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Capitulo 1

1.1 Puntos cuanticos

1.1.1 Descripcion y propiedades

En las ultimas décadas se han producido notables avances en los campos
de la nanociencia y la nanotecnologia. La confluencia de multiples disciplinas
cientificas permitié crear nuevos materiales, con propiedades mejoradas vy,
ademds, a escala nanométrica. Entre estos materiales se encuentran los
semiconductores nanocristalinos, mas comuinmente conocidos como puntos
cuanticos (PCs).

Los puntos cudnticos son estructuras cristalinas, tipicamente esféricas, con
un didmetro comprendido entre 2 y 10 nm.' Presentan un comportamiento
diferente respecto del material macroscépico de la misma composicion debido al
confinamiento cuantico, resultado de su reducido tamafio. Asi, un PC puede
definirse como un semiconductor cuyos excitones estan confinados en las tres
direcciones del espacio. Cuando un fotdn entra en un semiconductor y es
capturado por un electréon de la banda de valencia, puede emigrar a la banda de
conduccidon dejando un hueco positivo (h*) en la primera banda (Figura 1). El
conjunto e y h' se llama excitén y su recombinacién origina una emisién
fluorescente cuando el electron cae de nuevo a la banda de valencia. Estas
emisiones tienen una energia menor que la que separaa e’y h".

Los portadores de carga e y h’ pueden estar a distancias grandes cuando
el tamafio de los cristales del semiconductor es mds grande que su radio del
excitén de Bohr (distancia fisica entre el electrén en la banda de conduccién y el
hueco en la banda de valencia). En el caso que el tamafo del semiconductor sea
menor que el radio de Bohr, los portadores estan fisicamente confinados, lo que
incrementa de forma notable el rendimiento cudntico. Se denomina asi a la
eficiencia con la que los fotones absorbidos se reemiten sin que su energia se
disipe como calor u otros efectos.

im. Costa-Fernandez, R. Pereiro, A. Sanz-Medel, Trend. Anal. Chem., 25(3) (2006) 207.
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La densidad de los estados energéticos, que es continua en el material
macroscépico, deja de serlo en el nanomaterial, existiendo ahora diferentes
niveles de energia discretos. Ademds, como consecuencia del fuerte
confinamiento que presentan los portadores de carga, la energia de la banda
prohibida (gap) aumenta (Figura 1).

SEMICONDUCTOR )
MACROSCOPICO PUNTO CUANTICO

Eg Banda prohibida Eg

@Y i ® -

i €
Banda de valencia \&J e
Figura 1. Diagrama de los niveles de energia en un semiconductor macroscopico
y en un punto cudntico.

Los PCs presentan, por tanto, unas propiedades épticas excepcionales y su
longitud de onda de emisidn fotoluminiscente se puede modificar simplemente
por variacién de su tamafio y de su composicién*® (Figura 2). Ademas de un
elevado rendimiento cuantico de la emisidon fotoluminiscente, los PCs tiene un
largo tiempo de vida, una gran separacidon entre sus longitudes de onda de
excitacion y de emisién, espectros de excitacién anchos y espectros de emision
estrechos y simétricos. Poseen también una alta estabilidad quimica y elevada
fotoestabilidad.

2c.B. Murray, D. J. Norris, M. G. Bawendi, J. Am. Chem. Soc., 115 (1993) 8076.
® ). E. Bowen-Katari, V. L. Colvi, A. P. Alivisatos, J. Phys. Chem., 98 (1994) 411.
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Figura 2. Variacion del color de emisidon de dispersiones coloidales acuosas de PCs CdTe
(a) y los correspondientes espectros de absorcién UV-Vis (b) y de fotoluminiscencia (c).*

1.1.2 Estructura y composiciéon

Estructuralmente, un punto cudntico estd formado por una particula

inorganica (nucleo, corazén o core) que se encuentra rodeada por una capa de

ligandos organicos (Figura 3). El nicleo semiconductor es el responsable de las

propiedades descritas en el apartado anterior y los ligandos que lo rodean son,

en gran medida, los responsables de su formacidn y estabilizacién (evitan el

crecimiento indefinido de la nanoparticula, su agregacién, aportan la carga

‘F. 0. Silva, L. C. de Souza Viol, D. L. Ferreira, J. L. A. Alves, M. A. Schiavon, Quim. Nova, 33 (2010)

1933.
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necesaria para neutralizar las trampas de superficie, etc.) y permiten modificar
las propiedades de la superficie del PC.

N2

AN
Figura 3. Punto cudantico CdTe.

La naturaleza de la unién entre la superficie del nucleo y el ligando fue
entendida, inicialmente, como un enlace coordinado dativo, en el que el ligando
organico aporta la densidad de carga necesaria para establecer el enlace; sin
embargo, estudios mas recientes apuntan a un cierto cardcter idénico para el
enlace ligando-particula.”

La naturaleza hibrida organica-inorganica de estos nanomateriales amplia
enormemente las posibilidades para el control de sus propiedades, ya que
ambos componentes pueden ser modificados de forma independiente para
lograr u optimizar una propiedad deseada. Por otra parte, las interacciones
sinérgicas pueden dar lugar a nuevas propiedades.®

Se conocen una amplia variedad de PCs, siendo los mds comunes aquellos
cuyo nucleo estd constituido por elementos pertenecientes a los grupos IlI-VI
como CdSe, CdS, CdTe, ZnSe y ZnS, a los grupos IlI-V como InP, GaP, GaAs y InAs
0 a los IV-VI como PbS, PbSe y PbTe.” Como se muestra en la Tabla 1, la emisién
fluorescente de los PCs abarca desde la regién visible a la infrarroja,
dependiendo de su composicion y tamafio.

*>B. H. Juarez, An. Quim., 107 (2011) 229.
6. de Mello Donega, Chem. Soc. Rev., 40 (2011) 1512.
M. McDowell, A. E. Wright, N. |. Hammer, Materials, 3 (2010) 614.
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. e . " . ez . 8,9
Tabla 1. Composicion del nucleo, tamafio y rango de emisién de diversos PCs.™

Composicidn del nicleo Rango de tamaiio (nm) Rango de emisién

ZnSe ~4.3-6.0 UV, Visible
ZnSe:Mn ~2.7-6.3 UV, Visible
CdSe ~1.0-2.5 Visible
Cds ~1.0-6.0 UV, Visible
CdTe ~2.0-8.0 Visible, IR cercano
InP 3.0-4.6 UV, Visible, IR cercano
InAs ~2.8-6.0 IR
GaP ~2.0-3.0 UV, Visible
GalnP, ~2.5-6.5 UV, Visible
PbSe 3-12 IR medio y cercano
SnTe 1.5-4.5 IR medio

Como ligandos estabilizadores, dependiendo de si se requiere un
recubrimiento hidrofébico o hidrofilico, los mas empleados, en medio
hidrofébico son: trioctilfosfina, 6xido de trioctilfosfina, hexadecilamina, acido
oleico y algunos acidos fosfénicos. Estos se componen de una parte apolar
(generalmente un hidrocarburo de cadena larga) y un grupo polar terminal (-SH,
-COOH, -NH,, ...). En medio hidrofilico se emplean ligandos de cadena mas corta,
con al menos un grupo tiol y un segundo grupo responsable de la solubilidad en
agua (carboxilato, alcohol, amino, etc.), siendo los mas empleados los acidos
tioglicélico (TGA) y mercaptopropionico (MPA) y la glutationa (GSH) (vide infra).

Una estrategia empleada para aumentar la estabilidad del PC frente a la
foto-oxidacion y mejorar el rendimiento cudntico es el crecimiento de una coraza
que envuelva al nucleo (Figura 4).

EM. A, Walling, J. A. Novak, J. R. E. Shepard, Int. J. Mol. Sci., 10 (2009) 441.
IX. Chen, L. Li, Y. Lai, J. Yan, Y. Tang, X. Wang, Int. J. Mol. Sci., 16 (2015) 11500.

11
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Figura 4. Punto cuantico nucleo/coraza CdTe/ZnS.

Esta coraza proporciona una barrera fisica entre el nucleo épticamente
activo y el entorno del punto cudntico. Esta es también un semiconductor
inorganico, que crece alrededor del nucleo, disponiéndose entre éste y los
ligandos. Se obtienen asi PCs nucleo/coraza (o incluso multicoraza) que, en
funcién del valor de la energia de la banda prohibida y de la posicidn relativa de
las bandas de valencia y de conduccion de los diferentes semiconductores, se
clasifican en tipo I, | inverso y I.*° En los semiconductores tipo |, la banda
prohibida de la coraza es mayor que la del nucleo y el excitén esta confinado en
el ndcleo. En los tipo | inverso, la banda prohibida de la coraza es menor que la
del nucleo, y dependiendo del grosor de la coraza, huecos y electrones estaran
parcial o totalmente confinados en la coraza. En los semiconductores tipo Il, o
bien el limite de la banda de valencia o bien el de la banda de conduccién se
localizan (en valores de energia) en la banda prohibida del nucleo, lo que
conduce a la separacién espacial de hueco y electrén en diferentes regiones de
la estructura nucleo/coraza (Figura 5).

b Reiss, M. Ptrotiére, L. Li, Small, 5 (2009) 154.

12
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Tipo | Tipo | invertido Tipo Il Tipo Il

" @ @

E

Figura 5. Alineacion para los niveles de energia en los diferentes tipos de PCs
nucleo/coraza (BV: banda de valencia, BC: banda de conduccién).'

El mecanismo de formacion de la coraza sobre el nucleo es mediante el
crecimiento epitaxial. Por lo tanto, ademas del alineamiento adecuado de las
bandas de energia, otro factor a tener en cuenta es que los materiales de nucleo
y de la coraza deben de cristalizar en la misma estructura y exhibir pardmetros
de red similares. De lo contrario, el crecimiento de la coraza genera tensiones y
la formacion de defectos en la interfaz nucleo/coraza o en el interior de la
coraza, pudiendo rebajar la fluorescencia de la nanoparticula.™

1.1.3 Sintesis

La sintesis es un aspecto fundamental en el desarrollo de estos
nanomateriales ya que sus propiedades mas notables estan relacionadas con su
composicion y dependen, en gran medida, de la homogeneidad de su tamaiio.
Por tanto, la preparacién de muestras uniformes en composicién, tamafio,
forma, estructura interna y quimica superficial es esencial para poder explotar
sus propiedades. En consecuencia, su preparacién exige un control minucioso de
su composicién y crecimiento.

Los métodos de sintesis en estas nanoparticulas o en cualesquiera otras,
pueden seguir procedimientos descendentes (top down) o ascendentes (bottom
up) (Figura 6). Es decir, procesos que parten del material bruto y lo disgregan
progresivamente hasta llegar al tamafio de particula deseado (métodos fisicos),
o sistemas que hacen crecer particulas que inicialmente no llegan al tamano
nanométrico hasta llegar a él (métodos quimicos). Mediante técnicas fisicas es
posible producir nanomateriales a gran escala, pero se ve comprometida la
obtenciéon de nanocristales con tamafios uniformes. Sin embargo, mediante
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Introduccion

métodos quimicos coloidales pueden obtenerse nanocristales con un rango de
tamafios estrecho, si bien en pequefias cantidades de material. Actualmente son
estos métodos de sintesis ascendente los que dominan y seran seguidamente
comentados.

Para la obtencién de PCs mediante métodos quimicos coloidales existen
dos estrategias generales:

I.  Sintesis organometdlica, basada en la pirdlisis de los precursores a
temperatura elevada.

II.  Sintesis en medio acuoso, que emplea generalmente fosfatos o tioles
(tioalcoholes, tioacidos, aminoacidos,...) como agentes estabilizadores.

Top
down
m
[
v
27 \ . x g ke ®
Nanoparticulas NG "‘;4
A e ® e
Bottom '
up

Figura 6. Procedimientos generales de obtencidn de nanoparticulas.
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Capitulo 1

La sintesis acuosa coloidal constituye una ruta alternativa ventajosa
respecto de la organometalica, que fue la mas utilizada inicialmente. Entre estas
ventajas estdn el que no se requieren altas temperaturas, el empleo de
precursores menos toxicos y mas facilmente manipulables, asi como el empleo
del disolvente mds universal y biocompatible. Este método permite preparar con
éxito, directamente en agua, una serie de nanomateriales semiconductores,
empleando condiciones de sintesis suaves.

Si bien los PCs CdS fueron los primeros preparados en agua,'! el ejemplo
mas exitoso de este tipo de materiales (calcogenuros de cadmio) son los PCs
CdTe, ya que presentan propiedades dpticas Unicas.

Para ilustrar este tipo de quimica, describiremos como ejemplo los PCs
sintetizados en medio acuoso que contienen CdTe en su nucleo y ZnS o CdS en la
coraza, por ser ademas los nanomateriales preparados en este trabajo.

i) Sintesis de nucleos CdTe en disolucién acuosa™

Los puntos cudanticos CdTe fueron obtenidos directamente en agua por
primera vez por Henglein y col.,”* empleando como precursores Cd(ClO,), vy
Na,Te y como ligando estabilizante un polifosfato de sodio. Mediante un proceso
analogo al anterior, pero que incorpora ademas el ligando tioglicerol (TG), Rajh y
col.’ prepararon PCs mas estables frente a la oxidacién, con distribucién de
tamafios mas estrecha y con didmetros comprendidos entre 2 y 4 nm. El
rendimiento cuantico resultd ser superior cuanto menor era el tamaiio,
alcanzando un valor del 20 % en los PCs mas pequefos. La optimizacion del
proceso continud con los trabajos de Rogach y col., en los cuales se emplearon

1| Spanhel, M. Haase, H. Weller, A. Henglein, J. Am. Chem. Soc., 109 (1987) 5649.

2y, Lesnyak, N. Gaponik, A. Eychmiillera, Aqueous Synthesis of Colloidal CdTe Nanocrystals,
Cadmium Telluride Quantum Dots Advances and Applications, Ed. J. F. Donegan, Y. P. Rakovich,
CRC Press, Taylor & Francis Group, LLC, Boca Raton, FL (2013).

B3 U. Resch, H. Weller, A. Henglein, Langmuir, 5 (1989) 1015.

1T Rajh, 0. I. Mi¢i¢, A. J. Nozick, J. Phys. Chem., 97 (1993) 11999.
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como estabilizadores ligandos tidlicos de cadena corta (mercaptoalcoholes,

mercaptoacidos, I Nt

El protocolo de sintesis tipico para obtener PCs CdTe en medio acuoso
estabilizados por tioles es un proceso que incluye las siguientes etapas:

1.- Formacion de un complejo Cd-tiol.

2.- Inyeccién del precursor de Te”, sobre la disolucién anterior, para dar lugar a
la formacién de mondmeros CdTe.

3.- Nucleacién y crecimiento de nanocristales.

Los precursores de cadmio mas empleados son las sales CdCl, y Cd(ClO,),,
si bien en ocasiones se emplean otras como sulfato y acetato.

Los ligandos tiol mas habitualmente utilizados se muestran en la Figura 7.
Dependiendo del ligando (o mezcla de ligandos empleados) se ajusta el pH al
valor deseado, generalmente basico, para asegurar la desprotonacion de los
grupos tiol y su coordinacidon al Cd. Estos ligandos deben presentar un
comportamiento on/off alrededor de los nanocristales, a veces permitiendo el
crecimiento de estos nanomateriales (off o estado desconectado de la
superficie) y, a veces, bloqueando el crecimiento de éstos (en estado on,
vinculado a la superficie)."® Resultados experimentales y calculos tedricos
demuestran que la naturaleza del ligando tiene un papel clave en el proceso de
crecimiento y en el rendimiento cudntico de los PCs CdTe preparados en medio

aCLIOSO.19

BAL Rogach, L. Katsikas, A. Kornowski, D. Su, A. Eychmueller, H. Weller, Ber. Bunsengens. Phys.
Chem., 100 (1996) 1772.

AL Rogach, L. Katsikas, A. Kornowski, D. Su, A. Eychmuller, H. Weller, Berich. Bunsen. Gesell.,
101 (1997) 1668.

7M. Gao, S. Kirstein, H. Moehwald, A. L. Rogach, A. Kornowski, A. Eychmueller, H. Weller, J. Phys.
Chem. B, 102 (1998) 8360.

s, Sapra, A. L. Rogach, J. Feldmann, J. Mater. Chem., 16 (2006) 3391.

YL Wang, H. Zhang, S.-H. Xu, N. Lv, Y. Liu, M.-J. Li, H.-Z. Sun, J.-H. Zhang, B. Yang, J. Chem. Phys.
C, 113 (2009) 827.
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X

s S
H
OH O'H

ACIDO TIOGLICOLICO (TGA) ACIDO 3-MERCAPTOPROPIONICO (MPA)

S
H

L-CISTEINA (L-Cys) ACIDO MERCAPTOSUCCINICO (MSA)

OH

N-ACETILCISTEINA (NAC) ACIDO 2-MERCAPTOPROPIONICO

Figura 7. Ligandos mas habituales en la sintesis de PCs CdTe.

Los precursores de teluro mas empleados son H,Te(g) y NaHTe(ac). Ambos
se oxidan rapidamente en presencia de aire para formar Te®, por lo que deben
mantenerse, en todo momento, en atmdsfera inerte. Dada su baja estabilidad,
habitualmente se emplean recién preparados. El H,Te(g) se obtiene por adiciéon
lenta de H,S0O, concentrado sobre Al,Tes, y el gas generado se burbujea sobre la
disolucién que contiene el precursor de cadmio. Si el precursor empleado es
NaHTe(ac), éste se obtiene por reaccidn en agua (previamente desoxigenada) de
teluro en polvo con NaBH,; en exceso. Una vez preparado, se inyecta
rapidamente sobre la disolucion del precursor de cadmio fuertemente agitada.
La mezcla obtenida se calienta para inducir la formacion de los ntcleos CdTe.
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La formacion de los PCs en medio acuoso consta de una etapa de
nucleacion rapida seguida por una fase lenta de crecimiento o maduracion
(maduracion de Ostwald, Ostwald repining). La sobresaturacion de los
precursores da lugar a la formacién de mondmeros (o algunos pequefios
clusters), siendo este proceso el responsable de la nucleacién. La maduracion de
Ostwald o crecimiento ocurre después gracias a la difusién de los mondmeros.
También se considera que, simultaneamente con la maduracion, puede coexistir
un mecanismo denominado de fusion orientada, que ocurre cuando dos
nanoparticulas orientadas cristalograficamente se combinan para formar una de
mayor tamano.

La cinética del crecimiento de los PCs estd determinada
fundamentalmente por la concentracién de los precursores, la naturaleza de los
ligandos estabilizadores, la relacion Cd/Te/tiol, el pH de la disolucion y la
temperatura.

Yang y col.”’ propusieron que el crecimiento de los PCs CdTe tiene lugar
por efectos electrostaticos que ocurren sobre la superficie de las nanoparticulas.
De acuerdo con esto, la naturaleza de la capa difusa influye en la habilidad de
difusién del mondémero vy, por tanto, en la velocidad de crecimiento. Asi, las
condiciones de reaccién que reducen el grosor de la doble capa eléctrica
benefician la difusion del mondmero y el rapido crecimiento de las
nanoparticulas. Al mismo tiempo, la capa difusa también regula la transferencia
selectiva de carga de los mondmeros de Cd. Los mondmeros neutros, tales como
el complejo Cd(MPA), migran a través de la capa difusa mas facilmente que los
cargados Cd(MPA),”, Cd(MPA);*, facilitando asi el crecimiento de los PCs. Los
efectos electrostdticos juegan un papel importante, no solo en la difusion del
mondmero, sino también en la interaccidén entre particulas, especialmente en la
etapa inicial de la reaccion, donde los PCs CdTe crecen mediante la aglomeracién
de pequenos clusters. En esta etapa, la disminucién de la repulsion electrostatica
facilita la agregacién y, consecuentemente, el crecimiento de los PCs.

o4 Zhang, Y. Liu, C. Wang, J. Zhang, H. Sun, M. Li, B. Yang, Chem. Phys. Chem., 9 (2008) 1309.
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ii) Formacion de la coraza ZnS (o CdS) sobre los nucleos CdTe

Para mejorar la estabilidad y aumentar la eficiencia cudntica de los PCs se

recurre a su recubrimiento con una capa o coraza inorganica, que se extiende, en

este caso, sobre el nucleo CdTe.

Esta coraza estd constituida por
otro semiconductor de banda prohibida
mas ancha que la del nucleo CdTe (banda
prohibida, 1.43 eV, Figura 8), en este caso
ZnS (banda prohibida, 3.61 eV) o CdS
(banda prohibida, 2.49 eV). La coraza ZnS
contribuye a rebajar la toxicidad de los
PCs y a mejorar la pasivacion del nucleo
CdTe. Sin embargo, el desajuste entre los
parametros de red de CdTe y ZnS puede
inducir cierta tension en la interfase entre
el nucleo y la coraza Y,
consecuentemente, generar dislocaciones
en la estructura del nanocristal cuando
aumenta el grosor de la coraza. Hay que
mencionar también que el engrosamiento
de la coraza puede provocar una mayor
distribucidon de tamafios de particula. La
discordancia en los pardmetros de red es
menor entre CdTe y CdS, lo que conduce a
PCs CdTe/CdS con mayor fotoestabilidad.*

eV

Banda de conduccién

-3.0
0.94
-4.0 0.07
CdTe
.5.0 1.43
Cds
249
—
-6.0
0.99
0.18

Banda de valencia

Figura 8. Limites para las bandas
de valencia y conduccién en los
semiconductores CdTe, CdS, ZnS
Adaptada de la referencia 22.

En general, una vez preparados los nucleos CdTe del tamafio deseado,

empleando la propia disolucion de sintesis o tras su purificacion y redisolucion

en agua, se afaden, lentamente y en proporcién adecuada, los reactivos para

21 7 Yuan, P. Yang, Mater. Res. Bull., 48 (2013) 2640.

22 A Samanta, Z. Deng, Y. Liu, Langmuir, 28 (2012) 8205.
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21,23-28 21,29-40
o CdS

llevar a cabo la formacion de la coraza ZnS (Figura 9).

HS-~~_-COOH

H,L: ligando estabilizante TNz v N2
H,0 +
NaBH, +
Te (polvo)

Reflujo °°°1Z\k gj s/ff

CdC|2.'2.5H20 + ‘ Reﬂujo
x H,L + H,0 54h «x
pH > 7 (NaOH) - s . oo ZnCl, + H,L

V / % \\\‘\COO' \+ HZOv pH>7
Co0" COo0"
PCs L-CdTe oo

coo -
-00C ?Z felele)

'ooc—\_} s 2 Zs s/‘:;joo'
Pcs VOOCN\/SS 5/\/\/C00'
L-CdTe/znS T o

,ooc/-/‘///,)r E\choo_

Figura 9. Sintesis de PCs nucleo/coraza.

B, Bian, F. Wang, H. Zhang, L. Zhang, L. Wang, S. Shuang, Luminiscence, 30 (2015) 1064.

4B, Liu, C. Tong, L. Feng, C. Wang, Y. He, C. Lii, Chem. Eur. J.,, 20 (2014) 2132.

% C.-X. Sui, Y.-F. Liu, P.-A. Li, D. Zhang, F. Xia, Anal. Methods, 5 (2013) 1695.

%y, Wang, Y. Lv, X. Hou, Talanta, 84 (2011) 382.

7 LX Qin, W. Ma, D.-W. Li, Y. Li, X. Chen, H.-B. Kraatz, T. D. James, Y.-T. Long, Chem. Eur. J., 17
(2011) 5262.

2y -F. Liu, J.-S. Yu, J. Colloid Interf. Sci., 351 (2010) 1.

2 H. Bao, Y. Gong, Z. Li, M. Gao, Chem. Mater., 16 (2004) 3853.

2 He, H.-T. Lu, L.-M. Sai, W.-Y. Lai, Q.-L. Fan, L.-H. Wang, W. Huang, J. Phys. Chem. B, 110 (2006)
13370.

o Wang, H. Zhang, J. Zhang, M. Li, H. Sun, B. Yang, J. Phys. Chem. C, 111 (2007) 2465.

32Y -F. Liu, J.-S. Yu, J. Colloid. Interf. Sci., 333 (2009) 690.

BY.-F Liu, B. Xie, Z.-G. Yin, S.-M. Fang, J.-B. Zhao, Eur. J. Inorg. Chem. (2010) 1501.

3% 7. Liu, S. Liu, P. Yin, Y. He, Anal. Chim. Acta, 745 (2012) 78.

> R. Gui, X. An, H. Su, W. Shen, Z. Chen, X. Wang, Talanta, 94 (2012) 257.
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7Y, zhu, C. Li, Y. Xu, D. Wang, J. Alloy. Compd., 608 (2014) 141.
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Como precursores para la formacién de las corazas ZnS o CdS se emplean
disoluciones acuosas conteniendo generalmente, ademds de una sal de Zn
(cloruro, perclorato o sulfato) o de Cd, un ligando tidlico que se descompone
facilmente y genera los iones sulfuro necesarios, pudiendo ser este ligando el
mismo que finalmente funcionard como recubrimiento de la nanoparticula. Con
frecuencia, para facilitar la formacién de la coraza se afiade, ademads, sulfuro
sodico o algun compuesto sulfuro inestable como glutationa, tioacetamida,
tiourea, tiosulfato o sulfuro de hidrégeno.

Entre los factores a tener en cuenta para optimizar el proceso destaca la
temperatura a la cual se realiza la reaccion. Una temperatura moderada evita
iniciar una nueva nucleacion y favorece el crecimiento de la coraza. Si la
temperatura es muy préxima a la de la sintesis del nicleo, las particulas de éste
pueden seguir creciendo, afectando asi a la distribucién de tamafios.

Ademas de la temperatura, hay otros pardmetros de importancia como la
concentracidon de los precursores y la velocidad de adicion, los cuales son
cruciales para un buen crecimiento y control del espesor de la coraza. Durante
esta etapa, se depositan un pequefio nimero de monocapas (de 1 a 5) del
material de la coraza sobre los nucleos CdTe. La cantidad de precursores
necesarios para un espesor de coraza deseado puede obtenerse mediante la
determinacion de la concentracion del ntcleo.

El efecto de la deposicién controlada de una coraza ZnS sobre el
comportamiento de la fluorescencia y fotoestabilidad de PCs CdTe fue estudiada
en detalle recientemente.*’ Las propiedades fluorescente de los PCs CdTe/ZnS
resultaron ser superiores a las del nucleo CdTe, tanto en cloroformo como en
agua, indicando la pasivacién efectiva de la superficie de los PCs CdTe por la capa
ZnS. Tanto la fotoactivacion como la fotocorrosidn, dos procesos que tienen
lugar sobre los PCs MPA-CdTe, fueron evitados cuando estos PCs se recubrieron
con una coraza ZnS, sugiriendo la proteccién del nicleo CdTe a perturbaciones
externas.

LS. Patra, S. Seth, A. Samanta, Chem. Phys. Chem., 16 (2015) 3871.
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Tanto la formacion de los nucleos CdTe como de las corazas ZnS o CdS
pueden verse facilitadas cuando las reacciones de sintesis son asistidas, por

1,37 30,40

ejemplo, por radiacién de ultrasonidos***” o microondas.

Los PCs CdTe o CdTe/MS (M= Zn, Cd) asi obtenidos se precipitan, tras
concentrar la disolucion, con n-propanol y se separan por centrifugacién. Para su
purificacién se redisuelven en agua y se precipitan de nuevo, hasta tres o cuatro

veces.

1.2 Bioconjuacién y aplicaciones de PCs CdTe

Debido a sus propiedades Unicas, previamente mencionadas, los PCs CdTe
exhiben un extenso rango de aplicaciones. Estas nanoparticulas son

4243 & jones, 445

ampliamente utilizadas como sensores de diferentes moléculas
constituyendo, este ultimo, el tema especifico de este trabajo, por lo que se
discutird con detalle posteriormente. Sus propiedades Opticas y electrénicas
regulables los hacen, también, blogues de construccion muy Uutiles en
dispositivos optoelectrénicos,*® fotovoltaicos*’ y diodos emisores de luz (LED).*

Otro campo de gran interés son sus aplicaciones bioldgicas, que incluyen

4920 marcaje,” seguimiento de procesos celulares,>® terapia

55,56

la deteccidn,

53,54

fotodinamica, inmunoensayo... Destacar que, a diferencia de los PCs

2w, Che, Ch. Peng, Z. Jin, R. Qiao, W. Wang, S. Zhu, L. Wang, Q. Jin, Ch. Xu, Biosens. Bioelectron.,
24 (2009) 2051.

BA.C Vinayaka, S. Basheer, M. S. Thakur, Biosens. Bioelectron., 24 (2009) 1615.

Y. Lou, Y. Zhao, J. Chen, J.-J. Zhu, J. Mater. Chem. C, 2 (2014) 595.

5P, Wu, T. Zhao, S. Wang, X. Hou, Nanoscale, 6 (2014) 43.

“8Y. i, L. ling, R. Qiao, M. Gao, Chem. Commun., 47 (2011) 9293.

“7N. Gaponik, A.L.Rogach, Phys. Chem. Chem. Phys., 12 (2010) 8685.

By, Chang, X. Yao, Z. Zhang, D. Jiang, Y. Yu, L. Mi, H. Wang, G. Li, D. Yu, Y. Jiang, J. Mater. Chem. C,
3 (2015) 2831.

9. Sun, L. Guo, H. Xu, J. Tang, J. Xie, Biosens. Bioelectron., 43 (2013) 446.

*® B, Wang, X. Huang, M. Ma, Q. Shi, Z. Cai, Food Control, 35 (2014) 26.

L L. N. Chen, J. Wang, W. T. Li, H. Y. Han, Chem. Commun, 48 (2012) 4971.

2 p, Ag, R. Bongartz, L. E. Dogan, M. Seleci , J.-G. Walter, D. O. Demirkol, F. Stahl, S. Ozcelikc, S.
Timur, T. Scheper, Colloid. Surface. B, 114 (2014) 96.

35-M. Wu , X.-J. Sun, L.-L. Wang, M.-Y. Fei, Z.-Y. Yan, J. Nanopart. Res.,16 (2014) 2701.

*D.A. Tekdas, M. Durmus, H. Yanik, V. Ahsen, Spectrochim. Acta A, 93 (2012) 313.
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CdSe/ZnS, unos de los mas utilizados en biomedicina, los PCs CdTe pueden emitir
en el infrarrojo cercano, ventana bioldgica de transmision, convirtiéndolos, en

herramientas prometedoras para bioimagen.>”*®

Para muchas de las aplicaciones, sobre todo en el campo de la
biomedicina, es necesaria su modificacién con ciertas biomoléculas selectivas,
que permiten lograr el “reconocimiento” e interaccién de los PCs con otras
moléculas especificas. A esta modificacidn se le denomina bioconjugacion.

