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DESCRIPCION

Chip sensor con particulas no metélicas conectadas que comprenden un revestimiento metélico.
Campo técnico

La presente invencidn versa acerca de un chip constituido por una capa de particulas no metélicas con un reves-
timiento metalico, un procedimiento para preparar dicho chip, un dispositivo éptico constituido por dicho chip y un
procedimiento analitico que utiliza dicho chip.

Técnica antecedente

La mayoria de los procedimientos bioanaliticos actuales, como los inmunoensayos o los ensayos de hibridacién,
requieren el uso de marcas, tales como marcas fluorescentes, para la deteccidn del analito. Sin embargo, el uso de
dichas marcas no es deseable por un nimero de razones: la necesidad de lavar la muestra antes de la medicién lleva
mucho tiempo y puede también evitar la observacion de interacciones transitorias, eventos de aglomeracién de baja
afinidad y cinética de aglomeracién. Ademas, la introduccién de marcas es cara y puede alterar el sistema bioldgico
que se estd estudiando de una forma no deseable y a veces impredecible. Finalmente, un conocimiento insuficiente de
la eficacia del marcado puede resultar en resultados falsos en el andlisis biomédico.

Una técnica que permite la deteccidn sin marcas de un analito implica la resonancia de plasmén superficial (SPR).
El plasmon superficial es una onda de propagacion de electrones libres que oscilan de manera colectiva en una interfaz
entre una pelicula metélica delgada y un material dieléctrico. Dado que la propagacién de la onda estd influenciada
por la constante dieléctrica en la interfaz, se pueden detectar mediante sensor los procesos de adsorcién en la interfaz.
Los sensores de la SPR estdn disponibles comercialmente, por ejemplo, bajo el nombre comercial de BIAcore de
Pharmacia Biosensor, Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.

Una limitacién importante de estos sensores de la SPR es el hecho de que el plasmén superficial en, por ejemplo,
capas de oro se propaga por distancias comparativamente mayores, prohibiendo su uso para la deteccién de una
plétora de distintos analitos que es necesaria en ensayos bioldgicos miniaturizados en paralelo, tal como los conjuntos
de proteinas o los conjuntos de ADN.

Se han propuesto el uso de nanoparticulas de oro para explotar el fendmeno de la SPR localizada o coloidal. El
documento WO03/050291 describe un sensor obtenido mediante la deposicién de nanoparticulas de oro o plata en
sustratos opticamente transparentes tal como el vidrio. El documento US 2003/0174384 A1 describe el uso de los, asi
Ilamados, nanoenvolturas de oro encima de una superficie de oro.

El documento EP 0 965 835 A2 y Sensors y Actuators B 2000, 63 pp. 24-30 describen la formaciéon de una
monocapa de particulas de poliestireno sobre la que se forma subsiguientemente un revestimiento de oro mediante
evaporacion térmica, formando de ese modo nanoparticulas de oro con forma de cdpsula. Se informa de que estos
chips sensores muestran una buena sensibilidad.

Resumen de la invencion

A la luz de esta técnica anterior, el objeto de la presente invencion es proporcionar un dispositivo éptico y un chip
sensor que muestren una apropiabilidad mejorada para detectar analitos.

Es un objeto adicional de la presente invencién proporcionar un procedimiento analitico que permite no marcar y
realizar la deteccion en paralelo de distintos analitos.

Para conseguir estos objetos, la presente invencién proporciona un chip constituido por un sustrato con al menos
una superficie, opcionalmente dieléctrica, y, encima de dicha al menos una superficie, una capa de particulas que tienen
un nuicleo no metélico y un revestimiento fabricado a partir de un metal de transicién o de una aleacién de metales de
transicion, caracterizado porque cada nicleo no metdlico, de media, forma un punto de contacto rodeado por metal,
una asi llamada abertura, con al menos otro nicleo no metélico y/o con la superficie del sustrato.

La invencién también proporciona un procedimiento para preparar un chip, que comprende los pasos de
adsorber particulas no metalicas sobre dicha superficie del sustrato, y, subsiguientemente,

adsorber coloides de un metal de transicién o de una aleacién de metales de transicién sobre dichas parti-
culas no metélicas,

o, de manera alternativa, depositando de manera catédica agrupaciones de metales de transicién o agrupa-
ciones de aleaciones de metales de transicion sobre dichas particulas no metdlicas,
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para proporcionar el revestimiento fabricado a partir de un metal de transicién o de una aleacién de metales
de transicion,

y que se obtiene un chip mediante dicho procedimiento.

Sorprendentemente, los inventores han encontrado que los chips de la presente invencion proporcionan un aumento
significativo de la sensibilidad en comparacion con las superficies que comprenden nanoparticulas de oro con forma
de capsula conocidas en el documento EP 0 965 935 A2, y en comparacién con los sistemas segtin se describen en el
documento US 2003/0174384 A1, en el que las particulas comprenden una envoltura cerrada.

La presente invencién también proporciona un dispositivo dptico para la deteccion de un analito, que estd consti-
tuido por el chip de la presente invencion, un sistema Optico para irradiar dicho chip, y un sistema de deteccién para
detectar la luz reflejada, transmitida, dispersa o difractada por dicha superficie del chip.

Finalmente, la presente invencion proporciona un procedimiento para determinar la concentracién de un analito,
que comprende los pasos de proporcionar un chip conforme a la presente invencién, poniendo una disolucién que
contiene potencialmente uno o més analitos en contacto con dicho chip, y detectar la luz reflejada, transmitida, dispersa
o difractada por dicho chip durante o después de la exposicidn a la disolucién.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 ilustra un procedimiento preferido para preparar los chips de la presente invencion. (a) Funcionali-
zacion superficial del sustrato de poliestireno (PS) revestido con oro mediante estampado por microcontacto de un
tiol hidréfobo (octadecanotiol, ODT); (b) Rellenar los huecos entre las regiones de ODT estampado por medio de
tioglicolato (TG); (c) Adsorcién de perlas de PS de una disolucién acuosa por la quimica del clorhidrato de 1-etil
3-(3-(dimetilamino)propil)carbodiimida (EDC) en regiones revestidas con TG; (d) decoracién de las perlas de PS con
particulas de oro coloidal y revestimiento por reaccién quimica subsiguiente para formar un revestimiento de oro
alrededor de las particulas de PS (para mas detalle, cf. ejemplos 1 y 2).

La Fig. 2 muestra una micrograffa SEM de una superficie de un chip preparada conforme a la rutina dada en el
ejemplo 1 antes de la metalizacién.

La Fig. 3 muestra micrograffas SEM de superficies con un patrén de chips preparados conforme al ejemplo 1 antes
de la metalizacion.

Las Figuras 4a a 4f muestran micrografias SEM de capas de particulas no metdlicas revestidas con metal preparadas
mediante distintos procedimientos de metalizacién.

Las Figuras 5a - d visualizan la formacién de puntos de contacto no metdlicos entre particulas colindantes y/o
la superficie, que estdn rodeados por el revestimiento metdlico. Las Figuras 5a-c muestran cortes transversales a
través del centro del punto de contacto de dos particulas en contacto. La Fig. 5a muestra la metalizacién de las
particulas mediante evaporacidon conforme al documento EP 0 965 835 A2 y Sensor and Actuators B 2000, 63, pp.
24-30 (cf. ejemplo comparativo 1); las Figuras 5b y ¢ muestran la metalizacién conforme a la presente invencién, por
ejemplo, mediante deposicion catddica (cf. ejemplo 3) o la deposicién de capa a capa de particulas coloidales metdlicas
(cf. ejemplo 2); la Fig. 5d muestra la metalizacién de una particula que no estd en contacto con otras particulas. El
revestimiento metdlico cubre tanto, la particula como el sustrato, formando de ese modo una abertura en la interfaz de
particula/sustrato; la Fig. Se muestra un punto de contacto, que estd rodeado mediante un revestimiento metdlico hasta
una extension de 6 = 180°, seguin se consigue con la metalizacién mediante evaporacién (cf. Fig. 5a); la Fig. 5f muestra
un punto de contacto, que esta rodeado por un revestimiento metdlico hasta una extension de 8 = 360°, segtin se puede
conseguir mediante la metalizacion conforme a la presente invencién (cf. Figuras 5b y c); las Figuras 5g y h muestran
ejemplos de puntos de contacto de las particulas no metdlicas, que estan rodeadas por el revestimiento metdlico hasta
una extension de 6 > 220°.

