la NPs de Fe3Osy Au NPs

difiere sustancialmente del obtenido para las NHs FezOs4-Au NPs (figura 7.7, curva
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roja) proporcionando evidencia adicional de la interaccion de las Au NPs con las NPs

de Fe3z0O4 en el material hibrido.

7.2.4 Fotodegradacion de azul de metileno

Como se menciond anteriormente, se espera que las excitaciones de la LSPR

de las Au NPs que forman parte de la NH tengan un impacto en las propiedades

fotoactivas de este Ultimo y, en consecuencia, presentar un rendimiento fotocatalitico

superior a el material semiconductor puro.

La metodologia empleada para llevar a cabo los experimentos de fotocatalisis

se describe en el capitulo 2, seccién 2.10. La figura 7.9 muestra el resultado de estos

experimentos.
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Figura 7.9: Espectro de absorcion de una solucién acuosa 1x10° M de azul de metileno a diferentes

tiempos de irradiacion en ausencia de fotocatalizador (A) y en presencia de NPs de Fez04 (B) y NHs

de Fez04-Au NPs (C).
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Notese que, en la figura 7.9 paneles B y C se muestran los espectros del azul
de metileno luego de descontar espectro de las NPs de magnetita y las NHSs,
respectivamente. Por lo que, las relativamente pequefas diferencias en la intensidad
de absorcion de los espectros entre A~450-550 nm se atribuyen a la sustraccién de

la linea de base.

Comparando los 3 experimentos se aprecia que la intensidad de absorcion a
A=664 nm del azul de metileno disminuye en todos los casos de manera continua a
medida que el tiempo de irradiacion aumenta de 0 a 60 minutos. Este hecho, indica
gue esta ocurriendo un proceso de decoloracion del colorante. Sin embargo,
cualitativamente, al cabo de los 60 minutos de irradiacion de las muestras, la
condicion que presenta una menor intensidad de absorcion a A=664 nm es cuando
se utilizan las NHs. Este resultado indica, en primera instancia, un mejor rendimiento
fotocatalitico de las NHs con respecto al semiconductor puro y que surge como

consecuencia de las excitaciones de las LSPR del componente Au de la NH.

Una manera practica de comparar cuantitativamente el rendimiento
fotocatalitico del colorante en presencia y ausencia de los respectivos
fotocatalizadores es graficando, en funcion del tiempo de irradiacion, la relacion entre
la intensidad de absorcion a un dado tiempo t (It) y la intensidad inicial (lo), ambas
variables medidas a A= 664 nm. La figura 7.10 muestra la tasa de fotodegradacion
del azul de metileno en presencia de las NHs Fe3Os-Au NPs (cuadrados verdes), NPs
de FesO4 (cuadrados rojos) y el experimento control en ausencia de fotocatalizador

(cuadrados negros).
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Figura 7.10: Variacion de la absorcién normalizada a de azul de metileno con el tiempo de irradiacién
en presencia de NPs de Fes3O4 (puntos rojos) y NHs de FesOs-Au NPs (puntos verdes). Los datos del

experimento de control realizado para la solucién acuosa de azul de metileno se muestran en puntos

negros.

En la figura se observa que, en el experimento control y después de una hora
de irradiacion, la intensidad de absorcion de la molécula (a A= 664 nm) disminuye un
70% de su valor inicial. Al realizar el experimento en presencia de las NPs de Fe3Oa,
la tasa de fotodegradacion del azul de metileno se acelera y después de 60 minutos
de irradiacion su intensidad de absorcion decae un 75% de su valor inicial. En
contraste, para el mismo tiempo de irradiacion, cuando el ensayo se realiza en
presencia de las NHs en el medio de reaccion, la intensidad de absorcién del azul de

metileno disminuye un 90% de su valor inicial.

