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DESCRIPCION
Método para detectar o cuantificar particulas de negro de carbono y/o carbono negro
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método sin etiquetas para detectar particulas carbonosas en liquidos, células y
tejidos de origen bioldgico y medios portadores de origen no bioldgico, en particular dicho entorno no bioldgico con un
fondo fluorescente, y mas especificamente para medir y analizar particulas de negro de carbono y carbono negro en
fluidos (p. €j., aguas residuales y orina) o tejidos (p. €j., placenta y hojas) con el uso de un laser con duraciones de
pulso/femtosegundo que desencadenan una respuesta Optica instantanea sin la emisidon de incandescencia de
muestra inducida por calor.

Antecedentes

Dos formas de materiales carbonosos son el negro de carbono y el carbono negro. El negro de carbono (CB) consiste
o comprende agregados aciniformes de particulas primarias con un contenido de carbono elemental mayor al 97%
(ASTM International, West Conshohocken, Pa., 2013). Se produce a través de una combustion incompleta y bien
controlada de compuestos organicos como el petréleo pesado o el aceite vegetal. Esto distingue el CB del hollin o el
carbono negro (BC), el subproducto no deseado liberado durante los procesos de combustion incompleta, como en
los escapes de los motores diesel y uno de los principales factores que contribuyen a la contaminacién de particulas
atmosféricas (L. Castro et al., Atmos. Environm, 1999, 33, 2771). Sin embargo, debido a la similitud (fisica) quimica,
CB se usa ampliamente como un compuesto modelo para el hollin (C. Arnal et al., Combust. Sci. Technol., 2012, 184,
1191). Se estim6 que la emision total de carbono negro a nivel mundial era de aproximadamente 8,5 millones de
toneladas después de haber aumentado constantemente durante la década anterior (R. Wang, Global Emission
Inventory and Atmospheric Transport of Black Carbon: Evaluation of the Associated Exposure, 2015, Springer Thesis:
Beijing, China. Como consecuencia de la creciente exposicién ambiental y ocupacional a estas particulas carbonosas,
una comprension mas profunda del impacto (eco) toxicoldgico de estos materiales es de importancia critica. El material
carbonoso o el carbono (material negro) generalmente se considera que tiene baja solubilidad en agua y fluorescencia
deébil (J. C. G. Esteves da Silva y H. M. R. Goncalves, Trends Anal. Chem., 2011, 30, 1327). Sin embargo, las
nanoparticulas de carbono con un rango de tamafio bien definido muy limitado por debajo de 10 nm pueden hacerse
luminiscentes mediante modificaciones sintéticas laboriosas que producen estructuras de carbono de tamafio nano
fluorescentes (H. T. Li et al J. Mat. Chem., 2012, 22, 24230). Los ejemplos son los puntos C fotoluminiscentes (nano
puntos de carbono) que se pueden preparar a partir de precursores de carbono como el hollin de las velas (H. T. Li et
al J. Mat. Chem., 2012, 22, 24230). Tal modificaciéon posterior no puede realizarse directamente en experimentos in
vivo en una muestra que contiene CB o BC u otras nanoparticulas de carbono no fluorescentes.

Las mediciones del estado de la técnica en aire contaminado (J. C. Chow et al., Atmos. Res., 2009, 93, 874) se refieren
a la fotometria de absorcion y la incandescencia inducida por laser (LIlI) para determinar las concentraciones de
particulas. Ademas, se han explorado métodos de etiquetado alternativos, como el etiquetado de radionuclidos de
tecnecio-99-m en estudios epidemiolégicos e investigaciones de toxicologia (A. Nemmar et al., Circulation, 2002, 105,
411).

En LI, la emisién de materiales carbonosos se ha relacionado con la radiacion del cuerpo negro de las particulas de
CB severamente calentadas (A. Ferrari et al., Phys. Rvdo. Lett., 2006, 97, 187401), es decir, incandescencia. Ya se
han propuesto varios modelos para explicar el origen de la incandescencia y su dependencia del poder de iluminacion
y la duracién del pulso (l. Belousova et al., Opt. Commun., 2004, 235, 445; S. Zelensky, Semicon. Phys. Quantum.
Optoelectron., 2004, 7, 190; J. J. Rulik et al., Semicon. Phys. Quantum. Optoelectron., 2007, 10, 6). Recientemente,
importantes esfuerzos cientificos se han centrado en la luz blanca (WL) de materiales carbonosos, incluido el grafeno
(W. Strek et al., Light. Sci. Appl., 2015, 4, €237), fullerenos (B. Hamilton et al., Adv. Mater., 1993, 5, 583) y nanotubos
de carbono (T. Imholt et al., Chem. Mater., 2003, 15, 3969). También para estos materiales, la radiacion emitida se ha
relacionado con la incandescencia.

Sin embargo, la incandescencia inducida por la emision visible de particulas de CB en solucion y materia biolégica
hasta ahora no ha sido ampliamente explorada, a pesar de los reportes de suspensiones de CB que sirven como
limitadores 6pticos y dispersores no lineales debido a su banda ancha y absorcion plana. Dicha eficiencia de dispersion
de luz no lineal inducida por incandescencia disminuye con el acortamiento de la duracién del pulso (I. Belousova et
al,, Opt. Commun., 2004, 235, 445; S. Zelensky, Semicon. Phys. Quantum. Optoelectron., 2004, 7, 190). La
interpretacion de estos efectos no es sencilla, ya que dependen en gran medida de las condiciones experimentales
(F. Fougeanet y J.-C. Fabre, MRS Proceedings, 1997, Cambridge Univ. Press, 293). Ademas, la emision visible
inducida por incandescencia de particulas CB en entornos acuosos requeriria intensidades laser mas altas debido al
transporte de calor mejorado con respecto a los entornos gaseosos, adicionalmente en fluidos biolégicos, células y
tejidos, esto desnaturalizaria este entorno bioldgico debido al calentamiento de las particulas.

El documento US 2011/189702 A describe un método para detectar nanoparticulas de carbono en una muestra
analizando la luz de luminiscencia de dos fotones generada iluminando la muestra con luz laser pulsada de
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femtosegundo en el rango espectral infrarrojo cercano. Las particulas son materiales compuestos que comprenden
una estructura central basada en carbono que es pasivada en la superficie con un segundo material. Las particulas
estan destinadas a ser utilizadas para marcar estructuras diana en imagenes celulares.

Si bien los efectos adversos para la salud de la exposicion a CB y/o BC generalmente se aceptan, todavia falta un
enfoque directo y sin etiqueta para detectar particulas de CB/BC en fluidos y a nivel celular

La presente invencién proporciona métodos que permiten la deteccion directa de particulas de CB y BC, en muestras
relevantes como liquidos contaminados como agua y otros solventes, fluidos corporales y productos de consumo, asi
como ceélulas y tejidos bioldgicos expuestos por medio de deteccidon de luz no relacionada con incandescencia y
analisis bajo iluminacién con duraciones de pulso de femtosegundo/subpicosegundo lo suficientemente cortas como
para desencadenar una respuesta éptica instantanea sin la emisién de incandescencia de muestra inducida por calor.
En la presente invencion, observamos para cuatro especies diferentes de CB con diametros que varian de 13 a 500
nm, que esta emision bajo iluminaciéon de femtosegundos es una propiedad general de las particulas CB/BC.

Un caracter muy distinguido de la presente invencion, en contraste con los puntos C que tienen una banda de emision
estrecha, es que las especies CB o BC bajo iluminacion laser ultrarrapida de femtosegundos/subpicosegundos
muestran una respuesta espectral amplia que abarca al menos todo el rango visible de longitudes de onda. Una ventaja
particular es que cuando el laser de femtosegundo ultrarrapido se enfoca en la muestra que contiene especies CB o
BC (por ejemplo, en orina u otras muestras liquidas), la emision de fondo proveniente de especies no CB o no BC
puede filtrarse espectralmente. Por ejemplo, es una realizacion particular de la presente invencion que al variar la
intensidad de iluminacion de femtosegundo/subpicosegundo y/o la longitud de onda de iluminacién de
femtosegundo/subpicosegundo, las longitudes de onda de emisiéon pueden ajustarse en la emision de longitud de onda
seleccionada en el violeta (380- 450 nm), azul (450-500 nm), verde (500-570 nm), amarillo (570-590 nm), naranja (560-
620 nm) o rojo (620-750 nm). Por ejemplo, en una realizacion particular de la presente invencion, cuando una muestra
que comprende especies CB y/o BC se ilumina mediante un laser pulsado ultrarrapido, por ejemplo, un laser pulsado
de femtosegundo, la longitud de onda de los pulsos laser se puede cambiar dentro del rango de 700 a 1200 nm,
preferiblemente dentro del rango de 750 a 950 nm y/o la intensidad de la luz laser de femtosegundo se puede cambiar,
hasta que la iluminacion de las especies CB y/o BC se distinga de cualquier iluminacion de ruido de muestra. En una
realizacion de la presente invencion, se usa una intensidad de laser ultrarrapida variable y/o una longitud de onda de
laser ultrarrapida variable como una manija para separar el ruido, tal como la emisién de fondo y cualquier otro ruido
que interfiera con la deteccion en longitudes de onda de emisién especificas de BC/CB, o cualquiera de la emisién de
especies CB y/o BC. Por ejemplo, un filtro dicroico de paso corto de 750 nm puede separar las emisiones visibles de
la iluminacion infrarroja cercana de las especies CB y/o BC.

En una realizacion de la presente invencion, después de que se genera una sefal de emision a partir de especies CB
y/o BC mediante iluminacion laser pulsada de femtosegundo/subpicosegundo, las sefiales de luz de emision se guian
a un sistema de deteccion de sefial para detectar las senales de luz de las particulas de interés de las especies CB
y/o BC. Las sefales de entrada de diferentes detectores opticos, por ejemplo, dos, que registran fotones de areas
espectrales suficientemente separadas, proporcionan la sefial de entrada a un multiplicador digital separado, que es
una combinacién de un amplificador y un filtro electrénico. Estas sefiales se convierten cada una en un flujo de sefal
binaria mediante un convertidor analégico a digital (ADC). En consecuencia, las sefiales, desde la salida de los ADC,
se reciben como entradas a un multiplicador digital. EI multiplicador digital puede implementarse como un componente
de hardware digital independiente, como un programa de software que se ejecuta en un procesador de ordenador o
como cualquier otro mecanismo adecuado para multiplicar dos senales. La salida del multiplicador es una sefial
analitica muestreada que representa el producto (complejo) de las dos sefiales. La salida del multiplicador se
proporciona a uno o mas integradores. Al igual que el multiplicador digital, los integradores pueden implementarse
como componentes de hardware digital, como un programa de software en un procesador de ordenador o como
cualquier otro mecanismo adecuado para sumar las muestras de salida del multiplicador. El integrador suma series
de muestras consecutivas de la salida del multiplicador para formar la sefial de salida. La longitud de cada serie de
muestras consecutivas dependera de las propiedades conocidas o estimadas de las sefales de interés. Cada tren de
sefal puede tener un tiempo de inicio asociado relacionado con el tiempo de muestra de la primera muestra en la serie
consecutiva. Una ventaja particular de esta realizacion es que permite filtrar iluminaciones de especies CB y/o BC a
partir de iluminaciones de muestra o medio portador.

En una realizacion particular, el tren de sefial se transfiere, por consiguiente, por salida a hardware auxiliar tal como
un microscopio laser, en particular tal como un microscopio de exploracion laser. En una realizacién alternativa, el tren
de sefial se proporciona a una funcién de busqueda para el recuento de particulas. Esta funcién de busqueda puede
implementarse como un procesador de sefal digital, como un programa de ordenador operable en un sistema de
procesamiento de datos, o como cualquier otro medio de procesamiento de sefial adecuado, incluyendo hardware
digital especializado. La funcién de busqueda incluye un umbral que puede seleccionar selectivamente un pulso que
excede una cierta magnitud de sefal. La funcion de busqueda cuenta estos eventos.

En una realizacion particular de la presente invencién, la intensidad de iluminacién pulsada de

femtosegundo/subpicosegundo y/o la longitud de onda de iluminacién de femtosegundo/subpicosegundo en dichas
especies CB y/o BC o en dicha muestra que comprende especies CB y/o BC esta modulada a la excitacion de emision
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infrarroja cercana de dichas especies CB y/o BC. Un efecto positivo particular de este método es que distingue la
emision de especies CB y/o BC de la emisién de ruido de fondo y esto es particularmente util para filtrar la
autofluorescencia de fondo o la autofluorescencia del medio de muestra accidental. Una realizacién particular de la
presente invencion se refiere a la modulacion de la iluminacién ultrarrapida de femtosegundos de dichas especies BC
y/o CB en una muestra de orina hasta que se alcanza la emision infrarroja cercana. Esto es particularmente adecuado
para distinguir las particulas CB y/o BC de cualquier otro ruido que interfiera con la deteccién en longitudes de onda
de emisién especificas de BC/CB.

A medida que la radiacion emitida se extiende por todo el espectro visible, la detecciéon es sencilla y flexible. La
propiedad Unica de la emision de luz descrita permite la deteccién dptica y la localizacién inequivoca de particulas
CB/BC en fluidos (corporales) como se muestra aqui usando orina y en entornos celulares, mientras que
simultaneamente colocaliza diferentes componentes celulares usando varios fluoréforos especificos como se muestra
aqui usando fibroblastos de pulmén humano.

Resumen de la invencién

La invencion se dirige a un método para detectar particulas de negro de carbono y/o carbono negro en una muestra
como se especifica en la reivindicacion 1 adjunta. Las realizaciones preferidas se definen en las reivindicaciones
dependientes.