Las Figuras 6a - k muestran un procedimiento para la verificaciéon de las aberturas entre las particulas y/o el
sustrato utilizando SEM. Las Figuras 6a y b muestran una superficie del chip, donde se ha eliminado parte de las
particulas adsorbidas con anterioridad mediante el uso de una cinta adhesiva; las Figuras 6¢ y d muestran puntos de
contacto entre particulas ain presentes en la superficie y particulas eliminadas que fueron adyacentes anteriormente.
Se puede juzgar la presencia anterior de las particulas eliminadas a partir de las aberturas en el revestimiento metalico
del sustrato; las Figuras 6e y f muestran vistas de planta de 4reas similares como se muestra en las Figuras 6¢ y d.
Los residuos metdlicos en las particulas dirigidos hacia la anterior posicién de las particulas eliminadas indican que
el revestimiento metélico conecta las particulas colindantes; también se pueden observar las conexiones mediante la
inspeccién de los contactos de las particulas; la Fig. 6g muestra residuos en la superficie del sustrato que indican que
las particulas presentes anteriormente estuvieron conectadas al revestimiento metélico del sustrato; la Fig. 6h muestra
particulas eliminadas del sustrato por medio de una cinta de doble cara. Entonces, se monté la cinta boca abajo en
el soporte SEM de muestras para la inspeccion de la superficie de las particulas en contacto anteriormente con el
sustrato. Evidentemente, se puede identificar la formacién de aberturas con el sustrato; las Figuras 6i-k muestran la
formacién de aberturas entre particulas de las capas primera y segunda de particulas. Solo se habia eliminado una
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Unica particula, en contacto anteriormente con tres particulas adyacentes debajo. Los bordes metélicos que rodean los
puntos de contacto no metdlicos son claramente discernibles.

Las Figuras 7 a y b muestran particulas (a) niicleo-envoltura y superficies de un chip formado mediante particulas
nucleo-envoltura preparadas conforme al ejemplo comparativo 2.

Las Figuras 8a y b ilustran configuracién 6ptica para la adquisicion de los espectros de extincién que utiliza una
sonda de fibra ptica para detectar la luz reflejada, dispersa y/o difractada por la superficie, o transmitida por la misma.
Para la deteccién del esparcimiento, se puede utilizar adicionalmente una esfera integradora. La Fig. 8c da un ejemplo
para una configuracién alternativa de representacion para tomar mediciones. De manera alternativa, también se pueden
llevar a cabo las mediciones simultdneas resueltas lateralmente en la transmision a través del sustrato.

La Fig. 9a muestra una ilustracion grafica de la superficie del chip preparada conforme al documento EP 0 965 835
A2 y un espectro de extincién antes y después de un experimento de adsorcion de tiol en este chip (cf. ejemplo 5); la
Fig. 9b muestra una ilustracién gréfica de la superficie del chip preparada conforme a la presente invencién mediante
deposicién catddica, y un espectro de extincién antes y después de un experimento de adsorcién de tiol en este chip; la
Fig. 9c muestra una ilustracion grafica de la superficie del chip preparada conforme a la presente invencién mediante
adsorcion de coloides y revestimiento por reaccién quimica subsiguiente, y un espectro de extincion antes y después
de un experimento de adsorcién de tiol.

Descripcion detallada de la invencién
El sustrato

El chip comprende un sustrato con al menos una superficie. La forma del sustrato no estd limitada y puede ser plana
o curvada. Por ejemplo, el sustrato puede tener un corte transversal circular. Sin embargo, en una realizacion preferida
el sustrato es plano. El sustrato puede estar constituido por cualquier material adecuado conocido por los expertos
en la técnica. Ejemplos ilustrativos de materiales adecuados para su uso como el sustrato incluyen, pero no estdn
limitados a, los siguientes: vidrio; cuarzo; sustratos orgdnicos, tal como policarbonatos, poliolefinas (por ejemplo,
poliestireno) y resinas acrilicas y metacrilicas (por ejemplo, polimetil metacrilato, PMMA); materiales inorgénicos,
tal como germanio, arsenuro de galio, silice, materiales derivados de la silice (por ejemplo, silicio fundido, geles de
silicona y polisiloxanos) y materiales derivados del estaio (por ejemplo, 6xido de estaiio y 6xido de estafio dopado
con indio) y similares. En particular, los materiales preferidos son el vidrio, la silice y los sustratos organicos como el
poliestireno o los sustratos de PMMA.

En otra realizacion preferida, el sustrato estd constituido por un material de guia de ondas o comprende elementos
de guia de ondas que permiten la transduccién de sefiales de luz a través del sustrato. Por ejemplo, un material de
guia de ondas esta constituido por un sustrato polimérico con un indice de refraccién nl, en el que otro material, por
ejemplo un segundo polimero, con un indice de refraccién n2 > nl estd integrado de tal forma, que se puede guiar
la luz dentro del segundo material mediante reflexién interna total. De manera alternativa, el segundo material con
n2 > nl puede estar generado a partir del material de integracién mediante la modificacién fisico-quimica de este,
por ejemplo, mediante tratamiento por UV de este en regiones seleccionadas. Conforme a la presente invencion, los
nicleos no metdlicos contactan, preferiblemente, con la superficie del material con el mayor indice de refracciéon. La
forma del material de guia de ondas no estd limitada y puede ser plana o curvada. En una realizacién preferida, es un
sustrato plano o una fibra.

La superficie del sustrato puede estar compuesta del mismo material que el material base del sustrato o puede estar
compuesta de una capa metdlica o no metdlica aparte revestida sobre el sustrato. Esta capa metélica o no metdlica
puede consistir en un tGnico o multiples materiales y/o subcapas. Cada una de las subcapas puede ser homogénea o
tener un patrén. Las subcapas con patrén compuestas de dreas metdlicas y no metalicas puede proporcionar una mejora
resonante de las sefiales dpticas y/o transporte de las sefiales eléctricas. Las subcapas con patrén también pueden ser
utilizadas para la adsorcion dirigida de particulas no metélicas sobre dreas seleccionadas del sustrato. La capa del
unico o multiples materiales y/o subcapas puede ser el material de guia de ondas descrito anteriormente. Ademas, la
capa del dnico o mdltiples materiales y/o subcapas puede contener tintes fluorescentes y/u otros materiales activos
Opticamente.

En una realizacién preferida, la capa revestida sobre el sustrato estd compuesta de un metal o de una aleacién
metdlica, preferiblemente un metal de transicién o una aleacién de metales de transicién. Los metales que son par-
ticularmente adecuados para ser utilizados en dichas capas incluyen, pero no estdn limitados al aluminio, oro, plata,
cobre, platino, paladio, plomo, hierro o similares. Se prefieren el oro, la plata, el paladio y/o el platino. También se
pueden utilizar las aleaciones o las mezclas no homogéneas de dichos metales. El grosor de la capa compuesta de un
metal o de una aleacién metélica (preferiblemente un metal de transicion o una aleacién de metales de transicion) es
preferiblemente de entre 2 y 500 nm, mas preferiblemente entre 5 y 100 nm, y ain mds preferiblemente entre 10 y
50 nm.

A su vez, la capa metdlica puede estar revestida con una capa no metdlica, preferiblemente dieléctrica. Preferible-
mente, la capa no metdlica tiene un grosor menor de 100 nm, mas preferiblemente de 1 a 50 nm, y puede, por ejemplo,
consistir en polielectrolitos, polimeros revestidos por rotacién, vidrio revestido, semiconductores de SiO, como silice,
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germanio o arsenuro de galio, u 6xido de estafio dopado con indio. En una realizacién preferida, la capa dieléctrica
estd constituida por una monocapa de moléculas orgdnicas, por ejemplo, de un alcanotiol o de un silano que puede o
no ser modificada y que puede o no formar un SAM.

En una realizacién preferida, la subcapa superior puede tener un patrén con regiones que tienen propiedades fisico-
quimicas diferenciadas, tal como las regiones con distinta hidrofilicidad o grupos funcionales quimicos.

En una realizacion preferida, el patrén proporciona estructuras quimicas (por ejemplo, cuadrados) de 400 nm?
hasta 10000 um?, m4s preferiblemente de 1 um?* hasta 1000 um?, que estén separadas por huecos de 20 nm hasta 100
pm, mas preferiblemente de 1 um hasta 30 um. En otra realizacién preferida, el patrén consiste en circulos embebidos
en un material de matriz de distinta funcionalidad quimica. El didmetro preferido de los circulos varia desde 100 nm
hasta 100 um, mas preferiblemente desde 1 ym hasta 30 um.

Por ejemplo, el patrén puede proporcionarse mediante estampado por microcontacto, fotolitografia, o litografia
por haz de electrones.

Las superficies de oro dotadas de un patrén por medios quimicos (por ejemplo, capas de oro de 10 a 50 nm eva-
poradas directamente sobre un sustrato orgdnico tal como el poliestireno) se pueden preparar utilizando el estampado
por microcontacto proporcionando un contraste quimico diferenciado entre las distintas dreas superficiales (Kumar et
al., Science 1994, 263, pp. 60-62). Por ejemplo, se entinta una prensa elastomérica microestructurada de estampar
con una disolucién de un primer tiol (por ejemplo, una disolucidn etandlica de 1 octadecanotiol de 1 milimol (mM))
proporcionando una superficie hidr6foba en comparacién. Después del secado, se aprieta suavemente la prensa de
estampar contra el sustrato (por ejemplo, durante 10 segundos hasta 1 minuto). Después de la separacién de la prensa
de estampar, se llena el espacio intermedio mediante la inmersion del sustrato en una disolucién de un tiol funciona-
lizado hidrofilicamente (tal como el 4cido 16-mercaptohexano decanoico). De esta manera, se obtiene una superficie
con patrones de tiolatos terminados con COOH- y CH;. La geometria y el tamafio de los patrones dependen de la
microestructura de la prensa elastomérica de estampar. Las dimensiones laterales preferidas varian desde 0,5 hasta 50
um. En Adv. Materials 2003, 15, n° 13, pp. 1113 a 1118 de Kaltenpoth et al., se describe un proceso adecuado para la
creacion de patrones.