La mejora de la actividad fotocatalitica de las NHs con respecto a las NPs de
Fes0a4 se atribuye a las propiedades plasmoénicas del componente Au que dan lugar
a dos mecanismos de transferencia de energia, PIRET e inyeccion de portadores de
carga. Este incremento en el rendimiento de fotodegradacion del semiconductor
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debido a la presencia de los plasmones también se pueden encontrar en la literatura

como “fotosensibilizacion plasmonica” 4849,

Una pregunta que surge es si en ausencia de luz las NHs tienen la capacidad
de degradar quimicamente la molécula de azul de metileno. Esta inquietud se basa
en trabajos previos, donde se ha demostrado que Au NPs apoyadas en Oxidos
metélicos, tales como, MnO2, CeO:2 y Fe20s3 tienen la capacidad de producir
transformaciones quimicas exhibiendo actividad degradativa. En algunos casos, se
ha argumentado que el contacto entre el metal y el semiconductor podria actuar
activamente en el mecanismo de reaccion incrementando el ciclo de reacciones redox

debido a la estabilizacion de especies positivas del Au®°-52,

Para dar respuesta de que la mejora fotocatalitica observada por parte de las
NHs con respecto al semiconductor se debe a los mecanismos de transferencia de
energia y no a la mera presencia de las Au NPs, se llevaron a cabo experimentos en
condiciones experimentales idénticas a las presentadas en la figura 7.9 C pero sin
iluminacién. La figura 7.11 muestra los espectros de absorcién del azul de metileno
registrado a diferentes tiempos de incubacion en presencia de las NHs y sin
iluminacién. En la figura se observa que el espectro de la molécula permanece
practicamente sin alteraciones significativas después de varias horas sin iluminacion.
Estos datos proporcionan evidencia adicional de que los mecanismos de
transferencia de energia son los que mejoran la tasa de fotodegradacion del colorante
y no la mera presencia de las Au NPs en la superficie de las NHs. Notese que, los
espectros del azul de metileno ya tienen descontados el espectro de extincion inicial
de las NHs.
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Figura 7.11: Espectros de absorcion del azul de metileno a diferentes tiempos de incubacion en

presencia de las NHs sintetizadas y sin iluminacion.

7.2.5 Simulaciones electrodindmicas de las NHs

Esta seccion describe cualitativamente  mediante  simulaciones
electrodinamicas la mejora en la eficiencia de absorcién de luz del componente Fe304

del hibrido que surge como consecuencia de la incorporacién de Au NPs.

En el capitulo 1 seccion 1.6, se mencioné que los mecanismos PIRET e
inyeccion de portadores de carga requieren de la superposicion espectral y espacial
entre el material plasmoénico y el semiconductor. Por lo tanto, se espera que ambos
mecanismos estén presentes simultaneamente en los experimentos de fotocatélisis
efectuados con las NHs. En este sentido, empleando espectroscopia de absorcion

transitoria y calculos tedéricos, el trabajo de Wu, et al.>3 sugiere que en materiales con
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relativamente grandes superposiciones espectrales la mejora en la actividad
fotocatalitica se debe principalmente al mecanismo PIRET. Esta afirmacién esta
respaldada por el hecho de que la eficiencia del mecanismo de inyeccion de
portadores de carga es generalmente <10% de la absorcion luz®*. Al aplicar este
razonamiento al material fabricado en este capitulo, se esperaria que PIRET sea el
principal mecanismo que mejora la actividad fotodegradativa observada en la NH.