El método puede emplearse para analizar o cuantificar relativamente estas particulas

* en liquidos tales como medios acuosos (por ejemplo, tales medios acuosos a una temperatura inferior a 90 °C,
preferiblemente entre 1 °C y 80 °C y mas preferiblemente entre 10 °C y 50 °C) donde se produce disipacion de calor
y calentamiento de las particulas carbonosas que resultan en incandescencia se previene, pero no se limita a sangre,
plasma, saliva, esputo, orina u otros liquidos contaminados como las aguas residuales;

* 0 en células tales como, entre otras, células humanas, animales y vegetales que estan fijas o vivas y tienen un
contenido de agua intracelular superior al 40%, preferiblemente entre 40% y 95%, y mas preferiblemente entre 50% y
70% de tal manera que la disipacion de calor puede tener lugar;

* 0 en entornos complejos, como tejidos biolégicos y medios portadores de origen no bioldgico, tales como pero no
limitados a, tejidos humanos, animales y vegetales, y muestras de biopsia que estan fijas o vivas in vitro o in vivo y
consisten en células que tienen un contenido de agua intracelular superior al 40%, preferiblemente entre 40% y 95%,
y mas preferiblemente entre 50% y 70% para que pueda tener lugar la disipacion de calor.

En la presente invencién, la emisién no es emisién incandescente.

Las particulas absorbentes de la luz, tales como las particulas carbonosas, generalmente se aceptaban como no
luminiscentes o débilmente luminiscentes debido a un enfriamiento interno eficiente de la energia de excitacion.

La presente invencion resuelve los problemas de la técnica relacionada de medir y/o detectar particulas carbonosas
en liquidos a temperaturas moderadas donde puede tener lugar la disipacion de calor y se evita el calentamiento de
las particulas carbonosas que producen incandescencia. La emision de luz blanca por particulas carbonosas secas
ya se conoce en la literatura, sin embargo, en este caso, la emision es causada por incandescencia, es decir, la emision
del cuerpo negro de particulas calentadas.

En particular, para materiales a base de carbono, esto significa calentar a miles de grados centigrados. Esta situacion
no se puede obtener facilmente en ambientes humedos (acuosos) debido a la rapida disipacion de calor hacia el
ambiente circundante. Ademas, la emision de incandescencia no es instantanea ya que el objeto sigue emitiendo luz
después de que el pulso de iluminacién ha cesado mientras se enfria. Ademas, dicha emisiéon calentada no es
adecuada para ambientes o muestras sensibles al calor, desnaturalizaciéon sensible al calor o explosivos sensibles al
calor.

En una realizacién particular, la presente invencién resuelve los problemas de la técnica relacionada de tal manera
que los ajustes de formacion de imagenes que significan la intensidad incidente, la potencia media y la longitud de
onda en la muestra de los pulsos de laser de femtosegundos requeridos para la generacion de emisiones son
compatibles con material o entornos vivos, sensible al calor, sensibles a la desnaturalizaciéon con calor, y sensibles a
la explosion de calor. La incandescencia, conocida por las personas capacitadas en el campo, no se consideraria, ya
que requeriria poderes laser inaceptablemente altos aplicados durante largos periodos de tiempo para inducir el
calentamiento requerido de particulas carbonosas en entornos acuosos que conducen a la destruccion de los
materiales circundantes por el calentamiento y quemado local.

La intensidad de la iluminacion generada por este método es suficiente para ser detectada por un fotomultiplicador,
un fotodiodo de avalancha o cualquier otro sensor sensible a la luz visible o infrarroja cercana y la intensidad de la luz
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blanca generada es suficiente para ser utilizada en un microscopio laser del estado de la técnica, en particular, como
un microscopio de escaneo laser, o dispositivos dpticos similares, como la citometria de flujo.

Una realizacion particular de la presente invencion se refiere a un método de induccion de emisiéon de particulas
carbonosas, tales como CB o BC, en muestras de medicion tales como liquidos (por ejemplo, fluido corporal animal),
células (por ejemplo, células animales), tejidos de origen bioldégico y medios portadores de origen no bioldgico
mediante la entrega de luz laser, con una duracion de pulso de femto/subpicosegundo que desencadena una
respuesta optica instantanea de las particulas carbonosas dentro de dicha muestra de medicion, y esto sin etiquetado
y/o ningun pretratamiento de las particulas carbonosas. Tal método de analisis es particularmente adecuado para
analizar CB, BC y otras particulas carbonosas ordinarias tales como particulas carbonosas derivadas de la combustion
sin funcionalizacién adicional de las particulas o tales como particulas carbonosas de contaminacion industrial o
ambiental.

La presente divulgacion también se refiere a un aparato para analizar particulas carbonosas ordinarias en liquidos,
células y entornos complejos tales como tejidos biolégicos y medios portadores de origen no biolégico, comprendiendo
dicho aparato

- una seccion de distribucion de muestras de medicion para distribuir una muestra de control de liquido y un alicuota
predefinida de muestra liquida o cualquier otra muestra que contenga nanoparticulas de carbono suspendidas en
liquido junto con fluido de revestimiento de enfoque hidrodinamico;

- una seccion de iluminacion y deteccion Opticas que comprende un laser que suministra pulsos con duraciones de
pulso de femto/subpicosegundo lo suficientemente cortas como para desencadenar una respuesta optica instantanea
no relacionada con incandescencia;

- un elemento de enfoque tal como un objetivo o cualquier otra lente o espejo de enfoque con una apertura numérica
preferiblemente pero no necesariamente por encima de uno;

- elementos de recepcién y deteccion de luz para detectar preferiblemente la luz emitida desde la muestra en la
direccion del laser (hacia adelante);

- un elemento receptor de luz para recibir y detectar luz emitida hacia atras; y una seccion de mediciéon para medir
particulas carbonosas, como CB o BC, en liquidos, células y tejidos de medios biolégicos y portadores de origen no
bioldgico, en base a emisiones no relacionadas con incandescencia detectadas por la seccidon de deteccion optica.

La presente divulgacion también proporciona un método de deteccion de contaminacion de particulas CB y/o BC que
reside en organismos eucariotas, tales como plantas y animales. Es especialmente adecuado para mamiferos, el
método comprende: (i) la recoleccién de una muestra del organismo eucariota; y (ii) analisis de la presencia o la
cantidad de particulas CB y/o BC en dicho organismo eucariota sometiendo la muestra a pulsos laser de
femtosegundos/subpicosegundos y analizando la emision de luz de las particulas CB y/o BC en dicha muestra. En
otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un método para detectar particulas CB y/o BC en una muestra
bioldgica, que comprende: (a) irradiar dicha muestra biolégica con pulsos laser de femtosegundo/subpicosegundo y
(b) detectar la presencia o ausencia de particulas CB y/o BC en dicha muestra por la luz visual emitida. En otro aspecto
mas, la presente invencion proporciona un método para el analisis de presencia o cantidad de particulas CB y/o BC
en una muestra, que comprende la etapa de induccion de emision de luz visual (por ejemplo, emision de luz blanca)
desde las particulas CB y/o BC provocadas por pulsos laser de femtosegundos/subpicosegundos y analisis de la
emision de luz. Estas realizaciones de la divulgacion distinguen ventajosamente las emisiones de particulas CB y/o
BC del ruido de emisién de fondo de la muestra o matriz portadora. De acuerdo con la invencion, la duracién del pulso
es inferior a 500 femtosegundos, la tasa de repeticion es superior a 1 MHz con una potencia promedio inferior a 20
mW, y la longitud de onda de los pulsos laser de femtosegundo varia de 700 a 1200 nm. De acuerdo con la invencion,
las particulas CB y BC se analizan o cuantifican en medios a una temperatura inferior a 90 °C.

Al usar un sistema apropiado es posible que las particulas CB y BC a analizar o cuantificar estén en entornos complejos
como fluidos corporales como sangre u orina o en que las particulas CB y BC que se analizaran o cuantificaran se
encuentran en tejidos como hojas de hiedra o placenta. Esta invencion puede estar ademas en conjuncién con la
intensidad de la luz blanca detectada por un fotomultiplicador o un microscopio laser, en particular un microscopio de
exploracion laser. De acuerdo con la invencion, las particulas de negro de carbono (CB) y/o carbono negro (BC) estan
libres de etiquetas, las particulas de negro de carbono (CB) y/o carbono negro (BC) se encuentran sin etiquetado o
ningun pretratamiento y/o las particulas de negro de carbono (CB) y/o carbono negro (BC) permanecen a temperaturas
moderadas para que la emisién no sea causada por incandescencia y por lo tanto biocompatible.

En una realizacion adicional de la divulgacion, un analizador de fluidos corporales para medir particulas de negro de
carbono (CB) y/o carbono negro (BC) en fluidos corporales, esta configurado de tal manera que la medicion de la
contaminacion de particulas de negro de carbono y/o carbono negro es llevado sobre dicho fluido corporal sin etiquetar
o funcionalizar dichas particulas de contaminacién, por lo que el analizador de fluidos corporales comprende: un laser
pulsado de femtosegundo/subpicosegundo, un mecanismo de muestreo para tomar una muestra de fluido corporal de
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un recipiente de muestra o para recibir dicho recipiente de muestra para llevar a cabo irradiaciones de pulsos de laser
de femtosegundos/subpicosegundos en la muestra de fluido corporal, un mecanismo sensor para llevar a cabo una
medicion visual de la emision de luz para medir la contaminacion de negro de carbono y/o carbono negro en dicha
muestra. Algunas de las técnicas descritas anteriormente pueden realizarse como que el laser pulsado de
femtosegundo/subpicosegundo del aparato comprende un laser de femtosegundo ultrarrapido, que el aparato
comprende una entrega de haz estacionario o de exploracion para enfocar la luz Iaser en la muestra. Algunas de las
técnicas descritas anteriormente pueden incorporarse como que el mecanismo de laser de pulso de
femtosegundo/subpicosegundo del aparato esta configurado para generar pulsos con longitudes de onda que varian
de 750 a 950 nm o el mecanismo de laser de pulso de femtosegundo/subpicosegundo esta configurado para generar
pulsos con longitudes de onda que oscilan entre 700 y 1200 nm.

El mecanismo de laser pulsado de femtosegundo/subpicosegundo en dicho aparato esta configurado para generar
pulsos con duraciones mas cortas que 1000 femtosegundos y preferentemente mas corto que 500 femtosegundos,
que el mecanismo de laser de pulso femtosegundo esta configurado para generar pulsos con una tasa de repeticion
preferiblemente superior a 1 MHz, que el laser de pulso de femtosegundo esta configurado para generar luz de
iluminacién con una potencia promedio de 4 a 6 mW y/o que el laser de pulso de femtosegundo esta configurado para
generar luz de iluminacion con una potencia promedio por debajo de 20 mW. Otro aspecto, de la presente invencion,
proporciona el aparato de acuerdo con cualquiera de las declaraciones anteriores, que comprende: a) una seccion de
distribucion de muestras de medicion configurada para distribuir una muestra de control de liquido y una alicuota
predefinida de muestra de liquido; b) una seccion de deteccion 6ptica que comprende: i) el mecanismo de laser pulsado
de femtosegundos/subpicosegundos, ii) un elemento receptor de luz hacia adelante configurado para detectar la luz
hacia adelante emitida por la muestra, y configurado ademas para emitir una sefial de salida de luz hacia adelante y
i) un elemento receptor de luz hacia atras configurado para detectar la luz hacia atras emitida desde la muestra, y
configurado ademas para emitir una sefial de salida de luz hacia atras. Ademas, este aparato se puede conectar fisica
y funcionalmente con un dispositivo de procesamiento que comprende una unidad de procesamiento (CPU) y un
dispositivo de almacenamiento de memoria. Esto puede ser una conexion directa con un ordenador o una conexiéon
funcional con una unidad de sistema de procesamiento remoto que incluye un programa ejecutable de ordenador.
Dicho programa ejecutable por ordenador esta configurado para detectar y analizar las sefiales de dicho elemento
receptor de luz hacia adelante y elemento receptor de luz hacia atras. Aun en una realizacién particular, el programa
ejecutable por ordenador esta configurado para comparar las sefiales de medicién con las sefales de referencia.

Realizaciones ilustrativas de la invencion

La siguiente descripcion detallada de la invencion se refiere a los dibujos adjuntos. Los mismos nimeros de referencia
en diferentes dibujos identifican los mismos elementos o elementos similares. Ademas, la siguiente descripcion
detallada no limita la invencion. En cambio, el alcance de la invencion esta definido por las reivindicaciones adjuntas
y sus equivalentes.

La presente invencion se describira con respecto a realizaciones particulares y con referencia a ciertos dibujos, pero
la invencién no esta limitada a los mismos sino solo por las reivindicaciones. Los dibujos descritos son solo
esquematicos y no limitativos. En los dibujos, el tamafio de algunos de los elementos puede ser exagerado y no
dibujado a escala con fines ilustrativos. Las dimensiones y las dimensiones relativas no corresponden a reducciones
reales a la practica de la invencion.

Ademas, los términos primero, segundo, tercero y similares en la descripcion y en las reivindicaciones, se usan para
distinguir entre elementos similares y no necesariamente para describir un orden secuencial o cronoldgico. Debe
entenderse que los términos asi utilizados son intercambiables en circunstancias apropiadas y que las realizaciones
de lainvencioén descritas en el presente documento pueden funcionar en otras secuencias que las descritas o ilustradas
en el presente documento.

Ademas, los términos superior, inferior, sobre, debajo y similares en la descripcion y las reivindicaciones se usan con
fines descriptivos y no necesariamente para describir posiciones relativas. Debe entenderse que los términos asi
utilizados son intercambiables en circunstancias apropiadas y que las realizaciones de la invencion descritas en el
presente documento pueden funcionar en otras orientaciones que las descritas o ilustradas en el presente documento.

Debe observarse que el término "que comprende", utilizado en las reivindicaciones, no debe interpretarse como
restringido a los medios enumerados a continuacién; no excluye otros elementos o pasos. Por lo tanto, debe
interpretarse como que especifica la presencia de las caracteristicas, enteros, pasos o componentes indicados, pero
no excluye la presencia o adicion de una o mas caracteristicas, enteros, pasos o componentes, o grupos de los
mismos. Por lo tanto, el alcance de la expresion "un dispositivo que comprende los medios A y B" no debe limitarse a
los dispositivos que consisten Unicamente en los componentes A y B. Significa que con respecto a la presente
invencion, los Unicos componentes relevantes del dispositivo son Ay B.