De manera alternativa, el patrén de las propiedades superficiales se puede conseguir mediante reacciones fotoqui-
micas. Con la irradiacién a través de una mascara, las moléculas con grupos fotoinestables como las mitades de ben-
zofenona, diacirina o azida estdn ligadas a matrices orgdnicas en estructuras bien definidas. Las areas superficiales no
derivatizadas pueden reaccionar con otros tipos de moléculas en pasos sucesivos. Los problemas en la derivatizacién
superficial se dan como resultado de reacciones quimicas paralelas no deseadas y posibles procesos de fragmenta-
cion durante la iluminacién. Este dilema se puede superar mediante el enmascarado temporal de las funcionalidades
quimicas con grupos protectores no fotoinestables, que son eliminados cuantitativamente después del proceso de in-
movilizacién. Las dimensiones de las estructuras quimicas generadas varian desde 500 nm hasta 1 mm (tesis doctoral,
Jiirgen Pipper, Universidad de Heidelberg, 1999).

Se puede conseguir el patrén quimico en la escala nanométrica mediante litografia por haz de electrones. Por ejem-
plo, SAM de silano terminados con amino depositados en sustratos de Si pueden recibir un patrén con una resolucién
de aproximadamente 80 nm mediante la disociacién inducida por electrones del grupo amino. Las estructuras super-
ficiales quimicas pueden actuar como plantillas para la adsorcién dirigida de particulas no metélicas en las dreas no
expuestas al haz (Harnett et al., Appl. Phys. Lett. 2000, 76 n° 17, 2466-2468). De manera alternativa, los grupos termi-
nales NO, de SAM de 4’-nitro-1,1’-pifenil-4-tiolato en oro pueden ser convertidos a grupos NH, mediante irradiacién
por haz de electrones, mientras que la pelicula aromdtica subyacente estd reticulada (“chemical nanolithography’;
Golzhéuser et al., Adv. Mater. 2001, 13 n°® 11, pp. 806-809). Las estructuras mds pequefias factibles en la actualidad
son lineas de un grosor de 20 nm. La nanoestructura generada terminada con NH, puede servir como una plantilla
en reacciones de acoplamiento subsiguientes, formando, de esta manera, la base para una variedad de modificaciones
superficiales quimicas.

Los niicleos no metdlicos de las particulas

Los materiales adecuados para el nicleo no metalico incluyen, pero no estdn limitados a, materiales inorganicos
como didxido de silice, sulfuro de oro, diéxido de titanio, germanio, arsenuro de galio, silice, materiales derivados de
la silice (por ejemplo, silicio fundido, geles de silicona y polisiloxanos) y materiales derivados del estafio, polimetil
metacrilato (PMMA), poliestireno, otras macromoléculas como dendrimeros, polielectrolitos, hidrogeles, micelas y
vesiculas. Las particulas pueden contener tintes fluorescentes, materiales activos épticamente (o sea, materiales que
absorben la luz en un primer rango de longitud de onda y que luego emiten luz en un segundo rango de longitud de onda
que es distinto del primer rango de longitud de onda) y/o ser funcionalizadas con grupos quimicos que son adecuados
parareticular las particulas como los grupos amina o los grupos carboxilato. Los materiales no metélicos preferidos son
materiales dieléctricos. Un material de nuicleo dieléctrico preferido es el didxido de silice o el poliestireno (conteniendo
preferiblemente grupos sulfato). Preferiblemente, la media del didmetro promedio de los nicleos no metélicos de las
particulas se encuentra en el rango de 10 a 1000 nm, mas preferiblemente de 50 a 700 nm, y ain mds preferiblemente
de 80 a 500 nm. Para algunas aplicaciones, es particularmente ventajosa una media del didmetro promedio de 10 a
150 nm. En el caso de un sustrato constituido por un material de guia de ondas, el didmetro medio se encuentra,
preferiblemente, en el rango de 3 a 30 um. La forma de las particulas puede ser esférica o no esférica tal como una
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forma de aguja, una forma de cubo, de pirdmides, etc. Se prefieren los nicleos esféricos. En una realizacién preferida,
se utilizan materiales de nicleo no metilico monodisperso que tienen una desviacion estdndar del didmetro medio del
ntcleo del 15% o menos, més preferiblemente del 10% o menos, atin més preferiblemente del 5% o menos. La media
del didmetro promedio de las particulas se determina mediante mediciones por dispersion de luz l4ser (dispersion de
Rayleigh).

Adsorcion de los niicleos no metdlicos en el sustrato

En contraste a los chips descritos, por ejemplo, en el documento US 2003/0174384 A1, en el que se adsorben los
nanoenvolturas de oro encima de una superficie de oro, el chip de la presente invencién estd producido al adsorber
primero las particulas no metdlicas del niicleo en el sustrato. Para conseguir esto, las particulas no metdlicas del niicleo
estan suspendidas en una disolucién adecuada y luego son adsorbidas en la superficie del sustrato.

Para mediar en la adsorcién de las particulas en el sustrato, se pueden utilizar cualquiera de los procedimientos
conocidos cominmente (Himmelhaus y Takei, Phys. Chem. Chem. Phys. 2002, 4, pp. 496 - 506). Por ejemplo, se
pueden aplicar los procedimientos fisicos basados en la tensién superficial (Lenzmann et al., Chem. Mater. 1994,
6, pp. 156; Deckman et al., J. Vac. Sci. Technol. B 1989, 7, pp. 1832) y en las fuerzas capilares (Rakers et al.,
Langmuir 1997, 13, pp. 7121; Denkov et al., Langmuir 1992, 8, pp. 3183). Se puede lograr un control adicional al
utilizar campos de corriente hidrodindmicos en una geometria restringida o enfriando la suspension para minimizar
el movimiento browniano (Burmeister e al., Chem. Eng. Technol. 1998, 21, pp. 761). Ademas, por medio de las
macromoléculas afiadidas a la suspension, se pueden generar fuerzas antrépicas, que inducen fuerzas de atraccién
entre las particulas no metdlicas y el sustrato (Rudhardt et al., Phys. Rev. Lett. 1998, 81, pp. 1330). Ademads de
los medios fisicos, también se pueden aplicar procedimientos quimicos para controlar la adsorcién superficial de las
particulas. Por ejemplo, mediante la adicién de sales o productos quimicos que alteran las propiedades superficiales,
como los surfactantes, a la suspension, se puede cambiar la carga superficial de las particulas no metdlicas, alterando
de esta manera la interaccién entre las particulas al igual que entre las particulas y el sustrato (Chen et al., Langmuir
2000, 16, pp. 7825; Himmelhaus y Takei, Phys. Chem. Chem. Phys. 2002, 4, pp. 496). En general, se puede utilizar
cualquier procedimiento que altere la estabilizacidn de la suspension coloidal, o sea, reduzca la repulsion efectiva entre
las particulas al igual que entre las particulas y la superficie, para la formacién de una capa de adsorbato de particulas
no metdlicas en la superficie.

En un modelo de preparacion preferido, se utilizan esferas de poliestireno monodisperso preferiblemente sulfatado
con un didmetro de 10 a 800 nm con un procesamiento adicional como sigue: la suspension de esferas (que contiene,
preferiblemente, esferas de 1 a 4% en volumen) se mezcla con agua desionizada y un tampén de fosfato a un pH
de 7,6, preferiblemente en una relacion de volumen de (1 a 3):(1 a 3):(1 a 3). Antes de mezclar, se afiade EDC al
tamp6n de fosfato. Entonces, la suspension activada se coloca sobre un sustrato en menos de 5 minutos. En el caso
de la adsorcién de las particulas en oro nativo, un valor de 1 a 10 mg de EDC por ml de disolucién de tampdn rinde
los mejores resultados, con respecto a la uniformidad de la adsorcién de las particulas en la superficie. Se permiten
que las suspensiones reposen sobre la superficie (por ejemplo, durante una hora), y luego se enjuaga con una cantidad
abundante de agua desionizada. Finalmente, la capa obtenida de esta manera de particulas de poliestireno se seca al
aire libre.

Los nidcleos no metdlicos pueden ser adsorbidos como una monocapa o como multiples capas. Se prefiere en
particular la formacién de las monocapas. Dependiendo del procedimiento aplicado para la formacién de la monocapa,
las particulas pueden conseguir un empaquetamiento regular o aleatorio. Se prefiere el empaquetamiento aleatorio por
la ausencia de problemas relacionados con la difraccién y la facilidad de produccién de dreas mayores. Con el proceso
de revestimiento de la presente invencion, se pueden conseguir densidades muy elevadas de empaquetamiento aleatorio
superiores al 35%, preferiblemente superiores al 45% y atn mas preferiblemente superiores al 50%. Obsérvese que
la méxima densidad de empaquetamiento para un empaquetado compacto aleatorio es del 54,7% de la cobertura total
que es el limite de interferencia del modelo de adsorcién secuencial aleatorio para esferas (Hinrichsen et al., J. Stat.
Phys. 1986, 44 pp. 793).