Para lograr una mayor comprension de la actividad fotocatalitica mejorada de
las NHs tipo nuecleo-satelite FesOs-Au NPs se realizaron simulaciones de campo
lejano y cercano de estas NEs empleando el método de DDA. La figura 7.12 A
muestra una imagen TEM representativa de las NHs sintetizadas donde se puede
apreciar la morfologia nucleo-satélite con mas detalle. En base a esta caracterizacion,
la NH propuesta tipo ndcleo-satélite se utiliz6 como molde para simular un nano-
objeto de forma y dimensiones comparables. La NE modelada (figura 7.12 B) consta
de 1 esfera de Fe3O4 de 60 nm de didmetro en contacto con seis hemiesferas de Au
de 15 nm de diametro separadas a 90° entre si, es decir, orientadas a lo largo de los
ejes £ x, £ y y + z; donde el origen del sistema de coordenadas esta en el centro de
la esfera de Fes0a. Las dimensiones empleadas para simular la NH tipo nacleo-se
obtuvieron a partir del analisis estadistico de la distribucion de tamafio de ambos
componentes que integran el hibrido (figura 7.2 D). El nimero de dipolos (N)
empleados en el método para modelar las NHs se varié de 1,1x10° a 1,4x10° de
acuerdo con las dimensiones reales de tal manera que se establecié un espaciado
entre dipolos de 1 nm. La constante dieléctrica dependiente de la longitud de onda de
las NPs de Fe3Os y Au NPs se obtuvo de las referencias [55] y [56],
respectivamente®>%6, El indice de refraccion del medio ambiente se establecié en 1,33

gue corresponde al agua.
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Figura 7.12: A. Imagen TEM representativa de las NHs tipo nucleo-satélite FesOs-Au NPs B.
Representacion grafica del modelo computacional empleado para simular sus propiedades 6pticas. C.
Espectro de eficiencia de extincion simulada (eje y izquierdo) de NPs de FesOa4 (curva verde) y de NHs
Fes04-Au NPs (curva azul). Las curvas negra y roja muestran los espectros experimentales de
extincion normalizada (eje y derecho) de las dispersiones coloidales de NPs de Fe3Os4 y NHs FesOa-

Au NPs, respectivamente.

El espectro simulado de eficiencia de extincion de una NP esférica de Fe3O4
de 60 nm de didmetro (sin Au) y de la NH se muestra en curvas de color verde y azul
en la figura 7.12 C, respectivamente. Los valores de eficiencia de extincién para la

NP de Fes304 son relativamente grandes a A~ 400 nm decayendo considerablemente
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para las A de 450 a 550 nm, luego permanecen aproximadamente constante entre las
L de 600-700 nm. El espectro de eficiencia de extincion de las NHs muestra
caracteristicas similares al de la NP de Fes04 y ademas, un hombro pronunciado
centrado a A~550 nm.

Cualitativamente los espectros simulados capturan las caracteristicas mas
significativas observadas en los espectros experimentales de las dispersiones
coloidales de NPs de FeszOs4 y NHs FesOs-Au NPs, que se muestran a modo
comparativo en curvas negras y rojas de la figura 7.12 C, respectivamente. Las
similitudes entre los espectros simulados y experimentales sugieren que el nano-
objeto modelado es adecuado para simular las propiedades Opticas de las NHs
sintetizadas. Las diferencias cuantitativas entre los espectros simulados vy
experimentales se atribuyen principalmente a la presencia de agregados mas
grandes formados por varias NHs que presentan valores de seccion eficaz de
dispersion mayores y en consecuencia un mayor valor de intensidad de extincién.

Como la eficiencia de absorcién es la propiedad éptica de interés para analizar
el rendimiento fotocatalitico de las NHs de Fe3Oas-Au NPs la figura 7.13 muestra el
espectro de eficiencia de absorcion simulado de una NP de Fes3O4 esférica de 60 nm
de diametro (curva negra discontinua) y de la NH (curva negra).
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Figura 7.13: (A) Espectro simulado de eficiencia de absorcion de NHs de Fez04-Au NPs (curva negra)
junto con las respectivas contribuciones de los componentes FesO4 (curva roja) y Au (curva azul). La
curva discontinua de color negro muestra la eficiencia de absorcion simulada para una nanoesfera de

Fesz04 con un diametro igual a la NP de Fe304 que forma parte del hibrido.

Al comparar los espectros de eficiencia de absorcion con los espectros de
eficiencia de extincion (figura 7.12 C) se aprecia que presentan una gran similitud
entre ellos. Esto se debe a que los valores de eficiencia de dispersion para una NH
Unica son pequefios y casi constantes en el intervalo de longitudes de onda
estudiado.