Mademova y col.>® fueron pioneros en llevar a cabo la bioconjugacién de
PCs CdTe. Su estudio se centrd en la conjugacion de PCs L-Cys-CdTe con albumina
sérica bovina (BSA), utilizando glutaraldehido como interconector. Del mismo
modo, Wang y col.?’ llevaron a cabo la conjugacién de PCs CdTe/CdS recubiertos
de GSH con concanavalina A, lo que les permitié construir un sensor de glucosa
con un limite de deteccién (LOD) de 0.01 mM. Uno de los grupos aldehido del
glutaraldehido forma una base de Schiff con los grupos amino presentes en la
superficie del PC y el otro, reacciona con los grupos amino de la biomolécula a
conjugar (Figura 10).

H H
H
NH, —————————— > \Nmo N = NSNS

PC biomolécula

Figura 10. Bioconjugacion de PCs utilizando glutaraldehido.

La mayor parte de los PCs CdTe sintetizados en medio acuoso poseen en
su superficie grupos carboxilato. La conjugacién, en este caso, suele llevarse a

>*Y.-J. Li, M.-J. Ma, J.-J. Zhu, Anal. Chem., 84 (2012) 10492.

. Tian, L. Zhou, Y. Zhao, Y. Wang, Y. Peng, X. Hong, S. Zhao, J Fluoresc., 22 (2012) 1571.

>’ |. M. Maestro, J. E. Ramirez-Hernandez, N. Bogdan, J. A. Capobianco, F. Vetrone, J. Garcia Solé,
D. Jaque, Nanoscale, 4 (2012) 298.

By, He, Y. Zhong, Y. Su, Y. Lu, Z. Jiang, F. Peng, T. Xu, S. Su, Q. Huang, Ch. Fan, S.-T. Lee, Angew.
Chem. Int. Ed., 50 (2011) 5695.

*N.N. Mamedova, N. A. Kotov, Nano Lett., 1 (2001) 281.

80 J-H. Wang, Y.-Q. Li, H.-L. Zhang, H.-Q. Wang, S. Lin, J. Chen, Y.-D. Zhao, Q.-M. Luo, Colloid.
Surface. A, 364 (2010) 82.
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cabo por reaccidon de los grupos carboxilicos con N-hidroxisulfosuccinamida
(sulfo-NHS) y/o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida hidrocloruro (EDC),
para dar lugar a la formaciéon de un sulfo-NHS éster, que posteriormente
reacciona con los grupos amino de la biomolécula (Figura 11). Esta estrategia es
muy utilizada para la bioconjugacién con proteinas®™ y anticuerpos.”>® Un
ejemplo lo constituyen PCs MSA-CdTe conjugados con transferrina férrica, que
permitieron cuantificar y evaluar la distribucion de los receptores de
transferrina, cuya sobreexpresion se relaciona con varios tipos de cancer en dos
lineas celulares de glioblastoma humano.

o o SOy °
JJ\ JJ\ NH, Jl\
o EDC O/N N Vs
S-NHS H
o
PC biomolécula

Figura 11. Bioconjugacion de PCs utilizando sulfo-NHS y EDC.

Una alternativa a la conjugacién covalente es la conjugacion a través de
interacciones electrostaticas. Esta estrategia fue utilizada, por ejemplo, en la
funcionalizacién de PCs MPA-CdTe con estreptavidina® y, también, en algunos
ensayos de hibridacién del ADN en los que los PCs, previamente recubiertos con

polimeros catidnicos, permiten la interacciéon ADN-PC.%*%*

En ocasiones, la biocojugacion se lleva a cabo a través de un intercambio
directo con los ligandos de la superficie. De este modo Hu y col.®® crearon PCs
CdTe/CdS funcionalizados con HS-ssADN-biotina, que posteriormente se

®' p. E. Cabral Filho, A. L. C. Cardoso, M. I. A. Pereira, A. P. M. Ramos, F. Hallwass, M. M. C. A.
Castro, C. F. G. C. Geraldes, B. S. Santos, M. C. Pedroso da Lima, G. A. L. Pereira, A. Fontes,
Biochim. Biophys. Acta, 1860 (2016) 28.

2 M. Stanisavljevic, L. Janu, K. Smerkova, S. Krizkova, N. Pizurova, M. Ryvolova, V. Adam, J.
Hubalek, R. Kizek, Chromatographia, 76 (2013) 335.

8By, Peng, L. Zhang, T. H. M. Kjdllman, Ch. Soeller, J. Travas-Sedjdic, J. Am. Chem. Soc., 129 (2007)
3048.

6. Jiang, A. S. Susha, A. A. Lutich, F. D. Stefani, J. Feldmann, A. L. Rogach, ACS Nano, 3 (2009)

4127.

& M. Hu, Y. He, S. Song, J. Yan, H. T. Lu, L.-X. Weng, L.-H. Wang, Ch. Fan, Chem. Commun., 46
(2010) 6126.
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conjugaron con estreptavidina y fueron utilizados como sondas fluorescentes
para la deteccién de biomarcadores cancerigenos con chips de microfluidos.

1.2.1 PCs CdTe como sensores de iones

Dada la gran importancia ambiental y bioldgica de los iones metalicos,
existe una gran demanda en el desarrollo de nuevas estrategias para su
deteccion, tanto en el medioambiente como en seres vivos.

Algunos metales pesados, como el mercurio, plomo y cadmio han atraido
una gran atenciéon debido a que son téxicos para la mayor parte de los
organismos, incluso a concentraciones muy bajas. Existen diferentes métodos
analiticos tradicionales para su deteccidén, tales como la espectroscopia de

absorcion atémica®®®’

68,69

o la espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente, sin  embargo estos métodos requieren una amplia

instrumentacién y preparacion de la muestra.

Debido a sus propiedades fotofisicas Unicas, la utilizacidn de los PCs como
sensores de iones metdlicos ha experimentado un gran desarrollo desde el
trabajo pionero de Chen y Rosenzweig en 2002,”° quienes utilizaron PCs CdS
recubiertos con polifostafo, Cys o TG como sondas acuosolubles para la
deteccion de cobre, zinc y hierro. Su gran aportacion fue encontrar que los
ligandos utilizados en el recubrimiento juegan un papel muy importarte en la
deteccién. De este modo, mientras que los PCs recubiertos con polifosfato
mostraron un comportamiento on-off pero no selectividad, los PCs recubiertos
con TG fueron selectivos para iones Cu(ll) y Fe(lll) frente a otros iones metalicos
de transicion y los PCs recubiertos de Cys respondieron de forma selectiva a los
iones Zn(ll).

En dos publicaciones recientes se revisa extensamente el uso de PCs como

sensores de iones metalicos.***

% p. Pohl, TrAC. Trends Anal. Chem., 28 (2009) 117.

" A. Orham, Talanta, 65 (2005) 672.

885, Ashoka, B. M. Peake, G. Bremner, K. J. Hageman, M. R. Reid, Anal. Chim. Acta, 653 (2009) 191.
% N. H. Bings, A. Boagaents, J. A. C. Broekaert, Anal. Chem., 78 (2006) 3917.

®y. Chen, Z. Rosenzweig, Anal. Chem., 74 (2002) 5132.
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Introduccion

A continuacion se analizardn diferentes estrategias utilizadas para la
deteccion de iones metalicos, centrandonos exclusivamente en PCs con una
composicion CdTe para su nucleo. Se hard especial hincapié en el uso de la
fluorescencia para la deteccién, aunque también se mencionaran otros métodos.

1.2.1.1 Deteccién de iones metalicos basada en la fluorescencia de los
PCs

1.2.1.1.1 Sensores basados en la interaccion directa PC-ion metdlico

Generalmente, la interaccidn directa entre los PCs y los diferentes iones
metdlicos es la estrategia mas intuitiva y ampliamente utilizada en la deteccion.
La fotoluminiscencia de los PCs surge de la recombinacion de los excitones. Es
entonces razonable, que la interaccién fisica o quimica de un determinado
analito con los PC pueda afectar a las propiedades de su superficie, tales como la
carga y los estados trampa, afectando asi a la recombinacién hueco-electrén vy,
consecuentemente, a la eficiencia de la luminiscencia. Siguiendo este principio
es posible disenar sensores basados en el aumento o en la disminucién de la
fluorescencia de estos semiconductores nanocristalinos.

El uso generalizado de la interaccion PC-metal no implica que se trate de
un proceso sencillo, de hecho, existen diferentes vias de interacciéon que pueden
actuar conjuntamente (Esquema 1).

a) c)
Intercambio /\1\&/["4' Union al ligando
de cationes y transferencia

M™ M de carga
~Nai.

v PC VVVV

2+ %124 % d
b) - Cu 5J5r % M ‘71240 o ISJJ ' ) 5
Transferencia \ o 0 Pasivacion
v PC VvV .
de e o superficie

f?‘°§°%

Esquema 1. Resumen de las vias de interaccién directa PC-ion metalico.
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En la Tabla 2 se recogen los sistemas CdTe basados en estas interacciones

(a-d), junto con los sistemas ratiométricos (r) y peliculas delgadas (p).

Se

especifican, ademas, los ligandos utilizados en su recubrimiento, dada su

importancia en la sensibilidad y selectividad, asi como el rango lineal y el limite

de deteccion (LOD) cuando estan disponibles.

Tabla 2. Sensores de iones metdlicos basados en la interaccion directa PC-metal.

(interaccién) . Ra ngo lineal LOD
PCs Ligando lones (M) (M) Ref
cdTe™” TGA cu(ll) 0.25-617.53 0.04 71
CdTe/zns™” MPA Cu(ll) 2.5-1750 1.5 23
CdTe/Cds> TGA-Glyp Cu(ll) 380-440000 20 34
cdTe® L-Cys cu(ll) 315-4721 150 72
CdTe/cds® TGA/SiO, cu(ll) 0-3000 42 73
CdTe/Fe;0,” MPA cu(ll) 100-100000 1800 74
cdTel” MPA/HAP Cu(ll) 56-54000 56 75
cdTe/cdse™ MPA cu(ll) 50-50000 20 76
cdte® MPA Cu(ll) 50-4000 20 77
cdTel GSH Cu(ll) 2200-30000 670 78
cdTel DPA Cu(ll) 5-3000 0.4 79
cdTel TGA cu(ll) 7.6 80
Fe;0,/C/CdTe" MSA cu(ll) 1000-10000 81
cdTe" MPA cu(l 0-4029 3 82
cdTe TGA cu(ll) 83
cdte"” MPA Cu(ll) 50-500 1.1 84

LA, Wang, L. Fu, T. Rao, W. Cai, M.-F. Yuen, J. Zhong, Opt. Mater., 42 (2015) 548.
72y, Wang, J. Lu, Z. Tong, H. Huang, J. Chil. Chem. Soc., 54 (2009) 274.
By, Cao, A. Zhang, Q. Ma, N. Liu, P. Yang, Luminescence, 28 (2013) 287.

. Han, X. Zhang, Y. Zhou, Y. Ning, J. Wu, S. Liang, H. Sun, H. Zhang, B. Yang, J. Mater. Chem., 22

(2012) 2679.
W, Xiang, F. Zheng, L. Jinku, Z. Xinhua, Y. Bangce, Chin. J. Chem., 28 (2010) 1005.
Y. Xia, Ch. Zhu, Analyst, 133 (2008) 928.
77y .-S. Xia, Ch. Cao, Z. Ch.-Q. Zhu, Chin. J. Chem., 25 (2007) 1836.

BA.S, Lima, S. S. M. Rodrigues, M. G. A. Korn, D. S. M. Ribeiro, J. L. M. Santos, L. S. G. Teixeira,

Microchem. J., 117 (2014) 144.
R. Mahammad-Rezaei, H. Razmi, H. Abdolmohammad-Zadeh, Luminescence, 28 (2013) 503.
8 1. Wang, S. Yan, W. Wang, L. Wang, F. Yang, Adv. Mat. Res., 601 (2013) 1060.
8y, Wang, L. Sun, Y. Li, X. Fei, M. Sun, Ch. Zhang, Y. Li, Q. Yang, Langmuir, 27 (2011) 11609.
82 Ch. Bo, Z. Ping, Anal. Bioanal. Chem., 381 (2005) 986.
84, Dong, Y. Liu, Z. Ye, W. Zhang, G. Wang, Z. Liu, J. Yuan, Helv. Chim. Acta, 92 (2009) 2249.
8, Yao, K. Zhang, H. Zhu, F. Ma, M. Sun, H. Yu, J. Sun, S. Wang, Anal. Chem., 85 (2013) 6461.
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Tabla 2. Continuacién

pCglinteraccion) Ligando lones Ran(g:l\:ll)neal (Lnolv?) Ref
cdte” TGA cu(ily 1-1000000 85
cdte"” TGA cu(ll) 86
cdTe®” MSA cu(ll) 10-1000 87
cdTe® MSA Ag(l) 400-8000 54 88
cdTe® MPA Ag(l) 400-3200 41 89
CdTe/Cds® TGA/SiO, Ag(l) 0-7000 3940 73
CdTe/Fe;0,® MPA Ag(l) 100-100000 1400 74
cdTe® MPA/HAP Ag(l) 20-50000 20 75
cdTe® MPA/BSA Ag(l) 80-10660 10 90
cdTe? TGA Ag(l) 91
cdrels? MPA Ag(l) 500-8000 120 92
CdTe homocisteina Ag(l) 93
cdTe MPA Ag(l) 94
cdTel” NAC Hg(1l) 20-430 8 95
cdTe®? TGA Hg(1l) 91
cdTel L-Cys Hg(1l) 9%
cdTtel CA Hg(I1) 6-450 40 97
CdTe/CdS@znS'?  MPA/NAC-SIO, Hg(I1) 98
CdTe/Fe;0," L-Cys/SiO, Hg(ll) 1000-10000 99
cdTel MPA Hg(ll) 8-2000 2.7 100
cdTel TGA/dBSA Hg(1l) 12-1500 4 101

8 Q. Chen, T. Zhou, Ch. He, Y. Jiang, X. Chen, Anal. Methods, 3 (2011) 1471.

8y, Song, X. Cao, Y. Guo, P. Chen, Q. Zhao, G. Shen, Chem. Mater., 21 (2009) 68.

8 Q. Ma, E. Ha, F. Yang, X. Su, Anal. Chim. Acta, 701 (2011) 60.

8 Ch. Cai, H. Cheng, Y. Wang, H. Bao, RSC Adv., 4 (2014) 59157.

81T, Gan, Y.-J. Zhang, N.-J. Zhao, X. Xiao, G.-F. Yin, S.-H. Yu, H.-B. Wang, J.-B. Duan, Ch.-Y. Shi, W.-
Q. Liu, Spectrochim. Acta A, 99 (2012) 62.

% -H. Wang, H.-Q. Wang, H.-L. Zhang, X.-Q. Li, X.-F. Hua, Y.-Ch. Cao, Z.-L. Huang, Y.-D. Zhao, Anal.
Bioanal. Chem., 288 (2007) 969.

A, Susha, A. M. Javier, W. J. Parak, A. L. Rogach, Colloid. Surf. A, 281 (2006) 40.

92y -s. Xia, Ch. Cao, Ch.-Q. Zhu, J. Luminescence, 128 (2008) 166.

% 4. Jiao, L. Zhang, Z. Liang, G. Peng, H. Lin, Microchim. Acta, 181 (2014) 1393.

% ch. Dong, H. Qian, N. Fang, J. Ren, J. Phys. Chem. B, 110 (2006) 11069.

BT Yang, Q. He, Y. Liu, Ch. Zhu, D. Zhao, J. Anal. Meth. Chem., (2013) 902951.

% | Xu, J. Hao, T. Yi, Y. Xu, X. Niu, C. Ren, H. Chen, X. Chen, Electrophoresis, 36 (2015) 859.

% X. Ding, L. Qu, R. Yang, Y. Zhou, J. Li, Luminescence, 30 (2015) 465.

% ). Wang, N. Li, F. Shao, H. Han, Sensor. Actuat. B: Chem, 207 (2015) 74.

Py, Wang, Y. Li, X. Fei, L. Sun, L. Zhang, Z. Zhang, Y. Zhang, Y. Li, Q. Yang, New J. Chem., 34 (2010)

2996.

J. Duan, L. Song, J. Zhan, Nano Res., 2 (2009) 61.

Y.-S. Xia, Ch.-Q. Zhu, Talanta, 75 (2008) 215.

100
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Tabla 2. Continuacién

(interaccién) . Ra ngo lineal LOD Ref
PCs Ligando lones (M) (M)
cdTe TGA/EMIDCA Hg (1) 230 102
CdTe CA Hg(11) 80-333 70 103
CdTe MPA/dOB Hg(11) 104
CdTe/CdS MPA Hg(11) 5-300 3.1 38
cdte"” MPA Hg(Il) 5.6 105
cdTe™ MPA Hg(I1) 1-1000 45 106
cdte"” TGA Hg(1l) 86
cdte®” MSA Hg(ll) 5-500 87
cdte®” MSA Hg(ll) 10-1000 107
cdtel® TGA Pb(Il) 1.96-25-9 4.7 108
cdrel? NAC/PNMA Pb(Il) 8-3000 4.2 109
CdTe GSH Pb(ll) 110
CdTe TGA Pb(ll) 2000-100000 270 111
cdte"” TGA Pb(Il) 86
cdTel MPA/TGA/TG/MA  Cr(Ill)/Cr(IV) 112
CdTe/Cds" DMAET cr(Iv) 3-200 057 113
cdtel® TG Mn(1l) 114
CdTe TGA Mn(ll) 115
CdTe MPA Fe 74.5-1791 224 116
cdTel TGA Co(ll) 33.2-3620 7.3 117
CdTe TGA Co(ll) 115
cdte"” TGA cd(ll) 1000-15000 128 118

102
103
104

M.-R. Chao, Y.-Z. Chang, J.-L. Chen, Biosens. Bioelectron., 42 (2013) 397.

J. Pei, H. Zhu, X. Wang, H. Zhang, X. Yang, Anal. Chim. Acta, 757 (2012) 63.

Y.-Q. Wang, Y. Liu, X.-W. He, W.-Y. Li, Y.-K. Zhang, Talanta, 99 (2012) 69.

X. Sun, B. Liu, Y. Xu, Analyst, 137 (2012) 1125.

F.Yang, Q. Ma, W. Yu, X. Su, Talanta, 84 (2011) 411.

Ch. Wang, J. Zhao, Y. Wang, N. Lou, Q. Ma, X. Su, Sensor. Actuat. B: Chem., 139 (2009) 476.
W. Zhong, C. Zhang, Q. Gao, H. Li, Microchim. Acta, 176 (2012) 101.

X. Guo, C.-F. Wang, Y. Fang, L. Chen, S. Chen, J. Mater. Chem., 21 (2011) 1124.

H. Gongalves, C. Mendoga, J. C. G. Esteves da Silva, J. Fluoresc., 19 (2009) 141.

H. Wu, J. Liang, H. Han, Microchim. Acta, 161 (2008) 81.

J. Han, X. Bu, D. Zhou, H. Zhang, B. Yang, RSC Adv., 4 (2014) 32946.

Ch.-X. Sui, Y.-F. Liu, W.-H. Zhang, P.-A. Li, D. Zhang, Microchim. Acta, 181 (2014) 347.
S. Xu, Ch. Wang, H. Zhang, Q. Sun, Z. Wang, Y. Cui, J. Mater. Chem., 22 (2012) 9216.
J. Li, D. Bao, X. Hong, D. Li, J. Li, Y. Bai, T. Li, Colloid. Surface. A, 257 (2005) 267.

105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

Y7 \W. zhong, J. Liang, J. Yu, Spectrochim. Acta A, 74 (2009) 603.

Y8R Gui, X. An, W. Huang, Anal. Chim. Acta, 767 (2013) 134.

S.S. M. Rodrigues, A. S. Lima, L. S. G. Teixeira, M. G. A. Korn, J. Santos, Fuel, 117 (2014) 520.
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La baja solubilidad de los calcogenuros de muchos de los iones metalicos a
detectar (Tabla 3) puede dar lugar a una reacciéon de intercambio de estos
cationes por los cationes Cd(Il) o Zn(ll) existentes en la superficie de los PCs
(Esquema 1a). Como resultado, se generan defectos de superficie que conducen
a la recombinacion no radiante de los excitones y, por tanto, a la extincién de la
fluorescencia.

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de algunos semiconductores.

Sulfuros Telururos
Metal PKps Banda prohibida PKops Banda prohibida

(eV) (eV)

Zn 22.2 3.6 33.3 2.39

cd 27.1 2.42 42 1.45
Ni 23.8 0.4 38.1

Cu | 35.5(CuS) 1.72 53.8(CuTe) 1.62

47.5(Cu,S) 1.1 62.3(Cu,Te) 1.12

Ag 49.2 0.92 71.7 0.67

Hg 51.8 2 69.6 -0.41

Pb 29.15 0.37 48 0.31

Esta estrategia (a) es ampliamente utilizada para la deteccion de
Ag(1)>7>8% y cu(11).2**""* Utilizando PCs TGA-CdTe’" se pudo detectar Cu(ll)
con una excelente selectividad y un LOD de 0.04 nM (Figura 12c) y PCs CdTe
recubiertos de MSA® permitieron la deteccién de Ag(l) con un LOD de 54 nM.
Mientras que para los PCs TGA-CdTe se propone la formaciéon de CuTe, para los
PCs MSA-CdTe se propone la formacion de Ag,S. Puesto que la energia de la
banda prohibida de Ag,S (Tabla 3) es inferior a la de CdTe, un signo tipico del
intercambio es el desplazamiento hacia el rojo de las bandas de absorcién y
emision. En ambos casos se sintetizaron PCs de diferentes tamafios, mientras
que los mas sensibles para Cu(ll) fueron los mas pequefios (tamafio aproximado
de 2.7 nm), para Ag(l) mostraron mayor sensibilidad los de un tamafio
intermedio (3 nm), poniéndose de manifiesto la gran importancia del tamafo de
las nanoparticulas, tanto en la sensibilidad como en la selectividad. Existen,
también, algunos ejemplos para la deteccién de Hg(ll).”>°**> En este caso el
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Capitulo 1

intercambio catiénico da lugar a la formacién de una aleaciéon Cd,Hg;,.Te que
emite en el infrarrojo.

Otro via de extincion de la fluorescencia es la reduccién de los iones
metdlicos adsorbidos en la superficie de los PCs (Esquema 1b), observado

23347177 Este proceso puede representarse de

principalmente para Cu(ll).
siguiente forma: CdTe + Cu* = CdTe" + Cu’. Junto con la extincién de la
fluorescencia, producida por el Cu(l), debida a la recombinacién no radiante de
los electrones excitados en la banda de conduccién y los huecos en la banda de
valencia, se produce un desplazamiento del maximo de emisién a longitudes de
onda mayores, asociado a CdTe'-Cu’. Este es el modo de interaccién propuesto
por Wang y col.”* para justificar la disminucion de la fluorescencia observada en
PCs TGA-CdTe en presencia de altas concentraciones de Cu(ll) (Figura 12). El
mismo mecanismo se propone para la deteccion de Ag(l) utilizando PCs TGA-

cdTe’ y MPA-CdTe.”

+
(a) , () R R
Cu Te\ /S Te s Te
C/ cd Cd Cd Cd Cd
Te Te Te Te Te\\
Cd Cd ‘cd’ Cd Cd
2+ =
Cu g
(b) . ot
Cu B .

\ |
Te S Te /Te\

7 NL N

Superficie Cd Cu Cld Cd Cu
T ,T Te Te Te\

Nucleo Cd Cd Cd ‘cd cd cd

Figura 12. Recombinacion no radiante inducida por transferencia de electrones (a), Cu(ll) como
aceptor de electrones desde la banda de conduccién (b), reemplazamiento de Cd(11) por Cu(l) (c).”*

Si los iones metalicos interaccionan con los ligandos utilizados en el
recubrimiento de los PCs, bien electrostaticamente o mediante coordinacion
(Esquema 1c), la extincidn de la fluorescencia se produce por transferencia de
electrones de la banda de conduccidn del PC al metal. Existen ejemplos de la
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utilizacion de esta via de extincién para la deteccién de diversos metales.**’®

82,92,95-101,108,109, 112114117 Gracias a la afinidad del Cu(ll) por la b-penicilamina (DPA),
PCs CdTe recubiertos con este ligando permitieron desarrollar un sensor para
Cu(ll) con un limite de detencién de 0.4 nM”® (Figura 13). Basandose en la
interaccion electrostatica entre PCs CdTe recubiertos con diferentes ligandos
(TGA, MPA, MA y TG) y Cr(l11)/Cr(1V), Jishu y col.****** pudieron discriminar entre

ambos iones.

(\Cul-b
-

BV: banda de valencia BC: banda de conducciéon ~ «an- : D-penicilamina

Figura 13. Representacion de la desactivacion de la fluorescencia de PCs DPA-CdTe por
cu(ln).”

La interaccion directa PC-metal también puede dar lugar a un aumento de
la intensidad de la fluorescencia, aunque dicha estrategia no estd tan

1.1% utilizando

ampliamente explorada como la extincidn (Esquema 1d). Xin y co
PCs CdTe recubiertos de NAC embebidos en hidrogeles observaron que, tras la
adicion de concentraciones crecientes de Pb(ll), se produce la extinciéon de la
fluorescencia. Sin embargo, la adicién de Cd(ll), Zn(Il) o Mn(ll) resulta en un
aumento de la intensidad, lo que puede asociarse con la pasivacion de los
defectos superficiales existentes en los nanocristales. Una vez alcanzada cierta
concentracién de Zn(ll) y Mn(ll) la intensidad de la fluorescencia deja de
aumentar y comienza a producirse la extincién. El exceso de metal, una vez
saturados los defectos, puede dar lugar a la transferencia de electrones entre los
ligandos del PC y el metal y, por lo tanto, a la recombinaciéon no radiante. Un
estudio llevado a cabo con PCs de diferentes tamafos puso de manifiesto que la
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pasivacion y la transferencia electrénica inducida por iones Ag(l)** es
dependiente de los estados de superficie y del tamafio del PC. La fluorescencia
de los PCs mas pequefios, aumenta o disminuye, dependiendo de lIa
concentracion del metal, sin embargo, para las particulas de mayor tamafio solo
se produce la extincién. Ademads, los PCs mas pequeiios resultaron ser los mas
sensibles y selectivos.

Todos los sistemas mencionados utilizan una Unica sefal dptica (cambio
en la intensidad de la fluorescencia de una Unica banda) para la deteccion, sin
embargo existen algunos ejemplos de sistemas ratiométricos,>®848610>106118 g,
funcionamiento se basa en comparar la intensidad de la fluorescencia a dos
longitudes de onda diferentes, antes y después del reconocimiento del analito.
Una muestra es la sonda de emision dual para deteccion de Hg(ll) creada por Qin
y col.,*® utilizando PCs CdTe/CdS de diferentes tamafios. Mientras que los PCs de
mayor tamafio, embebidos en nanoparticulas de silice, son insensibles al Hg(ll),
la intensidad de la fluorescencia de los mas pequefios, unidos covalentemente a
la superficie de las nanoparticulas de silicie, va disminuyendo a medida que se

incrementa la concentracion de Hg(ll) (Figura 14).

desactivacion de la
fluorescencia verde

S35 ni

618 nm

s 618 nm

\.PCS verdes @ PCs rojos % Hg»* ~ GSH /

Figura 14. Representacion de una sonda de emisién dual basada en PCs CdTe/CdS para
la deteccion de Hg(l1).*®
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También se han desarrollado algunos sensores en los que se utilizan
peliculas delgadas de PCs.®'°'%7 |a deposicion de PCs MSA-CdTe sobre
portaobjetos de cuarzo, mediante interacciones electrostaticas con poli(cloruro
de dimetildialilamonio), dio lugar a la creacidon de una sonda para Hg(ll) y Cu(ll)
basada en la recuperacién de la fluorescencia tras la adicién de GSH.*’

1.2.1.1.2 Sensores basados en el desplazamiento del ligando existente
en la superficie del PC

Dada su alta afinidad por los grupos tiol presentes en una buena parte de
los recubrimientos mas comunes, algunos iones metalicos pueden competir por
los ligandos que recubren la superficie del PC. El desplazamiento de dichos
ligandos crea defectos en la superficie que pueden atrapar a los electrones de la
banda de conduccién, produciendo la extincion de la fluorescencia y, finalmente,
la agregacion de las nanoparticulas. Los sistemas que se basan en esta estrategia
se recogen en la Tabla 4.

Tabla 4. Sensores basados en el desplazamiento del ligando de la superficie del PC.

PCs ngaﬁnc.lo lones Rango lineal (nM) LOD (nM) Ref
recubrimiento

CdTe L-Cys Hg(I1) 96

cdTe GSH Hg(l1) 5 119

Au-CdTe BSA/GSH Hg(Il) 131-710 9 120

CdTe/Zns L-Cys Ni(l1) 4-500 0.59 25

CdTe GSH As(IIl) 5000-250000 20 26

En un estudio reciente de la interaccién de Hg(ll) con PCs L-Cys-CdTe,*®
utilizando electroforesis capilar junto con otras técnicas, se pone de manifiesto
la presencia de dos productos diferentes (Figura 15). A bajas concentraciones de
metal existe una interaccion entre el Hg(ll) y los grupos amino y carboxilato de la
cisteina, lo que conlleva a un aumento del tamaifio de los PCs v,
consecuentemente, a una reduccién de la movilidad electroforética. Sin
embargo, a medida que se incrementa la concentracion de Hg(ll) se produce la

119y Zhu, Z. Zhao, X. Chi, J. Gao, Analyst, 138 (2013) 3230.
120 Paramanik, S. Bhattacharyya, A. Patra, Chem. Eur. J., 19 (2013) 5980.
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pérdida de los ligandos de la superficie, lo que se corrobora mediante la
existencia de un pico correspondiente a Hg-L-Cys en el electroforegrama, y la
aparicion de un pico en el espectro de masas asociado a la formacion de [Hg(L-
Cys),-2H]". Esta misma estrategia se utiliza para la deteccién de Ni(ll) y As(ll),
usando PCs L-Cys-CdTe/ZnS*> y GSH-CdTe? respectivamente, obteniéndose un
LOD de 0.59 nM para Ni(ll) y 20 nM para As(ll).

0 ! co9
Q\ - Ce“e X IN o 5 o/
0, Y X Hg?*
Y o\ )o
=) TN o
g
3 '0\<
al
\ /o /'/gz,/c
4 \O'A w Hg?*
2+
OHsz*OOHg P
ol-lgz+o
oHgo
QH82+O OH82+Q
Qng"'o

Q PCs CdTe < -S-CH2-CH(NH3)-COO~

Figura 15. Representacion de los diferentes productos resultantes de la interaccidn entre
PCs L-Cys-CdTe y Hg(I).*
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1.2.1.1.3 Sensores basados en la extincion y posterior restauracion de la
fluorescencia (Sistemas off-on)

Esta estrategia se utiliza, principalmente, para la deteccidon de Cd****'# y

Zn*?**?* qunque también existe algun ejemplo con otros metales'*® (Tabla 5). La

deteccidn se basa en la restauracion de la fluorescencia de los PCs previamente

35,121-123

apagados, bien por creacion de defectos o por interaccién con un ligando

especifico. 21241

Tabla 5. Sistemas off-on.