También se puede preferir utilizar particulas de al menos dos medias distintas de didmetros promedio. En una
realizacién particularmente preferida, se utiliza un nicleo no metalico con una media de didmetro promedio en el
rango de 200 a 800 nm en combinacién con un nicleo no metélico con una media de didmetro promedio en el rango
de 10 a 100 nm. En la superficie, las particulas mds pequefas pueden rellenar los huecos entre las particulas mas
grandes y de esta manera aumentar la densidad total de la particula en la superficie.

Si se proporciona el sustrato con una capa con un patrén que proporciona regiones de distintas propiedades fisicas
o quimicas tal como topologias adaptadas, distintas hidrofilicidades o grupos funcionales quimicos, se puede llevar a
cabo la adsorcién de las particulas no metdlicas del nicleo de tal forma que las particulas se adsorben en tinicamente
una de estas regiones, por ejemplo, en el caso de superficies cargadas, la regién con una carga opuesta a la de las
particulas (Chen et al., Langmuir 2000, 16, pp. 7825), en el caso de patrones hidréfilos/hidréfobos, las regiones mas
hidroéfilas (Aizenberg et al., Phys. Rev. Lett. 2000, 84, pp. 2997), y en el caso de regiones alternas de funcionalidades
carboxilicas y de metilo, en los grupos carboxilicos activos quimicamente. En este caso, se puede mediar la adsorcién
mediante la adicién de EDC (Himmelhaus y Takei, Phys. Chem. Chem. Phys. 2002, 4, pp. 496 - 506), que es un
procedimiento preferido conforme a la presente invencion. La Fig. 3 muestra una monocapa de particulas con patrén,
que fue fabricada mediante el estampado por microcontacto de un patrén quimico en una superficie de oro y la adicién
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de EDC a la suspension de particulas antes de la exposicion al patrén quimico (para mas detalles, cf. Fig. 1 y ejemplo

0.

En el caso de un sustrato que comprende elementos de guia de ondas, se puede utilizar la capa con patrén para
proporcionar un acoplamiento éptico entre las particulas no metdlicas y los elementos de guia de ondas.

Metalizacion de los niicleos no metdlicos

Conforme a la presente invencion, se adsorben los coloides de un metal de transicién o de una aleacién de metales
de transicion en la superficie constituida por las particulas no metélicas y/o el sustrato.

Los coloides pueden tener una forma esférica o no esférica, tal como similar a una aguja o triangular. Los coloides
pueden ser adsorbidos en un patrén si estdn embebidos en una envoltura orgédnica (Spatz et al., Macromol. 1996, 29,
pp- 3220).

El procedimiento de adsorcién depende de la naturaleza del niicleo no metalico. Por ejemplo, para las particulas
de di6xido de silice, la superficie se puede activar con (aminopropil)trimetoxisilano, en el que se adsorben subsiguien-
temente los coloides, similar al proceso descrito por Halas y colaboradores en Langmuir 1998, 14, pp. 5396, para
particulas en una disolucién. Para particulas de poliestireno, el procedimiento descrito por Lirtsman et al., en Adv.
Mater. 2001, 13, p. 1253, se puede adaptar para particulas en suspensiones, como se describe en mayor detalle en los
ejemplo.

Subsiguientemente a la adsorcién de los coloides, el material puede ser sometido a un paso de revestimiento
por reaccién quimica (por ejemplo, utilizando sales de metales de transicién y un agente reductor) para aumentar
la cobertura del metal (de transicién) o de la aleacién de los metales (de transicién) y/o para mejorar los contactos
eléctricos entre los coloides. El procedimiento de deposicién de coloides y/o revestimiento por reaccién quimica se
puede repetir una o varias veces para conseguir un revestimiento altamente conductor como se describe en Kaltenpoth
et al., (Adv. Mater. 2003, 15, pp. 1113).

De manera alternativa, el revestimiento se puede obtener mediante deposicion catddica con un metal de transicién
o con una aleacién de metales de transicién, como conocen los expertos en la técnica.

En una realizacién preferida, el revestimiento de los niicleos no metalicos consisten en distintas subcapas metdlicas,
separadas entre si mediante capas intermedias no metdlicas, que pueden contener tintes fluorescentes u otros materiales
activos 6pticamente. Dichas capas intermedias no metdlicas pueden prepararse, por ejemplo, mediante evaporacion o
deposicidn catédica de un material no metalico. De manera alternativa, se puede utilizar la técnica de capa a capa,
en particular para incorporar tintes u otros materiales activos dpticamente en las capas intermedias (Campbell et al.,
Chem. Mater. 2005, 17, pp. 186 - 190; Decher y Schlendoff (eds.), Multilayer Thin Films, Wiley-VCH 2003).

Conforme a una realizacién preferida de la presente invencion, el revestimiento de los niicleos no metalicos cubre
esencialmente la superficie libre de los nicleos no metélicos de manera uniforme. Es decir, el revestimiento estd
formado en la superficie completa que estd disponible para la adsorcidn, siendo esta superficie la superficie de las
particulas con la excepcidn de las dreas que no son accesibles debido a su contacto con otra particula o a la superficie
del sustrato. El revestimiento puede consistir en coloides aislados, una capa colindante de coloides, o una capa continua
de un metal de transicién o de una aleacién de metales de transicion. La colindancia del revestimiento puede estar
adaptado, por ejemplo, mediante una deposicién de coloides y pasos sucesivos de revestimiento por reacciéon quimica,
como se ha descrito anteriormente.

Caracterizacion de la superficie del chip

En contraste con el procedimiento descrito por Himmelhaus y Takei (Phys. Chem. Chem. Phys., 2002, 4, 496 -
506; Sensors and Actuators B 63 (2000) 24 - 30), en el que se evapor6 térmicamente oro en una superficie revestida
con particulas de poliestireno, proporcionando de ese modo una superficie con nanoparticulas de oro con forma de
cépsula, el chip de la presente invencion estd constituido por particulas revestidas con metal con nicleos no metalicos
en el que cada nicleo no metélico, de media, forma un punto de contacto rodeado de metal, una asi llamada abertura,
con al menos otro nicleo no metdlico y/o con la superficie del sustrato.

Preferiblemente, los puntos de contacto entre los niicleos de las particulas estdn caracterizados de forma que, de
media, estdn rodeados por el revestimiento de metal de transicion o de la aleacién de metales de transicién hasta una
extension de 6 > 220 grados (cf. Fig. 5g y h). En una realizacion preferida, el revestimiento de metal de transicién o de
aleacion de metales de transicion conecta de manera colindante las particulas con un punto de contacto comun (Fig.
8byc).

En el caso de particulas esféricas, el revestimiento también estd presente en la semiesfera de las particulas dirigida
hacia la superficie del sustrato.

En el caso de una monocapa de particulas, cada niicleo no metélico, de media, contacta preferiblemente tanto con
al menos otro, preferiblemente al menos 1,5 otro(s) nicleo(s) central(es) no metélico(s), como con la superficie del
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sustrato. En el caso de multicapas de particulas, cada nicleo no metdlico, de media, contacta preferiblemente con al
menos 2 otros nucleos no metalicos.

En el caso de que de media se forme menos de un punto de contacto entre los nicleos de las particulas, el metal o
la aleacién metélica cubre los nicleos de las particulas y el sustrato de una forma colindante (Fig. 5d).

Preferiblemente, el revestimiento metédlico cubre de manera uniforme la superficie libre de los nicleos no metalicos,
es decir, la superficie que no esta en contacto con otro nicleo o con la superficie del sustrato.

Se puede utilizar la microscopia electrénica con barrido (SEM) para probar la existencia de puntos de contacto, y
para caracterizar el revestimiento que los rodean de metal de transicion o de aleacion de metales de transicion al igual
que la formacién de una conexién colindante entre las particulas y/o el sustrato. Para esto, se puede retirar parte de la
capa de particulas del sustrato por medio de una cinta adhesiva de doble cara (Fig. 6) y se analiza el borde entre las
particulas estables y las adsorbidas anteriormente. En las Figuras 6a-k se dan ejemplos de un andlisis de SEM después
de este procedimiento.

En el caso de particulas no esféricas, se puede aplicar el mismo procedimiento analitico para la verificacién de
los puntos de contacto como se ha descrito anteriormente para las particulas esféricas. Sin embargo, la forma de las
aberturas, es decir, los agujeros en el revestimiento metélico, dependerd de la simetria del 4rea de contacto.

El dispositivo dptico para la deteccion de un analito

Los chips de la presente invenciéon muestran propiedades 6pticas tnicas que los hacen particularmente ttiles para
su uso en sensores y formaciones bioquimicos. Se ha demostrado que las estructuras en capas constituidas por peli-
culas metdalicas delgadas, materiales dieléctricos, y nanoparticulas de oro exhiben caracteristicas de extincién Optica
diferenciadas en el régimen de IR a UV. De esta manera, la invencién también proporciona un dispositivo dptico para
la deteccién de un analito constituido por el chip de la presente invencidn, un sistema Optico para irradiar dicho chip,
y un sistema de deteccion para detectar la luz reflejada, transmitida, dispersa o difractada, preferiblemente reflejada,
por dicha superficie del chip. También se observé que el espectro de extincion optico medido es afectado de mane-
ra sensitiva por la adsorcién de moléculas organicas en la superficie del chip. Como hallaron sorprendentemente los
presentes inventores, el chip conforme a la presente invencién es significativamente mds sensible que los chips de la
técnica anterior.