Al utilizar la ec. 7.2.5.1 obtenida en un trabajo previo de nuestro grupo de
investigacion, es posible calcular el espectro de eficiencia de absorcion (Qg,s;) para

cada componente de la NH, es decir, las contribuciones del Au y la Fez04.26

La Qqps,; €sta dada por:
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_ kim(e(D)

Qabs,i = J, JE@i) |? dr (7.2.5.1)

Cgeom |Eo |2

donde Im(e(4)) es el valor de la parte imaginaria de la constante dieléctrica
dependiente de la longitud de onda A del material en la posicion ri, Cgeom €S €l area

proyectada de la NH perpendicular a k (vector de propagacion de la onda) y E(ri) es
el valor de campo eléctrico calculado en cada posicion del dipolo ri. Ademas, la
integral es calculada sobre el volumen V; que ocupa el material i. En este caso i
representa a la NP de Fe304 de 60 nm de didmetro o las 6 hemiesferas de Au de 15
nm de diametro de acuerdo con el nano-objeto modelado para representar a las NHs.
La figura 7.13, curva azul, muestra el espectro de eficiencia de absorcién del
componente Au de la NH donde se puede observar una banda espectral centrada a
A ~ 570 nm que se atribuye a la excitacion de la LSPR. El espectro de eficiencia de
absorcién del componente magnético de la NH mostrado en la figura 7.13 curva roja,
es cualitativamente bastante similar al de una nanoesfera aislada de Fe3O4 de 60 nm
de diametro (lineas discontinuas de color negro en la figura 7.13). Sin embargo, se
aprecia que en el intervalo de A=500-650 nm, los valores de eficiencia de absorcion
para el componente FesO4 que forma parte de la NH son notablemente mayores que
los valores correspondientes para la nanoesfera de FesOa (sin Au NPs). Este intervalo
de A (500-650 nm) se superpone con la A de excitacion de la LSPR del componente
Au de la NH. Esta notable coincidencia sugiere que el Au que forma parte de la NH y
gue esta en contacto con la NP de Fe3Oas deberia estar generando a través de un
mecanismo de transferencia de energia el incremento en la eficiencia de absorcién
del semiconductor. Este aumento en el valor de eficiencia de absorcién de luz por
parte de la magnetita que forma parte del hibrido, y la consiguiente generacion de
pares electron-hueco explica, en parte, su mejor rendimiento fotocatalitico con

respecto al semiconductor aislado.
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La pregunta que surge es como el material plasmoénico en contacto con la
magnetita hace que esta Ultima tenga una mayor eficiencia de absorcién y, por ende,
un incremento en la actividad fotocatalitica.

Para dar respuesta a la pregunta se simularon las propiedades de campo
cercano de las NEs involucradas. En particular, para las NHs los incrementos de
campo cercano generados por la excitacion de las LSPR del componente Au
producen campos eléctricos mas grandes dentro del nlucleo de Fesz04 que a su vez,
le otorgan una mayor eficiencia de absorcién al semiconductor. Esto es posible ya
que la superficie de las Au NPs y la de la magnetita en la NH estan en estrecho
contacto. El efecto del componente plasmonico sobre las propiedades de absorcién
del FesO4 se pueden apreciar en la figura 7.14, donde se muestran imagenes de
campo cercano para una nanoesfera de FezO4 de 60 nm de diametro (panel A) y para

la NH tipo nuecleo-satelite ya descripta anteriormente (panel B).

Figura 7.14: Valores de incremento de campo cercano para una nanoesfera de Fez04 de 60 nm de
diametro (A) y para una NH tipo nuecleo-satelite de FezO4-Au NPs (B), en el plano y — z (x = 0). Las
dimensiones de la NH se describen en cuerpo del capitulo. Para el la imagen de campo cercano se
utilizé una luz incidente de longitud de onda de 570 nm polarizada linealmente a lo largo del eje y y la

barra de escala de intensidad se aplica a ambos paneles.