PCs ngénc'lo lones Rango lineal (nM) LOD (nM) Ref
recubrimiento

CdTe TGA Cd(I) 0.02-600 0.01 121
CdTe/CdS MPA Cd(In) 100-2000 6 35
CdTe MPA Cd(Ir) 1300-35000 500 122
CdTe MPA cd(1) 50-1000 10 123
CdTe MPA Zn(l) 1600-35000 1200 122
CdTe GSH Zn(11) 480-90000 140 124
CdTe TGA Ca(ll) 19963-79850 16469 125

El acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) produce el apagado de PCs
GSH-CdTe debido a la interaccién, mediante enlaces de hidrogeno, de la GSH y el
DTPA."* Debido a la alta afinidad del Zn(ll) por el DTPA, tras la adicién de dicho
metal se forma un complejo Zn(II)-DTPA y se recupera la fluorescencia (Figura
16). La adicion de fenantrolina (Phen) da lugar a la extincion de la fluorescencia
de PCs TGA-CdTe mediante un mecanismo de transferencia de huecos
fotoinducida.”™ En presencia de Cd(ll) la formacion del complejo
[Cd(Phen),(H,0),]*" restaura la fluorescencia.

Otra estrategia se basa en la creacién de defectos en la superficie del PC.
PCs recubiertos de MPA se apagan tras afiadir acido etilendiaminotetraacético

121 % Hu, K. Zhu, Q. Guo, Y. Liu, M. Ye, Q. Sun, Anal. Chim. Acta, 812 (2014) 191.

224 Xu, R. Miao, Z. Fang, X. Zhong, Anal. Chim. Acta, 687 (2011) 82.

122 b Wu, X.-P. Yan, Chem. Commun., 46 (2010) 7046.

124 Ch. Hao, S. Liu, W. Liang, D. Li, L. Wang, Y. He, Microchim. Acta, 182 (2015) 2009.

125 5. 's. M. Rodrigues, D. R. Prieto, D. S. M. Ribeiro, E. Barrado, J. A. V. Prior, J. L. M. Santos,
Talanta, 134 (2015) 173.
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(EDTA)'*® o pirrolidinditiocarbamato aménico (APDC).* La adicién de Cd(ll)
produce la pasivacion de los defectos creados y la recuperacion de la
fluorescencia (Figura 17). De manera similar, la fluorescencia de PCs
MPA-CdTe/Cds fue inactivada tras la adicién de S* y, seguidamente, recuperada
por adicién de Cd(I1) o Zn(11).**?

OFF

Figura 16. Representacién del mecanismo de deteccion de Zn(Il) mediante la utilizacidn
de sistemas DTPA y PCs GSH-CdTe.*

APDC ~ Cd-APDC em
PCS@Cd-MPA mi—

cd
PCs + MP A= PCs@Cd-MPA

_\ 1o \ .

L
- Y e
CdTe/CdS - »

cd® @ »
: 0" P4

TN X

Figura 17. Representacion de un sistema “off-on” basado en PCs MPA-CdTe/CdS para la
deteccion de cd(11).”
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1.2.1.1.4 Sensores basados en la transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET)

Los procesos FRET consisten en la transferencia de energia no radiante
entre dos cromoéforos a través de interacciones dipolo-dipolo. Uno de los
cromodforos, en el estado excitado, actia como dador y el otro, en el estado
fundamental, como aceptor. Para que se produzca dicha transferencia es
imprescindible el solapamiento del espectro de emisién del dador con el de UV-
Vis del aceptor.

Los altos rendimientos cuanticos, espectros de emisidon estrechos y
simétricos, la separacién de las longitudes de onda de emisidn y excitacién y la
variacién de la longitud de onda de absorcién y emisién con el tamafio, hacen
que los PCs sean considerados excelentes candidatos para el disefio de nuevos
sensores basados en FRET. En la Tabla 6 se recogen los sistemas que incluyen PCs
CdTe y que utilizan esta estrategia para la deteccion de iones metalicos.

Tabla 6. Sensores basados en FRET.

Dador Aceptor lones Rangolineal (h(M) LOD (nM) Ref

MPA-CdTe  PEI-Cu  Cu(ll) 30-160 312 126
MA-CdTe  PFRNPs  Cu(ll) 160 127
MPA-CdTe Cy5 Ag(l) 0-20 2.5 128
MPA-CdTe  TAMRA  Hg(lI) 0-20 1.5 128
FB TGA-CdTe  Hg(ll) 0.04-4 0.003 129
TGA-CdTe BRB Hg(I1) 62.5-2500 203 130
CA-CdTe  MUA-Au  Pb(ll) 1060-21800 1445 131

La interaccién electrostatica entre PCs MPA-CdTe y nanoparticulas
mesoporosas de silice fluorescentes recubiertas de polietilenimina (PEI) da lugar
a la formacién de un nanomaterial hibrido con emisién dual centrada en 500 y
717 nm, que puede ser utilizado como una sonda para la deteccién de Cu(ll). La

126 | Sha, C. Tong, H. Zhang, L. Feng, B. Liu, Ch. Lii, Dyes Pigments, 113 (2015) 102.

P.Yang, Y. Zhao, Y. Lu, Q.-Z. Xu, X.-W. Xu, L. Dong, S.-H. Yu, ACS Nano, 5 (2011) 2147.

C. Hao, L. Xua, Ch. Xing, H. Kuang, L. Wang, Ch. Xu, Biosens. Bioelectron., 36 (2012) 174.
H. Tao, X. Liao, M. Xu, S. Li, F. Zhong, Z.Yi, J. Luminescence, 146 (2014) 376.

J. Li, F. Mei, W.-Y. Li, X.-W. He, Y.-K. Zhang, Spectrochim. Acta A, 70 (2008) 811.

X. Wang, X. Guo, Analyst, 134 (2009) 1348.

127
128
129
130
131
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formacidon de un complejo entre el Cu(ll) y los grupos amino del PEl apaga la

fluorescencia de los PCs por transferencia de energia.'*®

Wang y col.’?® detectaron simultaneamente Ag(l) y Hg(ll) con limites de
deteccién de 2.5 y 1.8 nM, respectivamente, utilizando PCs MPA-CdTe
funcionalizados con ADN como dadores y sADN-TAMRA y sADN-Cy5 como
aceptores. La transferencia de energia dador-aceptor se produce debido a la
formacion de los complejos T-Hg"*-T y C-Ag*-C (Figura 18).

La deteccidn de Pb(ll) fue posible por interrupcion de la transferencia de
energia existente entre PCs CdTe recubiertos de CA y nanoparticulas de Au
(AuNPs). B! La adicion de Pb(ll) inhibe la interaccion PC-AuNPs y, por tanto,
reduce la eficiencia de la transferencia de energia (Figura 19).

FRET 1 FRET 2
VA VAVAV AN ANTAVEVAVAN —
CdTe e
M'&K\b Ag(l) o “\{u N ‘\\’i‘
+ + /\/\. T-Hg(I)-T TN coagli-c
TAMRA Cys
1600
0.40 -
1400
0.35 4 He(l)
-2 1200 A = Agll)
] 0.30 4
g 1000 4 5
H o 025 1
g 7 Bi6i0i0: R?=0.9954
2 600 - %
g W= 0.15 -
S 400 4
£ 0.10 -
200 - R’z 0.9966
0.05
0 4
T T T T T T 0.00 T T T T T
450 500 550 600 650 700 0 5 10 15 20
Longitud de onda (nm) Concentracién Hg(ll) y Ag(l)/nM

Figura 18. Representacion de un sistema de deteccion de Ag(l) y Hg(ll) basada en FRET
entre PCs MPA-CdTe y dos fluoréforos (TAMRA y Cy5)."2
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Figura 19. Representacion de un sistema de deteccion de Pb(ll) basado en la modulacién
de la eficiencia FRET entre PCs CA-CdTe y AuNPs. ***

1.2.1.1.5 Otras estrategias

Otra estrategia para la deteccidn consiste en la funcionalizacién especifica
de la superficie de las nanoparticulas con macrociclos. La encapsulacién de PCs
CdTe en esferas de silice, mediante un proceso sol-gel, y posterior
funcionalizacién con un calixareno C[6] dio lugar a un sensor de mercurio con un
limite de deteccién 1.55 nM. Las nanoparticulas C[6]/Si0,/CdTe presentan mayor
fluorescencia que su precursor SiO,/CdTe debido a las unidades benceno del
calixareno ricas en electrones. Tras la adicion de Hg(ll), el ién es reconocido
selectivamente por la cavidad del calixareno y, consecuentemente, se produce la
extincion de la fluorescencia.™*?

Los iones metalicos, en lugar de interaccionar directamente con los PCs o
conjugados de éstos, pueden reaccionar con un transductor para producir un
producto intermedio, que es el que apaga la fluorescencia. Wu y col.’® fueron
pioneros en probar esta estrategia para la determinacion de Fe(ll) en presencia
de Fe(lll) utilizando un sistema hibrido GSH-CdTe-Fenton. La reaccion de Fenton
origina radicales hidroxilo que pueden extinguir la fluorescencia de los PCs. Esta
extinciéon tiene lugar a través de la transferencia de electrones, de la banda de
conduccidén a un orbital molecular ocupado por un solo electrén de los radicales
hidroxilo. Del mismo modo, la utilizacién de otro sistema hibrido MPA-CdTe-

B21 Li, Y. zhou, J. Sun, D. Tang, S. Guo, X. Ding, Microchim. Acta, 175 (2011) 113.

133 p Wu, Y. Li, X.-P. Yan, Anal. Chem., 81 (2009) 6252.
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alcohol oxidasa (AO) permitié la deteccién de Cu(ll) con un LOD de 2.75 nM."* La
AO cataliza la oxidacién del metanol a formaldehido generando H,0,, que induce
la extinciéon de la fluorescencia de los PCs. La adicion de Cu(ll) inhibe la reaccion
de oxidacion y reduce la eficacia del apagado.

La utilizacién de PCs funcionalizados con aptameros, junto con estrategias
para amplificar la sefial de fluorescencia de polarizacion (FP) permitieron

133138 yn ejemplo de ellos, es la utilizacion de

preparar sensores para Hg(ll).
AgNPs y PCs TGA-CdTe/CdS fucionalizados con aptameros ricos en timina. La
adicién de Hg(ll) produce la hibridacion entre los PCs y las NPs, provocando un
aumento de la masa molecular, que se traduce en un incremento de la

intensidad de la sefial de FP.**®

1.2.1.2 Otros métodos de deteccion

A parte del uso de la fluorescencia para la deteccidn de iones metalicos,
también existen otros métodos que utilizan PCs CdTe, tales como la
electroquimioluminiscencia (ECL), fotoelectroquimica (PEC) y quimiolumiscencia
(CL). En la Tabla 7 se recogen ejemplos de la utilizacion de cada una de estas
estrategias. A continuacion se describen brevemente algunos de ellos.

Existen ejemplos de ECL (luminiscencia producida durante una reaccién
electroquimica en disolucién) tanto anddica como catddica utilizando PCs CdTe.
Wang vy col.” estudiaron, recientemente, las propiedades electroluminiscentes
en el infrarrojo de PCs MPA-CdTe/CdS en electrodos de éxido de indio y de
estafio. La adiciéon de Cu(ll) da lugar a la extincidon de la electroluminiscencia
debido al desplazamiento de los ligandos MPA. La creaciéon de un microchip
utilizando PCs CdTe recubiertos del acido 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico

(DMPS) permitié la deteccion de Cu(ll) con un limite de deteccién de 6.7 pM.**®

B3, Guo, J. Wang, J. Cheng, Z. Dai, Biosens. Bioelectron., 36 (2012) 69.

Y. Jiang, J. Tian, K. Hu, Y. Zhao, S. Zhao, Microchim. Acta, 181 (2014) 1423.
136 |, Zhang, J. Tian, Y. He, Y. Zhao, S. Zhao, Chem. Commun., 50 (2014) 2049.
37 . Wang, X. Jiang, Sensor. Actuat. B: Chem., 207 (2015) 552.

S. Deng, T. Zhang, Y. Zhang, D. Shan, X. Zhang, RSC Adv., 4 (2014) 29239.
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Tabla 7. Sensores basados en ECL, PECy CL.

pC Ligando lones Método Rango lineal LOD Ref
recubrimiento de deteccion (nM1) (nM)

CdTe/CdS MPA Cu(ll) ECL 100-10000 20 137
CdTe DMPS Cu(ll) ECL 0.01-1000000 0.0067 138
CdTe DMSA Cu(ll) ECL 5-7000 3 139
CdTe/CdS MPA Cu(ll) ECL 14-210 6.1 140
CdTe MSA Cu(ll) ECL 40-3200 30 141
CdTe DMSA Cu(ll) PEC 60-100000 5.9 142
CdTe TGA Cu(ll) CL 70-5000 40 143
CdTe TGA Ag(l) CL 50-2000 30 143
CdTe TGA Hg(ll) CL 100-20000 67 143
CdTe GSH-TGA Pb(ll) ECL 0.26 144
CdTe TGA cd(i) ECL 6.3-3400 2.1 145
CdTe TGA Ce(IV) CL 4-10000 0.38 146

PCs CdTe recubiertos de acido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA)
inmovilizados en electrodos de carbono mostraron un emisidn
electroluminiscente intensa alrededor de 0.87 V. El Cu(ll), de nuevo, puede
competir con el ligando de la superficie, apagando dichos PCs."*° La utilizacidn de
una mezcla de ligandos TGA y GSH mejora la intensidad ECL de PCs CdTe y la
sensibilidad en la deteccién de Pb(l1).*** La ECL de PCs TGA-CdTe fue inicialmente
apagada por sulfuro y, posteriormente, restaurada en presencia de Cd(l1).***

La deteccién PEC se basa en la obtencién de corriente como sefial de
deteccion tras la excitacion de los PCs sobre un electrodo. La eficiencia de
conversion fotoélectrica de PCs DMSA-CdTe sobre electrodos dopados de éxido
de estafio se ve disminuida por la presencia de Cu(ll), debido a la creacidn de

trampas para los excitones'** (Figura 20).

139
140
141

L. Cheng, X. Liu, J. Lei, H. Ju, Anal. Chem., 82 (2010) 3359.

Y.-L. Mei, H.-S. Wang, Y.-F. Li, Z.-Y. Pan, W.-L. Jia, Electroanal., 22 (2010) 155.
L. Zhang, L. Shang, S. Dong, Electrochem. Commun., 10 (2008) 1452.

P. Wang, X. Ma, M. Su, Q. Hao, J. Lei, H. Ju, Chem. Commun., 48 (2012) 10216.
Z.Sheng, H. Han, J. Liang, Luminescence, 24 (2009) 271.

H. Wang, Q. Chen, Z. Tan, X. Yin, L. Wang, Electrochim. Acta, 72 (2012) 28.

H. Song, M. Yang, X. Fan, H. Wang, Spectrochim. Acta A, 133 (2014) 130.

Ch. Sun, B. Liu, J. Li, Talanta, 75 (2008) 447.
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Figura 20. Representacion de la deteccidn fotoelectroquimica de Cu(ll) mediante la
creacion de trampas para excitones.'*

También existen algunos ejemplos de sensores basados en la CL
(luminiscencia generada por una reaccién quimica). Zhon y col.**®* encontraron
que el perdéxido de hidrégeno podia oxidar directamente a PCs TGA-CdTe
generando una fuerte sefial quimioluminiscente en condiciones basicas. La
deteccién de Cu(ll), Ag(l) y Hg(ll) es posible porque la presencia de dichas
especies metalicas inhiben la reaccién de oxidacion.

1.2.1.3 Sondas celulares

Aunque la aplicacion de nanosondas basadas en PCs CdTe para la
deteccién de iones metdlicos en el interior celular estd todavia poco
desarrollada, si existen algunos ejemplos.

Asi, PCs recubiertos con carboximetilquitosano permitieron la deteccion

147,148

de Hg(ll) en células renales de perro (MDCK) y de Zn(ll) en células humanas

%9 Mediante citometria de flujo se observé que la

de céncer de préstata (PC3-M).
intensidad de la fluorescencia, tras incubar células MDCK con concentraciones
variables de Hg(ll) durante 24 h, va disminuyendo progresivamente hasta que se

alcanza una concentracién de metal de 70 pg/L, a la que los PCs se apagan

47 7. He, P. Zhou, H. Zhu, Spectrochim. Acta A, 139 (2015) 179.

148 7 He, H. Zhu, P. Zhou, Ecotoxicol., 23 (2014) 2030.
%%, Ma, Z.-H. Lin, N. Yang, Y. Li, X.-G. Su, Acta Biomater., 10 (2014) 868.
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totalmente. Sin embargo, la adicion de Zn(ll) provoca un incremento de la
fluorescencia en células PC3-M, que puede observarse claramente al
microscopio tras 2 h de incubacion.

Hu y col.™®® desarrollaron un sistema FRET constituido por PCs NAC-CdTe
(dador) y un derivado de la Rodamina 6G (R6G) conjugado con Hg(ll) (aceptor)
que permitid la deteccidn de Hg(ll) en células de adenocarcinoma de cérvix
humano (Hela). La adicién del metal desactiva la fluorescencia de los PCs vy,
simultdneamente, interacciona con el conjugado de R6G para formar un
complejo fluorescente.

Los cambios en la concentraciéon intracelular de Ca(ll) inducidos por el
acido jasmadnico fueron detectados mediante el cambio de la intensidad de la
sefial de fluorescencia de PCs MA-CdTe conjugados con di[2-(N,N-
dicarboxilmetil)lamino]etil éter," a través de microscopia confocal de
fluorescencia.

1.3 Toxicidad y biodistribucion PCs CdTe

Debido a la creciente utilizacion de los puntos cuanticos en multiples
aplicaciones, resulta critico conocer su toxicidad y biodistribucién, tanto in vitro

como in vivo.

1.3.1 Estudios in vitro

1.3.1.1 Citotoxicidad

Resulta complejo comparar y generalizar los resultados de citotoxicidad de
los diferentes estudios, dada la gran variedad de PCs, de lineas celulares y de
métodos analiticos empleados. Por otra parte, diversas investigaciones
mostraron que la biocompatibilidad de estas nanoparticulas no solo depende de

1308 Hu, L.-L. Hu, M.-L. Chen, J.-H. Wang, Biosens. Bioelctron., 49 (2013) 499.

131 Xia, Y. Yu, Q. Liao, Y. Cao, B. Lin, X. Hu, J. Wu, J. Inorganic Biochem., 118 (2013) 39.
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su composicién, sino que otros factores como la forma, el tamafo y la carga son
determinantes.’’

Centrandonos en PCs CdTe, pequefios cambios en su sintesis dan lugar a
modificaciones en su superficie que afectan a sus propiedades fisicoquimicas vy,
por tanto, a su interaccion y distribucidn celular. Su citotoxicidad ha sido
interpretada utilizando el cambio que inducen en diferentes pardmetros:
crecimiento o morfologia celular, actividad metabdlica o apoptosis. Esta
variabilidad hace que sea dificil extraer conclusiones consistentes. No obstante,
se han propuesto varios mecanismos como responsables de la toxicidad.

La toxicidad ha sido asociada, principalmente, con la existencia de Cd(ll)
libre, resultado de la degradacion u oxidacion de la superficie de los PCs. Su y
col.’ pusieron de manifiesto que, mientras que los PCs CdTe y CdTe/CdS son
citotdxicos, la adicion de una coraza ZnS mejora la biocompatibiliad y no se
observan efectos téxicos en diferentes lineas celulares, incluso a altas
concentraciones y a largos tiempo de incubacién, lo que es posible debido al
efecto protector ejercido por la coraza, que evita la liberacién de Cd(ll). Sin
embargo, en estudios posteriores™* comprobaron que la citotoxidad de los PCs
CdTe no podia atribuirse solamente a la liberacion de Cd(ll), dado que estos PCs
eran mas citotéxicos que disoluciones de CdCl,, incluso aun cuando Ia
concentracion intracelular de Cd(ll) existente en células humanas embrionarias
de rifidn (HEK293) tratadas con ambos era idéntica. Por otra parte, observaron
que cuando se trataban las células con una concentraciéon 300 nM de PC 0 20 uM
de CdCl,, pese a que la concentracion intracelular de Cd(Il) era mucho menor en
presencia de los PCs, sorprendentemente, la mortalidad celular era mucho
mayor. Esta aparente discrepancia la atribuyeron a una distribucién intracelular
heterogénea de las nanoparticulas, que se acumularon en pequefias areas de la
region perinuclear.

132, Zhang, D. Shao, W. Ji, J. Li, L. Chen, J. Song, Toxicol. Reports, 1 (2014) 137.

Y. Su, Y. He, H. Lu, L. Sai, Q. Li, W. Li, L. Wang, P. Shen, Q. Huang, Ch. Fan, Biomaterials, 30
(2009) 19.

Y. Su, M. Hu, Ch. Fan, Y. He, Q. Li, W. Li, L. H. Wang, P. Shen, Q. Huang, Biomaterials, 31 (2010)
4829.
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.,**> centrado en determinar la

Otro estudio llevado a cabo por Cho y co
concentracion intracelular de Cd(ll) en células humanas de cancer de mama
(MCF-7) tratadas con PCs CdTe recubiertos con diferentes ligandos (MPA, Cys y
NAC), revela también que no existe una correlacién entre la concentracién
intracelular de Cd(ll) y la viabilidad celular. El dafio observado en los lisosomas
fue atribuido, no solo a la presencia de Cd(ll), sino también a la liberacion de
especies de oxigeno reactivas (ROS).

. relacionaron también la muerte celular por apoptosis,

Lovric y co
inducida por PCs CdTe recubiertos de MPA en células MCF-7, con la presencia de
ROS. Inicialmente detectaron dafios en la membrana plasmatica y en el nucleo
celular con agregacion de la cromatina, tras 24 h de incubacion observaron
ademas la existencia de mitocondrias deformadas en la regidn perinuclear, todos
ellos signos caracteristicos de apoptosis. La adicion de NAC minimizé la
reduccion en la viabilidad celular, debido a la reduccién de ROS y a la induccion
de la sintesis de glutationa, uno de los antioxidantes mas efectivos. Del mismo
modo, estudios centrados en investigar el mecanismo a través del cual PCs CdTe
inducen toxicidad en células de hepatocarcinoma humano (HepG2) revelan la
presencia de estrés oxidativo, interferencias con los sistemas de defensa
antioxidante y la activacién de proteinquinasas, dando lugar a la apoptosis.”’ Sin
embargo, Yan y col."® sugieren que PCs recubiertos de MSA inducen toxicidad
endotelial a través de la activacion de la muerte mitrocondrial, aunque también
admiten que las ROS ejercen un papel importante.

1.°° centraron sus estudios en el efecto ejercido

Recientemente, Lai y co
por PCs CdTe recubiertos con dos ligandos diferentes (MPA y BSA) sobre la
mitocondria. Los resultados mostraron que los PCs inducen modificaciones en la
permeabilidad mitocondrial, lo que conduce a hinchazén, colapso del potencial
de membrana, permeabilizacién de la membrana interna a H" y K*, incremento

de la fluidez de la membrana, depresién de la respiracidn celular, alteraciones en

1335 J. Cho, D. Maysinger, M. Jain, B. Réder, S. Hackbarth, F. M. Winnik, Langmuir, 23 (2007) 1974.

J. Lovric, S. J. Cho, F. M. Winnik, D. Maysinger, Chem. Biol., 12 (2005) 1227.

K. C. Nguyen, W. G. Willmore, A. F. Tayabali, Toxicol., 306 (2013) 114.

M. Yan, Y. Zhang, K. Xu, T. Fu, H. Qin, X. Zheng, Toxicol., 282 (2011) 94.

L. Lai, J.-Ch. Jin, Z.-Q. Xu, Y.-S. Ge, F.-L. Jiang, Y. Liu, J. Membrane Biol., 248 (2015) 717.
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la ultraestructura y liberacién de citocromo c. El recubrimiento de los PCs con
BSA reduce la liberacién de Cd(ll), sin embargo, el efecto que ejercen en el
hinchazén mitocondrial, en la permeabilidad de la membrana internaa H'y K' y
en la fluidez de la membrana es mayor que el ejercido por los PCs recubiertos de
MPA, lo que de nuevo confirma que la liberacién de Cd(ll) no es la Unica causa de
la disfuncién mitocondrial.

Un estudio comparativo entre PCs MSA-CdTe y SiO,-CdTe pone de
manifiesto que estas nanoparticulas también pueden causar dafios en el ADN.*®
El dafio provocado por los PCs MSA-CdTe es mayor, tanto en la oscuridad como
bajo irradiacién UV, lo que puede deberse al efecto protector ejercido por la
silica, que ralentiza la oxidacién de la superficie y, por tanto, la generacién de
radicales libres.

1.3.1.2 Entrada y distribucién celular

La entrada y distribucion de los PCs en la célula depende, al igual que la
citotoxicidad, de factores como el tamario, la carga y la linea celular empleada en
el estudio. Aunque el mecanismo de entrada no esta totalmente claro, parece
que la via principal es la endocitosis. Cuando los PCs se afiaden en el medio de
cultivo, las proteinas del suero se adsorben en su superficie y median su entrada
por endocitosis asistida por clatrinas. Una vez en la célula, la ubicacién del PC
esta mediada por vesiculas endosomales o lisosomales.™!

Wang y col.'® llevaron a cabo estudios con PCs MSA-CdTe de diferentes
tamafios (2.3 y 5.4 nm). Tras incubar células Hela con las nanoparticulas
disueltas en tampodn fosfato salino (PBS), los PCs mas pequefios, en diez minutos,
se encuentran distribuidos por el citoplasma. Sin embargo, aunque tras tres
minutos de incubacion se observa una acumulacidn de los PCs de mayor tamario
en la membrana celular, no hay internalizaciéon hasta los treinta minutos. Este
comportamiento sugiere la existencia de dos mecanismos de entrada diferentes:
los PCs de mayor tamafio entran principalmente por endocitosis, mientras que
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Ch. Wang, X. Gao, X. Su, Talanta, 80 (2010) 1228.
L. Lai, J.-Ch. Jin, Z.-Q. Xu, P. Mei, F.-L. Jiang, Y. Liu, Chemosphere, 135 (2015) 240.

821 Wang, X. Jiang, Appl. Mater. Inter., 5 (2013) 1190.
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los mas pequenos lo hacen, en parte, por difusidon pasiva. Cuando el ensayo se
repite en DMEM (medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco) con un 10 %
de suero fetal bovino (FBS), la entrada de los PCs pequefios se reduce y se
observa acumulaciéon en la membrana, lo que sugiere que alguno de los
componentes del medio celular fueron adsorbido por las nanoparticulas,
cambiando las propiedades de su superficie y, consecuentemente, su
mecanismo de entrada.

En un andlisis cuantitativo, realizado utilizando espectroscopia de
fluorescencia de correlacion integrada con métodos de maxima entropia, se
pone de manifiesto que PCs CdTe recubiertos con diferentes ligandos (NAC,
MSA, TGA y MPA) se internalizan facilmente en células humanas de cancer de
pulmén (A-427), distribuyéndose por el citoplasma, y que la cantidad absorbida
no estd influida tanto por la carga, como por el radio hidrodindmico de las
nanoparticulas.'®

. propusieron una localizacién diferente, dependiente del

Lovric y co
tamafio, para PCs recubiertos de cisteamina en células microgliales murinas (N9).
Los PCs de mayor tamafio, 5.2 nm, estan distribuidos por el citoplasma, mientras
que los de 2.2 nm se encuentran en el nucleo. Ademas, se observa que la
localizacién de los PCs mas pequefios incrementa su toxicidad. Esta localizacion
dependiente del tamafo también se observé en células fagociticas y epiteliales
utilizando técnicas de analisis de alto contenido. Mediante la permeabilizacion
parcial de las células antes de la adicidon de los PCs CdTe, es posible evitar los
mecanismos endocitdticos y el reconocimiento especifico de membrana,
demostrandose una compartimentalizacion subcelular determinada por el
tamaino. Ademas, esta compartimentalizacidon es especifica del tipo de células
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utilizadas.™® Williams y col.®® demostraron que los PCs con un didmetro de 2.1
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Ch. Dong, J. Irudayaraj, J. Phys. Chem. B, 116 (2012) 12125.

J. Lovric, H. S. Bazzi, Y. Cuie, G. R. A. Fortin, F. M. Winnik, D. Maysinger, J. Mol. Med., 83 (2005)
377.

Y. Williams, J. Conroy, Y. Volkov, Biocompatibility and Cellular Localisation of CdTe quantum
dots en Cadmium Telluride Quantum Dots. Advances and Applications, Ed. J. F. Donegan, Y. P.
Rakovich, CRC Press, Taylor & Francis Group, LLC, Boca Raton, FL (2013).

Y. Williams, A. Sukhanova, M. Nowostawska, A. M. Davies, S. Mitchell, V. Oleinikov, Y. Gun’ko, .
Nabiev, D. Kelleher, Y. Volkov, Small, 5 (2009) 2581.
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nm y 3.1 nm pueden entrar en el nicleo, localizdndose los mas pequefios en el
nucleolo tanto en macréfagos como en células epiteliales, mientras que los de
didmetro 3.1 nm solo pueden entrar en el nucleolo de los macréfagos. Los PCs
de 3.4 nm entran mas lentamente en ambas lineas celulares y se distribuyen en
el citoplasma.

1.3.2 Estudios in vivo en pez cebra

Como se expuso previamente, un bueno método para estudiar la toxicidad
de los PCs es la utilizacidn de ensayos in vitro, dado que se trata de métodos mas
simples y menos costosos que los ensayos in vivo. Desafortunadamente, los
resultados obtenidos in vitro no son trasladables a los sistemas in vivo.

A pesar de que los ratones siguen siendo uno de los modelos in vivo mas
comunmente utilizados, el pez cebra (Danio rerio) esta emergiendo como un
modelo prometedor para evaluar la nanotoxicidad de diferentes

biomateriales.*®’

Su uso se debe a su facilidad de manutencidn y alimentacién de
bajo coste, ciclo reproductivo rapido y elevado numero de huevos por puesta,
fecundacién externa, lo que permite realizar ensayos a nivel embrionario. A esto
se le suma que el embridn es transparente, facilitando el seguimiento de todos
los estadios de desarrollo, que su desarrollo embrionario es rapido y esta bien
documentado, y que presenta un alto grado de homologia con el genoma
humano. Ademads, los embriones pueden metabolizar pequefias moléculas
disueltas en el medio acuoso donde se encuentran, lo que permite evaluar la

toxicidad de compuestos solubles en el mismo.'**™*"°

Si bien existen algunos estudios con diferentes nanoparticulas utilizando el
pez cebra como modelo, pocos se centran en PCs CdTe.

187'5. K. Ko, X. Chen, J. Yoon, 1. Shin, Chem. Soc. Rev, 40 (2011) 2120.

J. Duan, Y. Yu, Y. Li, Y. Yu, Y. Li, P. Huang, X. Zhou, S. Peng, Z. Sun, J. Nanopart. Res., 15 (2013)
1700.

189y Henn, T. Braunbeck, Comp. Biochem. Phys., 153 (2010) 91.