Ejemplos

Todos los productos quimicos se compraron de Sigma-Aldrich (Bélgica) a menos que se indique lo contrario.
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Ejemplo 1 Caracterizacion de particulas de negro de carbono: En este estudio se utilizaron cuatro tipos de particulas
de negro de carbono (CB): nanopolvo de negro de carbono ultrafino (ufPL; PlasmaChem GmbH, Alemania), Printex
90 ultrafino (ufP90; Orion Engineered Carbons, Alemania), nanopolvo de negro de carbono conductor (CCB; US
Research Nanomaterials, EE. UU.) Y nanopolvo de carbono fino mesoporoso (fCB; Sigma-Aldrich, Bélgica). Los
diametros aerodinamicos medios determinados por los fabricantes son 13, 14, 150 y 300 nm para ufPL, ufP90, CCB
y fCB, respectivamente (Tabla 2). Los tamafios promedio de particula primaria y los niveles de agregacion de los CB
se confirmaron mediante microscopia electrénica de transmision (TEM; Tecnai G2, espirit twin, FEI, Paises Bajos),
figura 23). Se prepararon suspensiones acuosas (2 mg/ml), se ultrasonicaron durante 30 minutos y se almacenaron a
4°C en la oscuridad hasta su uso posterior. Inmediatamente antes de su uso, las suspensiones originales se
ultrasonicaron durante 20 minutos antes de la dilucién en agua, solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) o medio
de Dulbecco modificado de Iscove (IMDM; Life Technologies, Bélgica) suplementado con suero fetal bovino al 10%
(FBS; Biochrom AG, Alemania), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Los diametros hidrodinamicos
de las particulas suspendidas en agua ultrapura y el medio de cultivo celular suplementado se midieron mediante
dispersion dinamica de luz con un analizador de particulas ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corp., EE. UU.), Tabla
2. Este instrumento también se usé para la determinacion del potencial Zeta de los CB en solucién de cloruro de
potasio (KCI; 1 mM, pH 7.4) y medio de cultivo celular suplementado.

Ejemplo 2 Imagenes CB en diversas soluciones, aire y polidimetilsiloxano: Las particulas CCB se dispersaron a una
concentracion de 600 ug/ml en agua ultrapura, etanol (Etanol absoluto, VWR Chemicals, Bélgica), glicerol (Glycerol
BioXtra 299%, Sigma-Aldrich, Bélgica) y aceite de microscopio (Immersol™ 518 F, Carl Zeiss, Alemania), y una mezcla
de relacion de peso 10:1 de polimero base de polidimetilsiloxano (PDMS) y agente de curado (Dow Corning, Alemania)
se desgasifico a 0.55 bares y se curd durante 30 minutos a 70°C. Las soluciones se prepararon usando los mismos
pasos de ultrasonicacion como se describié anteriormente y la muestra seca se prepar6 secando al aire una gota de
CCB en suspension sobre un portaobjetos de vidrio. Las imagenes se recogieron utilizando un Zeiss LSM510 META
NLO (Carl Zeiss, Alemania) montado en un Axiovert 200 M equipado con un laser pulsado de femtosegundo (810 nm,
150 fs, 80 MHz, MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.) Sintonizado a una longitud de onda central de 810 nm con una
potencia radiante de 5 0 10 mW en la posicion de la muestra y utilizando un objetivo de inmersiéon en agua de 40 x/1.1
(LD C-Apochromat 40%/1.1 W Korr UV-Vis-IR, Carl Zeiss). Las imagenes 1024x1024 resultantes con un tamafio de
pixel de 0.22 pm se registraron con un tiempo de permanencia de pixel de 1.6 ys a temperatura ambiente.

Ejemplo 3 Espectros de absorcion CB: Los espectros de absorcion de la suspension CB se midieron con un
espectrometro Lambda 950 UV/Vis/NIR (Perkin Elmer, EE. UU.) De doble haz, doble monocromador, registro de
relacion espectrofotometro UV/Vis/NIR. Las suspensiones se prepararon como se describe anteriormente y se
midieron en una cubeta de cuarzo (1 cm de longitud del camino 6ptico) inmediatamente después de la preparacion
para minimizar la sedimentacion. Se registraron escaneos individuales en el rango espectral visible entre 400 y 800
nm con una velocidad de escaneo de 0.25 nm/s y un ancho de hendidura de 5 nm.

Ejemplo 4 Espectros de emision CB: Las suspensiones CB estaban contenidas en camaras 6pticas fabricadas por dos
diapositivas de cubierta de vidrio unidas por cinta adhesiva de doble cara (8153LE, 3M, Bélgica) con un orificio central
perforado de 5 mm. Estas suspensiones de CB o particulas de CB secadas en un vidrio de cubierta (Figura 24) se
excitaron con un laser de zafiro de titanio de femtosegundo convencional (810 nm, 150 fs, 80 MHz, MaiTai, Spectra
Physics, EE. UU.). La potencia de iluminacién se establecié en 8 m\W después de un objetivo aéreo de 60x/0.95 (CFI
Plan Apo Lambda 60x%/0.95, Nikon, Japon). Un filtro dicroico de paso corto de 750 nm estaba separando la emision
visible de la iluminacién infrarroja cercana. La luz emitida se enfoco en un agujero y luego se reflejé en un espectrégrafo
con una camara EM-CCD (ImagEM Enhanced C9100-13, Hamamatsu, Japon). Un filtro de paso corto adicional
bloqued cualquier luz laser fundamental. Los tiempos de integracion de 45 s fueron suficientes para generar espectros
con una alta relacién sefial a ruido (>100).

Ejemplo 5 Conteo de fotones individuales con correlacion de tiempo: Después de la iluminacion de femtosegundos
(810 nm, 80 MHz, 5 mW) de los CB suspendidos en agua ultrapura o secados en un vidrio de cobertura, la respuesta
temporal de la sefial emitida se detectd usando un tubo fotomultiplicador GaAsP (PMT; 7422, Hamamatsu, Alemania)
después del filtrado espectral utilizando un espejo dicroico KP 650, un filtro de paso corto KP 685 y un filtro de paso
de banda (BP) 450-650. El PMT estaba conectado a una tarjeta SPC830 (Becker y Hickl, Alemania) que estaba
sincronizada con el tren de pulsos del laser. Las grabaciones de las imagenes de 256x256 pixeles con un tamafio de
pixel de 0.11 um se realizaron utilizando un tiempo de permanencia de pixeles de 6.4 yus.

Ejemplo 6 Raman Spectra CBs: Los espectros Raman se recogieron con una camara CCD (Newton, Andor, Reino
Unido) equipada con un monocromador de rejilla abierta (IHR320, Horiba, Japdn) con una rejilla de 1200 I/mm. Se uso6
un laser de helio neén de 633 nm con una potencia promedio en la muestra de 15 mW (Research and Electro-Optics
INC, EE. UU.). La sefial Raman pasé un filtro de paso largo de 645 nm después de un orificio de 100 ym para la
deteccion confocal y el monocromador de rejilla. El ancho de la ranura se ajusté a 2000 uym. Las muestras de CB
suspendidas estaban contenidas en las camaras Opticas descritas anteriormente. El tiempo de integracion se
establecié en 10 s y se muestran promedios de 6 escaneos. Los datos se recogieron en una muestra de polvo seco
en aire a temperatura ambiente. Los espectros Raman para todas las muestras recolectadas con iluminacion laser de
633 nm mostraron picos D y G muy amplios tipicos del carbono amorfo
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Ejemplo 7 Conversion ascendente de femtosegundos: Se usoé un sistema laser amplificador paramétrico 6ptico doble
de femtosegundos amplificado como fuente de iluminacion. La potencia del laser se ajustd a 150 yW (150 nJ/pulso)
en la posicion de la muestra y la luz emitida por la muestra se recogié eficientemente utilizando un espejo parabdlico
fuera del eje. La emision se filtrd utilizando filtros de paso largo para suprimir la luz dispersa, dirigida y superpuesta
con un pulso de puerta (810 nm, ca. 10 pJ) derivado del amplificador regenerativo en un cristal de triborato de litio. Al
ajustar el angulo incidente de estos dos haces en relacion con el plano de cristal, se generd la frecuencia de suma de
la luz y el pulso de la puerta. Las huellas resueltas en el tiempo se registraron luego detectando esta luz de frecuencia
suma mientras se cambiaba el retraso relativo del pulso de la puerta frente al tiempo de iluminacién de la muestra. La
activacion de fluorescencia se realizé bajo condiciones de angulo magico en ventanas de tiempo de 6, 50 y 250 ps.

La deteccion monocromatica en modo heterodino se realizé utilizando un tubo fotomultiplicador (R928, Hamamatsu,
Japon) colocado en la segunda salida del espectrografo montado detras de una ranura. La deteccion 6ptica de
heterodino es una técnica altamente sensible para medir cambios muy débiles en la absorcién inducida por un haz de
bomba de frecuencia modulada. La sefial eléctrica del tubo fotomultiplicador fue activada por un promediador tipo
boxcar (SR250, Stanford Research Systems, EE. UU.) y detectada por un amplificador de bloqueo (SR830, Stanford
Research Systems, EE. UU.).

Se coloco un filtro BP adicional de 260-380 nm frente al monocromador para rechazar la luz de la iluminacion y el
pulso de la puerta. La funcion de respuesta del instrumento (IRF) de esta configuracion (incluidas las fuentes laser) se
determiné mediante la deteccion de luz dispersa del pulso laser en condiciones idénticas y se encontré que era
aproximadamente 120 fs (FWHM). Este valor se usoé en el andlisis de todas las mediciones para el ajuste de curvas
usando la reconvolucion iterativa de los conjuntos de datos mientras se asumia una forma gaussiana para el IRF. La
muestra se prepard en una concentracion que produjo una absorbancia de ca. 0.4 por mm en la longitud de onda de
iluminacion y estaba contenido en una cubeta de cuarzo con una longitud de trayectoria 6ptica de 1 mm. Para mejorar
la relacién sefal/ruido, cada mediciéon se promedié 15 veces en 256 posiciones de retraso, donde una posicion de
retraso se conoce como el intervalo de tiempo entre la llegada de la bomba y los pulsos de compuerta en la posicion
de muestra.

Ejemplo 8 Condiciones de cultivo celular: Se mantuvieron células de fibroblastos de pulmon fetal humano (linea celular
MRC-5, ATCC CCL-171, LGC Standards, Francia) (37°C, 5% de CO32) en Medio Esencial Minimo (MEM) suplementado
con 10% de FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Cuando se alcanzé una confluencia del 80-
90%, las células se subcultivaron rutinariamente. Las células para la obtencién de imagenes se sembraron en placas
de cultivo de 96 pocillos a una densidad de 10.000 células/pocillo y se incubaron durante la noche para permitir la
adherencia celular. Después de lavar tres veces con PBS, las células se trataron con 200 ul de medio celular que
contenia 5 ug/cm? de particulas CB. Después de la exposicién durante varios periodos de tiempo (4, 8 y 24 h), las
células se lavaron tres veces con IMDM antes de realizar la inmunohistoquimica. Las células que no se sometieron a
tratamiento CB se usaron como controles en los diversos puntos de tiempo.

Ejemplo 9 Inmunohistoquimica: Las células se fijaron usando paraformaldehido al 4% que contenia sacarosa al 4%
en PBS durante 20 min. La permeabilizacién y el bloqueo se realizaron durante 2 h utilizando Triton X-100 al 0.3%,
albumina de suero bovino al 1% y suero de cabra al 10% (Merck Millipore, Bélgica) en PBS que contenia glicina 0.3
M (VWR Chemicals, Bélgica) y sacarosa al 5%. Los anticuerpos se diluyeron en un tampoén de bloqueo que consiste
en BSA al 1% y Triton X-100 al 0.1% en PBS. Los anticuerpos primarios fueron anti-a-tubulina de ratén monoclonal
(1:1,000 durante 1 h a temperatura ambiente, Sigma-Aldrich, Bélgica), vimentina antihumana de rata monoclonal (10
pg/ml durante 3 h a temperatura ambiente, Bio-Techne, Reino Unido), y anti-paxilina de conejo monoclonal (1:100
durante la noche a 4°C, Abcam, Reino Unido). Los anticuerpos secundarios fueron Alexa Fluor 488 antiratén de burro,
Alexa Fluor 555 antirata de cabra y Alexa Fluor 647 anticonejo de cabra (1:250, 1 h, Life Technologies, Bélgica). Todos
los lavados se realizaron tres veces con PBS durante al menos 5 min. Antes de la imagen confocal, se aspiraban todos
los pocillos y se agregaban 200 yl de Immu-Mount (Thermo Scientific Shandon™ Immu-Mount™, Thermo Fisher
Scientific, Alemania).

Ejemplo 10 Imagen de microscopia de escaneo laser de CB inmersas en por células MRC-5: Todas las imagenes se
recogieron a temperatura ambiente utilizando un cabezal de escaneo Zeiss LSM510 META NLO montado en un
microscopio de escaneo laser invertido (Zeiss Axiovert 200 M, Alemania) y un objetivo de inmersion en agua 40x/1.1.
Las particulas CB se iluminaron con un pulso laser de femtosegundo y una potencia laser promedio de 4 mW en la
muestra (810 nm, 150 fs, 80 MHz, MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.). Se observo la emision de las particulas en el
modo no desescaneado después de la separacion espectral y el filtrado de la sefial y se usé un filtro 400-410 BP para
filtrar adicionalmente la luz de emisién. En el modo desescaneado, la sefial emitida se detectd con un BP 650-710. El
agujero se abrié por completo. Para evitar la diafonia con la emisién de luz blanca CB cuando se utilizaron imagenes
secuenciales de imagenes de estructuras celulares marcadas con fluoréforo.

Para obtener imagenes del citoesqueleto de tubulina de las células, el microscopio se acopld a un laser de iones de
argon refrigerado por aire de 30 mW (LASOS Lasertechnik GmbH, Alemania) que emite a 488 nm (~3 yW de potencia
radiante maxima en la muestra). El filiro de paso de banda 500-530 se us6 para filtrar la sefial de emision. Para obtener
imagenes tanto del citoesqueleto de actina como de la célula completa, se realizo la excitacion a 543 nm utilizando un
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laser de helio neén de 5 mW (LASOS Lasertechnik GmbH, Alemania, ~3 pyW de potencia radiante maxima en la
muestra). El filtro de paso de banda 565-615 se us6 para filtrar la sefial de emision. Las imagenes de 1024x1024
resultantes con un tamafo de pixel de 0.06 ym se registraron utilizando un tiempo de permanencia de pixel de 14.2
ps. Se uso un tamafio de agujero fijo de 100 pm.