Para este conjunto de calculos, la luz incidente, con una longitud de onda de
570 nm, se propaga a lo largo del eje x y se polariza linealmente a lo largo del eje y.
La imagen de campo que corresponde a la nanoesfera de magnetita muestra que el

campo eléctrico es practicamente constante en toda su superficie (panel A). En
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contraste, en el panel B, la presencia del componente Au en la NH produce
incrementos de campo cercano como consecuencia de las excitaciones de LSPR.
Estos incrementos de campo cercano no solo ocurren en el entorno local sino también
dentro del nucleo de FesOa4, y particularmente es mas intenso en aquellas regiones
mas cercanas a las Au NPs. En consecuencia, los incrementos de campo producidos
por el componente Au conducen a una eficiencia de absorcion de luz mejorada en el
nacleo de FesOa. Este resultado, estd en acuerdo con las simulaciones de campo
lejano mostrada en la figura 7.13 curva roja, donde se puede apreciar una mayor
eficiencia de absorcion de la NP de la magnetita que forma parte del hibrido con

respecto a la nanoesfera de FesOa.

7.3 Conclusiones

En este capitulo se presentd un nuevo método simple y de 2 pasos para
sintetizar NHs. Se determino a partir de las diversas caracterizaciones que las NHs
sintetizadas presentan una morfologia tipo nuecleo-satelite compuesta
principalmente de un nudcleo esférico de FeszO4 con un tamafio medio de 60 nm de
didmetro rodeado de Au NPs también de forma casi esféricas y con un tamafio medio
de 15 nm de didmetro.

El rendimiento fotocatalitico del material hibrido fabricado fue estudiado
utilizado como molécula prueba azul de metileno, un antifingico de interés
agroindustrial. Se encontré que las NHs presentaron, con respecto a las NPs de
Fes04 puras, propiedades fotocataliticas mejoradas para la fotodegradacién del
colorante. Esta mejora en la fotoactividad se atribuy6 a las excitaciones de la LSPR
del componente Au que forma parte de la NH.

A partir de las imagenes TEM, se obtuvieron las caracteristicas morfologicas y
dimensiones de las NPs de Fe3Os y NHs FesOs4-Au NPs sintetizadas. Estas
caracteristicas se emplearon para modelar nano-objetos que representen a las NEs
fabricadas y permitan simular sus respectivos espectros de extincion empleando el

método de DDA. Cualitativamente se encontré un excelente acuerdo entre los
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espectros de extincion experimentales y simulados de los materiales fabricados y
disefiados, respectivamente. Este hecho, indica que el modelo simplificado mostrado
en este capitulo para representar a las NHs tipo nuecleo-satelite de Fe3Os-Au NPs
captura sus caracteristicas morfolégicas mas significativas y es adecuado para
simular sus propiedades Opticas.

La contribucion de la absorcion a la extincion, tanto de la NP de FesOs y las
Au NPs que forman parte de la NH asi como de las NPs de Fes04 puras se obtuvo a
partir de sus respectivos espectros de extincion simulados y empleando una
expresion mateméatica desarrollada por nuestro grupo de trabajo. A partir de esta
deconvolucion se demostré que en el intervalo de A=500-650 nm el componente
Fes04 de las NHs presenta una eficiencia de absorcion mejorada con respecto a las
NPs de Fe3Os puras (sin Au). A través de simulaciones de campo cercano se
demostré que esta eficiencia de absorcion mejorada del componente FesO4 de la NH
se debe a que el material magnético (que forma parte de la NH) experimenta un
incremento en el campo cercano que surge como consecuencia de las excitaciones
de la LSPR del Au plasmonico presente.

Es importante mencionar que el mecanismo de transferencia de energia de
inyeccién de portadores de carga también podria tener lugar luego de la excitacién
de las LSPR, sin embargo, en base a la literatura previa se conoce que este
mecanismo tiene una eficiencia menor al 10%.