70 ¢ B. Kimmel, W. W. Ballard, S. R. Kimmel, B. Ullmann, T. F. Schilling, Dev. Dynam., 203 (1995)
253.
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Ensayos con PCs CdTe recubiertos de TGA'"! y GSH'®® ponen de manifiesto
que estos afectan a la mortalidad, disminuyen la tasa de eclosién y el ritmo
cardiaco, inducen malformaciones embrionarias tales como edema pericardial,
edema del saco vitelino y curvatura en la columna vertebral y afectan a la
actividad locomotora y a los patrones vasculares del embrion. Ademas, se
observa que el responsable de la toxicidad no parece ser solamente el cadmio
liberado y que los PCs, acumulados en la regidn intestinal, fueron principalmente
los responsables de las malformaciones del saco vitelino y de la bradicardia.

Zhang y col.'’? estudiaron la presencia conjunta de PCs TGA-CdTe y Cu(ll)
ya que con tiempos largos de exposicion, debido a la fuerte atraccion
electrostatica, el Cu(ll) puede adsorberse en la superficie de los PCs. En este
estudio se observd que los PCs facilitan la acumulaciéon de Cu(ll) en los peces
cebra ,y que al igual que se describié anteriormente, se produce un aumento de
la mortalidad, disminucién de la tasa de eclosion, la aparicién de malformaciones
y una alteracién de los patrones vasculares. En resumen, se concluyé que los
efectos sinérgicos juegan un papel importante durante la exposicién conjunta.

71 W. zhang, K. Lin, Y. Miao, Q. Dong, Ch. Huang, H. Wang, M. Guo, X. Cui, J. Hazard. Mater., 213

(2012) 413.
172\, Zhang, Y. Miao, K. Lin, L. Chen, Q. Dong, Ch. Huang, Environ. Pollut., 176 (2013) 158.
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Objetivos y plan de trabajo

Los objetivos del presente trabajo ese centraron en:

La sintesis de puntos cudnticos acuosolubles y el estudio de su eficacia
como posibles sensores de iones metalicos en disolucién acuosa.

El estudio de la toxicidad in vitro e in vivo de los PCs preparados.

De acuerdo con estos objetivos, la planificacidon experimental fue la siguiente:

1.

Preparacion de PCs CdTe acuosolubles utilzando como ligandos
ico (TGA), el 4acido 2,3-
dimercaptosuccinico =~ (DMSA) 'y el acido 2,3-dimercapto-1-

estabilizantes el acido tioglicd

propanosulfénico (DMPS) y posterior recubrimiento de los mismo con
corazas ZnS o CdS. Los ligandos DMSA y DMPS fueron elegidos por
razones de composicidon quimica e interés toxicolégico. Dado que una de
las principales preocupaciones que suscita el uso de los PCs en los
medios biolégicos es su potencial toxicidad derivada de un ocasional
desprendimiento de los metales toxicos que, como el Cd(Il) en este caso,
forman parte de su nucleo, un recubrimiento con DMSA y DMPS, que
son antidotos acreditados en el tratamiento de las intoxicaciones por
metales pesados, constituye un valor afiadido a su funcidn
estabilizadora.

Caracterizacion fisica y fisicoquimica de los PCs preparados, empleando
las técnicas habituales; atendiendo particularmente a su
comportamiento éptico, en particular, a su fluorescencia.

Andlisis de la modificacién que sufre su emision fluorescente en
presencia de diversos iones metalicos monocargados y dicargados que
seran seleccionados atendiendo a su interés quimico y bioquimico, asi
como a la existencia de informacién previa sobre su interaccion con
otros PCs.

Estudio de la toxicidad in vitro de las nuevas nanoparticulas, mediante
ensayos de viabilidad celular empleando células Hela (linea
recientemente utilizada para estudiar los mecanismos de internalizacion
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celular de PCs CdTe) y células renales LLC-PK1 (por ser el rifién el érgano
diana de muchos metales toxicos)

Estudio, mediante microscopia confocal, de la internalizacion y
distribucidn celular de los PCs preparados.

Estudio de la toxicidad in vivo de alguno de los PCs, utilizando como
modelo el pez cebra (modelo emergente en estudios de nanotoxicidad
en diversos biomateriales).
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3.1 Reactivos y disolventes

Reactivos
Acido 2,3- dimercaptosuccinico (DMSA, Alfa-Aesar)
Acido tioglicélico (TGA, 99 %, Sigma-Aldrich)
Borohidruro sédico (NaBH,4, 98.5 %, Sigma-Aldrich)
Cloruro de cadmio (CdCl,, 99 %, Aldrich)
Cloruro de cadmio hidratado (CdCl,-2.5 H,0, 99 %, Sigma-Aldrich)
Cloruro de zinc (ZnCl,, VWR Prolabo)
Hidrogenotelururo sodico (NaHTe, sintetizado*)
Hidroxido sédico (NaOH, VWR Prolabo)
Rodamina B (5.5 g/L etilenglicol, Kit validacién VDK-840, Jasco)
Rodamina 6G (Sigma-Aldrich)

Sal sddica del acido 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico monohidratado
(DMPS, 95 %, Sigma-Aldrich)

Sulfuro sddico (Na,S, Aldrich)

Teluro en polvo (Te, -60 mesh, 99.999 %, Alfa Aesar)

* Sintesis NaHTe(ac)

Las disoluciones acuosas del precursor de teluro empleadas en la sintesis
de los PCs se prepararon por reaccion en agua (0.3-0.4 mL), bajo atmdsfera de
argoén, de borohidruro sddico y teluro en polvo, en relacion molar 5:1. La mezcla
se calentd ligeramente (40-50 °C) hasta que se observd la formacién de un
precipitado blanco y la completa desaparicion del Te(0). Sobre ésta suspensién
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se afiadié 1 mL de agua y la disolucion obtenida se inyectd rapidamente al baldn
de reaccion de la sintesis del punto cuantico.

Disolventes

Agua Milli-Q (desoxigenada mediante calentamiento a reflujo durante dos
horas bajo atmdsfera de argdn)

2-Propanol (Scharlau)

Etanol (Scharlau)

3.2 Técnicas experimentales

Espectroscopia vibracional

Los espectros de infrarrojo con reflexién total atenuada (IR-ATR) se
registraron en un espectrofotometro VARIAN 670 perteneciente a la Unidad de
Espectroscopia Vibracional de la RIAIDT de la Universidad de Santiago de
Compostela.

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Las medidas de absorbancia se realizaron utilizando un espectrometro
Jasco V-630 y cubetas de cuarzo de 10 mm.

Espectroscopia de fluorescencia

Las medidas de fluorescencia se realizaron utilizando un
espectrofluorimetro Jasco FP-8300. La longitud de onda de excitacién fue 365
nm, con un ancho de banda de 5 nm para la excitaciéon (no polarizada) y la
emision (no polarizada).
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Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Los estudios de TEM se realizaron con un microscopio electrénico de
transmisidn Phillips CM-12 a 120 kV o Zeiss Libra 200 FE Omega con EDX, ambos
de la Unidad de Microscopia Confocal y Electrénica de la RIAIDT de la
Universidad de Santiago de Compostela. Las muestras se prepararon
depositando una gota de una disolucién acuosa de la nanoparticula sobre rejillas
de carbono y posterior evaporacion.

Difraccion de rayos X de polvo (DRX)

Las medidas de difraccion de rayos X de polvo se llevaron a cabo utilizando
un difractémetro PaNalytical-EMPYREAM (radiacién Cu Kal, A= 1.5406 A) de la
Unidad de Rayos X de la RIAIDT de la Universidad de Santiago de Compostela.

Espectroscopia de fluorescencia de rayos X (FRX)

Para la identificacion de Cd, Zn y Te se utilizé un espectrometro de
fluorescencia de Rayos X de anodo de molibdeno, y para identificar la presencia
de S un espectrometro con dnodo secundario de pirografito y hierro, ambos
pertenecientes a la Unidad de Difraccion de Rayos X de la RIADT de la
Universidad de Santiago de Compostela.

Determinacién del rendimiento cudntico (¢x)

El rendimiento cuantico (¢,) de los PCs fue determinado seglin un método
previamente descrito.! Como referencia estdndar se empleé rodamina 6G. Se
prepararon disoluciones de la referencia (en etanol) y de los PCs (en agua) con
absorbancias comprendidas entre 0.1 y 0.05 a la longitud de onda de excitacién
(460 nm). Se midieron los espectros de absorcién y de fluorescencia de estas

disoluciones y se calculé el rendimiento cuantico (¢) empleando la expresién:

2
Fx Ast Ny

st 2
Fg Ay ng,

D=0

1w, Liu, Y. Zhang, C. W. Ge, Y. L. Jin, S. L. Hu, N. Gu, Chin. Chem. Lett., 20 (2009) 977.
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donde ¢ es el rendimiento cudntico del estdndar (rodamina 6G en etanol, 95 %),
F, v Fs; son las areas bajo las curvas de emisién (previamente corregidas) para la
muestra y el estandar, A, y A son las absorbancias para la muestra y el estandar
a la longitud de onda de excitacion (460 nm) y n, y ng son los indices de
refraccion de los disolventes.
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3.3 Sintesis de puntos cuanticos CdTe

La sintesis de los diferentes puntos cuanticos (PCs) se llevd a cabo
directamente en agua utilizando NaHTe y CdCl, como precursores, y como
estabilizantes (Esquema 1) la sal sddica del &acido 2,3-dimercapto-1-
propanosulfénico (DMPS), el 4cido tioglicélico (TGA) o una mezclas de ellos,
tomando como referencia procedimientos experimentales previamente

* Estos PCs fueron, en ocasiones,

descritos con algunas modificaciones.”
recubiertos con una coraza ZnS o CdS, utilizando disoluciones de CdCl, o ZnCl, y

DMPS o el 4cido meso- 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA, Esquema 1).>°

O SH
(@)
SH /“\/ OH
SH HO
Na” -038\)\/3"' HO
SH (@)
DMPS TGA DMSA

Esquema 1. Ligandos estabilizantes empleados en la sintesis de los PCs.

Se describen en primer lugar las condiciones de sintesis (relaciones
molares, orden de adicidn de reactivos, pH, etc) que permitieron el aislamiento
de los diferentes PCs CdTe, CdTe/ZnS y CdTe/CdS. Se incluye, ademas, el valor
del rendimiento cudntico de las nanoparticulas formadas en cada caso, ya que
éste fue el criterio utilizado para seleccionar las mejores condiciones de sintesis.
Una vez descritas las condiciones experimentales de la preparacién, se describe
el seguimiento de estas reacciones mediante espectroscopia UV-Vis y de
fluorescencia.

2X. Fan, S. Liu, Y. He, Colloid. Surface. B, 88 (2011) 23.

3Y. Liu, J. Yu, J. Colloid. Interf. Sci., 351 (2010) 1.

4. Tian, R. Liu, Y. Zhan, G. Zu, S. Zhao, J. Colloid. Interf. Sci., 336 (2009) 504.

L Qin, W. Ma, D. Li, Y. Li, X. Chen, H. Kraatz, T. D. James, Y. Long, Chem. Eur. J., 17 (2011) 5262.

61



Sintesis y caracterizacion de PCs CdTe

3.3.1 Condiciones de sintesis de PCs CdTe

3.3.1.1 Puntos cuanticos DMPS-CdTe (PC1)

Para llevar a cabo la sintesis de estos PCs se ensayaron las relaciones
molares Cd**:DMPS:Te* recogidas en la Tabla 1, si bien solamente se obtuvieron
resultados favorables cuando se empled la relacidon 1:0.5:0.2. Esta sintesis se
describe en detalle seguidamente, incluyendo, ademas, las condiciones dptimas
de pH y dilucion.

Tabla 1. Relaciones molares ensayadas para la sintesis de PC1 y rendimiento cudntico

obtenido.
24 2 Rendimiento
cd DMPS Te cuantico (%)
1 1.3 0.5 -
1 1 0.5 -
1 1 0.2 -
1 0.75 0.2 -
1 0.65 1.5 -
1 0.65 1 -
1 0.65 0.9 -
1 0.65 0.8 -
1 0.65 0.6 -
1 0.65 0.5 -
1 0.65 0.4 -
1 0.65 0.3 -
1 0.5 0.4 -
1 0.5 0.2 2-10

En un balén de tres bocas se disolvieron 119 mg (0.64 mmoles) de
CdCl,-2.5 H,0 en 75 mL de agua Milli-Q previamente desoxigenada. Sobre esta
disolucién se afiadieron 74 mg (0.325 mmoles) de DMPS y se ajusto el pH entre
9-11 por adicion de NaOH 1 M. La disolucién resultante se agité durante 30 min
bajo atmdsfera de N, y seguidamente se le inyecté la disolucién acuosa de
NaHTe previamente preparada. Esta mezcla se calentdé a reflujo y se mantuvo
agitando hasta que los PCs adquirieron el tamafio deseado (teniendo en cuenta
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los espectros de absorcion® y emisién). A continuacion se dejé enfriar hasta 50 °C
y se redujo el volumen a un tercio en el rotavapor. Finalmente, los PCs se
precipitaron con propanol y se centrifugaron durante 10 min a 4000 rpm para
eliminar el sobrenadante. El sélido aislado se lavd tres veces redisolviéndolo
parcialmente en una mezcla agua:propanol 1:5 y precipitdndolo con propanol. El
sélido obtenido se secé a vacio.

3.3.1.2 Puntos cuanticos TGA-DMPS-CdTe (PC2)

Teniendo en cuenta las relaciones molares Cd**:DMPS:Te” gue condujeron
a la formacidon de PC1, y tratando de obtener nanoparticulas con mejores
propiedades dpticas, se prepararon PCs CdTe mixtos estabilizados por una
mezcla de los ligandos TGA y DMPS.

Las relaciones molares utilizadas para llevar a cabo la sintesis de estos PCs
se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Relaciones molares ensayadas para la sintesis de PC2 y rendimiento cuantico

obtenido.
cd®* DMPS TGA Te? Rendimiento
cuantico (%)
1 0.3* 0.6 0.23 5-30
1 0.3 0.6* 0.23 5-55
1 0.3 0.6* 0.19 20-35
1 0.4* 0.2 0.23 15-20
1 0.4 0.2* 0.23 15-20
1 0.4 0.2* 0.19 15-20
1 0.4% 0.1 0.23 5
1 0.4 0.1* 0.23 10
1 0.4 0.1* 0.15 1

*Ligando afiadido en primer lugar sobre la disolucién de Cd**(ac).

En todas las relaciones molares ensayadas se aislaron nanoparticulas
fluorescentes, si bien en algunos casos se obtuvieron rangos muy amplios para el
rendimiento cuantico de los PCs formados en condiciones de sintesis analogas

Sw. w. Yu, L. Qu, W. Guo, X. Peng, Chem. Mater., 15 (2003) 2854.
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(mismas relaciones molares). Los resultados mas reproducibles corresponden a
las sintesis resaltadas en la Tabla 2. Todas se llevaron a cabo siguiendo el mismo
procedimiento, modificando en algunos casos el orden de adicion de los
ligandos, por lo que solo se describira detalladamente la sintesis para la relacion
molar Cd**:DMPS:TGA:Te* 1:0.3:0.6:0.19.

En un balén de tres bocas, bajo atmdsfera de N,, se disolvieron 148 mg
(0.65 mmoles) de CdCl, en 75 mL de agua Milli-Q previamente desoxigenada.
Sobre esta disolucion se afiadieron 28.8 L (0.39 mmoles) de TGA y se ajusté el
pH a 11 por adicién de NaOH 1M. A continuacién se afiadieron 44.5 mg
(0.195 mmoles) de DMPS y se ajusté de nuevo el pH a 11. La disolucién
resultante se agité durante 30 min antes de inyectar la disolucién de NaHTe
previamente preparada. La mezcla obtenida se calenté a reflujo y se mantuvo en
agitacion. Cuando los PCs adquirieron el tamafio deseado se dejo enfriar a 50 °C
y se redujo el volumen a un tercio en el rotavapor. Finalmente, los PCs se
precipitaron con propanol y se centrifugaron durante 10 min a 4000 rpm para
eliminar el sobrenadante. El sélido aislado se redisolvid en agua y se volvid a
precipitar con propanol, repitiéndose este proceso de purificacion hasta tres

veces.

3.3.2 Condiciones de sintesis de PCs nucleo/coraza CdTe/ZnS

Una vez preparados los PCs CdTe (PC1 y PC2) se procediéd a su
recubrimiento mediante la formacion de una coraza ZnS empleando disoluciones
acuosas de DMPS-ZnCl, o DMSA-ZnCl,.

Todos los intentos por preparar PCs nicleo/coraza CdTe/ZnS a partir de
los PCs DMPS-CdTe y TGA-DMPS-CdTe empleando DMPS-ZnCl, para formar la
coraza, resultaron infructuosos. En todos los casos, tras la adicion del complejo
DMPS-ZnCl, se observé la formacién de un precipitado blanco muy insoluble y la
pérdida de la fluorescencia de los nucleos previamente formados. Sin embargo,
la aparicién de este precipitado se evitd cuando se partié de nucleos TGA-CdTe,
pudiendo aislarse asi PCs nucleo/coraza TGA-CdTe/DMPS-ZnS con buenas
propiedades épticas.
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Cuando se tratéd de introducir la coraza empleando DMSA-ZnCl,, los
mejores resultados se obtuvieron a partir de nucleos TGA-CdTe y TGA-DMPS-
CdTe. El recubrimiento del ndcleo DMPS-CdTe dio lugar a nanoparticulas (cuyo
IR-ATR se incluye en la Figura 19b a efectos comparativos) con propiedades
Opticas muy pobres, razdn por la que su sintesis no se describe en esta Memoria.

3.3.2.1 Puntos cuanticos TGA-CdTe/DMPS-ZnS (PC3)

En primer lugar se llevé a cabo la sintesis del ntcleo CdTe? utilizando como
ligando estabilizante el TGA y una relacién molar Cd*":TGA:Te” de 1:1.5:0.25. A
continuacién se procedid, sin previo aislamiento, a su recubrimiento con un
coraza ZnS utilizando como ligando DMPS vy una relacién molar
Cd* nuceo:Zn> :DMPS que inicialmente fue de 1:2.5:2.5.

Para ello, en un balén de tres bocas, bajo atmdsfera de N,, se disolvieron
91.3 mg (0.4 mmoles) de CdCl, en 100 mL de agua Milli-Q. A esta disolucidn se le
afiadieron 44 plL (0.6 mmoles) de TGA y se ajusto el pH a 11 por adicidn, gota a
gota, de una disolucién de NaOH 0.5 M. La mezcla resultante se mantuvo en
agitacién 30 min, tras los cuales se le afiadié la disolucion de NaHTe previamente
preparada. A continuacién se calentd a reflujo y una vez obtenidos los PCs del
tamaino deseado se le anadié una disolucién DMPS-ZnCl, a pH 9, preparada
disolviendo 136.4 mg (1 mmol) de ZnCl, y 228 mg (1 mmol) de DMPS en 15 mL
de agua Milli-Q. La mezcla se mantuvo a reflujo, y cuando los PCs alcanzaron un
tamafio adecuado se enfrié a 50 °C y se redujo el volumen a un tercio en el
rotavapor. Finalmente, los PCs se precipitaron con propanol y se centrifugaron
durante 10 min a 4000 rpm para eliminar el sobrenadante. El sélido aislado se
redisolvié en agua y se volvid a precipitar con propanol tres veces, obteniéndose
nanoparticulas con un rendimiento cudntico comprendido entre un 10 y un 20 %.

Se repiti6 el mismo procedimiento utilizando una relacion molar
Cd* ideo:Zn* :DMPS de 1:2.5:5 en la formacidn de la coraza, observdndose una
disminucidn en la fluorescencia.
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3.3.2.2 Puntos cuanticos TGA-CdTe/DMSA-ZnS (PC4)

Esta sintesis se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado anterior pero empleando el ligando DMSA en la formacidn de la coraza.
Las relaciones molares Cd*",sceo:Zn>":DMSA utilizadas en la formacién de dicha
coraza se recogen en la Tabla 3, asi como los rendimientos cuanticos de los PCs
formados.

Tabla 3. Relaciones molares ensayadas para la formacién de la coraza en PC4 y
rendimiento cudntico obtenido.

2 2 Rendimiento
Cd Zn DMSA cuantico (%)
1 2 15 23
1 2.5 2.5 10
1 2.5 6.25 -

3.3.2.3 Puntos cuanticos TGA-DMPS-CdTe/DMSA-ZnS (PC5)

En primer lugar se sintetizé el nicleo TGA:-DMPS-CdTe siguiendo el
protocolo  anteriormente  descrito, = empleando relaciones  molares
Cd*:DMPS:TGA:Te” 1:0.4:0.2:0.23 y 1:0.3:0.6:0.19. A continuacién se procedid,
sin aislar el nucleo, a su recubrimiento con una coraza ZnS utilizando como
ligando DMSA. Inicialmente se utilizé una relacién molar Cd*" icieo:ZN*":DMSA de
1:2.5:2.5. Con ambas relaciones molares para la sintesis del nucleo, tras la
adicion de la coraza se produjo la precipitacion de un sélido negro, por lo que se
redujo la cantidad de DMSA, utilizando una relacién molar Cd* uceo:Zn*" :DMSA
de 1:2.5:1.875 en la formacién de la coraza y manteniendo las relaciones
empleadas en la formacién del nicleo. Solamente empleando el nucleo cuya
relacion molar Cd*:DMPS:TGA:Te* fue 1:0.3:0.6:0.19 se obtuvieron resultados
positivos. En este caso se logrd duplicar la fluorescencia, alcanzando estos PCs
un rendimiento cudntico comprendido entre un 40 y un 45 %. Los detalles de la
formacion de la coraza se describen seguidamente.

Una vez formado el nucleo, se le anadié lentamente una mezcla DMSA-
ZnCl, (pH 9), preparada por disolucidon de 221.4 mg (1.625 mmoles) de ZnCl, y
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221.8 mg (1.22 mmoles) de DMSA en 20 mL de agua Milli-Q. Se mantuvo el
calentamiento a reflujo y cuando los PCs alcanzaron el tamafio adecuado se
enfrid a 50 °C y se redujo el volumen en el rotavapor. Finalmente, los PCs se
precipitaron con propanol y se centrifugaron durante 10 min a 4000 rpm para
eliminar el sobrenadante. El sélido aislado se purifico siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente.

3.3.3 Condiciones de sintesis de PCs ntcleo/coraza CdTe/CdS

Ante la imposibilidad de introducir la coraza ZnS empleando DMPS-Zn(Cl,
sobre nucleos que contenian el ligando DMPS, se prepararon PCs nucleo/coraza
CdTe/CdS. La formacidon de la coraza sobre los nucleos TGA-DMPS-CdTe,
empleando DMPS-CdACI, y Na,S, permitié aislar PCs con muy buenas propiedades
Opticas.

3.3.3.1 Puntos cuanticos TGA-DMPS-CdTe/DMPS-CdS (PC6)

Al igual que en el caso anterior en primer lugar se prepararon los nucleos
TGA-DMPS-CdTe, comenzando con la relacion molar Cd*:DMPS:TGA:Te® de
1:0.3:0.6:0.19. A continuacién se procedid, sin previo aislamiento, a su
recubrimiento con una coraza CdS utilizando como ligando el DMPS. Para ello se
afadieron, lentamente y de forma simultanea, las disoluciones de DMPS-CdCI, y
de Na,S. Las relaciones molares utilizadas se recogen en la Tabla 4.

Tabla 4. Relaciones molares ensayadas para la formacion de la coraza en PC6 (nucleo
Cd2+nﬂc|eo:DMPS:TGA:Te2' 1:0.3:0.6:0.19) y rendimiento cudantico obtenido.

cd* nicleo cd* coraza DMPS Na,S Rer’1d|r'n|ento
cuantico (%)
1 2.5 1.875 - 20*
1 2.5 1.875 0.25 42*
1 1.5 0.75 0.75 40-45
1 0.75 0.375 0.375 35-40
1 0.75 0.375 0.75 14*

* No se observé mejora respecto del nucleo.
* Muestra muy impurificada debido al exceso de complejo DMPS-Cd™".
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Los mejores resultados se obtuvieron para las relaciones resaltadas en la
Tabla 4. Dado que siempre se utilizé el mismo procedimiento experimental,
se describird detalladamente la sintesis con wuna relacion de moles
Cd™ cleo:Cd* :DMPS:S™ de 1:1.5:0.75:0.75.

Una vez formado el nucleo y sobre éste a reflujo se anadieron, gota a gota,
una disolucion de DMPS-CdCl, a pH 9 preparada disolviendo 223 mg (0.975
mmoles) de CdCl, y 111.3 mg (0.4875 mmoles) de DMPS en 10 mL de agua Milli-
Q, y una disolucion de Na,S preparada por disolucién de 36.9 mg (0.4875
mmoles) de Na,S en 2 mL de agua Milli-Q. La mezcla se mantuvo a reflujo y
agitando hasta que los PCs alcanzaron un tamafio deseado. A continuacién se
dejé enfriar a temperatura ambiente y se concentré la disolucion en el
rotavapor. Finalmente, los PCs se aislaron y purificaron siguiendo el
procedimiento ya descrito anteriormente.

Los detalles experimentales para la sintesis partiendo del nucleo
preparado con relaciones molares Cd*:DMPS:TGA:Te* de 1:0.4:0.2:0.19 se
recogen en la Tabla 5. El procedimiento seguido fue basicamente el indicado
anteriormente con ligeras modificaciones indicadas al pie de la tabla.

Tabla 5. Relaciones molares ensayadas para la formacion de la coraza en PC6 (nucleo
Cd** icieo:DMPS:TGA:Te” 1:0.4:0.2:0.19) y rendimiento cudntico obtenido.

Rendimiento

+2 , +2
Cd™ nucleo Cd™ coraza DMPS Na,S cuantico (%)

1 1.5 0.75 - *

1 1.5 0.75 0.75 *

1 1.5 0.75 0.375 17-31
(a) 1 1.5 0.75 0.1125 45
(b) 1 0.75 0.375 0.375 36
(c) 1 0.75 0.375 0.04 40

* No se observo mejora respecto del nucleo.

(a) Se anade en primer lugar el complejo y seguidamente la disolucion del Na,S.
(b) Adicidon a 80 °C.

(c) Adicion muy lenta.
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3.3.4 Seguimiento de las reacciones de sintesis de PCs CdTe,
CdTe/ZnS y CdTe/CdS

Todas las reacciones fueron monitorizadas mediante espectroscopia de
absorcién y de fluorescencia. En las Figuras 1 a 4 se muestra el seguimiento de
las reacciones de sintesis de PC1 (Figuras 1ay 2) y PC2 (Figuras 1b, 3y 4).

Figura 1. Alicuotas del seguimiento de la sintesis de PC1 (a) y PC2 (b) bajo radiacion UV.
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Figura 2. Espectros UV-Vis (a) y de fluorescencia (curvas 1y 2, escala izquierda) (b) del
seguimiento de la sintesis de PC1 [1 (t = 0), 2 (5 min), 3 (10 min), 4 (20 min), 5 (30 min),
6 (35 min), 7 (1% h), 8 (2 h)].
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Figura 3. Espectros UV-Vis (a) y de fluorescencia (curva 1, escala izquierda) (b) del
seguimiento de la sintesis de PC2 (Cd*":DMPS:TGA 1:0.3:0.6) [1 (t = 0), 2 (5 min), 3 (10 min),
4 (30 min), 5(1 h), 6 (1 h 36 min), 7 (2 h 20 min), 8 (3 h)].
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Figura 4. Espectros UV-Vis (a) y de fluorescencia (curvas 1y 2, escala izquierda) (b) del
seguimiento de la sintesis de PC2 (Cd**:DMPS:TGA 1:0.4:0.2) [1 (t = 0), 2 (2 min), 3 (10 min),
4 (20 min), 5 (50 min), 6 (1 h 20 min), 7 (1 h 45 min), 8 (2 h 40 min)].
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En los espectros de emisién de ambos PCs (Figuras 2b, 3b y 4b) a tiempo
cero (t = 0, comienzo del reflujo de las disoluciones que contienen los
precursores de Cd y Te y los correspondientes ligandos) se observa el
solapamiento de dos bandas. La banda a menor longitud de onda corresponde a
la emisién de la banda prohibida y la existente a longitudes de onda mayores
podria ser atribuida a la emisidn desde estados trampa (estados de superficie,
estados que se encuentran en la banda prohibida de energia y que se deben a
imperfecciones existentes en los nanocristales sintetizados, causadas
principalmente por la gran relacion superficie/volumen inicial).

A medida que transcurre el tiempo, la banda situada a longitudes de onda
menores se desplaza hacia el rojo debido al crecimiento de las nanoparticulas y
se produce la desaparicién de la banda correspondiente a los efectos de
superficie. Asi mismo, en los espectros de absorcion (Figuras 2a, 3a y 4a)
también se produce un desplazamiento de la banda correspondiente al primer
pico de absorcién.’

Ni el tamafio de las nanoparticulas ni el tiempo de reflujo es el mismo,
pero centrandonos en lo que ocurre en la sintesis hasta que todos los PCs
alcanzan una longitud de onda de emision de 540 nm (longitud de onda de
emisiéon de los PCs mas pequefos), se puede afirmar que la velocidad de
crecimiento es mayor para los PCs que solo poseen DMPS y a medida que
aumenta la cantidad de TGA esta velocidad va disminuyendo. Por otra parte,
cuando hay TGA, un ligando que provoca menor impedimento estérico que el
DMPS, es probable que exista una mayor densidad de ligandos en torno a la
superficie y por tanto, una mejor pasivacion, mostrando estos PCs un mayor
rendimiento cuéntico.®

" A Veamatahau, B. Jiang, T. Seifert, S. Makuta, K. Latham, M. Kanehara, T. Teranishi, Y. Tachibana,
Phys. Chem. Chem. Phys., 17 (2015) 2850.

8F. 0. Silva, M. S. Carvalho, R. Mendoga, W. A. A. Macedo, K. Balzuweit, P. Reiss, M. A. Sciavon,
Nanoscale Res. Lett., 7 (2012) 536.
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Para preparar PC3 y PC4 los ntcleos TGA-CdTe fueron recubiertos con una
coraza ZnS empleando los ligandos DMPS y DMSA, respectivamente. En las
Figuras 5 a 7 se representa la evolucion de estos PCs durante la sintesis. Las
curvas 1 (Figuras 6 y 7) corresponden a los espectros del PC sin coraza y las
siguientes al seguimiento de la formacion de la coraza a diferentes tiempos de
reflujo. Aunque en el inicio de la formacién de la coraza se produce una
disminucién de la fluorescencia, posteriormente dicha fluorescencia no sélo se
recupera sino que aumenta progresivamente, al mismo tiempo que se produce
un desplazamiento, tanto de la banda de emisién como del primer pico de la
banda de absorcidn. Tras un tiempo de reflujo se inicia una disminucién de la
fluorescencia, por lo que se detiene la reaccién. Esto puede atribuirse a que a
largos tiempos de reflujo aumenta el grosor de la coraza y se generan tensiones
debido a los diferentes parametros de red de CdTe y ZnS°, y a que se producen
equilibrios de adsorcién-desorcion asociados con el fendmeno de maduracién de
Ostwald que dan lugar a una pasivacién incompleta de la superficie del PC.2

En los PCs en los que se utilizdé DMSA como estabilizante se produjo un
mayor desplazamiento de la banda de fluorescencia en un tiempo menor. Esto
podria deberse a una mayor descomposicion térmica del DMSA, lo que daria
lugar a la produccién de una mayor cantidad de sulfuro, y a la formacién mas
rapida de la coraza.