Ejemplo 11 Resultados

En este estudio, se usa una variedad de particulas carbonosas, representativas de aquellas a las que los humanos
estan tipicamente expuestos, que van desde polvos utilizados en maquinas copiadoras hasta materiales que
generalmente se emplean como modelo para el hollin. La informacién sobre las caracteristicas fisicoquimicas de estos
diferentes materiales comerciales CB (ufPL, ufP90, CCB y fCB) se puede encontrar en la Tabla 2. De acuerdo con los
datos del fabricante, el diametro aerodinamico de las particulas varia entre 13 y 500 nm. Las imagenes de microscopia
electrénica de transmision (TEM) (Figuras 1B y 23) muestran la apariencia tipica de CB que consiste en agregados
aciniformes de particulas de carbono primario con forma arbitraria. Estas imagenes TEM vy los resultados de la
dispersion dinamica de la luz resumidos en la Tabla 2 muestran que las particulas CB se agregan cuando se
suspenden en soluciones acuosas y absorben las proteinas corona del medio completo en su superficie, lo que da
como resultado un diametro hidrodinamico aumentado y un potencial zeta correspondiente a aproximadamente -20
mV independientemente de su potencial nativo. En conclusién, las caracteristicas fisicoquimicas de las diferentes
particulas de CB en suspension son similares, aunque al seleccionar las particulas buscamos la mayor diferencia
posible.

La figura 1C muestra CB suspendido en agua ultrapura, etanol y glicerol iluminado con un laser de femtosegundo a
810 nm (150 fs, 80 MHz) y registrado utilizando un microscopio comercial de escaneo laser de multiples fotones. Se
detectaron sefales intensas con un filtro de paso de banda de emision de 450 a 650 nm delante del detector.
Dependiendo del medio de suspension, la potencia del laser debe ajustarse para generar una intensidad de emision
similar: en glicerol y aceite de inmersion, la potencia de iluminacién era aproximadamente el doble que la del
experimento en etanol o agua (figura 24). Obsérvese la mancha horizontal de las particulas CB en la figura 1C (tiempo
de permanencia de pixeles de 1.60 us, tamafio de pixeles de 220 nm). Este fendmeno se observa en todas las
combinaciones de velocidades de escaneo y acercamiento (datos no mostrados), lo que sugiere la susceptibilidad de
las particulas a la captura dptica en estas condiciones. Esta hipotesis se ve respaldada por la ausencia de esta mancha
cuando las particulas CB estan incrustadas en polidimetilsiloxano (figura 25). La captura por pulsos laser de
femtosegundo ya se ha demostrado para otros tipos de nanoparticulas (A. Usman et al., Sci. Prog., 2013, 96, 1; A.
Usman et al., Femtosecond trapping efficiency enhanced for nano-sized silica spheres, 2012, 845833).

Se realizaron mediciones espectroscopicas adicionales para racionalizar la emision de luz visible observada bajo
iluminacion de infrarrojo cercano de femtosegundo.

En primer lugar, descartamos la fotoluminiscencia (PL) reportada para particulas carbonosas muy pequefas (por
debajo de 10 nandémetros) (S. Ghosh et al., Nano Lett., 2014, 5656; Q. Li et al., J. Phys. Chem., 2010, 114, 12062)
como causa de la emisién observada. Las particulas carbonosas, en particular el hollin, consisten o comprenden
particulas agregadas que son de naturaleza heterogénea y, por lo tanto, contienen multiples especies absorbentes
posiblemente responsables de las transiciones de radiacién. Los espectros de extincion de las suspensiones acuosas
de las particulas CB consideradas aqui cubren todo el rango visible (figura 2A), presumiblemente debido a un continuo
de estados electrénicos en el carbono amorfo. El ligero aumento de la extincion hacia longitudes de onda mas cortas
para las dos particulas mas pequefias (ufPL y ufP90) probablemente se deba a una mayor dispersion de la luz.

Sin embargo, los graficos bidimensionales de emision de excitacion de fotones Unicos (figura 2B) de ufPL (grafico
similar para fCB: figura 26) muestran solo una emision débil; observe en comparacion la linea débil de Raman (flecha
roja) del agua, el medio de suspension.

Sin embargo, las graficas bidimensionales de emision de excitacién de fotones Unicos (figura 2B) de ufPL (grafica
similar para fCB: figura 26) muestran solo una emision débil; observe en comparacion la linea débil de Raman (flecha
roja) del agua, el medio de suspension.

A diferencia de la excitacion de un solo fotén, la iluminacién con luz infrarroja cercana pulsada de femtosegundo (810
nm, 150 fs, 80 MHz) genera una fuerte emision de luz blanca sin caracteristicas que extiende todo el espectro visible
(Figuras 3A y B). Esta observacion se realizé para los cuatro tipos de suspensiones acuosas de CB usadas en este
estudio e incluso para particulas secas (Figura 28). Esta emisién WL es independiente de la longitud de onda de
iluminacion dentro del rango de 780 a 900 nm para una potencia media constante de 8 mW en la muestra (Figura 3B,
Figura 29).

Mientras PL como se ve en la figura 2B no puede explicar la fuerte emisién de WL observada bajo iluminacion de
femtosegundos (Figuras 1C, 3A y B), las investigaciones con resolucion temporal son indicativas. Usando equipo de
fotdn unico correlacionado con el tiempo, se observa una naturaleza instantanea de la radiacién WL cuando se observa
la escala de tiempo de picosegundos (Figura 30). También en experimentos de conversion ascendente de
femtosegundos con una resoluciéon temporal mas alta, se observa que la sefial emitida de las particulas CB es
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instantanea (figura 3C). En nota adicional, la iluminacién con pulsos de 7 ps da como resultado una intensidad de
luminiscencia fuertemente reducida (figura 31). Por lo tanto, la emision de WL de las particulas de CB suspendidas
solo se activa de manera eficiente mediante la iluminacién de femtosegundos con campos electromagnéticos de pico
alto y una vez que cesa el pulso de iluminacién de femtosegundos, la emisién de WL termina inmediatamente.

La naturaleza instantanea de la sefial observada confirma que no estamos tratando con incandescencia a pesar de
usar iluminacion laser con fluencias de aproximadamente 0.05 J/cm? a una energia de pulso de 0.1 nJ, similar a los
experimentos previos.

La emision instantanea observada de WL tampoco esta relacionada con los cambios del indice de refraccion local en
el entorno de nanoparticulas de CB al llegar el pulso. Podemos confirmar que también la emision WL de CB muestra
una respuesta no lineal de segundo orden con respecto a la potencia incidente (figura 32).

Como resultado de la generacion visible de WL por particulas de negro de carbono bajo iluminacién infrarroja cercana
pulsada de femtosegundos, la sefal de las particulas se puede combinar faciimente con diversos fluoréforos
convencionales que mejoran el contraste utilizados para visualizar caracteristicas biolégicas. Como se muestra en la
figura 4, el WL emitido puede sondearse a diferentes longitudes de onda con potencias laser compatibles con
imagenes de células vitales. Por lo tanto, la deteccion de CB se puede combinar con imagenes simultaneas de
compartimentos celulares tefiidos por diferentes fluoréforos con etiqueta de color. Esta deteccion simultanea permite
la localizacion inequivoca de las particulas dentro de las células y coloca la ubicacion del CB directamente en su
contexto bioldgico.

Para ilustrar ain mas la versatilidad de la técnica en un entorno bioldgico, se realizé un estudio de colocalizacién del
citoesqueleto de tubulina de fibroblastos de pulmén MRC-5 y particulas de carbono inmersas (Figura 5). Las imagenes
muestran un claro impacto de CCB en la arquitectura del citoesqueleto de tubulina de las células para una incubacion
que excede las cuatro horas a 37°C. Mas especificamente, la red de citoesqueleto de soporte evoluciona de la
estructura similar a la fibra cominmente observada a un difuso parcial y configuracion holey. La alteracion del
citoesqueleto también se refleja en la morfologia general de las células. Su apariencia cambio de la morfologia normal
bipolar y estirada a una mas pequefa y de forma mas irregular, lo cual es una indicacion de apoptosis (estos hallazgos
bioldgicos también son ciertos para las otras particulas CB mas pequefias, para un ejemplo adicional con ufP90, figura
33). Estas imagenes no solo sefialan la versatilidad en entornos bioldgicos, sino que también indican de inmediato la
relevancia social y la importancia de esta técnica de deteccion. La informacion ventajosa potencial que surge de esta
deteccion simultdnea comprende las correlaciones que se pueden hacer entre la ubicacion de las particulas y la
estructura celular alterada (por ejemplo, citoesqueleto y adherencias focales). Esto hace que la emisién de WL
observada sea un mecanismo de deteccion sin etiquetas extremadamente interesante para la investigacion biomédica,
incluida la toxicologia y la epidemiologia.

Para concluir, la iluminacion pulsada de femtosegundos de CB seguida de la deteccion de WL emitida es un enfoque
directo sin la necesidad de un pretratamiento de muestra particular y que puede implementarse facilmente en
experimentos de imagenes de multiples fotones. La naturaleza de la sefial la hace muy versatil en términos de eleccion
de fluoréforos adicionales. La facilidad del enfoque informado amplia la aplicabilidad potencial en el campo de rapido
crecimiento de la nanotecnologia. Ademas, avanzara en los estudios epidemioldgicos y toxicoldgicos, ya que esta es
la primera vez que se describe una técnica para detectar directamente el negro de carbono en un entorno biolégico
sin ningun tratamiento o etiquetado adicional requerido. Anticipamos que esta tecnologia permitira detectar tejidos
humanos vy fluidos corporales para detectar la presencia de CB debido al enfoque multifoton que resulta en un
seccionamiento 3D inherente y altas profundidades de imagen. Esto eventualmente puede conducir a informacion
valiosa sobre, por ejemplo, la absorcion y eliminacion real de particulas CB por el cuerpo humano.

La figura 6 proporciona una vista en perspectiva que explica una realizacion de un aparato para analizar particulas
carbonosas en fluidos, células o tejidos de medios bioldgicos y portadores de origen no biolégico de acuerdo con la
presente divulgacion. En la Figura 6, un chasis para acomodar componentes del aparato para analizar particulas
carbonosas en fluidos y tejidos se omite en parte para facilitar una buena comprension.

Las figuras 7Ay 7B son dibujos que muestran un esquema de una composicion funcional de la seccion 2 de distribucion
de muestras de fluido y parte de la seccion 3 de deteccion dptica. En la Figura 7A, una mesa 21 de rejilla transfiere 23
una rejilla de muestra (soporte de tubo de ensayo para fluidos) 22. La muestra de fluido esta contenida en un tubo 24
de ensayo desechable que esta especialmente disefiado para adaptarse al sistema y tiene una etiqueta 25 de codigo
de barras que el sistema puede escanear automaticamente para el reconocimiento de ID (no mostrada). Después de
agitar, la muestra es succionada por una bomba de jeringa 26 usando un tubo de succién y se distribuye a la seccion
28 alicuota de muestra liquida por un tubo 27 microfluidico dentro del recipiente 284 de muestra liquida. La seccién
28 de distribucion de muestra liquida en la presente realizacion estda compuesta de diferentes recipientes
intercambiables que contienen fluido de revestimiento (Sh) 281, fluido de enjuague (Ri) 282, solucion de calibracion
(C) 283 y la alicuota de muestra liquida (S) a analizar 284, y una bomba 285, y valvulas 286 de control de flujo. La
figura 7B muestra adicionalmente la recogida 213 de residuos que permite el enjuague del recipiente de muestra y el
tubo. La seccién 28 de distribucion de muestra introduce partes alicuotas de muestra liquida cuantificada a través de
un tubo 287 microfluidico en la seccidon 3 de deteccion éptica. La muestra liquida crea una corriente fina que se
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envuelve mediante un alimentador de solucién de revestimiento de temperatura controlada 288 en una celda 311 de
flujo de revestimiento y la luz laser se irradia a través de un objetivo 33. Estas operaciones se llevan a cabo
automaticamente accionando unidades de accionamiento y valvulas (no mostradas), controladas por sensores de flujo
y valvulas (no mostradas), y controladas por un microordenador 55 (aparato de control), que se describira a
continuacion.

La figura 7C es un dibujo que explica el mecanismo de cuantificacion de la muestra de fluido del aparato para analizar
particulas carbonosas relacionadas con la presente realizacion. Bajo el control del microordenador 55, se emplea una
valvula 286 de muestreo, que se usa regularmente, como mecanismo de cuantificacion para distribuir una cantidad
predeterminada de muestra de fluido al recipiente (S) 284 de muestra. Esta valvula 286 de muestreo incluye dos
elementos fijos en forma de disco y un elemento movil que esta emparedado por los elementos fijos, y el elemento
movil es girado por un motor (no mostrado). La valvula 286 de muestreo esta equipada con dos discos 286a, 286b
superpuestos entre si. Se forma una ruta de flujo dentro de los discos para la circulacion de la muestra, la ruta de flujo
se aisla cuando un disco 286b se gira alrededor del eje central del mismo, cuantificando asi la muestra. El recipiente
284 de muestra liquida es calentado por los calentadores 289a y 289b, cada uno de los cuales compone una seccion
de regulacion de temperatura. El control de la temperatura es importante para controlar la viscosidad y, por lo tanto,
la velocidad del flujo de la muestra liquida. Dependiendo del tipo de fluido, la temperatura de los calentadores puede
controlarse mediante el microordenador 55 mediante control de encendido-apagado, en funcién de los resultados de
las mediciones asi obtenidas. Este disefio es idéntico para los otros recipientes, a saber, el recipiente (C) 283 de
solucién de calibracion, el recipiente (Ri) 282 de fluido de enjuague y el recipiente (Sh) 281 de fluido de revestimiento.