Los resultados presentados en este capitulo proporcionan informacién
adicional para una comprension mas profunda de las propiedades fotoactivas
mejoradas de las NHs. Ademas de contribuir, como punto de partida, al desarrollo de
nuevos materiales que permitan la fotodegradacion eficiente de otros colorantes para

reducir impactos ambientales.

Por ultimo, se destaca la importancia de considerar su morfologia real en
simulaciones electrodinamicas para lograr una mejor comprension de sus

propiedades fotoactivas mejoradas.
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Capitulo 8

Conclusiones generales

A lo largo de este trabajo de tesis se estudiaron de manera detallada los
fendmenos plasmoénicos que surgen de la excitacion LSPR y cémo pueden ser
utilizados para disefiar nanodispositivos capaces de detectar 6pticamente o

fotodegradar moléculas de interés agroalimenticio.

Se fabricaron sustratos plasmoénicos o materiales hibridos se recurrieron a
distintas estrategias de sintesis y biofuncionalizacion. Se demostré que las
biomoléculas, y en particular las proteinas, poseen un gran potencial para la
funcionalizacion de NPs y la construccion de NEs debido a su especificidad,
versatilidad y su naturaleza multivalente. Ademas, permiten controlar la distancia,
fuerza de interaccion, y la posicidbn geométrica de la NPs en la NE fabricada. Por otra
parte, la bioafinidad de biomoléculas tales como el par STV-Biot permite que el

sustrato tenga la capacidad de reconocimiento molecular especifico.

A partir de la comparaciéon entre experimentos y teoria, en conjunto con
modelos matematicos apropiados, se interpretdé el comportamiento éptico de los
sistemas, se determiné para dispersiones coloidales las distintas concentraciones y
fracciones de cada una de las poblaciones de NEs presentes en los sistemas de

estudio.

En el capitulo 3, utilizando espectroscopia UV-Vis, se describié un nuevo
enfoque plasmonico para estudiar la cinética de unidn de las interacciones proteina-
ligando en presencia de Ag NPs siguiendo el proceso de dimerizacion de Ag NPs.
Para ilustrar y probar el método se estudié como modelo la cinética de interaccién del
par Biot-STV. A partir de los espectros experimentales de extincion, sus respectivas
simulaciones electrodinamicas y en conjunto con un modelo matematico adecuado,

se determind la evolucion en el tiempo de la concentracién de dimeros [D]. Luego,
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utilizando la [D], un software cinético y postulando un apropiado mecanismo de
reaccion, se dilucidaron las constantes de velocidad de reaccion para los diferentes
pasos que involucran interacciones de proteinas o NP-proteina. Los datos cinéticos
demostraron ser consistentes con un mecanismo de reaccion complejo en el que solo
las Ag NPs unidas al IgG-Biot ubicado en un sitio de STV especifico son capaces de
formar dimeros. La relevancia de este nuevo enfoque plasménico es que podria ser
una metodologia muy versatil, simple y directa para estudiar las interacciones de
proteinas por medios Opticos. Ademas, el presente procedimiento puede modificarse
adecuadamente para estudiar muchas interacciones antigeno-anticuerpo relevantes,
gue son de suma importancia para fomentar la comprension actual de muchos
procesos en biologia celular, para mejorar los métodos de prueba de descubrimiento
de farmacos y sensores de biodeteccion de afinidad para el monitoreo y diagndstico

de enfermedades con aplicacion en investigacion y a nivel industrial.