Figura 5. Alicuotas del seguimiento de la sintesis de PC3 (a, b) y PC4 (c, d) bajo luz natural
y radiacién UV.

°7. Yuan, P. Yang, Mater. Res. Bull., 48 (2013) 2640.
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Figura 6. Espectros UV-Vis (a) y de fluorescencia (b) del seguimiento de la reaccidn de
formacion de la coraza en PC3 [1 (nucleo TGA-CdTe), 2 (t = 0), 3 (20 min), 4 (1 h 50 min),
5 (4 h 25 min), 6 (4 h 55 min)].
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Figura 7. Espectros UV-Vis (a) y de fluorescencia (b) del seguimiento de la reaccion de
formacion de la coraza en PC4 [1 (nucleo TGA-CdTe), 2 (t = 0), 3 (20 min), 4 (45 min),
5(1 h 5 min), 6 (1h 50 min)].
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El recubrimiento de los nucleos TGA-DMPS-CdTe empleando DMSA-ZnCl, o
DMPS-CdCl,-Na,S permitio aislar los PCs nucleo/coraza PC5 y PC6. Destacar que
en el caso de PC6, cuando se utilizan nucleos con una proporcién mayor de
DMPS, se necesita una menor cantidad de Na,S (ver Tabla 4 y 5) y la formacién
de la coraza es mads rapida, lo que puede ser debido a que el grado de
descomposicion térmica del DMPS es mayor que el del TGA.

Los espectros UV-VIS y de fluorescencia obtenidos en el seguimiento de la
formacion de la coraza de estos dos PCs, asi como algunas imagenes de estos, se
muestran en las Figuras 8 a 13.

Figura 8. Alicuotas del seguimiento de la reaccién de PC5 bajo luz natural (a)
y radiacién UV (b).
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Figura 9. Espectros UV-Vis (a) y de fluorescencia (b) del seguimiento de la reaccion de
formacion de la coraza en PC5 [1 (nucleo TGA-DMPS-CdTe), 2 (t = 0), 3 (5 min), 4 (20 min),
5 (40 min), 6 (1 h 9 min), 7 (1 h 25 min)].
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Figura 10. PC6: nucleo con luz natural (a) y bajo radiacién UV (b), coraza con luz natural
(c) y bajo radiacion UV (d), alicuotas del seguimiento de la reaccién con luz natural (d) y
bajo radiacion UV (f).
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Figura 11. Espectros UV-Vis (a) y de fluorescencia (b) del seguimiento de la reaccién de la
formacién de la coraza en PC6 [1 (nlcleo TGA-DMPS-CdTe; Cd*:DMPS:TGA 1:0.3:0.6),
2 (3 min), 3 (10 min), 4 (40 min), 5 (1h 20 min), 6 (1h 50 min), 7 (2h)].
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Figura 12. Espectros UV-Vis (a) y de fluorescencia (b) del seguimiento de la reaccion de la
formacion de la coraza en PC6 [1 (nUcleo TGA-DMPS-CdTe; Cd**:DMPS:TGA 1:0.4:0,2),2 (5
min), 3 (15 min), 4 (30 min), 5 (50 min), 6 (55 min)].

En general, la formacién de las

corazas condujo a una mejora

importante de las propiedades
Opticas cuando se emplearon nucleos
TGA-DMPS-CdTe

rendimiento cuantico en torno a 20 %

gue tenian un
y una longitud de onda de emision
proxima a 540 nm. Sin embargo, el
recubrimiento de aquellos nucleos
TGA-DMPS-CdTe
propiedades

con las mejores

Opticas (rendimiento
cuantico = 50 %, Aemisisn = 550 nm)
modificé sdlo ligeramente la emisién
de los PCs nucleo/coraza formados

(Figura 13).
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3.4 Caracterizacion

La caracterizacién de todos los PCs sintetizados se llevd a cabo utilizando,
siempre que fue posible, las técnicas de espectroscopia infrarrojo de reflectancia
total atenuada (IR-ATR), la espectroscopia ultravioleta visible (UV-VIS), la
espectroscopia de fluorescencia, la microscopia electrénica de transmision

(TEM), la difraccion de rayos X de polvo (DRX ) y la fluorescencia de rayos X
(FRX).

3.4.1 IR-ATR

La presencia de los diferentes ligandos como estabilizadores en el
recubrimiento de los PCs se confirmdé mediante espectroscopia IR-ATR. En la
Figura 14 se representan los espectros IR-ATR de los ligandos libres y en la Tabla

6 se muestran las asignaciones de las bandas mds significativas.'>*
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Figura 14. Espectro IR-ATR de los ligandos DMPS (a), DMSA (b) y TGA (c).

07 Tang, B. Xu, B. Wu, M. W. Germann, G. Wang, J. Am. Chem. Soc., 132 (2010) 3367.
Y E Seving, F. S. Ertras, G. Ulusoy, C. Ozen, H. Y. Acar, J. Mater. Chem., 22 (2012) 5137.
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Tabla 6. Asignacion de las bandas mas significativas (cm™) de los espectros IR-ATR de los
ligandos estabilizadores.

v (SH) v (C=0) v (SO3)
DMPS 2544 (d)* - 1079/1042 (f)
DMSA 2563/2535 (d) 1685 (f) -
TGA 2566 (d) 1701 (f) -

* d = débil, f = fuerte

Las Figuras 15 a 19 contienen los espectros de los PCs descritos
anteriormente. Para ser utilizados a efectos comparativos y facilitar el analisis de
los espectros de los PCs que contienen mezcla de ligandos se prepararon
también, por procedimientos similares, los PCs TGA-CdTe/ZnS y DMPS-
CdTe/DMSA-ZnS y se registraron sus espectros IR-ATR, incluidos en la Figura 19.

En el espectro de PC1 (Figura 15), las bandas correspondientes a los
grupos -SO; (1171 y 1040 cm™) permanecen cercanas a su posicion en el ligando
libre, lo que permite descartar su interaccidon con la superficie de los PCs.
Desparece ademas la banda v(SH), lo que es coherente con la desprotonacion de

estos grupos y su posible interaccién con la superficie de los PCs.

Transmitancia (%)

r T T T T T T 1
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v (Cm'1 )

Figura 15. Espectro IR-ATR de PC1.
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En los espectros de PC2 (Figura 16), PC3 (Figura 17) y PC6 (Figura 18) la
presencia de bandas correspondientes al grupo —SO;" confirma la existencia de
los ligandos DMPS en el recubrimiento de estos PCs. Ademas, si se comparan
estos espectros con los del ligando TGA libre (Figura 14c) se observa la
desaparicion de la banda a 1701 cm™ asociada a la vibracién de tensién del
grupo C=0 y la aparicién de dos nuevas bandas en torno a 1560 y 1380 cm™
correspondientes, respectivamente, a la tensién asimétrica y simétrica del grupo
-CO0O0.

En particular, en los espectros IR-ATR de PC2 preparado con diferentes
relaciones molares de los ligandos, se observa que a medida que disminuye la
proporciéon de TGA hay una disminucién en la intensidad de las bandas
correspondientes a los grupos —COOQO’, mientras que la intensidad de las sefiales
correspondiente al ligando DMPS se incrementa (Figura 16).
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Figura 16. Espectros IR-ATR de PC2 con relaciones molares Cd**:DMPS:TGA 1:0.3:0.6 (a),
1:0.4:0.2 (b) y 1:0.4:0.1 (c).
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9
@
Q
c
8
£
]
[
@
l_

r T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v (cm‘1)

Figura 18. Espectro IR-ATR de PC6.

La asignacion de los espectros IR- ATR de PC4 y PC5 (Figuras 19c y d)
resulta mas compleja, si bien estos espectros apoyan, como se comenta
seguidamente, la formulacién propuesta para estas nanoparticulas. En ambos
espectros se observan dos bandas situadas a 1561 y 1363 cm™ para PC4 (Figura
19c) y a 1567 y 1369 cm™ para PC5 (Figuras 19d), que corresponden,
respectivamente, a la tensidn antisimétrica y simétrica del grupo —COO" de los
ligandos TGA y DMSA. Ademas, en ambos PCs existe una banda a 1231 cm™ para
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PC4y a 1223 cm™ para PCS5, también presente en los PCs TGA-CdTe/ZnS (Figura
19a), correspondiente a la flexién simétrica fuera del plano del grupo —CH,-5-2, y
una banda a 1279 cm™ que, por comparacion de los espectros de estos PCs con
el espectro de los PCs DMPS-CdTe/DMSA-ZnS (Figura 19b), se puede atribuir al
DMSA. PC5 posee también las bandas caracteristicas del grupo —SO;™ (1183 y
1043 cm™) del DMPS aunque poco intensas en este caso, debido probablemente
a una sustitucion parcial del ligando DMPS por DMSA mientras se llevd a cabo la
formacién de la coraza en estos PCs.
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Figura 19. Espectros IR-ATR de PCs TGA-CdTe/ZnS (a), DMPS-CdTe/DMSA-ZnS (b), PC4 (c)
y PC5 (d).
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Finalmente, sefialar que en todos los PCs se produjo la desaparicion de las
bandas correspondientes a los grupos —SH existentes en los ligandos libres
(Figura 14, Tabla 6), lo que sugiere su desprotonacion y posible unién por este
grupo a la superficie de las nanoparticulas.

3.4.2 UV-VISy fluorescencia

La espectroscopia de absorcién y la de emisidon (fluorescencia)
proporcionan informacién sobre las propiedades 6pticas (longitud de onda de
absorcién y emisién, anchura de la banda a media altura (fwhm), desplazamiento
de Stokes y rendimiento cuantico) de los PCs preparados. En las Figuras 20 a 26
se resumen las caracteristicas de cada uno de los PCs y se adjuntan espectros de
cada uno de ellos a modo de ejemplo. Dado que la mayor parte de las sintesis de
los diferentes PCs fueron repetidas un elevado nimero de veces, para cada una
de las propiedades se adjunta un rango de valores. Los valores del rendimiento
cuantico fueron ya incluidos en el apartado de sintesis

Todo los PCs poseen una primera banda de absorcidon bien definida, y
espectros de emisidn estrechos y simétricos, indicando una buena
homogeneidad en el tamafio.
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Figura 20. Propiedades opticas de los puntos cuanticos PC1.
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Figura 21. Propiedades opticas de los puntos cuanticos PC2 preparados con relaciones
molares Cd**DMPS:TGA 1:0.3:0.6 (a) y 1:0.4:0.2 (b).
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Figura 22. Propiedades opticas de los puntos cuanticos PC3.
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Figura 23. Propiedades dpticas de los puntos cuanticos PC4 preparados con relaciones
molares Cd**:zn**:DMSA 1:2.5:2.5 (a) y 1:2:1.5 (b).
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Figura 24. Propiedades opticas de los puntos cuanticos PC5.
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Figura 25. Propiedades dpticas de los puntos cuanticos PC6 (nucleo Cd**:DMPS:TGA
1:0.3:0.6) preparados con relaciones molares Cdz+nudeo:Cd2+wraza:DMPS:SZ' 1:1.5:0.75:0.75
(a) y 1:0.75:0.375:0.375 (b).
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Figura 26. Propiedades dpticas de los puntos cuanticos PC6 (nucleo Cd**:DMPS:TGA
1:0.4:0.2) preparados con relaciones molares Cd2+nudeo:Cd2+c0,aza:DMPS:SZ'
1:1.5:0.75:0.1125 (a) y 1:0.75:0.375:0.04 (b).

3.4.3 TEM

Mediante microscopia electrdnica de transmision se obtuvieron imagenes
que permitieron estudiar la morfologia y el tamafio de las diferentes
nanoparticulas. En las Figuras 27 a 32 se muestra una imagen de TEM vy los
diagramas de distribucion de tamafio para un PC de cada tipo. En el caso del PC4
no fue posible calcular el diagrama de distribucion por la baja calidad de la
imagen. Todos ellos poseen forma esférica y una buena monodispersién. Los
tamafos obtenidos mediante esta técnica estdn de acuerdo con los calculados
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(incluidos en la Tabla 7) mediante la férmula empirica desarrollada por Peng y
col.:®

D=(9.8127 x 107) A*- (1.7147 x 10°) A* + 1.0064 A -194.84

en donde D (nm) es el didmetro de PCs CdTe, y A (nm) es la longitud de onda del
primer pico de absorcion.

30+
25+
20+
151

101
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2 3 4 5
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Figura 27. Imagen TEM de PC1 (escala 50 nm) y diagrama de distribucién de tamarios.
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Figura 28. Imagen TEM de PC2 (escala 50 nm) y diagrama de distribucién de tamafios.
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Figura 29. Imagen TEM de PC3 (escala 50 nm) y diagrama de distribucién de tamarios .

Figura 30. Imagen TEM de PC4 (escala 50 nm).
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Figura 31. Imagen TEM de PC5 (escala 50 nm) y diagrama de distribucién de tamarios.
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Figura 32. Imagen TEM PC6 (escala 50 nm) y diagrama de distribucién de tamafios.

Tabla 7. Tamafio de los PCs preparados (nm).

Punto cuantico Tamaiio (TEM) ‘ Tamaiio (Ref 6)
PC1 34+0.7 33
PC2 2.78+0.4 2.6
PC3 3.1+0.7 3.2
PC4 & 3.2
PC5 3.05+0.4 3.15
PC6 29+0.4 3.1

*Las imagenes obtenidas no permitieron determinar el tamafio.

3.4.4 DRX

Aunque los patrones de difraccion de rayos X de polvo (Figura 33) de los
PCs preparados poseen bandas anchas debido al reducido tamaifo de las
nanoparticulas, los picos de difraccion mas intensos, recogidos en la Tabla 8, se
corresponden con los planos caracteristicos para una estructura de blenda de
zinc. La posicidon de los picos de los PCs CdTe coincide con la de los picos
correspondientes al semiconductor CdTe.’*** Sin embargo, tanto en lo PCs con
coraza ZnS como en los que poseen una coraza CdS se produce un
desplazamiento de estos picos a dangulos mayores, hacia las posiciones

correspondientes a los semiconductores ZnS y CdS respectivamente.'**®

2m. Shen, W. Jia, Y. You, Y. Hu, F. Li, S. Tian, J. Li, Y. Jin, D. Han, Nanoscale Res. Lett., 8 (2013) 253.
B Vaishnavi, R. Renganathan, Spectrochim. Acta A, 115 (2013) 603.
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Ademas, la anchura y la forma de los picos apenas cambia a medida que se
incrementa el tamafio de las nanoparticulas, lo que corrobora la formacién de la

coraza en lugar de una aleacion.”

ZnS I ' '

CdTe [ | 1 1 CdS
10 20 30 40 50 60

20 (grados)

Figura 33. Difractogramas para PC1-PC6 (de abajo arriba).

% p. Ag, R. Bongartz, L. E. Dogan, M. Seleci, J.-G. Walter, D. O. Dermirkol, F. Stahl, S. Orcelik, S.
Timur, T. Scheper, Colloid. Surface. B, 114 (2014) 96.

B Jing, K. Ding, S. Kalytchuk, Y. Wang, R. Qiao, S. V. Kershaw, A. L. Rogach, M. Gao, J. Phys. Chem.
C, 117 (2013) 18752.

% Li, Y. Cheng, Y. Ding, S. Gu, F. Zhang, W. Yu, Eur. J. Inorg. Chem., 14 (2013) 2564.

7B, Wang, H. Shang, C. Nie, Q. Wang, M. Ma, Z. Cai, J. Luminescence, 143 (2013) 262.
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Tabla 8. Posiciones de los picos de difraccidn para cada uno de los PCs.

Puntos cuanticos

DMPS-CdTe (PC1)

TGA:-DMPS-CdTe (PC2)
TGA-CdTe/DMPS-ZnS (PC3)
TGA-CdTe/DMSA-ZnS (PC4)

TGA-DMPS-CdTe/DMSA-ZnS (PC5)
TGA-DMPS-CdTe/DMPS-CdS (PC6)

(2.96/3.19)*

(1.57/3.18)
(2.77/3.09)

(2.72/3.17)

(111)

24.10
24.14
24.32
25.50
24.64
26.08

Planos (26 (2))
(220) (311)
44.00"
40.51 47.82
40.72 47.98
42.60 47.24
40.70 47.98
44,12 48.22

* Tamafio en nm antes y después de la formacién de la coraza calculado a partir de la

absorbancia.
*Solapamiento de los planos (22 0) y (31 1).

Teniendo en cuenta el tamafio de los PCs antes y después de la formacion

de la coraza ZnS (Tabla 8), se observa que a medida que aumenta el grosor de

ésta hay un mayor desplazamiento de los picos de difraccion.*®

3.4.5 FRX

Los espectros de fluorescencia de rayos X de los PCs que contienen coraza

ZnS se muestran en las Figuras 34 a 36. Como puede observarse todos ellos

contienen Cd, Te, Zny S, confirmando la formacidn de dicha coraza.
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Figura 34. Espectros de FRX de PC3.
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87 Li, C. Dong, L. Tang, X. Zhu, H. Chen, J. Ren, Luminescence, 26 (2011) 439.
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Figura 36. Espectros de FRX de PC5.
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Con la intencion de analizar qué posibilidades tienen los diferentes PCs
sintetizados de ser utilizados como potenciales sensores de diferentes sales
metdlicas, se estudid el efecto que ejercen dichas sales sobre las propiedades
Opticas de los mismos.

4.1 Parte experimental

Se prepararon inicialmente disoluciones acuosas 1 x 10° M de sales
metdlicas de grado analitico (generalmente nitratos, excepto Ca(CH;COO),,
NiSO, y HgCl,) de diferentes cationes metdlicos M(l o Il) tanto esenciales [Na(l),
K(1), Ca(ll), Ni(Il), Cu(ll), Zn(ll)] como pesados [Ag(l), Cd(Il), Hg(ll) y Pb(Il)]. Por
dilucién de estas disoluciones se prepararon otras de concentracion variable. A
1.5 ml de estas disoluciones de concentracién [M"*] se le afiadié 1.5 ml de la
disolucién del correspondiente PC a una concentraciéon aproximada de 100 nM
(concentracién determinada mediante UV-Vis utilizando el valor de Ila
absorbancia en el primer pico de absorcién'). Las mezclas resultantes se dejaron
en reposo, a temperatura ambiente y en ausencia de luz, durante 2 horas y se
registraron sus espectros de fluorescencia. Las medidas se realizaron por
quintuplicado, excepto en algun caso que se hicieron por triplicado.

En todos los casos la concentracion final de PC fue aproximadamente 50
nM. Concentraciones mas bajas de PC mejorarian la sensibilidad (es decir
concentraciones bajas de metal provocarian mayores cambios en la intensidad
de la fluorescencia), pero mostraron peor reproducibilidad.

Las concentraciones finales de metal ensayadas fueron seleccionadas, en
cada caso, después de un ensayo preliminar con un rango amplio de
concentraciones que generalmente oscilé entre 1 nM y 100 uM, dependiendo de
la sensibilidad del correspondiente PC a cada metal.

Los ensayos se llevaron a cabo directamente en agua Milli-Q, sin
utilizacion de ningiin tampdn, dado que no se observaron cambios significativos
en las propiedades dpticas de los PCs con ligeras modificaciones del pH.

Tw.w. Yu, L. Qu, W. Guo, X. Peng, Chem. Mater., 15 (2003) 2854.
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La posible interacciéon entre los PCs y los aniones presentes en las
diferentes sales metdlicas empleadas (nitrato, acetato, sulfato y cloruro) se
descarté previamente, mediante la realizacion de ensayos con las
correspondientes sales sddicas de estos aniones.

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo utilizando un
espectrofluorimetro Jasco FP-8300. La longitud de onda de excitacién fue 365
nm, con un ancho de banda de 5 nm para la excitacién y 1, 2.5 0 5 nm para la
emision.

Para evaluar los cambios provocados por el metal en la fluorescencia del
PC se representara, en cada caso, la fluorescencia relativa (I/l,, |, e | representan,
respectivamente, la fluorescencia en ausencia y en presencia de metal) frente a
la concentracidon de metal, [M™]. Como se verd mdas adelante, salvo raras
excepciones, estas modificaciones, si las hay, implican la desactivacion
(quenching, apagado) del PC. Si bien son diversas las interacciones moleculares
que pueden provocar esta desactivacion, los mecanismos para explicar este
proceso son dos, estdtico y dindmico.> Ambos tipos de mecanismos requieren el
contacto molecular entre el fluoréforo (PC) y el desactivante (catién metalico).
En el caso de la desactivacion dinamica o colisional, el desactivante debe difundir
hasta el fluoréforo durante el tiempo de vida del estado excitado; mientras que
en el mecanismo estatico la desactivacién ocurre como consecuencia de la
formacion de un complejo en el estado fundamental, entre el fluoréforo vy el
desactivante. La desactivacion del fluoréforo puede ocurrir por uno sélo de estos
mecanismos, o por una combinacion de ambos.

El andlisis detallado del mecanismo de desactivacién es, generalmente,
bastante complicado y no es el objetivo de este trabajo. No obstante, se hard un
analisis preliminar para determinar si, en los sistemas ensayados, la
desactivacion ocurre mediante un Unico tipo de mecanismo o por una
combinaciéon ambos. Para ello se tendrd en cuenta que, cuando solo uno de los
mecanismos tienen lugar, éste se describe bien por la ecuacién de Stern-Volmer :

lo/I=1+K«[Q]

2 J. R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, 32 Ed, Springer (2006).
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donde |, e | son la intensidad de la fluorescencia en ausencia y presencia del
desactivante, [Q] es la concentracion del desactivante, y K, es la constante de
desactivacion (Kp) si el mecanismo es el dindmico, o la contante de asociacion
(Ks) si es el estatico.

En ambos casos la representacion de |/l frente a [Q] es lineal. Sin
embargo, si la desactivacion ocurre por combinacién de ambos mecanismos la

a..n

representacidn muestra una curvatura hacia el eje “y” que sigue la ecuacion:
[o/I =1+ (Ko+Ks) [Q] + Ko Ks [Q]?

Si ademas de ambos mecanismos hay otros factores que influyen en la
desactivacion, la ecuacién que describe el fendmeno puede ser todavia mas
compleja (cubica,...).

Adicionalmente, la existencia de la desactivacion de la fluorescencia a
través de un mecanismo dinamico se puede corroborar aplicando la ecuacion de
Lineweaver-Burk.?

1 1
Iy=1 I, +1/(K,51,[Q])

donde K es la constante de desactivacion.

En aquellos sistemas en los que se produce la desactivacion del PC por el
metal, se hace también un andlisis de regresion lineal para determinar el rango
lineal y los limites de deteccidn (LOD) y cuantificacion (LOQ). Estos parametros
permitirdn una primera evaluacién sobre la aplicacién de estas nanoparticulas en
la determinacién analitica de los diferentes metales. Las ecuaciones para la recta
de regresién varian de unos sistemas a otros en cuanto a la definicién de la
variable y (y= 1, 1/1...) pero, generalmente, son las encontradas para sistemas
analogos a éstos en la bibliografia.*®

3A. Gong, X. Zhu, Y. Hu, S. Yu, Talanta, 73 (2007) 668.

‘A Wang, L. Fu, T. Rao, W. Cai, M.-K. Yuen, J. Zhong, Opt. Mater., 42 (2015) 548.
> L. Chen, Q. Zhao, X.-Y. Zhang, G.-H. Tao, Chinese Chem. Lett., 25 (2014) 261.

€. Ma, Y. Chen, Z. Hou, W. Jiang, L. Wang, Biosens. Bioelectron., 43 (2013) 84.

" M. Koneswaran, R. Narayanaswamy, Sensor. Actuat. B: Chem., 139 (2009) 104.
By, Chen, Z. Rosenzweig, Anal. Chem., 74 (2002) 5132.
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4.2 Resultados y discusion

En primer lugar se harda un analisis, para cada uno de los PCs, de las
modificaciones que experimenta su fluorescencia en presencia de los diferentes
cationes  metdlicos seleccionados. A  continuacién se  analizara,
comparativamente, la influencia de cada catidn sobre la fluorescencia de los
diferentes PCs. Finalmente se discutird la posibilidad de utilizar los PCs

preparados para la identificacion selectiva de algunos cationes metalicos.

4.2.1 Fluorescencia de los PCs preparados en presencia de
diferentes cationes metalicos
4.2.1.1 Puntos cuanticos DMPS-CdTe (PC1)

En las Figuras 1 y 2 se muestra cdmo afecta la presencia de los diferentes
cationes metdlicos ensayados a la intensidad de la fluorescencia de estos PCs.

1.4

1.2

0.8 -

N,

0.6
0.4 -

0.2

Ref Na(l) K(I) Ca(ll) zn(u) cd(l)

Figura 1. Efecto de los cationes Na(l), K(l), Ca(ll), Zn(l1) y Cd(ll) (100 uM) en la intensidad
de la fluorescencia de PC1.
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Figura 2. Intensidad relativa de la fluorescencia de PC1 a diferentes concentraciones de
los cationes Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(l1) y Pb(ll).

Concentraciones 100 uM de Na(l), K(l), Ca(ll), Zn(ll) y Cd(Il) no afectan
significativamente a las propiedades fluorescentes de estos sistemas (Figura 1).

Sin embargo, a medida que se incrementa la concentracidon de los cationes

metalicos pesados Hg(Il) y Pb(ll), y de Ni(ll) y Cu(ll) se produce una disminucion

progresiva de la intensidad de la fluorescencia. En presencia de Ag(l) el
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comportamiento es ligeramente diferente, ya que inicialmente se produce un
pequefio incremento de la intensidad de la fluorescencia y a medida que se
aumenta la concentracion, al igual que en los cationes mencionados
previamente, existe un decaimiento progresivo (Figura 2).

Pese a que se produce una desactivacion de la fluorescencia frente a
varios cationes metadlicos, cabe destacar que estos PCs, tal y como se muestra en
la Figura 3, son mas sensibles a la presencia de Hg(ll). A una concentracién 0.1
MM ya existen cambios significativos en la intensidad de la fluorescencia, y a una
concentraciéon 0.5 uM de metal el decaimiento ya es superior al 35 %. Sin
embargo, se necesitan concentraciones 10 veces superiores (o incluso mayores)
para que estos PCs se vean afectados por la presencia de Ni(ll), Cu(ll) o Pb(ll).

1.2

0.8
0.6

In,

0.4
Ag(l)
Pb(1l)
Ni(l1)

cu(ll)

Hg(1l)

0.2

0.1
0.5

25
[M™]/um

Figura 3. Comparacién del efecto ejercido por diferentes cationes en la intensidad de la
fluorescencia de PC1.

A medida que se aumenta la concentracién de Ag(l) y Hg(ll) se produce,
también, un desplazamiento del maximo de emisién hacia el rojo. Analizando
dicho desplazamiento (AA) frente a la reducciéon de la intensidad de la
fluorescencia (desactivacion), éste es mas significativo en presencia de Ag(l)
(Figura 4a). No obstante, cabe destacar que se necesitan concentraciones
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menores de Hg(ll) para que el desplazamiento sea apreciable. Asi, a una
concentracién 0.5 uM de Hg(ll), el desplazamiento del maximo de emisién es
de 3 nmy, sin embargo, en presencia de la misma concentracion de Ag(l) no hay

ningun cambio significativo (Figura 4b).

a) 2
15
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£
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<
< 5 -+
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b) 12
10 —
Hg(I1)
mAg(l)

0.5 1 2.5 5

[M™]/um

Figura 4. Desplazamiento batocrémico del maximo de emision (AA, nm) de PC1 en
presencia de Ag(l) y Hg(ll) frente al % de desactivacion (a) y a la concentracion de
metal (b).

Como se puede observar en la Figura 5, las representaciones de Stern-
Volmer para los cationes metalicos que afectan a las propiedades fluorescentes
de estos PCs se desvian de la linealidad. Para Ni(ll) se ajusta a una ecuacién de
segundo orden, poniendo de manifiesto la existencia simultdnea de mecanismos
de desactivacidn estdticos y dinamicos. Sin embargo, para Cu(ll), Ag (1), Hg(ll) y
Pb(ll) se ajustan a ecuaciones de mayor orden, lo que sugiere la existencia de

ambos mecanismos de desactivacidn y otros factores adicionales.’

oT.-T. Gan, Y.-J. Zhang, N.-J. Zhao, X. Xiao, G.-F. Yin, S.-H. Yu, H.-B. Wang, J.-B. Duan, Ch.-Y. Shi, W.-
Q. Liu, Spectrochim. Acta A, 99 (2012) 62.
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Figura 5. Representaciones de Stern-Volmer (I,/I frente a [M"™]) para PC1 y diferentes
cationes metalicos.
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Para estos metales, se buscaron también las condiciones dptimas que
permitieron obtener una recta de calibrado (Figura 6). A partir de dichas rectas
se calcularon los limites de deteccién (LOD) y cuantificacidon (LOQ) siguiendo los
criterios de la IUPAC (que define el LOD como 30/m y el LOQ como 10c/m,
siendo o la desviacion estandar de 11 medidas del blanco, y m la pendiente de la
recta de calibrado), asi como otros pardmetro de interés, todos ellos recogidos
enla Tablal.
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[Hg(1)]/um [Pb(11)]/uM

Figura 6. Rectas de calibrado para los cationes metalicos que producen una
desactivacion de la fluorescencia de PC1.
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Tabla 1. Parametros de interés para la determinaciéon de M™ con PC1.

. 2 Rango LOD LOQ

Metal Recta de calibrado R R .
lineal (uM) | (uM) | (uM)
Ni(ll) 1=-38.997 C +486.41 0.9963 | 0.9981 0.75-10 0.679 | 2.266
Cu(ll) | log1=-0.1031C+2.6325 | 0.9862 | 0.9931 0.5-5 0.246 | 0.819
Hg(II) I,/1 =1.0804 C + 0.9782 0.999 | 0.9994 0.05-1 0.054 | 0.180
Pb(l1) I,/1=0.1074 C + 0.9581 0.9932 | 0.9965 0.5-10 0.549 | 1.830

Los datos disponibles no permitieron obtener un buen ajuste en el caso de

Ag(l). Para el resto de los cationes se obtuvieron ajustes con unos buenos

coeficientes de regresion, obteniéndose para el mercurio un LOD mucho mas

bajo, tal y como cabria esperar.

4.2.1.2 Puntos cuanticos TGA-DMPS-CdTe (PC2)

Tal y como se muestra en la Figura 7, al igual que en los PCs descritos

anteriormente, concentraciones 100 uM de Na(l), K(I), Ca(ll), Zn(ll) y Cd(ll) no

afectan significativamente a las propiedades fluorescentes de estos sistemas, y a

medida que se incrementa la concentracién de los cationes metalicos Ni(ll),

Cu(ll), Ag(l), Hg(ll) y Pb(ll), se produce una disminucién progresiva de la

intensidad de la fluorescencia (Figura 8).