La figura 8 es un dibujo que muestra una composicion de la seccion 3 de deteccion dptica. Un divisor 32 de haz refleja
la luz laser irradiada desde un laser 34 pulsado de femtosegundo a través del objetivo 33 en el soporte 31 de la
muestra. El soporte 31 de muestra es una celda 311 de flujo de revestimiento a través de la cual se dirigiran los fluidos
o un cubreobjetos 312 de microscopio Opticamente transparente que puede soportar polvos, células y tejidos
carbonosos que han sido expuestos a particulas carbonosas. Un lente 35 colector enfoca la luz emitida hacia adelante
de particulas carbonosas sobre un detector 36, que puede actuar como un elemento receptor de luz hacia adelante,
que contiene un filtro de paso de banda 37 que bloquea la luz laser. Ademas, otro lente 38 colector enfoca la luz hacia
atras a través de un filtro de paso de banda que bloquea la luz laser en un detector 39, que actia como un elemento
receptor de luz hacia atras. Estas sefiales pticas se originan a partir de las particulas carbonosas. El detector 36 y el
detector 39 convierten las sefales opticas en sefales eléctricas y generan cada uno una sefial de luz hacia adelante
y una sefial de luz hacia atras, respectivamente. Después de ser amplificados por un preamplificador (no mostrado),
estas salidas estan sujetas al siguiente procesamiento. En cuanto a la fuente de laser 34, un laser que genera pulsos
con una duracién de pulso lo suficientemente corta como para desencadenar una respuesta instantanea de particulas
carbonosas. Se utilizara un rayo laser estacionario al detectar y analizar particulas carbonosas en el aire y fluidos de
medios biolégicos o portadores de origen no biolégico, de lo contrario al detectar y analizar estas particulas en células
y tejidos de medios bioldgicos o portadores de origen no biolégico se utilizara el rayo laser de exploracion o la etapa
de exploracion que sostiene el portaobjetos de la cubierta del microscopio. Es preferible emplear una tasa de repeticion
del orden de MHz. La longitud de onda de los pulsos puede variar de 750 a 950 nm o de 700 a 1200 nm.

La figura 9 es un diagrama de bloques que muestra una composicion completa del aparato U para detectar y analizar
particulas carbonosas en fluidos, células y tejidos de medios bioldgicos o portadores de origen no bioldgico. El aparato
U para detectar y analizar particulas carbonosas en el aire, fluidos, células y tejidos de medios bioldgicos y portadores
de origen no biolégico incluye la seccion 2 de distribucion de muestras de fluidos mencionada anteriormente y la
seccion 3 de deteccion optica, un circuito 51 de procesamiento de sefial analdgica para ejecutar el procesamiento de
amplificacion vy filtro de la salida de la seccién 3 de deteccion optica para aquellas sefiales de detector que estan
siendo amplificadas por el preamplificador, un convertidor 52 A/D para convertir la salida del circuito 51 de
procesamiento de sefial analdgica en una sefal digital, un circuito 53 de procesamiento de sefal digital para ejecutar
un procesamiento de forma de onda predeterminado para sefiales digitales, memoria 54 conectada al circuito 53 de
procesamiento de sefial digital, el microordenador 55 conectado al circuito 51 de procesamiento de sefial analdgica y
al circuito 53 de procesamiento de sefial digital, y una conexion de transferencia de datos (por ejemplo, Conexion LAN,
USB o Wifi) 56 conectada al microordenador 55. El ordenador personal 6 (seccion de analisis) proporcionada en el
exterior esta conectada a través de la transferencia 56 de datos al aparato U para detectar particulas carbonosas en
fluidos, células y tejidos de medios bioldgicos y portadores de origen no bioldgico, y analisis de datos adquiridos por
el aparato. El circuito 51 de procesamiento de sefial analdgica, el convertidor 52 A/D, el circuito 53 de procesamiento
de sefial digital y la memoria 54 componen un circuito 5 de procesamiento de sefial para las sefales eléctricas que
salen por la seccién 3 de deteccién optica.

La figura 10 muestra una composicion de la seccion de bateria y controlador de temperatura del aparato para detectar
y analizar particulas carbonosas. El microordenador 55 controla la fuente 41 de alimentacion del aparato con
retroalimentacion al ordenador 6 y el bloque 42 de bateria de respaldo salvaguarda para evitar la pérdida de datos y
enviar una sefal de retroalimentacién al aparato U para pasar al modo de espera o apagado. La unidad 43 de control
de enfriamiento termoeléctrico de las unidades 36 y 39 del detector para reducir el ruido y del laser 34 para garantizar
un rayo laser estable.
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La figura 11 es un diagrama de flujo (primera mitad) que muestra los procedimientos de analisis que utilizan el aparato
para detectar y analizar particulas en el aire, fluidos, células y tejidos de medios bioldgicos y portadores de origen no
bioldgico relacionados con una realizacion de acuerdo con la presente divulgacion

La figura 12 es un diagrama de flujo (segunda mitad) que muestra los procedimientos de analisis que usan el aparato
para detectar y analizar particulas en fluidos, células y tejidos de medios biolégicos y portadores de origen no biolégico
relacionados con una realizacion de acuerdo con la presente divulgacion;

A continuacion, haciendo referencia a los diagramas de flujo que se muestran en la figura 11 y la figura 12, se
explicaran los procedimientos de analisis que utilizan el aparato para detectar y analizar particulas carbonosas
relacionadas con una realizacion de acuerdo con la presente invencion.

Primero, la informacién de la muestra, como el nimero de muestra, la informacion del paciente, como el nombre, la
edad, el género y otras especialidades asociadas con el nimero de muestra, y los elementos de medicion se pueden
insertar para un lote de muestras (Paso S1). Luego se da una instrucciéon de ejecucion de medicién por medios de
entrada, como un teclado o un ratén del ordenador personal 6 (Paso S2). Al recibir esta instruccion, se realiza un
procedimiento de calibracion automatizado que incluye el enjuague de la tuberia con fluido de enjuague (Paso S3), la
calibracion con fluido de calibracion (Paso S4) y el enjuague nuevamente de la tuberia con fluido de enjuague (Paso
S5). Durante la calibracion, se proporciona retroalimentacion a la seccién 3 de deteccion dptica, y las configuraciones
se ajustan en consecuencia.

Para muestras de fluidos, se aplica el siguiente procedimiento:

Después de la calibracion, la rejilla de muestra 22 en la que se establecen tubos de ensayo que contienen cada uno
una muestra liquida es transferida 23 por la mesa 21 de rejilla a una posicién de succién predeterminada (Paso S6).
Se esta leyendo el tubo 24 de ensayo en el que se pega un codigo de barras 25 impreso en la etiqueta ID (Paso S7)
24. Entonces se conoce el nimero de muestra, que luego se verifica con la informacién de muestra adquirida en el
paso S1, y se pueden identificar los items de medicion de la muestra. Luego, el tubo 26 de succion baja, se inserta un
borde frontal del tubo 26 de succidn se inserta en la muestra en el tubo 24 de ensayo, y la muestra se aspira y descarga
ligeramente de manera repetida en este estado para que la muestra se pueda agitar (Paso S8). Después de agitarse,
una cantidad predeterminada de la muestra se aspira en la seccion de alicuota de muestra liquida 28 y se dispensa a
través del tubo 27 microfluidico en el recipiente 284 de muestra liquida por la valvula 286 de muestreo (Paso S9). El
recipiente 284 de muestra liquida se calienta mediante los calentadores 289a y 289b a una temperatura
predeterminada, y la agitacion de la muestra se lleva a cabo mediante un agitador de tipo hélice (no mostrado).
Después de esto, una solucion de revestimiento del recipiente 281 de fluido de revestimiento se envia a la celda 311
de flujo de revestimiento de la seccion 3 de deteccion optica (Paso S10), la muestra de fluido para la medicion de
particulas carbonosas se introduce luego en la seccion 3 de deteccion 6ptica, y se forma una corriente fina (flujo de
revestimiento) envuelto por la solucién de revestimiento en la celda de flujo de revestimiento 311 (Paso S11). Una vez
completada la medicion (A), la muestra de liquido se recoge en un contenedor de residuos después de la medicion
(Paso S12) y el tubo y el recipiente de muestra de liquido 284 se enjuagan usando liquido de enjuague del recipiente
de liquido de enjuague 282 (Paso S13).

Al medir aire, células y tejidos de medios bioldgicos y portadores de origen no biolégico, se omiten los pasos S6 hasta
el paso S13 inclusive. Esto significa que después de los pasos de calibracion (Paso S3-Paso S5) las muestras son
irradiadas directamente por el rayo laser (Paso S14). En el caso de las muestras liquidas, el rayo laser del laser 34 de
femtosegundo se irradia a la celda 311 de flujo de vaina (Etapa S14).

Los detectores 36 y 39, respectivamente, convierten la luz delantera y hacia atras de las particulas carbonosas
generadas por la irradiacion pulsada del rayo laser, convertidas en sefiales eléctricas, y son emitidas por la seccion 3
de deteccion dptica como una sefial de luz hacia adelante y una sefial de luz hacia atras (Paso S15). Estas salidas
son amplificadas por el preamplificador (Paso S16) y convertidas a sefiales digitales en el circuito de procesamiento
de sefales 5 (ver Figura 9) y, al mismo tiempo, sometidas al procesamiento de forma de onda predeterminado (Paso
S17), y se transmiten al ordenador personal 6 mediante transferencia 56 de datos. Luego, se generan datos brutos de
las particulas carbonosas en el ordenador personal 6 (Paso S18) y al mismo tiempo, se generan diagramas de
intensidad y tamafo (muestras de fluidos) o imagenes (células y tejidos) en base a los datos (Paso S19). Ademas, el
numero de particulas carbonosas se cuenta para cada conjunto de datos (Paso S21) en funcion del analisis del
algoritmo realizado (Paso S20). Los resultados de las mediciones obtenidas como se mencion6 anteriormente se
muestran en una pantalla que es un medio de visualizacion del ordenador personal 6 (Paso S22).

La figura 2A ilustra la relacion entre la longitud de onda de absorcidn y la absorbancia para diferentes particulas
carbonosas ejemplares en solucion. Como ejemplos se utilizaron cuatro tipos de particulas carbonosas (CB):
nanopolvo ultrafino de negro de carbono (ufPL; PlasmaChem GmbH, Alemania), Printex 90 ultrafino (ufP90; Orion
Engineered Carbons, Alemania), nanopolvo conductor de negro de carbono (CCB; US Research Nanomaterials, EE.
UU.) y nanopolvo de carbono fino mesoporoso (fCB; Sigma-Aldrich, Bélgica). Los diametros aerodinamicos medios
proporcionados por los fabricantes fueron 13, 14, 150 y 300 nm para ufPL, ufP90, CCB y fCB, respectivamente. Se
prepararon suspensiones acuosas (2 mg/ml), se ultrasonicaron durante 30 minutos y se almacenaron a 4°C en la
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oscuridad hasta su uso posterior. Inmediatamente antes de su uso, las suspensiones originales se ultrasonicaron
durante 20 minutos antes de la dilucién en agua, solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o medio de Dulbecco
modificado de Iscove (IMDM; Life Technologies, Bélgica) suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS; Biochrom
AG, Alemania), 100 U/ml de penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina. Los espectros de absorcion de las soluciones
CB se midieron con un espectrometro Lambda 950 UV/Vis/NIR (Perkin Elmer, Waltham, EE. UU.) Doble haz, doble
monocromador, espectrofotometro UV/Vis/NIR de registro de relacion. Las suspensiones se prepararon como se
describe y se midieron en una cubeta de cuarzo (longitud del camino 6ptico de 1 cm) inmediatamente después de la
preparacion para minimizar la sedimentacion. Se registraron escaneos individuales en el rango de longitud de onda
espectral visible entre 400 y 800 nm con una velocidad de escaneo de 0.25 nm/s y un ancho de hendidura de 5 nm.
Los espectros de extincion de las suspensiones acuosas de las particulas CB consideradas aqui cubren todo el rango
visible, presumiblemente mueren a un continuo de estados electronicos en el carbono amorfo. El ligero aumento de la
extincion hacia longitudes de onda mas bajas para las dos particulas mas pequefias (ufPL y ufP90) probablemente se
deba a una mayor dispersion de la luz.

La figura 30 muestra la respuesta temporal de particulas CB y/o BC secadas sobre vidrio y en suspensién acuosa
medida por tiempo de conteo de fotones individuales correlacionado con el tiempo. También se muestra la funcion de
respuesta del instrumento (IRF). Después de la iluminacion de femtosegundos (810 nm, 80 MHz, 5 mW) de los CB
suspendidos en agua ultrapura o secados en un vidrio de cobertura, la respuesta temporal de la sefial emitida se
detectdé usando un tubo fotomultiplicador GaAsP (PMT; 7422, Hamamatsu, Alemania) después del filirado espectral
utilizando un espejo dicroico KP 650, un filiro de paso corto KP 685 y un filtro de paso de banda (BP) 450-650. EI PMT
estaba conectado a una tarjeta SPC830 (Becker y Hickl, Alemania) que estaba sincronizada con el tren de pulsos del
laser. Las grabaciones de las imagenes de 256x256 pixeles con un tamario de pixel de 0.11 um se realizaron utilizando
un tiempo de permanencia de pixeles de 6.4 us. Este resultado experimental muestra la naturaleza instantanea de la
sefal emitida por las particulas carbonosas.

La figura 3A es una ilustracion grafica de espectros de emision normalizados de suspensiones acuosas de particulas
CB y/o BC utilizando iluminacion laser de femtosegundos con duracion de pulso <200 femtosegundos. Las
suspensiones CB estaban contenidas en camaras 6pticas fabricadas por dos diapositivas de cubierta de vidrio unidas
por cinta adhesiva de doble cara (8153LE, 3M, Bélgica) con un orificio central perforado de 5 mm. Estas suspensiones
de CB o particulas de CB secadas sobre un vidrio de cubierta (se excitaron con un laser de titanio- zafiro de
femtosegundo convencional (810 nm, 150 fs, 80 MHz, MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.). El poder de iluminacion se
ajustdo a 8 mW después de un Objetivo aéreo 60%/0.95 (CFI Plan Apo Lambda 60x/0.95, Nikon, Japén). Un filtro
dicroico de paso corto de 750 nm estaba separando la emision visible de la iluminacién infrarroja cercana. La luz
emitida se enfocd en un orificio y luego se fotografié en un espectrégrafo con una camara EM-CCD (ImagEM Enhanced
C9100-13, Hamamatsu, Japén). Un filtro adicional de paso corto bloqued cualquier luz laser fundamental. Los tiempos
de integracion de 45 s fueron suficientes para generar espectros con una alta relacion de sefial a ruido (>100). A partir
de estos resultados experimentales, se puede ver que la iluminacién de particulas carbonosas con luz pulsada de
femtosegundo genera una emision de luz fuerte y sin caracteristicas que se extiende sobre una gran parte del espectro.