La irradiacién o la luz de excitacion excita las oscilaciones colectivas de los electrones de conduccién (resonancia
de plasmoén) dentro del revestimiento metdlico de los nicleos no metdlicos y/o del sustrato. La excitacion de estas
oscilaciones colectivas provoca una pérdida en la luz reflejada, dispersa o difractada por la superficie o transmitida
a través de la misma, que puede ser analizada de forma espectral, por ejemplo, por medio de un espectrometro de
fibra Optica, para determinar las caracteristicas de la excitacién del plasmén superficial (por ejemplo, la longitud de
onda de la resonancia y la absorbancia pico). La longitud de onda de la resonancia se encuentra normalmente en la
regién ultravioleta, visible o infrarroja del espectro. Se puede obtener informacién resuelta lateralmente, por ejemplo,
mediante visualizacién 6ptica de la luz reflejada, dispersa o difractada por la superficie o transmitida por la misma
en la superficie activa de un sensor CCD. De manera alternativa, la luz reflejada, transmitida, dispersa o difractada
se puede separar de la luz de irradiacién (luz de excitacién) utilizando microscopia de campo oscuro, microscopia de
reflexién, microscopia de reflexién interna total o microscopia Optica de barrido de campo cercano. Entonces, se puede
analizar la firma espectral de la luz reflejada, transmitida, dispersa o difractada y ser grabado por una cdmara CCD,
uno o mds fotodiodos, fotomultiplicadores y/o disposiciones de fotodiodos en combinacién con un espectrémetro, un
monocromatizador y/o un espejo dicroico.

Un dispositivo 6ptico sencillo que se puede utilizar con los chips consiste en una fuente de luz blanca conectada
a una fibra Optica para la iluminaciéon de una muestra, una segunda fibra para detectar la luz reflejada, dispersa o
difractada por el chip o transmitido por el mismo, y un espectrémetro de fibra éptica conectado a un dispositivo elec-
tronico para el almacenamiento de datos y su evaluacion (Fig. 8a y b). Si se desea informacién resuelta lateralmente,
se pueden barrer lateralmente la fibra de deteccion y el chip entre si. De manera alternativa, la fibra ptica utilizada
para la deteccion puede ser reemplazada por un sistema 6ptico, que visualiza Opticamente la superficie completa del
chip en el area activa de un chip CCD o de una disposicién de diodos o de un dispositivo afin de deteccién Optica
resuelta lateralmente (Fig. 8c). La fuente de luz blanca puede ser sustituida por una o mds fuentes monocromaticas,
por ejemplo, de 3 a 5 LED o diodos ldser que funcionan a distintas longitudes de onda, o puede estar conectada a un
sistema de filtraje espectral antes de la iluminacién de la superficie del chip para facilitar la adquisicién de informacién
resuelta espectral y lateralmente.

Si se utilizan un nimero pequefio de fuentes de luz monocromadticas o de banda estrecha, tal como LED o diodos
l4ser, se pueden utilizar los cambios de las intensidades de la luz reflejadas, transmitidas, dispersas o difractadas en las
longitudes respectivas de ondas debidos a los cambios en las propiedades 6pticas en proximidad cercana a la superficie
para determinar los cambios de los espectros por completo, por ejemplo, mediante interpolacion o el acomodo de los
espectros a funciones modelo.

En un enfoque alternativo, se excitan los modos de cipula susurrante dentro de las particulas dieléctricas adsorbidas
por la superficie, por ejemplo, mediante acoplamiento éptico entre las particulas no metalicas y un material de guia
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de ondas o elementos de guia de ondas, tal como un gufaondas plano o una fibra dptica. En este caso, es ventajoso
el uso de particulas no metalicas con un didmetro > 5 um para la excitacion por luz en la region visible y/o NIR del
espectro electromagnético (Oraevsky, Quantum Electronics 2002, 32, pp. 377). También, en este caso, las particulas
estdn depositadas preferiblemente en la superficie de guia de ondas de tal forma, que tienen un nimero controlado
de puntos de contacto con particulas colindantes, por ejemplo, ningtin contacto en absoluto. Esto se puede conseguir,
por ejemplo, mediante la aplicacién del estampado por microcontacto (cf. ejemplo 1) al estampar patrones cuadrados
con un tamafio menor que el didmetro de la particula. Otro ejemplo de controlar los puntos de contacto entre las
particulas es la disposicién de un niimero controlado de particulas en lineas. De nuevo, esto se puede conseguir
mediante estampado por microcontacto (Kaltenpoth et al., Adv. Mater. 2003, 13, pp. 1113).

Inmovilizacion de los agentes aglomerantes

Para hacer el chip selectivo para analitos especificos, se prefiere revestir la superficie del chip con agentes aglome-
rantes que son capaces de aglomerar (preferiblemente de manera reversible) un analito, tal como proteinas, péptidos
y dcidos nucleicos. Se conocen procedimientos para conjugar los agentes aglomerantes a superficies metélicas y son
igualmente adecuadas para derivatizar la superficie del chip de la presente invencién. Por ejemplo, el chip de la pre-
sente invencion puede ser modificado quimicamente utilizando las quimicas de los metales de transicion (por ejemplo,
oro)-tiol. Por ejemplo, se puede sumergir la superficie con los niicleos no metalicos revestidos con metal en una diso-
lucién de moléculas de tiol que tienen un grupo amino como el aminoetanetiol de forma que se modifique la superficie
del chip con un grupo amino. A continuacién, se puede activar por EDC una biotina modificada con N-hidroxisuc-
cinimida suspendida en una disolucién tampén de pH 7 - 9, y ser afiadida a la superficie del chip modificado con
anterioridad con un grupo amino. Como resultado, se forma un enlace amida de forma que se modifican los nicleos
no metélicos revestidos con metal con biotina. A continuacidn, se puede ligar avidina o estreptavidina que compren-
den cuatro emplazamientos de aglomeracion a la biotina. A continuacion, se puede ligar cualquier molécula bioldgica
derivatizada de la biotina como proteina, péptido, ADN o cualquier otro ligando a la superficie de los nicleos no
metdlicos revestidos con metal modificados con avidina.

De manera alternativa, las superficies terminadas con amino pueden reaccionar con una disolucién acuosa de glu-
tardialdehido. Después de enjuagar el sustrato con agua, es expuesto a una disolucién acuosa de proteinas o péptidos,
facilitando un acoplamiento covalente de las biomoléculas mediante sus grupos amino (R. Dahint ef al., Anal. Chem.,
1994, 66, 2888-2892). Si el chip estd terminado primero con carboxi, por ejemplo, mediante la exposicién a una
disolucidn etandlica de d4cido mercapto undecanoico, se pueden activar los grupos funcionales terminales con una di-
solucién acuosa de EDC y N-hidroxisuccinimida). Finalmente, las proteinas o los péptidos estan enlazados de manera
covalente a la superficie activada mediante sus grupos amino a la solucién acuosa (Herrwerth et al., Langmuir 2003,
19, 1880-1887).

Un problema general para controlar e identificar las interacciones bioespecificas en las superficies es la adsorcién
no especifica. Las técnicas habituales para superar este obsticulo estdn basadas en la exposicion de los sustratos
funcionalizados a otras biomoléculas que se adhieren fuertemente para asi bloquear los emplazamientos de adsorcién
no especificos. Sin embargo, la eficacia de este procedimiento depende del sistema biolégico que se estd estudiando y
los procesos de intercambio se pueden dar entre especies disueltas y unidas superficialmente. Ademds, la eliminacién
de las biomoléculas adsorbidas de manera no especifica puede requerir abundantes pasos de lavado, de esta manera,
evitando la identificacion de los eventos de aglomeracion especificos con una afinidad reducida.

Una solucién a este problema es la integracién de los agentes aglomerantes en los materiales inertes, tal como
peliculas de poli(PEG) y oligo(etilenglicol) (OEG). La técnica mds habitual para integrar elementos de aceptacién
bioespecificos en SAM terminados con OEG estd basada en la coadsorcion de disoluciones binarias, compuestas por
moléculas de EG resistentes a la proteina y una segunda especie molecular funcionalizada adecuada para el acopla-
miento del agente aglomerante (0 que contiene el propio agente aglomerante). De manera alternativa, también se
ha informado del acoplamiento directo del agente aglomerante a moléculas de PEG de extremos funcionalizados de
injerto superficial.

Recientemente, se ha sintetizado un alcanotiol poli(etilenglicol) COOH-funcionalizado, que forma SAM densa-
mente empaquetados en superficies de oro. Después del acoplamiento covalente de los receptores bioespecificos, las
peliculas eliminan de manera efectiva las interacciones no especificas mientras que exhiben una elevada aceptacién
especifica (Herrwerth et al., Langmuir 2003, 19, pp. 1880-1887).