1.2

0.8 -
0.6 -

I,

0.4

0.2

Ref

Na(l)  K(1)

ca(i)

Zn(ll)  cd(in)

Figura 7. Efecto de los cationes Na(l), K(1), Ca(ll), Zn(ll) y Cd(l1) (100 uM) en la intensidad
de la fluorescencia de PC2.
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Figura 8. Intensidad relativa de la fluorescencia de PC2 a diferentes concentraciones de
los cationes Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(l1) y Pb(ll).

De nuevo, estos PCs son mucho mas sensibles a la presencia de Hg(ll).

Como se muestra en la Figura 9, a una concentracion 0.01 uM del metal ya se

produce una reduccion de la intensidad mayor del 10 %, y a una concentracién

0.5 UM ya estadn practicamente apagados (reduccién de la intensidad de la

fluorescencia del 90 %). En presencia de Cu(ll), a esa misma concentracién,
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también se producen cambios significativos, con una reduccién de la
fluorescencia de un 40 %. Sin embargo, se necesitan concentraciones iguales o
mayores que 1 UM para que dichos PCs se vean apreciablemente afectados por
la presencia de Ni(ll), Ag(l) y Pb(ll).

I,

[M™]/um

Figura 9. Comparacién del efecto ejercido por diferentes cationes metalicos en la
intensidad de la fluorescencia de PC2.

En las Figuras 10 y 11 se pone de manifiesto que a medida que aumenta la
concentracion de los cationes metdélicos Cu(ll), Ag(l), Hg(ll) y Pb(ll) también se
produce un desplazamiento batocrémico del mdaximo de emisiéon. Para los
cationes Hg(ll) y Pb(ll) dicho desplazamiento es poco significativo, ya que es
necesaria una reduccion de la intensidad de la fluorescencia de un 80 % para que
se produzca un desplazamiento de 2-3 nm del maximo de emision. Para Cu(ll) el
desplazamiento empieza a ser significativo cuando la reduccién de la intensidad
de la fluorescencia es superior al 50 %. Sin embargo, en presencia de Ag(l), una
reduccién de la fluorescencia del 20 % produce un desplazamiento del maximo
de emisién superior a 15 nm (Figura 10). Incluso a una concentracién 0.5 uM,
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para la que no hay perdida de fluorescencia, ya se produce un desplazamiento
de 10 nm (Figura 11).

25

20

g 15

< 10 Ag(l)

d 5 Cu(ll)
0 Hg (1)

Pb(ll)

20
50 80

Desactivacién (%)

Figura 10. Desplazamiento batocrémico del méximo de emisidn (AA, nm) en PC2 frente al
% de desactivacién para diferentes cationes metalicos.

AN (nm)

Ag(l)
Hg(Il)
cu(ln

[M™]/uMm

Figura 11. Desplazamiento batocrémico del maximo de emisién (AA, nm) en PC2 para
diferentes concentraciones de diversos cationes metalicos.

Las representaciones de Stern-Volmer (Figura 12) muestran un grado de
no linealidad, ajustdandose en todos los casos a ecuaciones de tercer orden o
mayor. Se pone asi de manifiesto la existencia simultdnea de mecanismos de
desactivacion de la fluorescencia dindmicos y estaticos, asi como de otros

factores adicionales.

107



PCs CdTe como sensores de iones metdlicos
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Figura 12. Representaciones de Stern-Volmer (I,/I frente a [M™]) para PC2 y
diferentes cationes metdlicos.
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En la Figura 13 se representan las rectas de calibrado para los diferentes

cationes metadlicos y en la Tabla 2 se recogen otros parametros de interés.
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Figura 13. Rectas de calibrado para los cationes metalicos que producen la desactivacion

de la fluorescencia de PC2.
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Tabla 2. Parametros de interés para la determinacion de M™ con PC2.

. 2 Rango LOD LoQ
Metal Recta de calibrado R R .
lineal (uM) | (uM) (uM)
Ni(l1) C/1=0.0013 C- 2x10° | 0.9973 | 0.9986 0.05-1 0.0442 0.147
Cu(ll) I/l =1.4458 C + 0.9438 | 0.9900 | 0.9950 0.1-1 0.0353 0.118
Ag(l) AN =11.01 C +3.0525 0.9867 | 0.9933 0.1-1.75 0.0640 0.213
Hg(ll) I,/1=11.725 C+0.9566 | 0.9931 | 0.9965 | 0.005-0.3 | 0.00436 | 0.0145
Pb(l1) =-103.87 C+1054.6 | 0.9953 | 0.9976 1-8 0.419 1.396

En el caso de Ag(l) no fue posible obtener buenos ajustes utilizando las

modificaciones en la intensidad de la fluorescencia, por lo que se empled el

desplazamiento del maximo de emisidn para obtener la recta de regresion y

calcular los valores de LOD y LOQ.

Al igual que para PC1, el LOD mas bajo se obtuvo para Hg(ll), si bien con

esta sonda la sensibilidad es mucho mayor.

4.2.1.3 Puntos cuanticos TGA-CdTe/DMPS-ZnS (PC3)

Las Figuras 14 y 15 muestran como afecta la presencia de los diferentes

cationes metdlicos ensayados a la intensidad de la fluorescencia de estos PCs.
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Figura 14. Efecto de los cationes Na(l), K(1), Ca(ll), Zn(Il) y Cd(Il) (100 uM) en la intensidad
de la fluorescencia de PC3.
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Figura 15. Intensidad relativa de la fluorescencia de PC3 a diferentes concentraciones de
los cationes Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(l1) y Pb(ll).

Concentraciones 100 uM de Na(l), K(1), Ca(ll) y Zn(ll) no afectan a las
propiedades fluorescentes de estos sistemas. En presencia de Cd(ll) se produce
un ligero aumento en la intensidad de la fluorescencia (Figura 14). A medida que
se incrementa la concentracion de los cationes Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(ll) y Pb(ll)
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se produce una disminucién progresiva de la intensidad de la fluorescencia
(Figura 15).

De nuevo, estos PCs son mucho mas sensibles a la presencia de Hg(ll). Asi
una concentracién 0.025 uM de metal produce una reduccion de la fluorescencia
de un 10 %, y una concentracion 0.5 uM reduce la fluorescencia en un 80 %. A
esta misma concentracion solo Ni(ll) y Cu(ll) ejercen alguna influencia, un
decaimiento de un 10 %. Sin embargo, se requieren concentraciones mayores
que 1 uM de Pb(ll) para provocar algun efecto (Figura 16).

i,

[M™]/um

Figura 16. Comparacion del efecto ejercido por diferentes cationes metalicos en la
intensidad de la fluorescencia de PC3.

A medida que aumenta la concentracidn de los cationes metalicos Cu(ll),
Ag(l), Hg(ll) y Pb(ll) se produce un desplazamiento batocrémico del maximo de
emision (Figuras 17 y 18). Para Cu(ll), Hg(ll) y Pb(Il) dicho desplazamiento solo es
significativo cuando se produce una reduccidn de la fluorescencia mayor al 50 %.
Sin embargo, en presencia de Ag(l), con tan solo una reducciéon de la
fluorescencia del 20 % ya se observa un desplazamiento mayor de 13 nm
(Figura 17).
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Figura 17. Desplazamiento batocrémico
del maximo de emisién (AN, nm) frente
al % de desactivaciéon para PC3 en
presencia de diferentes cationes
metalicos.

AA (nm)

Desactivacion (%)

A una concentracion 0.5 pM el desplazamiento es significativo en
presencia de Ag(l) y Hg(ll), sin embargo para Cu(ll) y Pb(ll) dicho desplazamiento
solo es apreciable a concentraciones mayores a 2 uM (Figura 18).

AA (nm)

Ag(l)
Hg(M)
Cu(l)

Pb(ll)

[M™]/um

Figura 18. Desplazamiento batocromico del maximo de emision (AN, nm) para PC3 en
presencia de diferentes concentraciones de diversos cationes metalicos.

Las representaciones de Stern-Volmer (Figura 19) obtenidas para estos
cationes nos son lineales. Para Ni(ll) y Ag(l) se ajustan a ecuaciones de segundo
orden, poniendo de manifiesto la existencia simultdnea de mecanismos de
desactivacion estaticos y dindmicos. Sin embargo para Cu(ll), Hg(ll) y Pb(ll) se
ajustan a ecuaciones de mayor orden, lo que sugiere la existencia de

mecanismos desactivacién mas complejos.

Las rectas de calibrado se representan en la Figura 20 y en la Tabla 3 se

recogen otros parametros de interés.
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Figura 19. Representaciones de Stern-Volmer (I,/! frente a [M™]) para PC3 y diferentes
cationes metalicos.
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Figura 20. Rectas de calibrado para los cationes metdlicos que producen la desactivacién

de la fluorescencia de PC3.
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Tabla 3. Parametros de interés para la determinacion de M™ con PC3.

Rango LOD LOQ

Metal Recta de calibrado R’ R .
lineal (uM) | (kM) | (uM)

Ni(l1) log 1 =-0.1907 C+3.6737 | 0.9940 | 0.9970 0.1-5 0.0873 | 0.291

Cu(l) C/I'=0.0003 C - 1x10” 0.9904 | 0.9955 0.05-1 0.0362 | 0.120

Ag(l) AN =12.072 C+0.7768 0.9838 | 0.9919 0.1-2 0.0808 | 0.269

Hg(ll) | log (lo/1) =1.395 C +0.0006 | 0.9981 | 0.9990 0.01-0.4 | 0.0119 | 0.0398

Pb(ll) =-422.61 C+4092.3 0.9918 | 0.9959 0.5-6 0.373 | 1.244

En el caso de Ag(l) el mejor ajuste fue el obtenido cuando se emplean los
valor de AA. Al igual que para PC1y PC2, el LOD mas bajo se obtuvo con Hg(ll).

4.2.1.4 Puntos cuanticos TGA-CdTe/DMSA-ZnS (PC4)

Las Figuras 21 y 22 ilustran como se modifica la intensidad de la
fluorescencia de estos PCs en presencia de los diferentes cationes metdlicos
ensayados.

14

12

1 T
o 08 -
=

06 -

04 -

02 -

0

O S SS S S
< o¥ ¥ @ oV ¥ A
R R
[« (¥4 A5 A8

Figura 21. Efecto de los cationes Na(l), K(1), Ca(ll) y Zn(ll) (100 uM, excepto los indicados)
en la intensidad de la fluorescencia de PC4.
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Figura 22. Intensidad relativa de la fluorescencia de PC4 a diferentes concentraciones de
los cationes Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Cd(l1), Hg(Il) y Pb(ll).

Concentraciones 100 uM de Na(l) y K(I) no afectan significativamente a las
propiedades fluorescentes de estos sistemas. Ca(ll) y Zn(ll) ejercen efectos
significativos solo a concentraciones mayores a 10 uM (Figura 21). Sin embargo,
a medida que se incrementa la concentracion de los cationes metalicos Ni(ll),
Cu(ll) y Hg(ll) se produce una disminucidn progresiva de la intensidad de la
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fluorescencia. En presencia de Ag(l), Cd(ll) y Pb(ll) se produce inicialmente un
incremento de la intensidad de la fluorescencia, pero a medida que aumenta la
concentraciéon de estos cationes la fluorescencia va disminuyendo
progresivamente, hasta que a concentraciones elevadas desaparece (Figura 22).

Los resultados obtenidos para Ni(ll) y Pb(ll) en diversos ensayos siguen una
tendencia general, pero muestran mayor variabilidad de la esperada, por lo que
no se hard un analisis detallado de los mismos.

Como se muestra en la Figura 23, aunque el comportamiento frente a
Cu(ll) y Hg(ll) es similar, cabe destacar que estos PCs son mas sensibles a la
presencia del primero. A una concentraciéon 0.05 pM de este metal ya se
produce una reduccién de la intensidad mayor del 10 %; sin embargo a dicha
concentracion no existen efectos apreciables en el caso del Hg(ll).

In,

cu(lny

[M™]/um

Figura 23. Comparacion del efecto ejercido por Cu(ll), Ag(l) y Hg(ll) en la intensidad de la
fluorescencia de PC4.

A medida que aumenta la concentracion de los cationes metalicos Cu(ll),
Ag(l) y Hg(ll) se produce un desplazamiento batocrémico del maximo de emisidn.
Para Cu(ll), dicho desplazamiento solamente es apreciable cuando la reduccion
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de la intensidad de la fluorescencia es superior al 50 %. Sin embargo, en
presencia de Ag(l) y Hg(ll), el maximo de emisidn se desplaza incluso a
concentraciones de metal muy bajas, que apenas afectan a la intensidad de la
fluorescencia. Asi, cuando la reduccién de la intensidad de la fluorescencia es de
un 20 %, AN es de 3 nm en presencia de Hg(ll) y 8 nm en presencia de Ag(l)
(Figura 24).

Ag(l)
Hg(1)
Cu(ll)

50
Desactivacion (%)

Figura 24. Desplazamiento batocromico del maximo de emision (AN, nm) frente al % de
desactivacion para PC4 en presencia de Cu(ll), Ag(l) y Hg(ll).

En la Figura 25 se muestran las representaciones de Stern-Volmer para
PC4 en presencia de los diferentes cationes metalicos. Para Cu(ll) dicha
representacion es lineal, poniendo de manifiesto que la desactivacion de la
fluorescencia ocurre mediante un Unico mecanismo (dindmico o estatico). Sin
embargo, para los otros cationes metalicos ensayados existe una desviacién de
la linealidad. Todos ellos se ajustan a ecuaciones de orden tres, lo que pone de
manifiesto la existencia simultdanea de mecanismos de desactivacidén estaticos y
dinamicos, asi como otros factores.

En la Figura 26 se muestran las rectas de calibrado para Ag(l) y Hg(ll), a
partir de las cuales se calcularon los valores de LOD Y LOQ, asi como otros
parametros de interés (Tabla 4). Para Cu(ll) se utiliz6 la recta obtenida en la
representacion de Stern-Volmer (Figura 25). En el caso de Cd(ll) no fue posible
obtener un buen ajuste.
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Figura 25. Representaciones de Stern-Volmer (I,/!I frente a [M"™]) para PC4 y diferentes

cationes metalicos.
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Figura 26. Recta de calibrado para Ag(l) y Hg(ll) con PC4.
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Tabla 4. Parametros de interés para la determinacién de M"™ con PC4.

Rango LOD LOQ

Metal Recta de calibrado R’ R .
lineal (uM) | (kM) | (uM)

Cu(l) l,/1=2.7612 C + 1.052 0.9967 | 0.9983 0.01-1 0.0181 | 0.0605

Ag(l) AN =2.0831 C+0.8081 0.9923 | 0.9961 0.1-6 0.752 | 2.510

Hg(11) log | =-0.2409 C+2.7917 | 0.9930 | 0.9965 0.1-5 0.0912 | 0.304

A diferencia de los de PCs anteriores, el limite de deteccion mas bajo fue

el obtenido para Cu(ll).

4.2.1.5 Puntos cuanticos TGA-DMPS-CdTe/DMSA-ZnS (PC5)

En las Figuras 27 y 28 se muestra el efecto de los diferentes cationes
metdlicos ensayados, a diversas concentraciones, sobre la intensidad de la

fluorescencia de estos PCs.
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Figura 27. Efecto de los cationes Na(l), K(1), Ca(ll), Zn(ll) y Cd(ll) (100 uM, excepto los
indicados) en la intensidad de la fluorescencia de PC5.
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Figura 28. Intensidad relativa de la fluorescencia de PC5 a diferentes concentraciones de
los cationes Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(l1) y Pb(ll).

Mientras concentraciones 100 uM de Na(l), K(I) y Zn(ll) no afectan
significativamente a las propiedades fluorescentes de estos PCs, Ca(ll) y Cd(ll) si
ejercen efectos significativos a esta concentracién (Figura 27), si bien a 10 uM
desaparecen. Sin embargo Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(ll) y Pb(ll) producen una
disminucién progresiva de la intensidad de la fluorescencia a medida que se
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incrementa su concentracidn (Figura 28). No obstante, tal y como se muestra en
la Figura 29, cabe destacar que estos PCs son mas sensibles a la presencia de
Cu(ll). A una concentracién 0.1 uM de metal ya se produce una reduccién de la
intensidad superior al 10 %. A esta misma concentracidn, en presencia de Ag(l),
no se producen cambios significativos. Cuando se duplica la concentracidn, Cu(ll)
produce una desactivacién del 40 %, mientras que con Ag(l) solamente de un 20
%. Para que los efectos ejercidos por Ni(ll), Hg(ll) y Pb(ll) sean apreciables se
requieren concentraciones en torno a 1 uM o mayores.
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Hg(ll)
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o1 g

0.2
0.5
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Figura 29. Comparacion del efecto ejercido por diferentes cationes metadlicos en la
intensidad de la fluorescencia de PC5.

Cuando aumenta la concentracidn de los cationes Ag(l), Hg(ll) y Pb(ll) se
produce un desplazamiento batocromico del maximo de emisién. Para Pb(ll)
dicho desplazamiento es poco significativo, y solo es apreciable cuando la
reduccion de la fluorescencia es mayor del 50 %. Sin embargo, en presencia de
Ag(l) y Hg(ll) el maximo de emisidon comienza a desplazarse cuando la reduccion
de la intensidad de la fluorescencia es de tan solo un 10 % (Figura 30). Cabe
destacar que dicho desplazamiento es mucho mas acusado para Ag(l), ya que
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una concentracién cercana a 0.25 uM ya produce un AX de 3 nm y a medida que
se incrementa [Ag(l)] el desplazamiento aumenta considerablemente (Figura 31).
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Figura 30. Desplazamiento batocrémico del maximo de emisidn (AA, nm) frente al % de
desactivacion para PC5 en presencia de Ag(l), Hg(Il) y Pb(ll).
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Figura 31. Desplazamiento batocrémico del maximo de emisién (AN, nm) de PC5 en
presencia de diferentes concentraciones de Ag(l) y Hg(ll).

Las representaciones de Stern-Volmer (Figura 32) se desvian de la
linealidad en todos los casos. Para Ag(l) se ajusta a una ecuacién de segundo
orden, poniendo de manifiesto la existencia simultanea de mecanismos de
desactivacidn estaticos y dindmicos, mientras que para Ni(ll), Cu(ll), Hg(ll) y Pb(ll)
se ajustan a ecuaciones de mayor orden, sugiriendo la presencia de ambos
mecanismos de desactivacion, ademas de la presencia de otros factores.

En la Figura 33 se representan las rectas de calibrado y en la Tabla 5 se

recogen otros parametros de interés.
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Figura 33. Rectas de calibrado para los cationes metdlicos que producen una

desactivacion de la fluorescencia de PC5.
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Tabla 5. Parametros de interés para la determinacién de M"™ con PC5.

. 2 Rango LOD LOQ
Metal Recta de calibrado R R .
lineal (uM) | (uM) | (uM)
Ni(l1) log 1 =-0.1441 C + 3.2909 0.9923 | 0.9961 0.1-7 0.06 0.2
Cu(l1) log1=-0.8739C+3.131 0.9939 | 0.9970 0.03-0.8 0.02 | 0.066
Ag(l) I,/ =1.0313 C + 1.00059 0.993 | 0.9965 0.01-0.75 0.019 | 0.06
Hg(ll) | log(l,/1) =0.2144 C-0.0729 | 0.9960 | 0.9980 0.1-10 0.067 | 0.207
Pb(l1) I,/1=0.0712 C + 0.9873 0.9946 | 0.9973 0.1-5 0.415 | 1.383

Para todos los metales se obtuvieron ajustes con un coeficiente de

regresion (R) superior a 0.995. Este PC mostrd una sensibilidad elevada y analoga
a Cu(ll) y Ag(l).

4.2.1.6 Puntos cuanticos TGA-DMPS-CdTe/DMPS-CdS (PC6)

En las Figuras 34 y 35 se muestra el efecto que ejercen los diferentes

cationes metalicos ensayados sobre la intensidad de la fluorescencia de estos

PCs.
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Figura 34. Efecto de los cationes Na(l), K(1), Ca(ll), Zn(Il) y Cd(Il) (100 uM) en la intensidad

de la fluorescencia de PC6.
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Figura 35. Intensidad relativa de la fluorescencia de PC6 a diferentes concentraciones de

los cationes Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(l1) y Pb(ll).

Concentraciones 100 uM de Na(l), K(I), Ca(ll), Zn(ll) y Cd(ll) no afectan a las
propiedades fluorescentes de estos sistemas (Figura 34). Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(Il)
y Pb(Il) producen una disminucién progresiva de la intensidad de la fluorescencia

a medida que se incrementa su concentracion (Figura 35).
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Ni(ll), Cu(ll), Ag(l) y Hg(ll) a concentracién 0.25 uM producen una
reduccion de la intensidad de la fluorescencia en torno al 10-20 %. Sin embargo,
a medida que se incrementa la concentracion, la disminucion de la intensidad de
la fluorescencia es mas acusada en presencia de Hg(ll). Asi, a una concentracion
0.5 uM de metal la intensidad de la fluorescencia se reduce en un 50 % en el
caso de Hg(ll), y en un 20-30 % en el caso de Cu(ll) y Ag(l). Para Pb(ll) se
requieren concentraciones superiores a 2 UM para que se produzcan cambios
significativos en la fluorescencia de PC6 (Figura 36).

[M™]/um

Figura 36. Comparacion del efecto ejercido por diferentes cationes metalicos en la
intensidad de la fluorescencia de PC6.

El aumento de la concentracién de los cationes Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(ll) y
Pb(ll) produce también un desplazamiento batocrémico del maximo de emision.
Para Ni(ll), Cu(ll) y Pb(ll) dicho desplazamiento es poco significativo, siendo
Unicamente apreciable cuando se produce una reduccidn de la fluorescencia
préxima al 80 %. Para Hg(ll) el desplazamiento empieza a ser relevante cuando la
desactivacion es del 50 % (desplazamiento del maximo de emisidon de 3 nm), sin
embargo, a la misma desactivacion en presencia de Ag(l) ya se produce un
desplazamiento del mdximo de emisidn de 12 nm (Figuras 37 y 38).
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Figura 37. Desplazamiento batocromico del maximo de emisién (AN, nm) frente al % de
desactivacion de PC6 en presencia de diferentes cationes metalicos.
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Figura 38. Desplazamiento batocrémico del maximo de emisién (AA, nm) para PC6 en
presencia de diferentes concentraciones de diversos cationes metalicos.

En la Figura 39 se muestran las representaciones de Stern-Volmer para
PC6 y los diferentes metales. Para Ni(ll) dicha representacion es lineal, poniendo
de manifiesto un Unico tipo de mecanismo de desactivacion (estatico o
dindmico). Sin embargo, para el resto de cationes existe una desviacién de la
linealidad. La representacién para Hg(ll) se ajusta a una ecuacién de segundo
orden, lo que implica la existencia simultdnea de mecanismos de desactivacion
estaticos y dindmicos. Sin embargo, Cu(ll), Ag(l) y Pb(ll) se ajustan a ecuaciones
de mayor orden, lo que indica una complejidad ain mayor de los mecanismos de
desactivacion.
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Figura 39. Representaciones de Stern-Volmer (lo/I frente a [M"™]) para PC6 frente a

diferentes cationes metalicos.
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En la Figura 40 se representan las rectas de calibrado. En el caso de Ni(ll)
se utilizd la recta obtenida al representar la ecuaciéon de Stern-Volmer (Figura
39). En la Tabla 6 se recogen otros parametros de interés.
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Figura 40. Rectas de calibrado para los cationes metalicos que producen una
desactivacion de la fluorescencia de PC6.
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Tabla 6. Parametros de interés para la determinacién de M™ con PC6.

2 Rango LOD LOQ

Metal Recta de calibrado R .
lineal (uM) | (kM) | (uM)

Ni(l1) I/l =1.4094 C + 0.9267 0.9936 | 0.9968 0.05-10 0.0108 | 0.0359

Cu(l) I=-1096.2 C + 2311 0.9940 | 0.9970 0.05-1.5 0.0335 | 0.112

Ag(l) log | =-0.1586 C+3.2994 | 0.9845 | 0.9922 0.1-10 0.0359 | 0.120

Hg(11) log | =-0.4005 C +3.3056 | 0.9930 | 0.9965 | 0.025-2.5 | 0.0156 | 0.052

Pb(Il) =-80.08 C+2220.1 0.9909 | 0.9954 1-20 1.1 3.65

Se obtuvieron buenos ajustes para todos los metales, si bien en el caso de
la Ag(l) R es ligeramente inferior a 0.995. Para este PC los limites de deteccion
mas bajos se obtienen para Ni(ll) y Hg(ll).

4.2.2 Analisis comparativo del efecto ejercido por cada catidon
metalico sobre la fluorescencia de los PCs.

4.2.2.1 Mercurio(II)

Como ya se menciond anteriormente, la intensidad de la fluorescencia de
los diferentes PCs sintetizados se ve afectada por la presencia de Hg(ll), si bien,
existen diferencias que caben ser mencionadas y se ponen de manifiesto en la
Figura 41.

En general los PCs que contienen DMPS como ligando estabilizante son
mucho mas sensibles a la presencia de dicho catién metalico; es decir, sufren
una reduccion de la intensidad de la fluorescencia (I/1,) mayor a concentraciones
bajas y poseen unos limites de deteccidn y cuantificacion menores (Tabla 6).
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Figura 41. Comparacion del efecto ejercido por la presencia de diferentes
concentraciones de Hg(ll) en la fluorescencia de los PCs sintetizados.

Tabla 6. Limites de deteccidn y cuantificacién de Hg(ll) para los diferentes PCs.

PC LOD (M) LOQ (kM)
PC1 0.0534 0.178
PC2 0.00436 0.0145
PC3 0.0119 0.0398
PC4 0.0912 0.304
PC5 0.067 0.207
PC6 0.0156 0.052

Cabe destacar, sobre todo, a PC2 en el que ya se produce una reduccién
superior al 10 % con una concentraciéon 0.01 uM de metal. Su limite de deteccidn
es comparable, o incluso mas bajo, al de otros sistemas de CdTe andlogos
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(Tabla 7)**™ e inferior al limite tolerable de mercurio en agua permitido por la
OMS (Organizacidon Mundial de la Salud, 5 nM) o la EPA (Agencia Americana de
Proteccion Medioambiental, 10 nM). Sin embargo, son necesarias
concentraciones 10 veces superiores para que se observen cambios significativos
en la fluorescencia de los puntos cudnticos PC1, PC4 y PC6, y 100 veces mayores
para que PC5 se vea apreciablemente afectado por la presencia del metal.

Tabla 7. Limites de deteccidn de Hg(ll) para diferentes sistemas CdTe.

PC LOD (nM) Ref
Acido 3-mercaptopropiénico-CdTe 2.7 10
L-Cisteamina-CdTe 4 11
Glutationa-CdTe 5 12
N-Acetil-L-cisteina-CdTe 8 13
Cisteamina-CdTe 70 14
PC2 4.4

A medida que se reduce la intensidad de la fluorescencia también se
produce un desplazamiento del mdximo de emisién, aunque dicho
desplazamiento, sobre todo en el caso de PC2, es poco significativo (Tabla 8).

Tabla 8. Desplazamiento del maximo de emisién (AA, nm) de los diferentes PCs
preparados a diferentes porcentajes de desactivacion en presencia de Hg(ll).

Desactivacion AA (nm)
(%) PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
20 2 0 1 2 3 2
50 5 2 5 3 5 3
80 7 3 9 7 8 5

19 Duan, L. Song, J. Zhan, Nano Res., 2 (2009) 61.

My, Ding, L. Qu, R. Yang, Y. Zhou, J. Li, Luminiscence, 30 (2015) 465.

2. Zhu, Z. Zhao, X. Chi, J. Gao, Analyst, 138 (2013) 3230.

B T.Yang, Q. He, Y. Liu, Ch. Zhu, D. Zhao, J. Anal. Method. Chem., (2013) 902951.
4. Pei, H. Zhu, X. Wang, H. Zhang, X. Yang, Anal. Chim. Acta, 757 (2012) 63.
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Los mecanismos previamente propuestos para describir la interaccién de
Hg(ll) y PCs andlogos a los aqui sintetizados son: i) la interaccidn con los ligandos
de la superficie del PC y posterior transferencia de carga, lo que facilita la

recombinacién no radiante de los excitones;">*®

ii) la formacién de sulfuros o
teleruros de mercurio por desplazamiento de los atomos de Cd(Il) o Zn(ll)
presentes en la superficie del PC, debido a que el producto solubilidad de los
calcogenuros (S*, Te”) de mercurio es mucho menor que el de los teleruros y
sulfuros de cadmio y zinc, lo que va, ademds, acompafiado de un desplazamiento
batocrémico del maximo de emisién;'® vy iii) la pérdida de los ligando que
recubren la superficie del PC, credndose imperfecciones que provocan una
disminucién del rendimiento cudntico y que finalmente pueden causar la
agregacion de las nanoparticulas.*>?° Esta agregacion cuando es extensa también

puede conducir al desplazamiento hacia el rojo del maximo de emisién.

Aunque como se dedujo a partir de las representaciones de Stern-Volmer
(ver Apartado 4.2.1) probablemente coexistan diferentes mecanismos de
desactivacion. El predominante en estos PCs, fundamentalmente en PC2, podria
ser la pérdida de los ligandos de la superficie, ya que debido a la naturaleza
“blanda” del mercurio, la posibilidad de la formacién de complejos a través de
grupos tiol, tanto del DMPS como el DMSA, es elevada. Esto es coherente con el
elevado rango lineal para PC2 de las ecuacidnes de Stern- Volmer (ver Apartado
4.2.1.2) y de Lineweaver-Burk®® (Figura 42), y el escaso desplazamiento del
maximo de emision. El desplazamiento batocrémico existente en los restantes
PCs podria justificarse por la aglomeracidn de los mismos, lo que conllevaria un
aumento del radio del excitén Bohr, aunque no puede descartarse la formacion
de los correspondientes telururos o sulfuros de mercurio.

5. Wang, N. Li, F. Shao, H. Han, Sensor. Actuat. B: Chem., 270 (2015) 74.

Q. Mu, Y. Li, H. Xu, Y. Ma, W. Zhu, X. Zhong, Talanta, 119 (2014) 564.

Y H. Tao, X. Liao, M. Xu, S. Li, F. Zhong, Z. Yi, J. Luminiescence, 145 (2014) 376.

'8y.-S. Xia, Ch.-Q. Zhu, Talanta, 75 (2008) 215.