En el capitulo 4 se extendio la aplicacién de un método analitico desarrollado
previamente por nuestro grupo de trabajo, ultrasensible y libre de enzimas para la
deteccion de antigenos denominado Intensity Depletion Immunolinked Assay (IDILA).
En este capitulo se demostr6 que la metodologia se puede aplicar utilizando
diferentes diametros de Ag NPs (58 y 78 nm). Ademas, los experimentos realizados
permitieron detectar gliadina, un antigeno de suma importancia en la enfermedad
celiaca. Los resultados obtenidos fueron comprados con ELISA, la técnica estandar
homologada por el Cédigo Alimentario Argentino para tal proposito. Se demostré que
el ensayo IDILA es al alrededor de 1000 o 10000 veces mas sensible que ELISA,
teniendo también limites de deteccion méas bajos dependiendo de las condiciones
experimentales (fraccion de dimeros y tamafio de Ag NPs). Utilizando las condiciones
adecuadas, el ensayo IDILA fue capaz de detectar concentraciones picomolares del
antigeno, ademas de ser robusto, fiable, econémico, rapido (alrededor de 2 horas) y
de facil implementacion utilizando el equipo estandar y los reactivos biomoleculares

empleados para el ELISA.

En el capitulo 5, se presentd una nueva figura de mérito denominada Factor

de Incremento de la Concentracion Activa (ACEF). La figura de mérito ACEF solo

271



tiene en cuenta la concentracion activa de moléculas de DA alojadas en el “hot spot
de los agregados de Au NPs. Con el valor de concentracion “activa” de DA se
determind experimentalmente el valor de ACEF y se comparé con los valores
proporcionados por AEF. Esta comparacion demostré que los valores de AEF
dependen en gran medida de la concentracién analitica de DA, mientras que, los
valores de ACEF son practicamente independientes a esta. Este resultado se

respaldé mediante el acuerdo con simulaciones electrodinamicas de campo cercano.

En el capitulo 6, se realizd la deteccién directa e indirecta, mediante
espectroscopia SERS, de cantidades picomolares de los anticuerpos biotinilados
Gliadina IgG y Ara hl IgG de gran interés en la ciencia de los alimentos. Como método
directo se detectaron los modos Raman caracteristicas de los IgG-Biot. Como método
indirecto, debido a cambios de los valores de ACEF del modo Raman de la Biot antes
y después de agregar los IgG-Biot, los cuales se unen a la molécula de STV ubicada
en el gap de los dimeros de Au NRs. Ademas, los resultados experimentales
respaldados mediante simulaciones electrodinAmicas destacan la importancia de
tener en cuenta no solo el gradiente de incremento de campo cercano dentro del “hot
spot” de los Au NRs, sino también, el volumen ocupado y localizacion de las
biomoléculas estudiadas. La presente estrategia de bioconjugacion basada en la
interaccion Biot/STV combinada con las propiedades Opticas de campo cercano de
dimeros de Au NRs demostré ser una metodologia simple y directa para estudiar, en
el mismo ensayo, muchas biomoléculas relevantes de manera directa o indirecta por

espectroscopia SERS.

Finalmente, en el capitulo 7, se describe un método de dos pasos para la
preparacion de NHs de FesOs-Au NPs en medio acuoso. El material obtenido
presentd una morfologia de nucleo-satélite compuesto principalmente por un ndcleo
de Fe304 de 60 nm decorado por Au NPs de 15 nm. Mediante experimentos de
fotocatalisis se determin6 que las NHs sintetizadas exhiben capacidades mejoradas
con respecto a las NPs de FesOa puras para la fotodegradacion del azul de metileno,
un antiséptico utilizado ampliamente en la ganaderia y acuicultura. Mediante

simulaciones electrodinamicas se logré una mayor comprension de las propiedades
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fotocataliticas mejoradas de las NHs de FesOas-Au. Los resultados mostraron que la
excitacion de las LSPR del componente Au en la NH conducen a una mayor absorcion
de luz en el nicleo de FesO4, lo que finalmente repercute en las propiedades
fotocataliticas mejoradas de la NH. Los resultados presentados en este capitulo
contribuyen a entender con mayor profundidad las propiedades fotoactivas mejoradas
de NH y constituyen un punto de partida para al desarrollo de nuevos materiales que

permitan la fotodegradacion de otros colorantes para reducir impactos ambientales.
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