Las entidades aglomerantes inmovilizados en la superficie pueden ser proteinas como anticuerpos, péptidos, oli-
gonucleédtidos, o ADN (que se hibridan con un oligonucle6tido o ADN especifico objetivo, por ejemplo, un rango
de secuencia especifico de un gen, que puede contener un polimorfismo de nucleétido simple (SNP), o carbohidra-
tos). Para reducir las interacciones no especificas, las entidades aglomerantes estardn integradas preferiblemente en
materiales inertes de matriz.

De esta manera, la invencién también proporciona un procedimiento para determinar la concentracion de un anali-
to, constituido por los pasos de aglomerar una disolucién que contiene potencialmente uno o mas analitos en contacto
con un chip de la presente invencién mientras se irradia la superficie del chip, y detectar la luz reflejada, dispersa o
difractada por dicha superficie del chip o transmitida por la misma. De manera alternativa, la luz reflejada, transmi-
tida, dispersa o difractada también puede ser detectada después de la eliminacién de la disolucién. Al comparar las
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propiedades Opticas de la superficie antes y después de la adsorcién del analito, son posibles tanto mediciones cualita-
tivas como cuantitativas. Mds preferiblemente, se registra de manera continua la intensidad de la sefial. Esto permite
interpretaciones adicionales acerca de la cinética de la adsorcidn y aumenta la utilidad del dispositivo reivindicado.

Microconjuntos

En una realizacién preferida, se inmoviliza una pluralidad de agentes aglomerantes en la superficie de tal forma que
se pueden asignar distintas ubicaciones en la superficie del chip a distintos agentes aglomerantes. En otras palabras,
la invencién también proporciona microconjuntos de agentes aglomerantes tal como conjuntos de dcido nucleico o
conjuntos de péptidos. Un microconjunto es un conjunto miniaturizado ordenado definido espacialmente de una mul-
titud de reactivos inmovilizados. Por ejemplo, los agentes aglomerantes pueden estar asignados a distintas ubicaciones
al utilizar dispositivos de micropunto como robots o microestampadoras (véase Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, pp.
1276-1289).

En vez de inmovilizar las moléculas completas del agente aglomerante, el agente aglomerante como los péptidos
o los 4cidos nucleicos también pueden estar formados en la superficie in sifu. Se puede llevar a cabo una sintesis
combinatoria de péptidos con una impresora laser de color modificada (A. Poustka et al., solicitud de patente WO
00/35940, 2000) que permite la transferencia de “particulas monoméricas de téner” sobre un soporte. Las particulas
consisten en aminodcidos o nucleétidos protegidos y un “disolvente sélido”. Después de formar un patrén bidimensio-
nal de particulas de téner que contienen distintos aminodcidos en la superficie, se eleva la temperatura por encima de
la temperatura de fusion de las particulas. Entonces, el disolvente sdlido se licua y los, hasta el momento, monémeros
atrapados se acoplan al soporte. Al repetir estos pasos de una forma combinatoria, se pueden generar muchos agentes
aglomerantes distintos en la superficie. De manera alternativa, también se puede utilizar la tecnologia descrita en el
documento EP-A-619 321. Si se lleva a cabo la sintesis combinatoria en una capa estructurada o no estructurada de
particulas, se facilita la exploracién de alto rendimiento sin marcas de eventos de aglomeracién haciendo un ensayo
local de cambios en las propiedades Opticas del chip.

Como un chip para la inmovilizacién de un conjunto de agente aglomerante, se prefiere emplear, en particular, chips
en los que las particulas estdn presentes con un patrén, como se ha descrito anteriormente. En particular, se prefiere
aplicar el agente aglomerante de manera selectiva sobre las dreas revestidas con particulas. Por ejemplo, cuando la
superficie estd constituida por patrones cuadrados de dreas revestidas con particulas, se prefiere colocar el agente
aglomerante sobre estas zonas. Esto se puede conseguir utilizando volimenes de agente aglomerante o particulas de
agente aglomerante (por ejemplo, particulas de téner) que cubren aproximadamente el tamafio de estas zonas o una
zona ligeramente menor. Este procedimiento reduce la interferencia entre las dreas individuales.

Otras aplicaciones

El chip y el dispositivo éptico que utiliza dicho chip descrito en la presente invenciéon mide basicamente cambios
en las propiedades en la proximidad inmediata de la superficie del chip. Por lo tanto, se puede aplicar la invenci6n a
cualquier aplicacién que puede utilizar cambios en las propiedades dieléctricas, es decir, el indice de refraccién, en
proximidad a la superficie del chip como una medida, es decir, un mecanismo transductor, para la conversiéon de una
sefial fisica o (bio)quimica en una sefial dptica y/o eléctrica. Por ejemplo, el chip y el dispositivo se pueden utilizar
para seguir cambios de temperatura en un fluido en contacto con la superficie del chip. De la misma forma, se puede
medir la concentracién de sustancias disueltas en disoluciones mezcladas, la heterogeneidad en los perfiles de flujo,
por ejemplo debidos a la turbulencia, la concentracion al mezclar dos fluidos distintos, los cambios en la densidad de
materiales viscoeldsticos o eldsticos en contacto con la superficie del chip. Se podrian monitorizar las proyecciones de
las turbulencias en liquidos en la superficie del chip mediante el uso de mecanismos de deteccion resuelta lateralmente
como se ha descrito para la lectura de los microconjuntos.

Si la superficie del chip estd revestida con un material que es capaz de cambiar su densidad y, de esta manera,
su indice de refraccion debido a efectos fisicos o quimicos (por ejemplo, fuerzas o reacciones quimicas), este chip
y el dispositivo éptico pueden ser utilizados para monitorizar estos cambios. Por ejemplo, se puede inmovilizar un
hidrogel en la superficie del chip, permitiendo de esta manera, seguir los cambios en el pH o la concentracién de sal,
la humedad de un gas, etc.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de la superficie de un chip mediante adsorcion mediada por EDC

Para obtener una superficie de un chip revestida con una capa empaquetada densamente de nanoperlas de poliesti-
reno (PS), se procedié como sigue:

El lado interno de la parte superior de una placa (FALCON, cat.# 3002 de BD Co.) de cultivo de células
de poliestireno, que esta dividido en 96 pocitos de - 9 mm de didmetro y una altura de borde de ~ 1 mm,
se revistié con una pelicula de oro (99,99%) de un grosor de 20 nm mediante evaporacién. El evaporador
estaba equipado con un filamento de tungsteno y hecho funcionar con una presién base de 5 - 1075 Pa. Des-
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pués de la evaporacion, se expuso la pelicula de oro depositada en los pocitos del sustrato a una disolucién
acuosa de un alcanotiol terminado con carboxilo (TG, 97%; disolucién de 10 mM en agua desionizada)
durante 60 min para hacer la superficie hidréfila. Después de 60 min, se enjuaga la disolucién con agua
desionizada. Entonces, se expuso la superficie a una suspension acuosa de perlas de poliestireno monodis-
perso con un didmetro medio de 350 nm, preparada de la siguiente forma: se mezclaron perlas de PS de 350
nm (desviacidn estdndar < 5%; Polysciences, Warrington, Pensilvania, EE. UU.) suspendidos en agua con
agua desionizada y un tampén de fosfato (pH 7,6) con una relacién de volumen de 2:1:3. Antes de mezclar
la suspension, se afiadi6é una pequefia cantidad de EDC {99%; Sigma-Aldrich} al tampdn de fosfato para
producir una solucién tampén de EDC de ~ 3 mM, que se utilizé luego para preparar la suspension. Los
pocitos circulares del sustrato se rellenaron con la suspensién y se dejé reposar durante una hora. Subsi-
guientemente, fue enjuagado con una cantidad abundante de agua desionizada y fue secado al aire libre.
Después de este procedimiento, se obtuvieron las capas de particulas segtin se muestran en la Fig. 2.

Para obtener capas de perlas de PS con patrén, se modificé el procedimiento descrito anteriormente de la siguiente
forma (Fig. 1):

Ejemplo 2

Antes de la exposicion de la superficie de oro a la disolucién acuosa de TG, se formé un patrén de octade-
canotiol (ODT) en la superficie de oro mediante estampado por microcontacto (Kumar et al., Science 1994,
263, pp. 60-62). De ese modo, se entintd una prensa elastomérica de estampar en relieve {poli(dimetilsilo-
xano)} con una disolucién etandlica de ODT de 1 mM. Después de la evaporacion del disolvente, se apretd
levemente la prensa de estampar sobre la superficie de oro, transfiriendo de ese modo el ODT a la superficie
de oro unicamente de las regiones salientes del relieve. Entonces, se aplicé el mismo procedimiento que
en el caso de las superficies sin patrén, es decir, la exposicion de la superficie a una disolucién acuosa de
tioglicolato, y una exposicion subsiguientemente a una suspension de perlas de PS activada por EDC. Sin
embargo, en contraste con el procedimiento descrito anteriormente, se tuvo que reducir la cantidad de EDC
para producir una concentracion total de EDC en la suspension de aproximadamente un 2,5% de la con-
centracion utilizada anteriormente. Después de enjuagar y secar, se habia formado una superficie de perlas
de PS con patrén, como se muestra en la Fig. 3.

Metalizacion de los niicleos no metdlicos mediante adsorcion capa a capa (LbL)

Se cubrieron las superficies del chip preparadas como se ha esbozado en el anterior ejemplo con un revestimiento
metdlico de la siguiente forma:

La Fig.