9. Zhang, Y. Yu, S. Sun, Appl. Surf. Sci., 276 (2013) 333.

0 Xu, J. Hao, T. Yi, Y. Xu, X. Niu, C. Ren, H. Chen, X. Chen, Electrophoresis, 36 (2015) 859.
2L 4. Wu, J. Liang, H. Han, Microchim. Acta, 161 (2008) 81.
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Dado que el mecanismo propuesto para la interaccion del catién Hg(ll) con
los diferentes PCs es analogo en todos los casos, la mayor sensibilidad de PC2
podria estar relacionada, al menos en parte, con su tamafio ligeramente inferior
al de los demas PCs, lo que conlleva una mayor cantidad de atomos, en

22,23 Por

proporcién, en su superficie, asi como un mayor radio de desactivacion.
otra parte, las diferencias existentes entre los otros PCs que incluyen DMPS en el
recubrimiento estan en concordancia con las constantes de estabilidad de los
complejos de Cd y Zn con DMPS.** Parece razonable que los PCs recubiertos por
una coraza ZnS sean mas sensibles, dado que la estabilidad del complejo Zn-
ligando es ligeramente menor que la del Cd-ligando, y por lo tanto se podria

producir mas facilmente la pérdida de dicho ligando.

4.2.2.2 Cobre(II)

El Cu(ll) es uno de los cationes metalicos para los que mas ampliamente se

estudio la interaccion con puntos cuanticos como método para su deteccién por

25,26

fluorometria. Esto se debe, fundamentalmente, a dos razones: i) el potencial

redox Cu(ll)/Cu(l) hace este cation metalico muy apropiado para la transferencia
efectiva de electrones desde el punto cudantico al metal para formar Cu(l), **’ lo

cual generalmente provoca la pérdida de fluorescencia del PC, y ii) Cu®*

22\W. Zhong, C. Zhang, Q. Gao, H. Li, Microchim. Acta, 176 (2012) 101.
2 X. Yung-Sheng, C. Chun, Z. Chang-Qing, Chin. J. Chem., 25 (2007) 1836.
2 a) X. Fang, F. Hua, Q. Fernando, Chem. Res. Toxicol., 9 (1996) 284; b) Eds L. G. Sillén, A. E. Martell,

Stability Constants of Metal-lon Complexes, 22Ed, Chemical Society, London (1964); c) Eds D. D.
Perrin, Stability Constants of Metal-lon Complexes Part b, IUPAC Chemical Data Series, Pergamon
Press, Oxford (1979).

2 Lou, Y. Zhao, J. Chen, J.-). Zhu, J. Mater. Chem., 2 (2014) 559.
%p, Wou, T. Zhao, S. Wang, X. Hou, Nanoescale, 6 (2014) 43.
2 AV Isarov, ). Chrysochoos, Langmuir, 13 (1997) 3142.
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interacciona facilmente con la superficie de los PCs debido a la alta constante de
afinidad de los complejos ligando-Cu(ll). Esto puede conducir al desplazamiento
quimico de los iones Cd(Il) y/o (Zn(ll) y a la formaciéon de combinaciones Cu,E
(x =1, 2; E= S, Se, Te),27'33 muy insolubles, que facilitan la recombinaciéon no
radiante hueco-electrdn, provocando la desactivacidon del PC y en ocasiones el
desplazamiento de la banda de emisidon hacia el rojo.

La Figura 43 representa la influencia de diferentes concentraciones del
cation metalico Cu(ll) sobre la intensidad de la fluorescencia de los diferentes

PCs preparados, y en la Tabla 9 se recogen los desplazamientos en la posicién del
maximo de emision.
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Figura 43. Comparacion del efecto ejercido por la presencia de diferentes
concentraciones de Cu(ll) en la fluorescencia de los PCs sintetizados.

B, Eychmuller, A. Hasselbarth, L. Katsikas, H. Weller, Phys. Chem., 95 (1991) 79.

27 iy, S. Liu, P. Yin, Y. He, Anal. Chim. Acta, 745 (2012) 78.

0y, Cao, A. Zhang, Q. Ma, N. Liu, P. Yang, Luminiscence, 28 (2013) 287.

3L W. Bian, F. Wang, H. Zhang, L. Zhang, L. Wang, S. Shuang, Luminescence, 30 (2015)1064.
32 X. Wang, Z. Fang, J. Liu, X. Zhong, B. Ye, Chin. J. Chem., 28 (2010) 1005.

By, Wang, J. Lu, Z. Tong, H. Huang, J. Chil. Chem. Soc., 54 (2009) 274.
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Tabla 9. Desplazamiento hacia el rojo del maximo de emisién (AA, nm) provocado por
Cu(ll) a diferentes porcentajes de desactivacion.

Desactivacion AN (nm)
(%) PC1 PC2 PC3 PCa PC5 PC6
20 0 0 0 0 1 1
50 0 3 1 0 1
80 0 5 7 5 1 4

Segun muestra la Figura 43 , y como ya se comento en el Apartado 4.2.1,
la presencia de Cu(ll) reduce, en mayor o menor medida, la intensidad de la
fluorescencia de todos los PCs preparados, si bien se observan algunas
diferencias que también se ponen de manifiesto por los valores de los limites de
deteccién y de cuantificacién (Tabla 10). Asi, los PCs PC4 y PC5, que muestran las
mayores reducciones en la intensidad de la emision (valores de 1I/l, menores) a
concentraciones mas bajas, son también los que muestran los mejores limites de
deteccidén, de 18 y 20 nM, respectivamente. El valor ligeramente mas bajo para
PC4 es razonable teniendo en cuenta que una concentraciéon 50 nM produce una
reduccion de la fluorescencia del 18 % en PC4 y del 5 % en PC5. Los otros tres
PCs para los que se pudo hacer el analisis de la regresion muestran limites de
deteccién muy similares entre ellos (33-36 nM), como es de esperar por el
comportamiento de los valores de I/l, a las concentraciones mas bajas de cation
metalico.

Tabla 10. Limites de deteccidn y de cuantificacion de Cu(ll) para los diferentes PCs.

PC LOD (uM) LOQ (uM)
PC1 0.246 0.819
PC2 0.0353 0.118
PC3 0.0362 0.1205
PC4 0.0181 0.0605
PC5 0.020 0.066
PC6 0.0335 0.112
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Estos valores caen dentro del rango de los encontrados para otros
sistemas andalogos CdTe o CdTe/MS (M=Cd, Zn) previamente publicados (Tabla
11) y, en cualquier caso, son inferiores a la concentracion maxima de cobre
permitida en agua de bebida por la OMS (31.5 uM) o la EPA (20 uM).

Tabla 11. Limites de deteccidn de Cu(ll) para algunos PCs CdTe y CdTe/MS (M = Zn, Cd).

PC LOD (nM) Ref
Acido tioglicdlico-CdTe 0.04 4

L-Cisteina-CdTe 150 33
Acido 3-mercaptopropionico-CdTe 56 32
D-penicilamina-CdTe 0.4 34
SiO,-acido tioglicolico-CdTe 42.37 30
Acido tioglicélico-CdTe 7.6 35
Acido 3-mercaptopropionico-CdTe/ZnS 1.5 31
Acido tioglicdlico, glifosato-CdTe/CdS 20.5 29

Los valores de I/l, y de los limites de deteccion muestran que aquellos PCs
que contienen el ligando DMSA formando parte del recubrimiento, son mas
sensibles a la presencia de Cu(ll) que aquellos que no lo contienen. En particular,
PC4 es dos veces mas sensible que su analogo con el ligando DMPS, PC3,
poniendo de manifiesto la importancia de los ligandos en la interaccién entre el
PC y el catién metalico. En relacién con esto, apuntar que la pequeiia diferencia
en los LODs obtenidos con PC4 y PC5, pudiera estar relacionada con la presencia
de una pequefia cantidad de DMPS en PC5 (ver espectros IR, Apartado 3.4.1,
Figura 19).

Los puntos cuanticos PC2, PC3, PC4 y PC6 muestran ligeros
desplazamientos en la posicion del maximo de la banda de emision (Tabla 9) a
medida que aumenta la concentracién de Cu(ll) y el porcentaje de reduccion de
la fluorescencia. Estos desplazamientos, cuando se producen, solo son

3R, Mohammad-Rezaei, H. Razmi, H. Abdolmohammad-Zadeh, Luminiscence, 28 (2013) 503.
* H. Wang, S. Yan, W. Wang, L. Wang, F. Yang, Adv. Materials Res., 610 (2013) 1060.
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significativos a porcentajes de desactivacion elevados, cuando la concentracion
de Cu(ll) es 1 uM o mayor, a la que probablemente ya se estén depositando
sulfuros o telururos de cobre (Cu,S, Cu,Te, x= 1, 2) sobre la superficie de los PCs.

Si bien los datos disponibles no permiten determinar de manera
fehaciente el mecanismo por el cual el Cu(ll) provoca la reduccién de la
fluorescencia de los PCs preparados, probablemente éste pueda ser andlogo al
propuesto previamente en sistemas similares**® y que implica uno o los dos
procesos previamente comentados al inicio de este apartado.

Por otra parte, teniendo en cuenta la naturaleza de los ligandos DMPS vy
DMSA (ambos son ditioles) y la elevada estabilidad de los enlaces Cu-S, no puede
descartarse que el Cu(ll) compita por ellos con el cadmio o con el cinc, pudiendo
provocar la descomposicion parcial de los PCs, contribuyendo asi a la formacion

de nuevas trampas para el exciton.*’

4.2.2.3 Plata(l)

Todos los PCs sintetizados se ven afectados por la presencia de Ag(l), si
bien cabe destacar la existencia de diferencias en cuanto a sus limites de
deteccidén y cuantificacién, asi como a su comportamiento en presencia del
metal (Figura 44).

En la Tabla 12 se recogen los limites de deteccion y cuantificacion. Los
puntos cuanticos PC5 y PC6 son los que presentan limites de deteccion mas
bajos, coherente con que ambos son los que necesitan una concentracion menor
de Ag(l) para que la intensidad de su fluorescencia se vea afectada (Figura 44).
Dichos LODs son, ademds, comparables con los de otros sistemas CdTe andlogos
(Tabla 13)>***.,

3% M. Liu, H. Zhao, S. Chen, H. Wang, X. Quan, Inorg. Chim. Acta, 392 (2012) 236.
3P, Wang, X. Ma, M. Su, Q. Hao, J. Lei, H. Ju; Chem.Commun., 48 (2012) 10216.
%8 L. Zhang, L. Shang, S. Dong, Electrochem. Commun., 10 (2008) 1452.

¥ h. Jiao, L. Zhang, Z. Liang, G. Peng, H. Lin, Microchim. Acta, 181 (2014) 1393.
“'Ch. Cai, H. Cheng, Y. Wang, H. Bao, RSC Adv., 4 (2014) 59157.

“1). Wang, J. Liang, Z. Sheng, H. Han, Microchim. Acta, 167 (2009) 281.
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N,

50

[Ag()]/um

Figura 44. Comparacion del efectos ejercido por Ag(l) en la fluorescencia de los PCs
sintetizados.

Tabla 12. Limites de deteccidn y cuantificacion de Ag(l) para los diferentes PCs.

PC LOD (uM) LOQ (kM)
PC2* 0.0640 0.213
PC3* 0.0808 0.269
PC4* 0.752 2.510
PC5 0.019 0.06
PC6 0.0359 0.120

*LODs Y LOQs calculados a partir de A
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Tabla 13. Limites de deteccidn de Ag(l) para diferentes sistemas CdTe.

PC LOD (nM) Ref
Homocisteina-CdTe 8.3 39
Acido mercaptopropiénico-CdTe 41 9
Acido tioglicélico-CdTe 50 41
Acido mercaptosuccinico-CdTe 54 40
PC5 19

En los puntos cudnticos PC1 y PC4 se produce, inicialmente, un
incremento de la fluorescencia. Esto podria atribuirse a la adsorcién de iones
Ag(l) y formacién de los correspondientes sulfuros o telururos que pasivan los
defectos superficiales existentes debidos a la insaturacién de los iones de Te® o
$*, pudiendo ayudar, ademas, a la inmovilizacién de los ligandos que recubren la
superficie del PC. Una vez saturados dichos defectos el exceso de Ag(l) facilita la
recombinacién no radiante dando lugar al decaimiento de la fluorescencia.****
En el resto de los PCs se observa Unicamente este segundo fenémeno. Debido a
la baja solubilidad de Ag,Te y Ag,S, comparada con la de CdS o CdTe, se puede
producir un desplazamiento de los cationes Cd(ll) por cationes Ag(l), dando lugar
a la formacién de particulas ultra pequefias de Ag,Te o Ag,S que se depositan
sobre la superficie del punto cuantico produciéndose un decaimiento efectivo de
la emision.>*®* Ambos mecanismos van acompafiados de un importante
desplazamiento del maximo de emisidon hacia el rojo (Figura 45), dado que en
ambas situaciones se estan produciendo modificaciones de los estados de
superficie de los puntos cuanticos.

Si bien el mecanismo de desactivacién propuesto para PC2, PC3, PC5y PC6
es andlogo, destacar que para PC2 y PC3 AA ya es muy significativo cuando la
disminucién de la fluorescencia es todavia poco apreciable. Esto podria estar

2N. Butwong, W. Ngeontae, R. Burakham, S. Srijaranai, Microchim. Acta, 180 (2013) 1101.

3T Khantaw, Ch. Boonmee, Th. Tuntulani, W. Ngeontae, Talanta, 115 (2013) 849.

4y -S. Xia, Ch. Cao, Ch.-Q. Zhu, J. Luminescence, 128 (2008) 166.

45 J-H. Wang, H.-Q. Wang, H.-L. Zhang, X.-Q. Li, X.-F. Hua, Y.-Ch. Cao, Z.-L. Huang, Y.-D. Zhao, Anal.

Bional. Chem., 388 (2007) 969.
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relacionado, sobre todo en el caso de PC2, con la formacion del Ag,Te en lugar
de Ag,S, el cual presenta menor solubilidad y también una banda prohibida de

menor energia.
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Figura 45. Desplazamiento del maximo de emision de los diferentes PCs en presencia de
Ag(l).

144



Capitulo 4

4.2.2.4 Niquel(Il)

La bibliografia relacionada con el empleo de puntos cuanticos para la
deteccién de Ni(ll) es escasa. El Unico sistema descrito®® estd formado por PCs
CdTe/ZnS recubiertos con L-cisteina, cuyo limite de deteccidn es 0.59 nM. Hay
ademas algun sistema en el que se emplean PCs CdTe como sensores
fluorescentes “turn-on” (restauracién de la fluorescencia) para la deteccién de
histidina, los cuales son previamente desactivados por Ni(ll).**® El limite de

deteccién de Ni(ll) calculado para uno de estos sistemas es 0.33 uM.*®

En la Figura 46 se muestra el efecto ejercido por diferentes
concentraciones de Ni(ll) sobre la intensidad de la fluoresecencia (I/1,) de los
diferentes PCs preparados. Los resultados obtenidos con PC4 resultaron ser poco
reproducibles y no se incluyen en esta discusion.

i,

5

[Ni(I)]/um

Figura 46. Efecto ejercido por diferentes concentraciones de Ni(ll) sobre sobre la
fluorescencia de los diferentes PCs.

# C.-X. Sui, Y.-F. Liu, P.-A. Li, D. Zhang, F. Xia, Anal. Method., 5 (2013) 1695.
*"'F.Shi, S. Liu, X. Su, Talanta, 125 (2014) 221.
8 p_\Wu, X.-P. Yan, Biosen. Bioelectron., 26 (2010) 485.
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Cuando se comparan, para los diferentes PCs, los valores de I/l, a las
concentraciones de Ni(ll) ensayadas, se ponen de manifiesto algunas diferencias
en la respuesta de estos sensores a la presencia del cation metalico. Asi, de un
primer analisis de la Figura 46 se pueden deducir tres tipos diferentes de
comportamiento. Por una parte, PC1 muestra una baja sensibilidad a Ni(ll) ya
que requiere concentraciones préximas a 2 uM para reducir su fluorescencia en
torno a un 10-15 %. Los puntos cuanticos PC2, PC3 y PC5, mas sensibles que PC1,
muestran una respuesta similar entre ellos, con una desactivacion del 20-25 % a
concentraciones 1 uM o ligeramente inferiores. Por ultimo, PC6 es el que
mayores cambios experimenta en su emision, con una reduccion del 25 % a una

concentracién 0.5 uM del metal.

Los valores obtenidos para los limites de deteccién y cuantificacion
calculados a partir del ajuste de regresion lineal en cada caso se recogen en la
Tabla 14.

Tabla 14. Limites de deteccidon y de cuantificacion de Ni(ll) para los diferentes PCs.

PC LOD (uM) LOQ (uM)
PC1 0.679 2.266
PC2 0.0442 0.147
PC3 0.0415 0.293
PC5 0.0600 0.200
PC6 0.0108 0.0359

Estos valores son coherentes con lo comentado anteriormente, siendo
PC6 el que presenta el valor mas bajo; y son mejores, en todos los casos, que el
descrito para L-cisteina-CdTe/zZnS.*

En cuanto al tipo de interaccion PC-Ni(ll) que puede conducir a la
desactivacion de la fluorescencia, dado que las solubilidades de NiS y NiTe son
mayores que las de CdS y CdTe, parece poco probable el intercambio del cation
Cd(Il) por Ni(ll) en la superficie de los PCs; mientras que en el caso del cinc, cuyos
sulfuros y telururos son mas solubles que los de Ni(ll), este intercambio si seria
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posible. Sin embargo, teniendo en cuenta que los espectros de emisidn para los
distintos PCs reducen gradualmente su intensidad al aumentar la concentracion
de Ni(ll) sin que se produzcan cambios en la posicidn de la banda, el intercambio
de cationes y/o la formacion de sulfuros o telururos de niquel podria
descartarse, probablemente, en todos los casos. Por otra parte, teniendo en
cuenta la elevada afinidad de los ligandos del recubrimiento por Zn(ll) y
fundamentalmente por Cd(ll), parece también poco probable que la reduccidn
de la emisién se deba a su desplazamiento de la superficie por el Ni(ll) para
posteriormente formar complejos con este metal. De hecho, el PC mas sensible
es PC6, cuya coraza (CdS) quizd sea la que con mayor fuerza retiene el
recubrimiento (TGA, DMPS). Por tanto, el proceso de desplazamiento de
ligandos parece poco probable.

Cuando se analiza detalladamente la composicion de los PCs mas sensibles
a este cation metadlico, se observa que esta sensibilidad no guarda tanta relaciéon
con el propio nucleo (o nucleo/coraza) semiconductor (CdTe/CdS > CdTe/ZnS >
CdTe > CdTe/ZnS > CdTe) como con los ligandos del recubrimiento (TGA, DMPS,
DMSA). De hecho, parece que la presencia simultanea de los ligandos TGA y
DMPS, debe jugar un papel importante en la interaccién del PC con el Ni(ll), ya
gue esta combinacién de ligandos esta presente en los tres PCs mas sensibles. La
interaccion del Ni(ll) de forma simultanea con los grupos carboxilato (TGA) y
sulfonato (DMPS) podria dar lugar a una transferencia de carga mas efectiva
desde el PC al metal, conduciendo a una mayor reduccién de la fluorescencia.

4.2.2.5 Plomo (II)

Todos los PCs sintetizados se ven afectados por la presencia Pb(ll) (Figura
47), aunque son mucho menos sensibles a éste cation metalico que a los
mencionados previamente, y ninguno de los LODs obtenidos (Tabla 15) se
encuentra por debajo de los limites tolerables en agua permitidos por la EPA
(72 nM).
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Figura 47. Comparacion del efectos ejercido por la presencia de diferentes
concentraciones de Pb(Il) en la fluorescencia de los PCs sintetizados.

Tabla 15. Limites de deteccidn y cuantificacion de Pb(ll) para los diferentes PCs.

10

[Pb(11)]/um

100

PC LOD (uM) LOQ (kM)
PC1 0.549 1.830
PC2 0.419 1.396
PC3 0.373 1.244
PC5 0.415 1.383
PC6 1.1 3.65

Los mecanismos propuestos para la interaccion entre dicho metal y los
PCs son analogos a los propuestos para Hg(ll),
los telururos de plomo son mucho mas solubles que los de mercurio, por lo que

9 D. Vasudevan, A. Trinchi, S. G. Hardin, I. S. Cole, J. Luminiscence, 166 (2015) 88.

si bien tanto los sulfuros como

% W. Zhong, C. Zhang, Q. Gao, H. Li, Microchim. Acta, 176 (2012) 101.
1z, Cai, B. Shi, L. Zhao, M. Ma, Spectrochim. Acta Part A, 97 (2012) 909.

2w, Lua, H. Yang, Z. Wan, B. Yuan, X. Yu, S.-T. Tu, J. Nanopart. Res., 14 (2012) 762.
3, Ren, H. L. Chen, C. L. Ren, J. F. Sun, Q. Liu, M. Wang, X. G. Chen, Mater. Res. Innovations, 14

(2012) 33.

*h Gongalves, C. Mendonga, J. C. G. Esteves da Silva, J. Fluoresc., 19 (2009) 141.
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el intercambio de los atomos de Pb(ll) por los atomos de Cd(ll) o Zn(ll) presentes
en la superficie del PC estd menos favorecido. De hecho, en ninguno de los PCs
se observa un desplazamiento muy significativo del maximo de emisidn por este
metal (Tabla 16). Solamente en el caso de PC3 y PC5, y cuando el decaimiento de
la fluorescencia es muy elevado podrian formarse dichos calcogenuros de Pb(ll).
Lo mads plausible es que exista una interaccién con los ligandos de la superficie
del PC a través de los grupos carboxilato o sulfonato. Por otra parte, a elevadas
concentraciones podria producirse también la pérdida de los ligandos, y la
formacidn de complejos Pb-S. Sin embargo, dado que el Pb se considera un acido
de dureza “intermedia”, segln Pearson, la formacion de dichos complejos esta
menos favorecida que para Hg(ll).

Tabla 16. Desplazamiento del maximo de emisidon (AA, nm) a diferentes porcentajes de
desactivacién.

Desactivacion AA (nm)
(%) PC1 PC2 PC3 PC5 PC6
20 0 0
50
80 0 2 6 6 3

4.2.3 Identificacion selectiva de Hg(II), Cu(II), Ag(I), Ni(Il) y
Pb(II). Propuesta

Dado que los puntos cuanticos preparados resultaron ser poco selectivos
para los metales ensayados cuando se utilizan individualmente, a continuacién
se plantean diversas propuestas, basadas en los resultados descritos
previamente y pendientes de confirmacién, que permitirian identificar
selectivamente a los diferentes cationes metalicos empleando combinaciones de
dos o tres PCs.

En el Esquema 1 se ordenan los PCs, excluyendo a PC4, de mayor a menor
sensibilidad frente a cada catidon metalico, lo que puede deducirse facilmente a
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partir de las figuras del Apartado 4.2.2, en las que se representa la respuesta de
los diferentes PCs frente a un determinado metal.

m‘ PC3 PC6 PCl PC5
PC5 _PC2» PC6 PC3 PCl
PC6 PC3 _PC2» PC5 PCl
PC3 _PC2» PCl PC5 PC6
PC5 PC6 _PC2» PC3 PC1

Esquema 1. Sensibilidad de los PCs frente a diferentes cationes metalicos.

Teniendo en cuenta el orden del Esquema 1, seria posible que
combinaciones de los puntos cuanticos PC2, PC3 y PC6 o PC2, PC5 y PC6
permitiesen distinguir entre todos los cationes metalicos, dado que el orden de
sensibilidad de los PCs frente a los diversos metales ensayados es diferente. A
modo de ejemplo, si se tiene una disolucion que contiene Hg(ll) y se utiliza la
combinacion de PC2, PC3 y PC6, la reduccién en la intensidad de la fluorescencia
debida a la presencia de dicho metal siempre sera mayor para PC2, seguido de
PC3 y de PC6, y en ninguno de los otros metales se seguird este orden [Cu(ll):
PC2, PC6, PC3; Ni(ll): PC6, PC3, PC2; Pb(ll): PC3, PC2, PC6; Ag(l): PC6, PC2, P3].

Dicha identificacion se podrd realizar en un rango dado de
concentraciones de metal, ya que es necesario que al menos la fluorescencia de
los dos primeros PCs se reduzca en parte en presencia del metal que se quiere
identificar. En la Tabla 17 se muestra la minima concentracion de cada metal que
se podria detectar utilizando estas combinaciones.

150



Capitulo 4

Tabla 17. Concentracién de M™" detectable por las diferentes combinaciones de PCs.

Combinaciones

Concentracién minima detectable de M™ (uM)

PCs
Hg(ll) Cu(ll) Ni(ll) Pb(Il) Ag(1)
PC2, PC3, PC6 0.01 0.5 0.5 1 0.1
PC2, PC5, PC6 0.05 0.25 0.5 2 0.5

Estas combinaciones y, en especial, la combinacion de los PCs PC2, PC3 y
PC6 permiten la deteccion selectiva de concentraciones bajas de Hg(ll).

Si se tiene en cuenta que los efectos ejercidos por la Ag(l) en la intensidad
de la fluorescencia de los diferentes PCs, y en especial en PC2, siempre van
acompainados de desplazamientos muy significativos del maximo de emision,
estos desplazamientos ya permitirian una identificacién selectiva de Ag(l). Por
otra parte, teniendo esto en cuenta (AA), también seria posible hacer
combinaciones de tan solo dos PCs, lo que permitiria reducir la concentracion
minima detectable de Ni(ll). Analizando el esquema se observa que PC6 es mas
sensible que PC2 (o PC3) a la presencia de Ni(ll) y Ag(l), mientras que para el
resto de los metales esa sensibilidad se invierte. Puesto que Ag(l) se puede
detectar facilmente a partir de los desplazamiento de la banda, si tal
desplazamiento no se produce y la reduccion de la fluorescencia es mayor en
PC6 que en PC2 (o PC3) se puede confirmar la presencia de Ni(ll). Asi se podrian
detectar concentraciones 10 veces inferiores a las detectadas utilizando las
combinaciones anteriores de tres PCs. Del mismo modo, combinaciones de PC5 y
PC3 permitirian detectar concentraciones 0.1 uM de Cu(ll).
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Ensayos de toxicidad
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5.1 Parte experimental

5.1.1

Reactivos

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA, Merck). Utilizado en los estudios
de citotoxicidad.

Aquadur (JLB). Utilizado en los estudios de toxicidad en peces cebra.

Alexa Fluor® 647 phalloidin (disuelto en 1.5 mL de metanol, Molecular
Probes by Life Technologies). Utilizado en la tincién de las células para
microscopia confocal de fluorescencia.

Azul de metileno (Merck). Utilizado en los estudios de toxicidad en peces
cebra.

Bodipy®phalloidin 650/665 (disuelto en 1.5 mL de metanol, Invitrogen).
Utilizado en la tincion de las células para microscopia confocal de
fluorescencia.

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT,
Sigma-Aldrich). Utilizado en los estudios de citotoxicidad.

Dodecilsulfato sddico (SDS, Sigma-Aldrich). Utilizado en los estudios de
citotoxicidad.

EPON (Eponate 12TM, TED PELLA). Utilizado en la preparacion de los
bloques de inclusién para microscopia electrénica de transmision.

Glutaraldehido (disolucion acuosa al 25 %, Sigma-Aldrich). Utilizado en la
fijacion de las células para microscopia electrénica de transmision.

Suero fetal bovino (FBS, Biostar S.A.). Afiadido al medio de cultivo

celular.

Mowiol® 4-88 (Sigma-Aldrich). Medio de montaje para las preparaciones
de microscopia confocal de fluorescencia.
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5.1.2

Nanoparticulas de ZnO (Sigma-Aldrich). Utilizado como control positivo
en los estudios de toxicidad en peces cebra.

Paraformaldehido (Sigma-Aldrich). Utilizado en la fijacidon de las células
para microscopia confocal de fluorescencia: 0.4 g de paraformaldehido
se disolvieron en 10 mL de PBS (2x) caliente. Cuando mostré turbidez se
le afiadieron unas gotas de NaOH 0.1 M para favorecer la completa
disolucion.

Phalloidin CruzFluor™ 647 Conjugate (disuelto en 30 pL de DMSO, Santa
Cruz Biotechnology). Utilizado en la tincion de las células para
microscopia confocal de fluorescencia.

Tampodn fosfato salino (PBS, Sigma). Utilizado para el lavado de las
células: 3 tabletas de PBS se disolvieron en 300 mL de agua [PBS (2x)] y a
partir de ésta, por dilucion 1:2, se preparo la disolucién PBS (1x).

Tricaina (MS-22, Sigma-Aldrich). Utilizada para anestesiar los embriones
de pez cebra en los ensayos de internalizacion y biodistribucion.

Tripsina-EDTA 1x (Sigma-Aldrich T3924). Utilizada en la preparacion de
las muestras para microscopia electronica de transmision.

Tritdn™ X-100 (Acros Organics). Utilizado para la permeabilizacidn de las
células: 10 mg de tritdn se disolvieron en 10 mL de PBS (1x) (0.1 % p/v).

Vectashield® (Vector Laboratories). Medio de montaje para las
preparaciones de microscopia confocal de fluorescencia.

Técnicas experimentales

Microscopia confocal de fluorescencia

Las imdagenes de la internalizacion de los compuestos en las células y peces

cebra se obtuvieron mediante microscopia confocal de fluorescencia.

Leica
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electrénica y confocal de la RIAIDT de la Universidad de Santiago de Compostela.
Para la visualizacion de PC1 se usé como fuente el laser de argén (excitacion 488
nm) y una ventana de adquisicion de 500-607 nm. Para el resto de los PCs se
utilizd6 como fuente el diodo azul (excitacion 405 nm) y una ventana de
adquisicién de 549-622 nm.

Las imagenes de los peces cebra fueron tomadas con un microscopio
confocal Leica DMi8 TSC-SPE del grupo de investigacion ACUIGEN
(Departamento de Genética, Universidad de Santiago de Compostela, Campus de
Lugo), utilizando como fuente el laser de argdn (excitacién 488 nm).

Todas las imagenes se generaron utilizando el programa Leica Confocal
Software Lite Version.

Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las imagenes de TEM se obtuvieron en un microscopio electrénico de
transmision JEOL JEM-1011 y se fotografiaron con una camara digital Megaview
G2 y sofware de adquisicion de imagenes Andlisis (Olympus), de la Unidad de
Microscopia Electrénica de la RIAIDT de la Universidad de Santiago (Campus de
Lugo).

5.1.3 Estudios in vitro: citotoxicidad

5.1.3.1 Lineas celulares y condiciones de cultivo

Los estudios se llevaron a cabo en células de las lineas LLC-PK1 (American
Type Culture Collection, ATCC: CL-101) y Hela-229 (ATCC: CCL-2.1). Las células
LLC-PK1, procedentes de tubulos renales proximales de cerdo, se mantuvieron
en cultivo en Medium 199 conteniendo 1.5 g/L de hidrogenocarbonato sddico y
suplementado con un 3 % de FBS. La linea celular HelLa-229, un adenocarcinoma
de cérvix humano, se mantuvo en medio de crecimiento DMEM (Dulbeco
Modified Eagle’s Medium) conteniendo 4.5 g/L de glucosa y 3.7 g/L de NaHCO3y
suplementado con un 10 % de FBS y L-Glutamina 2 mM.
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En primer lugar se realizaron diversos ensayos de viabilidad celular para
evaluar el grado de citotoxicidad de los puntos cuanticos. Seleccionadas las
concentraciones adecuadas y las condiciones dptimas de cultivo, se llevaron a
cabo nuevos experimentos para la obtencion de imagenes mediante microscopia
confocal de fluorescencia, con el objetivo de observar si se produjo o no la
penetracion de los puntos cuanticos en las células y si mantuvieron las
propiedades épticas mostradas en disolucion.