La figura 3B es una ilustracion grafica de los espectros de emisiéon normalizados de una suspension de particulas CB
y/o BC registrada a diferentes longitudes de onda utilizando un laser de femtosegundos con una duracion de pulso
<200 femtosegundos en el foco de un objetivo con apertura numérica de 0.9. Este resultado experimental muestra que
la emision de las particulas carbonosas es independiente de la longitud de onda de iluminaciéon dentro del rango
probado de 780 a 900 nm para una potencia constante de 8 mW en la muestra.

La figura 13 es un resultado ejemplar del agua ultrapura enriquecida linealmente con particulas CB y/o BC y medida
utilizando el método inventado presentado para medir particulas carbonosas. Las soluciones se prepararon usando
los mismos pasos de ultrasonicacion que se describié anteriormente y la muestra seca se prepard secando al aire una
gota de CCB en agua ultrapura sobre un vidrio de cubierta. Las imagenes se recogieron utilizando un Zeiss LSM510
META NLO (Carl Zeiss) montado en un Axiovert 200 M equipado con un laser pulsado de femtosegundo (MaiTai,
Spectra Physics, 150 fs, CA, EE. UU.) Sintonizado a una longitud de onda central de 810 nm con un 5 o 10 mW de
potencia radiante en la posicion de la muestra y utilizando un objetivo de inmersion en agua 40%/1.1 (LD C-Apochromat
40x%/1.1 W Korr UV-Vis-IR, Carl Zeiss). Todas las imagenes se tomaron 300 um por encima del cristal de cubierta para
reducir la variacion entre las muestras y en total se obtuvieron 10 imagenes para su analisis. Para contar el nimero
de particulas carbonosas en estas imagenes, se utilizé un algoritmo simple de busqueda de picos en Matlab (Matlab
2010, MathWorks) que cuenta los pixeles conectados por encima de un valor umbral. Se eligié un valor umbral de
15% mas bajo que el valor de intensidad mas alto que dio valores altamente reproducibles. Como una imagen refleja
solo la cantidad de particulas en un volumen especifico, esto se recalculé a una cantidad total de particulas detectadas
por ml. De este resultado queda claro que existe una relaciéon lineal entre la concentracion afiadida de particulas
carbonosas en agua ultrapura y la cantidad de particulas detectadas por ml de agua ultrapura. Los datos (N = 3) se
trazan linealmente (R? = 0.99).

La figura 14 es un resultado ejemplar de la formacion de imagenes de particulas CB y/o BC (600 pg/ml) en agua
ultrapura, etanol y glicerol a temperatura ambiente tras la iluminacion con una potencia laser promedio de 5 mW en la
muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz). Barras de escala: 15 ym. Banda de emision: 450-650 nm. Las particulas de
CCB se dispersaron a una concentracion de 600 ug/ml en agua ultrapura, etanol (Etanol absoluto, VWR Chemicals,

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2767957 T3

Bélgica), glicerol (Glicerol BioXtra 299%, Sigma-Aldrich, Bélgica) y aceite de microscopio (ImmersolTM 518 F, Carl
Zeiss, Alemania). Las soluciones se prepararon utilizando los mismos pasos de ultrasonicacion descritos
anteriormente. Las imagenes se recogieron utilizando un Zeiss LSM510 META NLO (Carl Zeiss, Alemania) montado
en un Axiovert 200 M equipado con un laser pulsado de femtosegundo (810 nm, 150 fs, 80 MHz, MaiTai, Spectra
Physics, EE. UU.) Sintonizado a una longitud de onda central de 810 nm con una potencia radiante de 50 10 mW en
la posicion de la muestra y utilizando un objetivo de inmersion en agua de 40x/1.1 (LD C-Apochromat 40x/1.1 W Korr
UV-Vis-IR, Carl Zeiss). Las imagenes 1024x1024 resultantes con un tamafio de pixel de 0.22 ym se registraron con
un tiempo de permanencia de pixel de 1.6 pys a temperatura ambiente. De estos resultados puede verse que,
dependiendo del medio de suspension, la potencia del laser debe ajustarse para generar una intensidad de emision
similar: en glicerol y aceite de inmersion, la potencia de iluminacién era aproximadamente el doble que la del
experimento en etanol o agua. Observe la mancha horizontal de las particulas carbonosas (tiempo de permanencia
de pixeles de 1.60 ys, tamafo de pixeles de 220 nm). Este fendmeno se observa en todas las combinaciones de
velocidades de escaneo y acercamientos (datos no mostrados), lo que sugiere la susceptibilidad de las particulas a la
captura 6ptica en estas condiciones. Esta hipétesis es respaldada ademas por la iluminacién de particulas CB en
polidimetilsiloxano (figura 19) donde no se observan manchas horizontales.

La figura 15 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas CB y/o BC en la orina del fluido corporal a
temperatura ambiente [22°C, ver mas abajo] tras la iluminacién con una potencia laser promedio de 5 mW en la
muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz). Barra de escala: 50 ym. Banda de emision: 450-650 nm. Las muestras de orina
se recogieron utilizando frascos de muestra libres de metales designados (Yvsolab, Bélgica) y se colocaron a 4°C
hasta el almacenamiento a largo plazo a -80°C. Un objetivo de inmersién en agua 40x%/1.1 (LD C-Apochromat 40x/1.1
W Korr UV-Vis-IR, Carl Zeiss) se usé y el laser se sintonizé a una longitud de onda central de 810 nm con una potencia
radiante de ~9.7 mW en la posicidon de la muestra. La emisién de particulas carbonaceas se detectd a través de la
deteccion de fotomultiplicadores analégicos en configuracion epi en modo no desescaneado después de que la sefial
pasara a través de un filiro de paso de banda de 400-410 nm. Las imagenes resultantes tenian una resolucion de
512x512 pixeles, un tamafio de pixel de 0.44 ym y un tiempo de permanencia de 3.2 ps. Todos los datos se registraron
a temperatura ambiente (22°C). De estos datos se puede concluir que es posible medir bajas concentraciones de
particulas carbonosas en fluidos y mas especificas en fluidos corporales.

La figura 16 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas CB y/o BC en polidimetilsiloxano a temperatura
ambiente tras la iluminacion con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz).
Barra de escala: 50 ym. Banda de emisién: 450-650 nm. Las particulas carbonosas se dispersaron a una
concentracion de 600 pug/ml en una mezcla de relacién de peso 10:1 de polimero base de polidimetilsiloxano (PDMS)
y agente de curado (Dow Corning, Alemania) desgasificado a 0.55 bar y curado durante 30 minutos a 70°C. Las
soluciones se prepararon utilizando los mismos pasos de ultrasonicacion descritos anteriormente. Las imagenes se
recogieron utilizando un Zeiss LSM510 META NLO (Carl Zeiss, Alemania) montado en un Axiovert 200 M equipado
con un laser pulsado de femtosegundo (810 nm, 150 fs, 80 MHz, MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.) Sintonizado a una
longitud de onda central de 810 nm con una potencia radiante de 5 mW en la posicion de la muestra y utilizando un
objetivo de inmersion en agua 40%/1.1 (LD C-Apochromat 40x/1.1 W Korr UV-Vis-IR, Carl Zeiss). Las imagenes
1024%1024 resultantes con un tamafo de pixel de 0.22 ym se registraron con un tiempo de permanencia de pixel de
1.6 us a temperatura ambiente. Se puede ver que en este polimero no se observa atrapamiento 6ptico, sino que es
posible detectar particulas carbonosas y fotografiarlas.

La figura 17 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar compartimentos celulares de células fijas de fibroblastos
de pulmén humano (linea celular MRC-5) que habian envuelto particulas CB y/o BC cuando se expusieron a particulas
de 5 pg/cm? a 37°C antes de fotografiarlas. La emisién de las particulas carbonosas se sondeé a 400-410 nm tras la
iluminacién con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz). Barra de escala:
20 um. Se mantuvieron células de fibroblastos de pulmén fetal humano (linea celular MRC-5, ATCC CCL-171, LGC
Standards, Francia) (37°C, 5% de CO2) en Medio Esencial Minimo (MEM) suplementado con 10% de FBS, 100 U/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Cuando se alcanzé una confluencia del 80-90%, las células se
subcultivaron rutinariamente. Las células para la obtencion de imagenes se sembraron en placas de cultivo de 96
pocillos a una densidad de 10,000 células/pocillo y se incubaron durante la noche para permitir la adhesion celular.
Después de lavar tres veces con PBS, las células se trataron con una concentracion de diferentes 5 pg/cm? de
particulas carbonosas. Las células sin CB se utilizaron como controles. Después de la exposicion durante 4 h, las
células se lavaron tres veces con IMDM vy se fijaron usando paraformaldehido al 4% que contenia sacarosa al 4% en
PBS durante 20 min. La permeabilizacién y el bloqueo se realizaron durante 2 h utilizando Triton X-100 al 0.3%,
durante 30 minutos, seguido de un bloqueo de 1 h con albimina de suero bovino al 12% (BSA, Sigma-Aldrich, Bélgica)
y suero de cabra al 10% (Merck Millipore, Bélgica) en PBS que contiene 0.3 M de glicina (VWR Chemicals, Bélgica) y
5% de sacarosa. Los anticuerpos se diluyeron en un tampon de bloqueo que consiste en BSA al 1% y Triton X-100 al
0.1% en PBS. Los anticuerpos primarios fueron anti-a-tubulina de ratén monoclonal (1:1,000 durante 1 hora a
temperatura ambiente, Sigma-Aldrich, Bélgica), vimentina antihumana de rata monoclonal (10 pg/ml durante 3 horas
a temperatura ambiente, Bio-Techne, Reino Unido), y anti-paxilina de conejo monoclonal (1:100 durante la noche a
4°C, Abcam, Reino Unido). Los anticuerpos secundarios fueron Alexa Fluor 488 antiraton de burro, Alexa Fluor 555
antirata de cabra y Alexa Fluor 647 anticonejo de cabra (1:250, 1 h, Life Technologies, Bélgica). Ademas, Alexa Fluor
647 de faloidina de tefiir actina (1:40, 1 h, Life Technologies, Bélgica). Todos los lavados se realizaron tres veces con
PBS durante al menos 5 min. Antes de la imagen confocal, se aspiraban todos los pocillos y se agregaban 200 pl de
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Immu-Mount (Thermo Scientific ShandonTM Immu-MountTM, Thermo Fisher Scientific, Alemania). Todas las
imagenes se recogieron a temperatura ambiente utilizando un cabezal de escaneo Zeiss LSM510 META NLO montado
en un microscopio de escaneo laser invertido (Zeiss Axiovert 200 M, Alemania) y un objetivo de inmersion en agua
40x/1.1. Las particulas CB se iluminaron con un tren de pulsos laser de femtosegundos y una potencia laser promedio
de 4 mW en la muestra (810 nm, 150 fs, 80 MHz, MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.). Se observo la emision de las
particulas en el modo no desescaneado después de la separacion espectral y el filtrado de la sefial y se uso un filtro
BP (paso de banda) de 400-410 nm para filtrar adicionalmente la luz de emision. En el modo desescaneado, la sefial
emitida se detectdé con un BP 650-710. El agujero se abrié por completo. Para evitar diafonia en la emisiéon de luz
blanca de las particulas carbonosas cuando se forman imagenes de estructuras marcadas con fluoréforos, es
necesaria una imagen posterior. Para obtener imagenes del citoesqueleto de tubulina de las células, el microscopio
se acopl6 a un laser de iones de argon refrigerado por aire de 30 mW (LASOS Lasertechnik GmbH, Alemania) que
emitia a 488 nm (~3 pW de potencia radiante maxima en la muestra). El filtro de paso de banda 500-530 se us6 para
filtrar la sefial de emisién. Para obtener imagenes tanto del citoesqueleto de actina como de la célula completa, se
realizd la excitacion a 543 nm utilizando un laser de helio nedn de 5 mW (LASOS Lasertechnik GmbH, Alemania, ~3
MW de potencia radiante maxima en la muestra). El filtro de paso de banda 565-615 se us6 para filtrar la sefial de
emision. Las imagenes de 1024x1024 resultantes con un tamafio de pixel de 0.06 um se registraron utilizando un
tiempo de permanencia de pixel de 14.2 ps. Se us6 un tamarfio de agujero fijo de 100 ym. Las imagenes se capturaron
con el software AIM 4.2 (Carl Zeiss, Alemania) y se procesaron con el paquete de procesamiento de imagenes Fiji
(Imaged v1.47, software de codigo abierto, http://fiji.sc/Fiji). Como resultado de la amplia emisién de particulas
carbonosas bajo iluminacion pulsada de femtosegundos, la sefial de las particulas se puede combinar faciimente con
diversos fluoréforos convencionales que mejoran el contraste utilizados para visualizar caracteristicas biologicas. Esta
deteccion simultanea permite la localizacion inequivoca de las particulas dentro de las células y coloca la ubicacion
del CB directamente en su contexto bioldgico.

La figura 18 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar células de fibroblastos de pulmén humano vivo (linea
celular MRC-5) expuestas a particulas de 5 ug/cm? a 37°C. La emision de las particulas CB y/o BC se ha sondeado a
400-410 nm tras la iluminacion con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz).
Barra de escala: 20 um. Este resultado muestra que, ademas de las células fijas, es posible obtener imagenes de
células vivas que engloban particulas carbonosas.

La figura 19 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas CB y/o BC en la placenta de tejido bioldgico a
temperatura ambiente tras la iluminacién con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacion 810 nm,
80 MHz). Barra de escala: 25 ym. Banda de emision: 450-650 nm. Esto muestra que es posible detectar particulas
carbonosas captadas por tejidos biolégicos y tejidos humanos mas precisos.