Ejemplo 3

Se prepararon las particulas de oro con un didmetro medio de 2-3 nm al mezclar 1 ml de 1% HAuCl, - 3 H,O
(aq) con 100 ml de H,O con una enérgica agitacion durante un minuto, seguido por la adicién de 1 ml de
una disolucién acuosa 1% de citrato Na;. Después de un minuto, se afiadi6 a la disolucién 1 ml de 0,075%
NaBH, en 1% citrato Na; acuoso, que fue agitado adicionalmente durante 5 min. este procedimiento lleva
a la formacion de citrato estabilizado, es decir, particulas coloidales de oro cargadas negativamente, con un
didmetro medio de 2-3 nm.

Para adsorber las particulas coloidales de oro sobre la superficie cubierta con perlas de PS, primero se
revisti6 la superficie con polielectrolitos para proporcionar una carga superficial positiva. En primer lugar,
se expuso la superficie a 90 ul (aqui, y a continuacién: 90 ul por pocito) de dcido de poli(estireno) sulfénico
(PSS) {1 mg de PSS por ml de 0,5 molar NaCl,q,} durante 20 min. Entonces, se enjuagé la superficie con
agua desionizada. En un segundo paso, se expuso la superficie a 90 ul de poli(etilenimina) (PEI) {2 mg de
PEI por ml de 0,5 molar NaCl,} durante otros 20 min, y luego fue enjuagado con agua desionizada. Este
procedimiento dio como resultado una superficie cargada positivamente, que permitié la inmovilizacion
de coloides de oro cargados negativamente. En consecuencia, la superficie fue expuesta subsiguientemente
a 90 ul del oro coloidal preparado con anterioridad durante cinco horas. Después de enjuagar con agua
desionizada, la superficie mostré vestigios de color morado debido a la adsorcién del oro coloidal. Para
garantizar la densidad o6ptima de las particulas coloidales de oro en la superficie, se repitié una vez el
dltimo paso. Entonces, se cultivan las particulas de oro adsorbidas mediante un paso de revestimiento por
reaccién quimica. De ese modo, se expuso la superficie a una mezcla (90 ul por pocito) de 3,5 ml de 0,1%
HAuCl, - 3H,0(aq) y 1,5 ml de 0,04 M NH,0OH(aq) durante 3 min. Entonces, se enjuagé la superficie con
agua desionizada y se sec en un chorro de nitrégeno. En esta etapa de la preparacion, la superficie mostrd
un color morado oscuro en la reflexién cuando fue irradiada con luz blanca.

4a muestra micrografias electrénicas de reflejo del haz de la superficie resultante.

Metalizacion de los niicleos no metdlicos mediante deposicion catédica

De manera alternativa, se metalizaron las perlas de PS adsorbidas por la superficie con una pelicula delgada de
oro mediante deposicién catddica. Por medio de un sistema de revestimiento por deposicién catédica (BAL-TEC,
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Med020) operado a una presion base de 5-107° Pa y una presion Ar de 5,1 Pa, se deposita catédicamente 20 nm de oro
sobre la superficie de la muestra. Se montaron las muestras a una distancia de 50 mm del objetivo de oro y se deposita
catédicamente a 30 mA durante 67 s. La Fig. 4c muestra una micrografia SEM de la superficie resultante.

Ejemplo comparativo 1
Metalizacion de los niicleos no metdlicos mediante evaporacion

Para una comparacion directa con estudios anteriores (Himmelhaus y Takei, Sens. Actuators B 2000, 63, pp. 24-
30, Takei et al., Opt. Lett. 2002, 27, pp. 342), se revistieron las perlas de PS inmovilizadas por la superficie mediante
evaporacion de 20 nm de oro de la misma forma como se ha descrito anteriormente para el revestimiento de oro del
sustrato. De ese modo, las envolturas de oro con forma de cdpsula se forman en la mitad superior de las perlas de PS,
segun se puede ver en las micrografias SEM en la Fig. 4b.

Ejemplo comparativo 2
Fabricacion del chip utilizando particulas niicleo-envoltura

Se llevé a cabo una comparacién adicional con particulas nicleo-envoltura que consistian de un nicleo dieléctrico
y una envoltura metélica, como han publicado anteriormente un nimero de autores (Oldenburg et al., Chem. Phys.
Lett. 1998, 288, pp. 243; Lirtsman et al., Adv. Mater. 2001, 13, pp. 1253, Cassagneau y Caruso, Adv. Mater. 2002, 14,
pp. 732; Kaltenpoth et al., Adv. Mater. 2003, 15, pp. 1113).

Para obtener un revestimiento metélico para las perlas de PS de 350 nm utilizados en nuestro estudio, se aplicé
el proceso de adsorcién capa a capa descrito por Caruso et al. (“Nano-engineering of inorganic and hydrate hollow
spheres by colloidal templating”, Science 282: 1111 - 1114, 1998) para particulas dieléctricas en suspensién. En pocas
palabras, se mezclaron 120 ml de una suspensién acuosa de perlas de PS de 350 nm con 1 ml de disolucién de PEI
{2 mg de PEI por ml de 0,5 molar NaCl,q,} y 500 uLL de tampén de fosfato (pH 7,4) durante 20 - 30 min. Entonces,
se centrifugd la mezcla a 8000 rpm durante diez minutos varias veces para separar las particulas de la fase fluida.
Después de cada paso de centrifugado, se eliminé la porcién clara del fluido mediante pipetado, seguido del anadido
de una cantidad apropiada de agua desionizada para compensar la pérdida. En el primer ciclo de centrifugado, el agua
desionizada afiadida a la suspensién contenia NaCl con una concentracién de 0,5 M. Se llevaron a cabo tres ciclos
subsiguientes de centrifugado utilizando agua desionizada pura. De ese modo, se obtuvo una suspensién acuosa que
contenia perlas de PS cargadas positivamente revestidas con PEL

Para la adsorcién de las particulas coloidales de oro (cf. ejemplo 2) en las perlas de PS revestidas con PEI, se
diluyeron 200 uL de la suspension de perlas de PS con 300 uL. de agua desionizada. Entonces, se afiadieron 1,5 ml
de suspension de oro coloidal. Si el color morado de la mezcla habia desaparecido después de 12 horas, se repetia la
adicidén de la suspension de oro coloidal. Después de otras 12 horas, se eliminé el oro coloidal superfluo en tres ciclos
de centrifugado.

Para formar envolturas metdlicas cerradas alrededor de las perlas de PS, se afiadieron 350 uL de 0,1% HAuCl, -
3 H,0 (aq) y 150 ul de 0,04 M NH,OH (aq) a la suspension obtenida después de la decoracion de las perlas de PS
con las particulas coloidales de oro. Se agité la mezcla durante 2-3 minutos, luego se separé inmediatamente mediante
centrifugado y pipetado. Las particulas niicleo-envoltura resultantes se muestran en la Fig. 7a.

Para formar una capa empaquetada densamente de particulas nicleo-envoltura en los pocitos de una placa de PS
FALCON revestido con oro (cf. ejemplo 1) para una comparacién directa con los resultados del ejemplo 2, se expuso
la superficie de oro a una disolucion acuosa de cisteamina durante 1 hora y se enjuagd subsiguientemente con agua
desionizada. Se revistieron las particulas nicleo-envoltura preparadas como se ha descrito anteriormente con una capa
adicional de PSS al mezclar 200 ul de suspension de particulas niicleo-envoltura con 1 ml de solucién de PSS (cf.
ejemplo 2) durante 30 min. Después de 30 min, se ultracentrifugd y se separd la mezcla mediante pipetado, como se
ha descrito anteriormente. Se afiadi6 el agua desionizada para compensar la pérdida de volumen. Este procedimiento
fue repetido tres veces. Entonces, se colocé la suspension de particulas nicleo-envoltura sobre las superficies de oro
funcionalizadas con cisteamina durante 2 horas. Finalmente, se enjuagé la suspension y se secaron las superficies al
aire libre. En la Fig. 7b se muestra una capa resultante de particulas.

Ejemplo 4
Micrografias SEM de las capas de particulas revestidas con oro mediante los distintos procedimientos de metalizacion

Las Figuras 4a y 4b muestra una superficie del chip preparada conforme al documento EP 0 965 835 A2; las
Figuras 4c y 4d muestran una superficie del chip conforme a la presente invenciéon mediante deposicion catddica; las
Figuras 4e y 4f muestran una superficie del chip preparada conforme a la presente invencién mediante la adsorcién de
coloides y el revestimiento por reaccién quimica subsiguiente. Las Figuras 4b, d y f muestran las capas de particulas
después de la eliminacién de algunas de las particulas colindantes con cinta adhesiva (cf. Fig. 6), de forma que se
vuelven visibles las aberturas que se habian formado entre las particulas. El punto oscuro en la superficie del sustrato
en la Fig. 4d indica dénde habia estado ubicada una de las particulas eliminadas. De manera similar, en las Figuras
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4a y b se pueden ver las posiciones anteriores de las particulas eliminadas, dado que no se deposité el oro en las
regiones oscurecidas por las particulas anteriormente adsorbidas. En la Fig. 4b dos particulas muestran puntos de
contacto, que estdn rodeadas por el revestimiento metalico depositado mediante evaporacion hasta una extension de
aproximadamente 6 = 180°. El revestimiento metdlico no se encuentra presente en esa mitad de las esferas dirigidas
hacia la superficie del sustrato, dado que mediante la evaporacién solo se pueden revestir las dreas de la superficie que
estdn en vision directa de la fuente de evaporacion.