La figura 20 es un resultado ejemplar obtenido mediante la formacion de imagenes de particulas CB y/o BC en las
hojas de hiedra de tejido vegetal biolégico a temperatura ambiente tras la iluminacion con una potencia laser promedio
de 5 mW en la muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz). Barra de escala: 50 um. Banda de emisién: 450-650 nm. Esto
muestra que es posible detectar particulas carbonosas captadas por tejidos bioldgicos y tejidos vegetales mas
precisos.

La figura 21 es una representacion del diagrama de flujo de un protocolo experimental optimizado para la deteccion
de BC en orina. Cada muestra de orina se divide en partes alicuotas a 200 pL/pocillo en p-laminas de 8 pozos Ibidi y
las imagenes se toman 300 um por encima del vidrio de cubierta de la placa del pocillo (A). Las muestras se iluminan
usando un laser pulsado de dos fotones femtosegundo sintonizado a una longitud de onda central de 810 nm (~9.7
mW de potencia radiante en la posicion de la muestra) y la luz blanca generada por las particulas BC presentes
naturalmente en la orina se detecta a través de deteccion de fotomultiplicador analogo en configuracion epi en modo
no desescaneado utilizando un objetivo de inmersion en agua 40%/1.1 a temperatura ambiente (B). Se toman 10
imagenes consecutivas en una ubicacién idéntica en el mismo pozo. Las imagenes resultantes tienen un campo de
vision de 225 x 225 um? con una resolucion de 512x512 pixeles (0.44-0.44 um? tamario de pixeles) y un tiempo de
permanencia de pixeles de 3.2 ys (C). En total, se obtienen 120 imagenes registrando lapsos de tiempo de 10 cuadros
en tres ubicaciones diferentes en cuatro partes alicuotas diferentes de un individuo (ID), lo que resulta en resultados
altamente reproducibles (<5% de coeficiente de variacion) (D). Para determinar el nimero de particulas BC en las
imagenes, se utilizé un algoritmo de busqueda de pico que cuenta los pixeles conectados por encima de un valor
umbral (15% mas bajo que el valor de intensidad mas alto) (E). La cantidad promedio de particulas detectadas en los
diferentes intervalos de tiempo se normalizé al volumen de la imagen utilizando el volumen focal estimado a partir de
la funcién de dispersion puntual del sistema 6ptico. Finalmente, el resultado se expresa como el nimero relativo total,
es decir, el nimero de particulas BC detectadas por mililitro de orina. Todas las imagenes de cada individuo se analizan
de esta manera para recuperar una cantidad de particulas BC detectadas por mililitro de muestra de orina (F).

La figura 22 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas BC en la orina de un nifio. Los agregados se
indican con puntas de flecha y las particulas <300 nm (mas pequefias que un pixel) se indican con flechas. Las
particulas BC se visualizaron mediante excitacion con laser pulsado de femtosegundo a 810 nm y observacion a 400-
410 nm. Esto muestra que es posible detectar particulas CB y/o BC en un fluido corporal y mas especificamente en la
orina.
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De acuerdo con una realizacién, se proporciona un método para detectar la presencia o cuantificacion de particulas
carbonosas o sus agregados en una muestra o medio portador que comprende el paso de generacién de emisiones
no relacionadas con incandescencia a partir de particulas carbonosas o sus agregados bajo iluminacion con luz
pulsada que tiene una duracién del pulso lo suficientemente corta como para desencadenar una respuesta de muestra
temporal instantanea sin emisién de incandescencia de muestra inducida por calor. En este método, la muestra o el
medio portador pueden ser fluidos (por ejemplo, fluido corporal, por ejemplo de un mamifero), células o tejidos u otros
entornos complejos de origen bioldgico o no biolégico. Es deseable utilizar una fuente de luz laser de femtosegundo
ultrarrapida para iluminar la muestra o el medio portador. Esta luz laser que se enfoca en la muestra puede ser de un
suministro de haz estacionario o de escaneo. Es deseable que la fuente de luz laser de femtosegundo ultrarrapida
para iluminar la muestra o el medio portador tenga longitudes de onda de 750 a 950 nm o en el rango de 700 a 1200
nm. Particularmente adecuados son duraciones de pulso mas cortas que 500 femtosegundos. Es deseable utilizar una
fuente de luz laser de femtosegundo ultrarrapida para iluminar la muestra o el medio portador, por lo que la tasa de
repeticion es superior a 1 MHz y mas superior a 80 MHz. También es deseable que la luz de iluminacién que se centro
en la muestra tenga preferiblemente una potencia media de 4-6 m\W o al menos con una potencia media inferior a 20
mW y superior a 2 m\W. Estas realizaciones de la invencion comprenden ventajosamente que las particulas carbonosas
0 sus agregados a detectar y/o analizar estan en medios portadores a una temperatura por debajo de 90°C,
preferiblemente entre 1°C y 80°C y mas preferible entre 10°C. y 50°C y que el método es adecuado para detectar la
presencia o cuantificar particulas carbonosas o sus agregados se utilizan sin etiquetado o ningun pretratamiento y en
particular particulas de negro de carbono (CB) y carbono negro (BC) o sus agregados.

Esta invencion se puede usar junto con la deteccion de la luz de emisidn con cualquier tipo de fotodetector sin imagen
o imagen, como un fotomultiplicador, un diodo de avalancha, una matriz CCD o un diodo suficientemente sensible.
Ademas, esta invencion puede usarse junto con la deteccion de la fuerza de emisidon por fotomultiplicador o un
microscopio laser, tal como un microscopio de exploracion laser o un citometro de flujo.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un aparato para llevar a cabo estos métodos descritos
anteriormente, en el que el aparato comprende:

a. Una seccion de distribucion de muestras de medicion configurada para distribuir una muestra de control de liquido
y una alicuota predefinida de muestra de liquido;

b. Una seccién de deteccion éptica que comprende:
i. Una fuente de luz configurada para emitir una luz que ilumina la muestra de medicion como se especifica aqui arriba,

ii. Un elemento receptor de luz hacia adelante configurado para detectar la luz hacia adelante emitida por la muestra,
y configurado ademas para emitir una sefal de salida de luz hacia adelante,

iii. Un elemento receptor de luz hacia atras configurado para detectar la luz hacia adelante emitida por la muestra, y
configurado ademas para emitir una sefial de salida de luz hacia atras

C. Un ordenador, que comprende una unidad central de procesamiento (CPU), que comprende un programa ejecutable
por ordenador, configurado para detectar y analizar particulas carbonosas o sus agregados en fluidos, células y tejidos
de origen portador de medios bioldgicos y no biolégicos basados en:

i. Una cantidad de sefal de luz hacia adelante detectada derivada de la sefal de salida de luz hacia adelante y,

ii. Una cantidad de sefial de luz hacia atras detectada derivada de la sefial de salida de luz hacia atras, en la que,
cuando es ejecutada por la CPU, el programa ejecutable del ordenador hace que el ordenador genere un diagrama
de intensidad y tamafio o una imagen de las particulas carbonosas detectadas.

Tabla 1. Ajustes Lorencianos de Bandas Raman. Los corchetes indican desviacion estandar alrededor de la media,

N=3.
ufPL (13 nm) fCB (500 nm)
Posicion (cm™) | Ancho (cm™) Area Posicion (cm™) | Ancho (cm™) Area
Banda D 1326 (10) 288 (59) 54 (16) 1325 (19) 484 (131) 74 (55)
Banda G 1569 (3) 95 (11) 23 (8) 1571 (6) 148 (30) 48 (12)
BSWCNT 1695 65 3 1695 90 13
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de los cuatro tipos considerados de particulas de negro de carbono

Diametro Diametro hidrodinamico (nm) Potencial Zeta (Media * DE)
aerodinamico (nm)? (mV)

Agua ultrapura Medio completo Solucién de KCI Medio completo
ufPL 13 112 171 -12+1 -17+2
ufP90 14 156 218 +29+ 6 -22.45 + 0.01
CCB 150 165 226 -48+2 -24+3
fCB <500 387 585 -26+3 -21+6

aDatos del fabricante
Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion se comprendera mas completamente a partir de la descripcion detallada que se proporciona a
continuacion y de los dibujos adjuntos que se proporcionan solo a modo de ilustracion y, por lo tanto, no son limitativos
de la presente invencion y en los que:

Figura 1A. Representacion esquematica esquematica del proceso de iluminacion y emision de particulas CB para el
método de deteccion presentado. Figura. 1B. Imagen TEM de un agregado ufPL. Barra de escala: 300 nm. Figura 1C.
Imagen de CCB (600 ug/ml) en agua ultrapura, etanol y glicerol a temperatura ambiente tras la iluminacién con una
potencia laser promedio de 5 0 10 mW en la muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz). Barras de escala: 15 pm. Banda
de emision: 450-650 nm.

Figura 2A. Espectros de extincion de suspensiones acuosas de CB. Figura 2B. Grafico de excitacién-emision
bidimensional de particulas ufPL en agua bajo excitacién de fotdn Unico con un mapa falso en blanco y negro basado
en la intensidad de emision en unidades arbitrarias. La flecha apunta hacia la linea de agua Raman.

Figura 3A. Espectros de emision WL normalizados de suspensiones acuosas de particulas CB usando iluminacion
laser de femtosegundo de 810 nm (8 mW, 150 fs, 80 MHz). Figura 3B. Espectros de emision de WL normalizados de
suspensiones acuosas de ufP90 registradas a diferentes longitudes de onda de iluminacion de femtosegundos (de
780 (1) @ 900 nm (7), con un intervalo de 20 nm). Figura 3C. Respuesta temporal de la suspensién acuosa de carbono
medida mediante experimentos de conversion ascendente de fotoluminiscencia de femtosegundo. También se
muestra la funcién de respuesta del instrumento, (linea discontinua).

Figura 4. Imagenes de compartimentos celulares de células MRC-5 fijas tefiidas con fluoréforos de uso comuny en
combinacion con la deteccién de particulas CCB (4 h de incubacién de 5 ug/cm? CCB a 37°C antes de imagen). La
emision de las particulas carbonosas se puede sondear a diferentes longitudes de onda, mostradas aqui (figura 4A)
400-410 nm en el modo no desescaneado y (figura 4B) 650-710 nm en modo desescaneado (potencia laser promedio
de 4 mW en la etapa). De izquierda a derecha: particulas CCB, citoesqueleto de tubulina (Ex/Em 495/519 nm, potencia
radiante ~3 yW en la muestra), vimentina, que es una proteina de filamento intermedio del citoesqueleto (Ex/Em
555/565 nm, potencia radiante ~ 3 yW en la muestra), paxilina expresada en adherencias focales (Ex/Em 650/665
nm, potencia radiante ~3 yW en la muestra) e imagen superpuesta. Barras de escala: 25 ym.

Figura 5. Citoesqueleto de tubulina (verde, EX’Em 495/519 nm, potencia radiante ~3 yW en la muestra) de fibroblastos
de pulmén humano normal incubados con 5 ug/cm? de particulas CCB (rojo, potencia laser promedio de 4 mW en la
muestra, emision deteccion: 400-410 nm en modo no desescaneado) a 37°C. Figura 5A. Células de control. Figura
5B. 4 h de incubacion. Figura 5C. 8 h de incubacion.

Figura 5D. 24 h de incubacion. Barras de escala: 30 um. Puntas de flecha: algunas ubicaciones de particulas CCB
muy pequefias, inmersas.

La figura 6 es una vista en perspectiva que explica una realizacién de un aparato para analizar particulas carbonosas
en fluidos, células o tejidos de medios biolégicos y portadores de origen no biolégico de acuerdo con la presente
divulgacion.

Las figuras 7A, 7B y 7C son dibujos que muestran un esquema de una composicion funcional de una seccion de
distribucion de muestras del aparato para detectar y analizar particulas en fluidos.

La figura 8 es un dibujo que muestra una composiciéon de la secciéon de deteccion éptica para detectar y analizar
particulas carbonosas en aire, fluidos, células o tejidos de medios bioldgicos y portadores de origen no bioldgico.

La figura 9 es un diagrama de bloques que muestra una composicion completa del aparato para analizar particulas en
fluidos, células o tejidos de medios biolégicos y portadores de origen no bioldgico mostrados en la figura 6.

La figura 10 es un dibujo que muestra una composicién de la bateria y la seccién del controlador de temperatura del
aparato para detectar y analizar particulas carbonosas.
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La figura 11 es un diagrama de flujo (primera mitad) que muestra los procedimientos de analisis de orina que usa el
aparato para analizar particulas en orina relacionadas con una realizaciéon de acuerdo con la presente divulgacion.

La figura 12 es un diagrama de flujo (segunda mitad) que muestra los procedimientos de analisis de orina que usan el
aparato para analizar particulas en orina relacionadas con una realizaciéon de acuerdo con la presente divulgacion.

La figura 13 es un resultado ejemplar del agua ultrapura enriquecida linealmente con particulas carbonosas y medida
utilizando el método inventado presentado para medir particulas carbonosas. Existe una relacion lineal entre la
concentracion afiadida de particulas carbonosas en agua ultrapura y la cantidad de particulas detectadas por ml de
agua ultrapura. Los datos (N = 3) se grafican linealmente (R? = 0.99).

La figura 14 es un ejemplo de imagen de particulas carbonosas (600 pg/ml) en agua ultrapura, etanol y glicerol
(temperatura ambiente) tras la iluminaciéon con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacion 810
nm, 80 MHz). Barras de escala: 15 ym. Banda de emision: 450-650 nm.

La figura 15 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas carbonosas en la orina del fluido corporal a
temperatura ambiente tras la iluminacidon con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacién 810 nm,
80 MHz). Barra de escala: 50 ym. Banda de emision: 450-650 nm.

La figura 16 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas carbonosas en un medio portador no biolégico
de polidimetilsiloxano a temperatura ambiente tras la iluminacién con una potencia laser promedio de 5 mW en la
muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz). Barra de escala: 50 um. Banda de emision: 450-650 nm.

La figura 17 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar compartimentos celulares de células fijas de fibroblastos
de pulmon humano (linea celular MRC-5) que habian envuelto particulas carbonosas cuando se exponian a 5 pg/cm?
de particulas a 37°C antes de la obtencion de imagenes. La emision de las particulas carbonosas se sonde6 a 400-
410 nm tras la iluminacion con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz).
Barra de escala: 20 um.

La figura 18 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar células de fibroblastos de pulmén humano vivo (linea
celular MRC-5) expuestas a particulas de 5 ug/cm? a 37°C. La emision de las particulas carbonosas se ha sondeado
a 400-410 nm tras la iluminacién con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacion 810 nm, 80
MHz). Barra de escala: 20 pm.

La figura 19 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas carbonosas en la placenta del tejido bioldgico
a temperatura ambiente tras la iluminacién con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra (excitacion 810
nm, 80 MHz). Barra de escala: 25 ym. Banda de emision: 450-650 nm.

La figura 20 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas carbonosas en las hojas de hiedra de tejido
vegetal bioldgico a temperatura ambiente tras la iluminacion con una potencia laser promedio de 5 mW en la muestra
(excitacion 810 nm, 80 MHz). Barra de escala: 50 ym. Banda de emisién: 450-650 nm.

La figura 21 es una representacion esquematica del diagrama de flujo de un protocolo experimental optimizado para
la deteccion de BC en orina.

La figura 22 es un resultado ejemplar obtenido al fotografiar particulas CB y/o BC en orina a temperatura ambiente
tras la iluminacion con una potencia laser promedio de 9.7 mW en la muestra (excitacion 810 nm) (usando el
procedimiento como se representa en la figura 25). Barra de escala: 20 um. Banda de emision: 400-410 nm.

Figura 23. Imagenes TEM de los cuatro tipos diferentes de particulas de negro de carbono. Figura 23A. ufPL, Figura.
23B. ufP90, Figura 23C. CCB, y Figura 23D. fCB. Barra de escala: 200 nm.

Figura 24. Imagen de CCB en glicerol y aceite de inmersion utilizando dos potencias de iluminacion diferentes de 5y
10 mW en la muestra (810 nm, 150 fs, 80 MHz, laser MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.). Barras de escala: 50 pm.
Banda de emision: 450-650 nm.

Figura 25. Imagenes CCB en PDMS a temperatura ambiente tras la iluminacion con una potencia laser promedio de
5 mW en la muestra (excitacion 810 nm, 80 MHz). Barras de escala: 50 ym. Banda de emisién: 450-650 nm.

Figura 26. Grafico de excitacién-emision bidimensional (similar a la figura 2B) de particulas de fCB en agua bajo
excitacion de foton unico. Cada corte vertical corresponde a un espectro de emision a la longitud de onda de excitacion.

Figura 27. Datos Raman de ufPL superpuestos sobre un fondo de luminiscencia razonable. El inserto muestra datos
tipicos para el carbono amorfo (azul), ajuste de linea Lorenciano triple (rojo), la correccion de la linea de base (azul,
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linea discontinua), los resultados de ajuste de componentes espectrales (negro, raya punto) para las bandas D y G.
Para mayor claridad, dos componentes se muestran desplazados verticalmente.

Figura 28. Espectros de luz blanca normalizados de diversas particulas carbonosas secas depositadas en una cubierta
de vidrio. Las gotas de las suspensiones CB se secaron sobre los vidrios de cubierta y se iluminaron usando un laser
de femtosegundo (810 nm, 150 fs, velocidad de repeticion de 80 MHz, MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.)

Figura 29. Los datos sin procesar de la figura 3B. Espectros de emisién de WL de suspensiones acuosas de ufP90
registradas a diferentes longitudes de onda de iluminacion de femtosegundos (de 780 (1) a 900 nm (7), con un intervalo
de 20 nm).

Figura 30. La respuesta temporal de las particulas de CCB secadas en vidrio (1) y en suspension acuosa (2) medida
por tiempo de conteo de fotones individuales correlacionados con el tiempo. La funcién de respuesta del instrumento
(IRF) se superpone (3). La fuerza relativa de la sefial no puede deducirse de los valores maximos relativos de las
curvas ya que se usaron diferentes concentraciones de particulas al realizar el experimento en estado seco y acuoso.

Figura 31. Comparacion de la iluminacion de femtosegundos y picosegundos de particulas CB a 810 nm. Se aplicod
una potencia laser promedio de 10 mW en la muestra a fCB similar a las condiciones experimentales anteriores. La
misma area se grabd consecutivamente con un sistema laser de siete picosegundos (Levante OPO, APE, Berlin
bombeado por un tren de pulsos de 532 nm desde un laser Picotrain, HighQ, Austria) y un laser de femtosegundo (810
nm, 150 fs, 80 MHz, MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.). Los laseres se cambiaron entre cuadros individuales. Barras
de escala: 5 um.

Figura 32. Dependencia de la potencia de emisioén de una muestra de particulas ufPL sumergidas. Los espectros de
potencia se registraron utilizando un microscopio multifoton con excitacion de 800 nm mediante un laser de
femtosegundo (810 nm, 150 fs, tasa de repeticion de 80 MHz, MaiTai, Spectra Physics, EE. UU.) y un objetivo de 1.05
NA (Olympus, Japon). Como los tubos fotomultiplicadores se saturaron rapidamente con la emision de CB, se midi6
el nimero efectivo de pixeles visibles en una exploracién. Por lo tanto, se establecié un umbral constante y se calculd
el numero de pixeles mediante una rutina MATLAB.

Figura 33. Citoesqueleto de tubulina (ex/em 495/519 nm) de fibroblastos de pulmén humanos normales fijos (linea
celular MRC-5) incubados a 37°C con 5 ug/cm? de particulas ufP90 (rojo, potencia de iluminacion promedio de 4 mW
en las muestras a 810 nm, deteccion de banda de emision: 400-410 nm en modo no desescaneado). (A) Células de
control. (B) 4 h de incubacion. (C) 8 h de incubacion. (D) 24 h de incubacion. Barra de escala: 20 pym.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia o cuantificacion de particulas de negro de carbono y/o carbono negro en una
muestra o medio portador, en el que el método comprende los pasos de:

1) proporcionar la muestra o el medio portador sin etiquetar o pretratar las particulas de negro de carbono y/o carbono
negro,

2) iluminar la muestra o el medio portador a una temperatura inferior a 90°C mediante luz laser pulsada de
femtosegundos con una duracion de pulso inferior a 500 femtosegundos, una tasa de repeticion por encima de 1 MHz
con una potencia promedio por debajo de 20 mW, y una longitud de onda que varia de 700 a 1200 nm, para generar
una emision de luz no relacionada con la incandescencia de dichas particulas de negro de carbono y/o carbono negro

y

3) analisis de dicha emisién de luz

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la muestra es una muestra liquida, muestra celular o muestra
de tejido de origen bioldgico, en el que las células en la muestra celular o muestra de tejido tienen un contenido de
agua intracelular superior al 40%.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, mediante el cual la iluminacién se realiza mediante
un laser de femtosegundo enfocado en la muestra usando un suministro de haz estacionario o de exploracion.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra o el medio portador se
ilumina a una temperatura entre 1°C y 80°C.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra o medio portador se
ilumina a una temperatura entre 10°C y 50°C.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la muestra es sangre u orina.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para detectar la presencia o cuantificacion
de particulas de carbono negro.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para detectar la presencia de particulas de
carbono negro agregadas.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la muestra o el medio portador
comprende particulas de negro de carbono o de carbono negro de la contaminaciéon ambiental o industrial.
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Figura 5.

26






ES 2767957 T3

-
v .
“a .
v v
-

W W e w——— w— e
v

DO

!

LLE

Figura 7A.

28



ES 2767957 T3

154 ¥4

Figura 7B.

29



ES 2767957 T3

468¢

q98¢ 092
BO8¢c

1414

Figura 7C.

30



ES 2767957 T3

llllllllllllllllllllllllllllll

P



ES 2767957 T3

9S

<SS

sojep op

NP

LIETESTITTITY

PEUBPICOID|N

Vs

Z

I

€S

Vet

[4)

Pl

1S

Pt

elowop

eBojgue

e3B|p [eyos op
L id

an

|eyos op

ojuojwesoadosd

op o)nAID

op OIN24ID

ejsonw
jop ug|oesedaud
op ugIdeg

€

\

pefo w= v - = - s s - - -

eapdo

ol op

op ugRes

Figura9.

32



ES 2767957 T3

sojep ap
ugI099j0.d B elIa)eq
\l ap opjedsay
(A4
1944 %74
Jase| einjesadwa) ap BIOPE|0IJU0D ejbiaua ap
pepiun A ugIooa)ap ap SapepIun sossiuwng

—— e ———————— e — e - e - ]

Figura 10.
33



ES 2767957 T3

mm\P

A

0U23Sap ap UQ|293|023Y

.HM |\— anBenfu3
IS

r.}

||

OJUB|WIS3ADI
ap ofnjy ap ugjoBWIO

LY

0JUB|WISAALI
9p UQION|OS B| 8P UQIdBJUBW

sejonoje
sajed A ejjsanuw e] ap ug|oang

L 3

\*’ sesysanw sej ap ug|oey|by _
8S

2

@l ap einyoa —

ps —L

anBenfu3z (eqanud ap oqnj ap ejouasaysueny) |
opeassanw @ oeJad
. 95—~ |  iopeansonu ap ugesado
ugloeIq|ED 2
. epesus
anBenfu3z Nm 2P UQIDIPAW AP SAUOIDINIISU

gs 1

Hm.\u_

BAIS3NLW B| 9P UQIIBWLIOU| _

Figura 11.

34



ES 2767957 T3

Cwa >

t

(48

ugoew(e ‘ajuejape ejoey A seae ejoey
|BYSS B] 9P UQ|IIP3W 3P OPRINSI [9p RSN

SeJje B|ORY [BYAS
| ap ugd|paw ap opeynsas [ap ondwod f\,

L)

spaje ejoey [eyas e| ap owlioBe [op sis|iguy N,

1

SeJe B|ORY [BYAS
| ap ug|siads|p ap eweiBe|p |ap ugioesedaid [\,

i

sglje
e|oeY |EYS B| 9P SOINIQ SOIEP 9P UQIIBIAUID N

[

sgqe N
E|OBY |EYES B] ep BPUO B| Op Ojue|WEesSed0.d

1

_ SgJje B|oRY |BYSS €| 9P ZN| 3P :o_uuuc__nE<_/
¥

_ SpJje e|oeY |BYSS €| 9P ZN| 3P :o_oawoox_/

TS

0zs

61S

81S

LIS

91s
STS

ajuejope ejoey |eyas
e] 9p uQ|d|paw ap opeynsal |ap oINdwod

1

ajuejope
ejoey |eyas e| ap owyloBle [9p S|S||BUY

1

A ajuejope B|OBY |BYAS B] 9P PEPISUIU|
op oyewe) A eweiBejp |9p ug|oesedaid

t

ajuejope
B|oBY [BYSS B| 9P SOINIC SOIEP 9P UQ|IBIIUID
1
A ajuejape
|eioey |eyas op ewioj op OjJUBWESIIOI
4

\_ ajuejope Sajeyas ap zn| ap :o_uuoc__nsﬁ

\_ Qjuejape B|ORY [BYAS 9P ZN| 3P :o_uaoooz_

19Sg| Ug|dRU|WN||

145

t
v

Figura 12.

35



ES 2767957 T3

SE\mav eandesjin enBe us goo ugidoeIIUIdUCH

08 0L 09 0s or oc 0c o 0

" 1 " 1 i 1 " 1 " 1 " 1 A 1 M 1

000+300°0

- 200+300°C

- L00+300°Y

- 200+300°9

200+300'8

Figura 13.
36

jw eandesj|n enBe/sepejoajap senodied



ES 2767957 T3

 jo18019

wrl G

louei3

Figura 14.

37



ES 2767957 T3

Figura 15.

38



ES 2767957 T3

Figura 16.

39



ES 2767957 T3

Figura 17.

40



ES 2767957 T3

Figura 18.

41



ES 2767957 T3

Figura 19.

42



ES 2767957 T3

Figura 20.

43



A

ES 2767957 T3

E

Intensidad
Umbral} -..
4§ basado en volumen focal

$

Algoritmos

h dems s e e e

Limites de la regién de traza

Andlisis de datos

de hallazgo pico

D1 [r

Fotografia de 200 pl de orinal/pocillo

300 um por encima del vidrio inferior laser pulsada

“\

| [ e

Emisién de luz blanca de iluminacién

de femtosegundo Lapso de tiempo de 10 cuadros

/

Rutina de medicién por individuo:
4 alicuotas
3 diferentes areas de medicién

Figura 21

44



ES 2767957 T3

Figura 22

45



ES 2767957 T3

Figura 23.

46



ES 2767957 T3

Glicerol

Figura 24

47



ES 2767957 T3

Figura 25.

48



ES 2767957 T3

x10
800

750

700

»
N
o

o]
o
o

Longitud de onda de emisién (nm)
&
=)

308 - 1 1 1 1
50 300 350 400 450 500 550
Longitud de onda de excitacién (nm)

Figura 26.

49



ES 2767957 T3

(;-0) BPUO 9P OIOWINN

00¢

00s¢ 000€ 00SC 000C 00SI

0001

(;.w0) BpPUO Op OIWNN

00LT 0091 00ST 00VI  00I oog.

-
llll - ————
-

osnfe £ soje(y

00

e < N
- - o
(‘m'e) uewey Sp PEPISUIU]

®
o

<
o

Figura 27.

50



ES 2767957 T3

| | L

© < N
o o o

1.0
0.8
0.0

[n"e] pepisuaju|

Figura 28.

51

500 550 600 650
Longitud de onda [nm]

450

400



Intensidad [conteos CCD]

ES 2767957 T3

350
300
250
200
150
100}

S0

400 450 500 550 600 650

Longitud de onda [nm]

Figura 29.

52



Conteos relativos [a.u.]

ES 2767957 T3

S
o

N
o

o

Tiempo [ns]

Figura 30.

53



ES 2767957 T3

Figura 31.

54



ES 2767957 T3

[MW] elouajod

¢l 0l

8

uapJo opunbas ap a)snly

seejuswuadxe sojeq W

1.01%5€

sojaxid ap oJawnpN

Figura 32.

55



ES 2767957 T3

Figura 33.

56



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