Ejemplo 5
Caracterizacion optica de las superficies preparadas de distinta forma

Para determinar las propiedades 6pticas de las superficies de perlas de PS metalizadas mediante los distintos
procedimientos descritos anteriormente, se midié la extincion dependiente de la longitud de onda de la luz reflejada
por las superficies con una configuracién de fibra éptica como se esboza en la Fig. 8a. Se colocé la sonda de fibra de
reflexion utilizado para la iluminacién y muestreo de la luz reflejada a una distancia de ~10 mm sobre la superficie y
se orient6 de forma perpendicular a la superficie. En primer lugar, se registr6 un espectro de referencia a partir de una
zona superficial no tratada del sustrato de PS revestido con oro, es decir, el drea interna de un pocito revestido solo con
20 nm de oro evaporado. Entonces, se analizaron los pocitos revestidos con perlas de PS y metalizadas conforme a los
distintos procedimientos descritos anteriormente en distintas ubicaciones (centro del pocito y 2-3 puntos descentrados).
Subsiguientemente, se calcul6 la extincion de estas capas con respecto a la referencia de oro.

Como una medida para la sensibilidad de las distintas superficies con respecto a la adsorcion de las moléculas
orgdnicas, se expusieron subsiguientemente las superficies a una disolucién etanélica de alcanotioles (1 mM de oc-
tadecanotiol (ODT), 95%; Sigma-Aldrich) durante ocho horas, luego enjuagadas con etanol puro (grado p.a.; Sigma-
Aldrich) y secadas en un chorro de nitrégeno. Subsiguientemente, se registraron los espectros de extincién con res-
pecto al espectro de referencia. Por medio de una etapa traductora 2D controlada mecanicamente, se pudieron analizar
los mismos puntos investigados en la primera medicién con una precisién de < 0,1 mm para un didmetro total del area
de deteccién de > 3 mm.

En la Fig. 9 se muestran los espectros adquiridos exceptuando la capa de particulas nicleo-envoltura preparada
conforme al ejemplo comparativo 2, dado que en este caso no fue observable ningtin pico pronunciado en el rango
visible completo y los cambios en los espectros de extincién debidos a la adsorcidn de tiol fueron insignificantes. Como
es obvio, los picos de extincién alrededor de 560 nm en el caso de (a) y (b) y de 630 nm en el caso de (c) exhiben un
desplazamiento claro en respuesta a la adsorcién de los tioles. Las posiciones pico y la magnitud correspondiente de
extincion estdn listadas en la Tabla 1. Ademads, se da el desplazamiento medio en la posicidn pico debida a la adsorcién
de tiol como una media de 5 muestras. Mientras que los cambios en la extincién son muy pequeiios, se puede observar
un desplazamiento claro en la posicidn pico en particular para las superficies del chip con una metalizacion preparada
mediante la adsorcién LbL de las particulas coloidales metdlicas como se ha descrito en el ejemplo 2.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Posiciones pico y extinciones pico de espectros UV-vis de superficies del chip antes y después de la adsorcion de
octadecanotiol. Se prepararon las superficies mediante evaporacion, deposicion catodica y deposicion LbL de

particulas coloidales metdlicas, conforme al ejemplo comparativo 1, al ejemplo 3 y al ejemplo 2, respectivamente.

Las particulas niicleo-envoltura a las que se hace referencia en las iiltimas dos columnas fueron metalizadas en
disolucion antes de la adsorcion superficial conforme al ejemplo comparativo 2

Tratamiento Evaporado Deposicion catodica Deposicién LbL Particulas nicleo-
envoltura
Posicion Extincién Posicion Extincion Posicion Extincién Posicion Extincién
pico {(nm) pico pico (nm) pico pico (nm) pico pico (nm) pico
(ABU) (ABU) (ABU) (ABU)
Antes de la 556,5 1,68 553,0 1,55 617,7 1,92 837,20 1,04
adsorcién de C18
Después de la 559,2 1,79 558,4 1,45 627,9 1,68 837,20 1,05
adsorcion de C18
Antes - Después 2,7 0,11 54 -0,1 10,2 -0,24 0,0 0,01
Desplazamiento 2,70 nm 6,13 nm 10,61 nm 0,0 0,01
medio (media de 5 + 0,86 + 1,51 +6,47 (media de | (media de
muestras) nm nm nm 2 2
muestras) | muestras)
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REIVINDICACIONES

1. Un chip que comprende un sustrato con al menos una superficie, opcionalmente dieléctrica, y, encima de dicha
al menos una superficie, una capa de particulas que tienen un nticleo no metalico y un revestimiento fabricado a partir
de un metal de transicién o de una aleacién de metales de transicion, caracterizado porque cada nicleo no metalico,
de media, forma un punto de contacto rodeado por metal con al menos otro nicleo no metalico y/o la superficie del
sustrato.

2. Un chip que comprende un sustrato con al menos una superficie y, encima de dicha al menos una superficie, una
capa de particulas que tienen un nicleo no metélico y un revestimiento fabricado a partir de un metal de transicidn o
de una aleacion de metales de transicion, obtenido mediante

la adsorcién de particulas no metdlicas sobre dicha superficie del sustrato, y, subsiguientemente,

la adsorcién de coloides de un metal de transicion o de una aleacién de metales de transicion sobre dichas particulas
no metalicas,

0, de manera alternativa, la deposicion catddica de agrupaciones de metales de transicién o agrupaciones de alea-
ciones de metales de transicién sobre dichas particulas no metalicas, para proporcionar el revestimiento fabricado a
partir de un metal de transicién o de una aleacién de metales de transicion.

3. El chip conforme a la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que el revestimiento metélico cubre de manera
uniforme la superficie libre de los niicleos no metdlicos, es decir, la superficie que no estd en contacto ni con otro
ntcleo ni con la superficie del sustrato.

4. El chip conforme a una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el niicleo no metalico tiene una
forma esférica y el revestimiento metédlico también se encuentra presente en la semiesfera de las particulas dirigidas
hacia la superficie del sustrato.

5. El chip conforme a una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se proporciona una capa
compuesta de un metal o de una aleacién metdlica entre el sustrato y dicha capa de particulas que tienen un nicleo no
metélico y un revestimiento fabricado a partir de un metal de transicién o de una aleacién de metales de transicién, y
en el que cada nicleo no metélico, de media, forma un punto de contacto rodeado por metal con al menos otro niicleo
no metélico.

6. El chip conforme a la reivindicacion 5, en el que la capa compuesta de un metal o de una aleacién metdlica estd
compuesta de un metal de transicion, de una aleacién de metales de transicién o de aluminio.

7. El chip conforme a la reivindicacién 5 o 6, en el que se proporciona una capa no metdlica entre dicha capa
compuesta de un metal de transicion o de una aleacién de metales de transicién y dicha capa de particulas.

8. El chip conforme a una de las reivindicaciones precedentes, en el que el sustrato consiste en un material de gufa
de ondas o comprende elementos de guia de ondas.

9. El chip conforme a una de las reivindicaciones precedentes, en el que la capa de las particulas es una monocapa
con una densidad de empaquetamiento de al menos un 35%.

10. El chip conforme a una de las reivindicaciones precedentes, en el que las particulas estdn presentes siguiendo
un patrén sobre la superficie.

11. El chip conforme a una de las reivindicaciones precedentes, en el que los agentes aglomerantes capaces de
aglomerar un analito estdn inmovilizados sobre la superficie del chip.

12. El chip conforme a la reivindicacién 11, en el que se inmoviliza una pluralidad de agentes aglomerantes sobre
la superficie, de tal forma que se pueden asignar distintas ubicaciones en la superficie del chip a distintos agentes
aglomerantes.

13. Un procedimiento para preparar el chip conforme a una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que
comprende los pasos de

adsorber particulas no metélicas sobre dicha superficie del sustrato, y, subsiguientemente,

adsorber coloides de un metal de transicién o de una aleacién de metales de transicion sobre dichas particulas no
metélicas,

0, de manera alternativa, la deposicidn catédica de agrupaciones de un metal de transicioén o agrupaciones de una
aleacion de metales de transicion sobre dichas particulas no metdlicas, para proporcionar el revestimiento fabricado a
partir de un metal de transicién o de una aleacién de metales de transicion.
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14. Un dispositivo éptico para la deteccidon de un analito, que comprende el chip conforme a una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 12, un sistema Optico para irradiar dicho chip, y un sistema de deteccion para detectar la luz
reflejada, transmitida, dispersa o difractada desde dicha superficie del chip.

15. Un procedimiento para determinar la concentracién de un analito, constituido por los pasos de

proporcionar un chip conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,

poner en contacto una disolucién que contiene potencialmente uno o mds analitos con dicho chip, y

detectar la luz reflejada, transmitida, dispersa o difractada desde dicha superficie del chip durante su exposicion a
la disolucién o después de la misma.
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