Con el fin de observar los posibles cambios morfoldgicos inducidos por la
presencia de los puntos cuanticos, se obtuvieron también imdagenes de células
tratadas con PC2 mediante microscopia electrdénica de transmision.

5.1.3.2 Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad de los sistemas preparados se determiné por medio de los
estudios de viabilidad celular mediante un ensayo colorimétrico basado en la
reducciéon metabdlica de MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio]. Las sales de tetrazolio (MTT), acuosolubles y de color amarillo,
son especialmente Utiles para cuantificar la viabilidad celular ya que se
transforman en formazano (compuesto insoluble y de color purpura) por la
actuacion de las deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas.

Para evaluar la citotoxicidad se sembraron las células en placas estériles
de 96 pocillos, a una densidad de 5000 (Hela-229) o 10000 (LLC-PK1)
células/pocillo y se incubaron a 37 °C en el medio de crecimiento apropiado.
Transcurridas 24 horas el medio se reemplazé por medio de cultivo fresco
conteniendo los PCs en disolucién a diferentes concentraciones.

Al cabo de 90 min, 2 h 0 24 h mas de incubacion se afiadieron en cada
pocillo 10 pL de una disolucién de MTT (5 mg/mL en PBS) y se incubaron
nuevamente las placas durante 4 h. Los cristales de formazano se disolvieron en
100 pL de una disolucién de dodecilsulfato sdédico (SDS) al 10 % en HCI 0.01 M.
Después de 12-14 h de incubacidn (una noche), se leyé la absorbancia de cada

M. cC. Alley, D. A. Scudiero, A. Monks, M. L. Hursey, M. J. Czerwinski, D. L. Fine, B. J. Abbott, J. G.
Mayo, R. H. Shoemaker, M. R. Boyd, Cancer Res., 48 (1988) 589.
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una de las muestras a una longitud de onda de 595 nm (Espectrofotdmetro
Tecan Ultra Evolution).

Todos los experimentos se realizaron con puntos por triplicado. La medida
de la absorbancia se valoré entre un punto que contenia 5000 o 10000 células en
el medio de cultivo sin factores de crecimiento, manteniéndose asi estable la
concentracién celular, y otro punto que contenia el medio de crecimiento
habitual y que permite medir el crecimiento mdximo a las 24 h.

Posteriormente se midid la absorbancia en los pocillos que contenian
concentraciones especificas de los PCs y los resultados de viabilidad celular se
expresaron en %:

% viabilidada celular = % x 100

AO = absorbancia observada en los pocillos con el compuesto objeto de estudio

AT = absorbancia observada en los pocillos control

5.1.3.3 Obtencidn de imagenes mediante microscopia confocal

Incubacion

Para la observacién de las células al microscopio los ensayos se realizaron
en placas de cultivo estériles de 12 pocillos y se colocé en cada pocillo un
cubreobjetos redondo, de 12 mm de didmetro, previamente esterilizado. Sobre
el cubreobjetos se sembraron 100000 células Hela, o 150000 células LLC-PK1, en
1 mL del medio de cultivo apropiado, y se incubaron las placas a 37 °C. En estas
condiciones las células crecieron en monocapa adheridas al cubre. Transcurridas
24 h el medio de cultivo fue reemplazado por 1 mL de medio fresco,
conteniendo 40 pg del compuesto a estudiar, y se incubaron nuevamente las
placas a 37 °C durante 2 h para PC1 y durante 90 min para el resto de PCs.
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Preparacion de las muestras

Después de la incubacidn se retir6 el medio de cultivo, se lavaron las
células con PBS (1x), se fijaron con paraformaldehido (4 % en PBS, pH = 7.4), se
lavaron nuevamente con PBS y se permeabilizaron con tritédn (0.1 % en PBS)
durante 5 min. Transcurrido este tiempo se retird el tritdn, se lavaron las células
y se procedié a la tincién con una disolucién de phalloidina conteniendo un 1 %
de BSA (albumina sérica bovina). Transcurrido el tiempo de tincion (45 min) se
lavaron las células con PBS, se retird cada cubreobjetos de la placa y, una vez
seco, se montd sobre un portaobjetos para su observacion al microscopio con
medio de montaje para fluorescencia.

5.1.3.4 Obtencién de imagenes mediante microscopia electrénica de
transmision

Incubacion

Para la observacion de las células al microscopio electrénico los ensayos se
realizaron en placas de cultivo estériles de 12 pocillos, sembrando 100000
células Hela o 150000 células LLC-PK1 en 1 mL del medio de cultivo apropiado y
se incubaron las placas a 37 °C. Transcurridas 24 h, el medio de cultivo fue
reemplazado por 1 mL de medio fresco en el caso de las células control o por
medio de cultivo conteniendo 40 o 250 pg del compuesto a estudiar. Las placas

se incubaron, nuevamente, a 37 °C durante 90 min.

Preparacion de las muestras

Para la observacion de material bioldgico al microscopio electrénico de
transmisién, las muestras se someten a un tratamiento previo de fijacidn,
deshidratacidn, infiltracion e inclusién en una resina pldstica antes de ser
cortadas con el ultramicrotomo.

Se siguid el protocolo estdndar de doble fijacién con glutaraldehido vy
tetradxido de osmio. Después de la incubacion se retiré el medio de cultivo, se
trataron las células con tripsina-EDTA 1x y se centrifugaron. El pellet obtenido se
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lavé con PBS y se centrifugd antes de la fijacién con glutaraldehido al 2.5 % en
PBS (1x). Transcurridos 30 min, se retird el glutaraldehido, se lavaron vy
centrifugaron las células y se mantuvieron refrigeradas a 4 °C en PBS. Cada pellet
se postfijéo con 0sO,4 al 1 % en disolucion buffer cacodilato 0.1 M durante 1 h, y
posteriormente se incluyd en agar al 2 % para formar un pellet compacto. Las
muestras se deshidrataron en etanol, incluyendo un paso con alcohol al 70 %
conteniendo un 0.5 % de acetato de uranilo.

Finalmente, se incluyeron en una resina epodxica (EPON), se cortaron
cortes ultrafinos en un ultramicrotomo LEICA ULTRACUT UCT y se contrastaron
con citrato de plomo y acetato de uranilo.

5.1.4 Estudios in vivo: toxicidad en embriones de pez cebra

Se llevd a cabo el estudio de toxicidad en embriones de pez cebra FET (fish
embryo toxicity test), propuesto por la Organizacion para la Cooperacién y el
Desarrollo Econémico (OECD).?

La linea de pez cebra utilizada
fue la salvaje, “wild-type”, cuyo
adulto posee un patrén
determinado de pigmentacién, con
cinco bandas horizontales en ambos
lados del cuerpo que se extienden

hasta la aleta caudal (Figura 1).
Figura 1. Dimorfismo sexual. A: macho, B:

hembra.

5.1.4.1 Condiciones de mantenimiento de los peces

El stock de los peces reproductores salvajes se mantuvo en peceras de
vidrio, en el interior de una camara isoterma, a una temperatura de 26 °C. El
agua del sistema, que proviene de la traida, se purific6 mediante un filtro de

2 Guideline for the testing of Chemicals. Draft Proposal for a New Guideline. Fish Embryo Toxicity
(FET) Test. OECD (2012).
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d6smosis inversa, un filtro fisico de particulas y un filtro de carbén activo
fundamentalmente para eliminar el cloro. La densidad maxima de los acuarios
fue de 1 pez/L y se mantuvo una relacion hembras:macho de 2:1. El fotoperiodo
fue de 14 h de luz y 10 h de oscuridad, y se controlaron las condiciones 6ptimas
de filtrado y de alimentacién.

Para la realizacion de los experimentos de toxicidad, el stock de
reproductores no habrd estado expuesto previamente a ningun compuesto
téxico, y se conocera su ratio de fertilidad para poder ser utilizados como
productores de huevos. No tendran sintomas macroscépicos de infeccidon o
enfermedad, ni habran sido sometidos a tratamiento farmacéutico en los 2
meses anteriores a las puestas.

5.1.4.2 Desarrollo del test de toxicidad

La puesta de huevos tiene lugar a primera hora de la mafiana. Para la
recoleccion se utilizaron contenedores con una malla o separacion fisica que
mantenga los huevos liberados lejos del alcance de los adultos, ya que en esta
especie existe predacién sobre los huevos debido a su alto aporte energético.’
Inmediatamente después de la puesta, se recogieron los huevos y se
transfirieron a una placa Petri con agua procedente del filtro de 6smosis inversa
con un 3 %o de azul de metileno, para disminuir la incidencia de muerte por
hongos en los huevos.

Los huevos fertilizados comienzan su division en torno a los 15 min, dando
lugar a los estadios de 4, 8, 16 y 32 blastdmeros. El test debera comenzar en las
primeras 4-5 h posteriores a la puesta (h.p.f.), como muy tarde en estadio de 16
células y los huevos se disponen, individualmente, en placas de 96 pocillos
donde se desarrollara el test de toxicidad.

El andlisis comienza con la exposicidon de los huevos recién fertilizados a
concentraciones crecientes de los puntos cudnticos seleccionados. Para cada
compuesto a estudiar se prepararon entre 5 y 9 diluciones y se expusieron, a
cada una de ellas, 20 embriones de pez cebra. En los ensayos del compuesto PC1

R Spence, G. Gerlach, C. Lawrence, C. Smith, Biol. Rev., 83 (2008) 13.
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se usé el agua procedente del filtro de dsmosis inversa, mientras que en los
ensayos de PC2 y PC6 el agua de dsmosis se tratd, para incrementar su dureza,
con 300 mg/L de Aquadur. En los experimentos se incluyeron, en cada placa del
ensayo, controles negativos, positivos y negativos internos. Tanto en el control
negativo como en el interno de cada placa, se utilizdé agua de ésmosis inversa sin
tratar (PC1) o tratada con Aquadur (PC2 y PC6). Como control positivo el
compuesto que se utiliza habitualmente, en el caso de estudios con
nanosistemas, son nanoparticulas de ZnO, de tamafio menor a 50 nm y a una
concentracién de 10 mg/L.*” En la Figura 2 se recoge el disefio experimental.

1 1 1 1 1 C 2 2 2 2 2 cCl 5 5 5 5 5 Cl 6 6 6 6 6 Cl
1 1 1 1 1 C 2 2 2 2 2 ClI 5 (5 (5 5 5 CIl 6 6 6 6 6 Cl
1 1 1 1 1.c 2 2 2 2 2 < 5 5 5 5 5 Cl 6 6 6 6 6 Cl
1 1 1 1 1 C 2 2 2 2 2 <« 5 5 5 5 5 CIl 6 6 6 6 6 Cl
3 (3 3 3 3 cl 4 4 4 4 4 ClI CN CN CN CN CN CN CP CP CP CP CP CI
3 3 3 3 3 CIl 4 4 4 4 4 cCl CN CN CN CN CN CN CP CP CP CP CP CI
3 3 3 3 3 Cl 4 4 4 4 4 cl CN CN CN CN CN CN CP CP CP CP CP CI
3 3 3 3 3 Cl 4 4 4 4 4 cl CN CN CN CN CN CN CP CP CP CP CP cClI

Figura 2. Disefo experimental del test de toxicidad: 1-6 = concentraciones de PC;
Cl = Control interno (agua); C N = Control negativo (agua); C P = Control positivo (ZnO).

Las placas se incubaron a 26 °C, durante 4 dias, vy se realizaron
observaciones de los embriones cada 24 horas mediante la utilizacién de un
microscopio invertido. El estudio llevado a cabo es un estudio de mortalidad, por
lo que las observaciones se limitaron a los cuatro “indicadores de letalidad”
siguientes:2

i) Coagulacion del embrion: los huevos coagulados son blancos lechosos y
aparecen oscuros bajo el microscopio invertido. Durante el inicio de la
coagulacién los huevos muestran una gran variedad de inclusiones opacas
(Figura 3).

4x. Zhu, J. Wang, X. Zhang, Y. Chang, Y. Chen, Y.,. Nanotechnology, 20 (2009) 95.
>W. Bai, Z. Zhang, W. Tian, X. He, Y. Ma, Y. Zhao, Z. Chai, J. Nanopart. Res.,12 (2010) 1645.
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Figura 3. A: Zigoto normal rodeado por el corion (a) y la membrana vitelina (b), con un
espacio perivitelino en el interior (c). B: Embridn coagulado.

ii) Ausencia de la formacion de somitos: los somitos son masas de mesodermis,
distribuidas lateralmente al tubo neural, que van a desarrollar la dermis, el
musculo esquelético y las vértebras. El nimero de somitos es el indicador mas
util para diferenciar el estadio de desarrollo. Cuando éste es normal a las 24
h.p.f. es posible observar la presencia de 20 somitos (Figura 4A). La ausencia o
malformacion se consideran caracteristicas letales y la presencia de movimientos
espontaneos de la cola (contracciones de lado a lado) son indicadores de una
correcta formacion de los mismos.

Figura 4. Embridn de 24 h.p.f.: con los somitos bien desarrollados (A) y con ausencia total
de somitos (B).

iii) Ausencia de separacion del final de la cola del saco vitelino: en un pez cebra

con desarrollo normal la separacion de la cola del saco vitelino se observa tras la
elongacion del cuerpo a las 18 h.p.f. (Figura 5).
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Figura 5. Embridon de 96 h.p.f. sin separacién del final de la cola del saco vitelino: vista
lateral (A) y vista frontal (B).

iv) Ausencia de latido cardiaco: en un pez cebra con desarrollo normal el latido
cardiaco es visible a las 48 h.p.f.. El latido irregular o la visualizacién del latido
cardiaco sin circulacion en la aorta abdominal, no deben ser considerados como
indicadores de letalidad. Para una correcta evaluacion de esta caracteristica, los
embriones deben ser observados con un aumento de 80 (80x) al menos durante
un minuto (Figura 6).

Figura 6. Localizacion del latido cardiaco.

Al finalizar el tiempo de exposicidén, se determina la toxicidad de los
compuestos, basdndose en la aparicion de cualquiera de las cuatro
observaciones analizadas, y se calcula la concentracion letal 50 (LCsy,
concentracién que provoca la muerte del 50 % de los individuos expuestos con
respecto al grupo control). Los experimentos se realizaron por triplicado para
aumentar el valor estadistico del ensayo.
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Criterios de aceptacion del andlisis

Para considerar los resultados aceptables han de cumplirse los siguientes

requisitos:

= La tasa de fertilizacion de los huevos empleados debe ser superior al
70 %.

= La temperatura del agua en el transcurso del experimento debe

mantenerse a 26 + 1 °C.

= En el control negativo, al final del tiempo de exposicidn, la supervivencia
total de los embriones debe ser igual o superior al 90 % vy la tasa de
eclosién superior al 80 %.

= El ndmero de embriones muertos, en el control negativo interno, no
puede exceder de 1 por cada concentracion de compuesto ensayada. En
caso contrario, dicha concentracidn sera rechazada.

= En el control positivo, la mortalidad minima de los embriones al final del
tiempo de exposicion debe ser del 30 %.

Si no se cumple alguno de los criterios anteriores, la réplica afectada es
rechazada y excluida del analisis estadistico.

Resultados

Con el objetivo de aportar resultados estadisticamente significativos, el
experimento se realizd por triplicado, y la similitud de resultados de las tres
réplicas se analizd empleando un andlisis de varianza (ANOVA) mediante el cual
se comprobd que el coeficiente de variacién (CV) es menor del 20 %.

Estudios previos demostraron que ignorar la mortalidad ocurrida en el
control negativo, incluso aunque ésta sea inferior al 10 % establecido por la
OECD, provoca una subestimacion de la concentracién letal 50 (LCs).° Para evitar

). A. Hoekstra, Water Air Soil Poll., 35 (1987) 311.
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este error, los datos fueron corregidos con respecto a la mortalidad en el control
negativo, mediante la formula de Abbott:’

% Mortalidad = x 100

100 -Y
X =% mortalidad en los embriones sometidos al compuesto objeto de estudio
Y =% mortalidad en el control negativo

Los datos se analizaron mediante el software de analisis TOXRAT®
SOLUTIONS GMBH (Toxicity Response Analysis and Testing).

5.1.4.3 Estudios de internalizacion

Para el compuesto PC6 se realizaron también estudios de internalizacion
mediante microscopia confocal de fluorescencia, siguiendo el mismo
procedimiento y durante el mismo tiempo de exposicion (4 dias) que los estudios
de toxicidad descritos en el apartado anterior. Para ello, los embriones
expuestos a una concentracién de 1000 pg/mL de PC6, fueron anestesiados con
tricaina, colocados sobre un portaobjetos y observados al microscopio. Cada 24
h se tomaron imagenes de los embriones tratados.

5.2 Resultados y discusién

5.2.1 Estudios in vitro

5.2.1.1 Ensayos de citotoxicidad

En las Tablas 1 a 7 y Figuras 7 a 13 se muestra la viabilidad celular en las
dos lineas ensayadas (Hela y LLC-PK1), tras la incubacién en presencia de los
diferentes PCs sintetizados. Adicionalmente, cuando fue posible su cdlculo a
partir de las curvas dosis respuesta, se adjuntan los valores de la ICs,

7 W. S. Abbott, J. Am. Mosq. Control Assoc., 2 (1987) 302.

167



Ensayos de toxicidad

concentracién a la que se produce una reduccién de la viabilidad celular del
50 %.

Para establecer las condiciones experimentales de los ensayos de
citotoxicidad se llevaron a cabo varios experimentos preliminares con el punto
cuantico PC1. Fijadas estas condiciones, detalladas en la parte experimental, se
realizaron dos ensayos adicionales, con concentraciones de PC1 entre 0.05 y 40
pg/mL, a dos tiempos de incubacion diferentes: 2 h y 24 h (Tablas 1y 2, Figuras 7
y 8). Con los restantes PCs sintetizados se realizaron los ensayos de citotoxicidad
con 7-8 concentraciones diferentes, a un tiempo de incubacidn de 24 h (Tablas 3
a 7 y Figuras 9 a 13) y, adicionalmente, se repitieron los ensayos con la
concentracion de 40 pg/mL, a un tiempo de incubacion de 90 minutos, por ser
éstas las condiciones seleccionadas para llevar a cabo los estudios de
microscopia confocal.

Tabla 1. Viabilidad celular para la linea HelLa-229 en presencia de PC1.

Concentracion Viabilidad celular (% £ S.D.)
(ng/mL) tincubacion =2 h tincubacién =24 h

0.1 1002 89+2

1 101 +4 601

5 103 £2 45+ 1

15 106+ 1 381

20 94 +3 381

25 95+1 38+0

40 871 41+1
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Tabla 2. Viabilidad celular para

la linea LLC-PK1 en presencia de PC1.

Concentracion Viabilidad celular (% + S.D.)
(ng/mL) tincubacion =2h tincubacién=24h
0.05 1001 102 +2
0.1 99+2 99+1
0.5 1003 100+1
1 100+1 0+1
5 101+1 92+2
20 801 53+2
40 85+1 130
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Figura 7. Viabilidad celular para la linea HelLa-229 en presencia de PC1.
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Figura 8. Viabilidad celular para la linea LLC-PK1 en presencia de PC1.

Como se puede observar en las Figuras 7 y 8, el efecto citotéxico de PC1
frente a la linea celular Hela es dependiente del tiempo de incubacién. La
viabilidad celular supera el 85 % después de 2 h, pero cuando el tiempo de
incubacidn se incrementa hasta 24 h la viabilidad celular se reduce hasta valores
comprendidos entre el 40 y el 60 % (si se excluye la concentracion mas baja
ensayada, 0.1 pg/mL). El efecto de PC1 frente a las células renales LLC-PK1, es
independiente del tiempo de incubacion hasta que se alcanza la concentracién
de 5 pg/mL sugiriendo que, frente a esta linea celular, y a concentraciones
menores de 5 ug/mL, PC1 no es citotoxico. Sin embargo, la viabilidad celular
disminuye drasticamente cuando se incrementa la concentracidn.
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Tabla 3. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24 h de incubacién con PC2.

Concentracion Viabilidad celular (% + S.D.)
(ng/mL) Células Hela Células LLC-PK1

0.1 95+3 100+ 2
0.5 87+1 82+5

2.5 58+3 47 1

10 50+1 48 £ 3

40 47 +1 171
100 28+1 18 £

175 23+1 24+ 1
250 18+1 34+1

Viabilidad celular (%)

100 —\ —o—Hela-229 -
80 ,_'\\\' —o—LLC-PK1 -
60

\J-\ )
Y et T —
20 \ ' >\/
jPE— ]
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Concentracion de PC2 (pg/mL)

Figura 9. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24 h de incubacion con PC2.

El efecto téxico de PC2 (Tabla 3, Figura 9) es muy similar, en ambas lineas

celulares, hasta una concentracién de 10 pg/mL, con una reduccién de la

viabilidad celular a esta concentracion de aproximadamente el 50 %. A 40 pg/mL

se observa una mayor diferencia entre ambas lineas. Cuando se sobrepasa esta

dosis, mientras que en Hela se obtiene la respuesta gradual esperada, una

disminucidn de la viabilidad al aumentar la concentracién de toxico, en LLC-PK1

la viabilidad se mantiene constante o aumenta ligeramente. Dado que ambas
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lineas celulares crecen en dos medios de cultivos diferentes no puede
descartarse la posibilidad de que su diferente composicién de lugar, a altas
concentraciones de PC2, a un mayor estado de agregacion de éste en el medio
de cultivo de la linea LLC-PK1, disminuyendo su concentracién efectiva y, por
tanto, su efecto toxico.

Tabla 4. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24 h de incubacién con PC3.

Concentracion Viabilidad celular (% £ S.D.)
(ng/mL) Células Hela Células LLC-PK1
0.1 95+2 98+1
0.5 84+1 98+1
10 58+1 64+2
40 271 43+1
100 151 211
200 17+1 23+1
300 171 251

100 Q& —o— Hela-229 ~
80

b ——LLC-PK1 -

[ \

8

3 60

[J]

g \

=]

S 40 R,

2 \'\\

> No—-—
0 . ' ' : : : :

N % Q Q o o o
Q- Q- N ™ ) D oP

Concentracion de PC3 (ug/mL)

Figura 10. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24 h de incubacion con PC3.
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El punto cuantico PC3 muestra un comportamiento dosis dependiente y
muy similar en ambas lineas celulares (Tabla 4, Figura 10), requiriéndose
concentraciones ligeramente superiores a 10 ug/mL para que se produzca una
reduccion de la viabilidad del 50 %. El efecto téxico similar en ambas lineas
celulares se pone también de manifiesto en sus valores de ICso, calculados a
partir de las correspondientes curvas dosis-respuesta: 12.5 pg/mL en Hela y 13.7
pug/mL en LLC-PK1.

Tabla 5. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24 h de incubacién con PC4.

Concentracion Viabilidad celular (% £ S.D.)
(ng/mL) Células Hela Células LLC-PK1
0.1 90+3 90+2
0.5 75+1 7512
2.5 53+1 58+2
10 46+ 1 39+1
40 46 + 2 23+1
100 35+£3 19+1
200 20+1 26+1
300 18+1 32+1
100 —o—Hela-229
g 80 El\ =
= \ —— LLC-PK1
o
% ) \—n\
B
S 40 \ .
E 20 J;&’;i
s i
0 : ' ' ' . . . '
L 2 \90 %Qo %00

Concentracion de PC4 (ug/mL)

Figura 11. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24h de incubacién con PC4.
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El comportamiento del punto cuantico PC4 es muy similar al de PC2. Las
curvas viabilidad/concentracidn de PC4 (Figura 11) practicamente se superponen
a bajas concentraciones (< 10 pg/mL), mientras que a concentraciones mayores
o iguales a 40 pg/mL, el efecto toxico frente a las células renales aumenta con
respecto al observado en Hela. También en este caso, en contra de lo esperado,
a concentraciones mayores de 100 pg/mL la viabilidad de las células renales
aumenta ligeramente.

Tabla 6. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24h de incubacion con PC5.

Concentracion Viabilidad celular (% £ S.D.)
(ng/mL) Células HeLa#  Células LLC-PK1
0.1 99+1 85+2
0.5 91+9 77 %2
2.5 78 +7 79+1
10 46+ 4 573
40 64 +9 372
100 65+ 3 24+1
200 58 + 6 241
300 44 + 9 30+1

# Valor medio de dos ensayos independientes

—o— Hela-229
100 -+
S —»— LLC-PK1
= 80 - -
8
=}
o 60 1
(8]
3 )l
8 40 . 1
s o
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>
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Concentracién de PC5 (pug/mL)

Figura 12. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24h de incubacion con PC5
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Como se muestra en la Tabla 6 y Figura 12 a concentraciones bajas PC5 es
poco citotdxico en ambas lineas celulares. En la linea celular LLC-PK1 se observa
el comportamiento regular esperado: la viabilidad va disminuyendo a medida
que se incrementa la concentracion de PC. Este mismo comportamiento se
observa en la linea celular Hela hasta una concentracién de 10 pug/mL, en donde
alcanza un minimo de viabilidad y, sin embargo, a concentraciones superiores la
citotoxicidad parece disminuir. Este incremento de la viabilidad celular a
concentraciones elevadas, podria relacionarse con un incremento significativo en
el estado de agregacién y con una menor internalizacidn de las nanoparticulas.

El valor de ICs, calculado para la linea celular LLC-PK1, es 16.2 pg/mL.

Tabla 7. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24h de incubacion con PC6.

Concentracion Viabilidad celular (% + S.D.)
(ng/mL) Células HeLa#  Células LLC-PK1
0.1 99+2 93+3
0.5 94+9 91+3
2.5 915 84 +2
10 679 801
40 47+ 8 77 £ 1
100 403 521
200 391 331
300 371 351

# Valor medio de dos ensayos independientes
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Figura 13. Viabilidad de las células HelLa-229 y LLC-PK1 tras 24h de incubacién con PC6.

En la Tabla 7 y Figura 13 se observa que el punto cuantico PC6 muestra un
comportamiento dosis dependiente. A bajas concentraciones no es citotéxico y
la viabilidad va disminuyendo a medida que se incrementa la concentracion,
siendo menos citotoxico en la linea celular LLC-PK1 (ICso, 70 pug/mL) que en la
linea celular Hela (I1Csp 11.7 pg/mL).

Como ya se ha comentado previamente (Capitulo 1), el efecto téxico de las
nanoparticulas es dependiente de la linea celular utilizada, ya que cada linea
posee un mecanismo endocitdtico propio y requiere un medio de cultivo
especifico. Por otra parte, los PCs aqui descritos no estan especificamente
conjugados, de modo que una vez dispersos en el medio de cultivo podrian
establecer interacciones, en mayor o menor medida, con proteinas y otras
biomoléculas existentes en el mismo, ¥ modificando asi de forma diferente
sus propiedades.

8 . Lai, J.-Ch. Jin, Z.-Q. Xu, P. Mei, F.-L. Jiang, Y. Liu, Chemosphere, 135 (2015) 240.

°. Liu, R. Hu, J. Liu, B. Zhang, Y. Wang, X. Liu, W.-Ch. Law, L. Liu, L. Ye, K.-T. Yong, Mat. Sci. Eng. C,
57 (2015) 222.

o Wang, X. Jiang, Appl. Mater. Interfaces, 5 (2013) 1190.
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Los efectos toxicos observados en las células renales LLC-PK1 son los
esperados, al menos en parte, teniendo en cuenta la composicién de los PCs. Asi
los PCs mas citotdxicos son PC1 y PC2, ambos constituidos Unicamente por un
nucleo CdTe. El recubrimiento de PC2 con una coraza ZnS para dar PC5 y CdS
para dar PC6 incrementd, como era de esperar, * el valor de ICso: 1.3 pg/mL para
PC2y 16.2 ug/mLy 70 pg/mL para PC5 y PC6, respectivamente.

La mayor toxicidad de PC5 con respecto a PC6, en contra de lo esperado,
podria relacionarse con una menor estabilidad de PC5, derivada de la naturaleza
de la coraza ZnS (rdpida formaciéon y mayor discordancia en los parametros de
red”®) y de la presencia del ligando DMSA (facil descomposicién) en su
recubrimiento.

Respecto a los puntos cuanticos PC3 (ICsg, 12.5 pg/mL) y PC4 (ICsq, 3.2
ug/mL), ambos preparados a partir de ndcleos TGA-CdTe, se observéd un efecto
citotdxico ligeramente menor para PC3, lo que de nuevo podria estar
relacionado con la diferente naturaleza de los ligandos utilizados en el
recubrimiento (DMPS en PC3 y DMSA en PC4).

También cabe destacar que a concentraciones elevadas dejan de
observarse diferencias en el comportamiento de los distintos PCs, lo que esta de
acuerdo con que su toxicidad no puede atribuirse solamente a la liberacién de
Cd(Il), y que otros mecanismos, como la liberaciéon de especies de oxigeno

reactivas (ROS), deben de estar involucrados.***’

La relacion entre la composicién y el efecto toxico de los PCs en la linea
celular Hela no es tan clara, no existiendo grandes diferencias entre ellos. Este
comportamiento similar podria ser debido a una mayor interaccidon con las

"y, Song, D. Feng, W. Shi, X. Li, H. Ma, Talanta, 116 (2013) 237.

2y, Su, Y. He, H. Lu, L. Sai, Q. Li, W. Li, L. Wang, P. Shen, Q. Huang, Ch. Fan, Biomaterials, 30 (2009)
19.

37, Yuan, P. Yang, Mater. Res. Bull., 48 (2013) 2640.

K. C. Nguyen, W. G. Willmore, A. F. Tayabali, Toxicol., 306 (2013) 114.

3y, Su, M. Hu, Ch. Fan, Y. He, Q. Li, W. Li, L. H. Wang, P. Shen, Q. Huang, Biomaterials, 31 (2010)
4829.

g ). Cho, D. Maysinger, M. Jain, B. Réder, S. Hackbarth, F. M. Winnik, Langmuir, 23 (2007) 1974.

7, Lovric, S. J. Cho, F. M. Winnik, D. Maysinger, Chem. Biol., 12 (2005) 1227.
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proteinas del medio de cultivo, que posibilita que finalmente la superficie de los
diferentes PCs sea andloga en todos los casos; si bien, al igual que en la linea
celular LLC-PK1, PC3 y PC6 parecen ser menos citotoxicos.

La toxicidad de los PCs en la linea celular Hela es, en general, comparable
a la de los sistemas previamente estudiados, MPA-CdTe/CdS? y MPA-CdTe.*®

5.2.1.2 Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia

Una vez realizados los ensayos de citotoxicidad, se llevaron a cabo
estudios de microscopia confocal de fluorescencia para analizar la posible
internalizacidon celular de los PCs y los posibles cambios morfoldgicos que
experimentan las células en su presencia. Las imagenes obtenidas tras la
incubacién de las células durante 90 min (o 2 h con PC1) en presencia de 40
pg/mL de los diferentes PCs, se muestran en las Figuras 14 a 25. Para cada PC y
linea celular se adjuntan las proyecciones maximas del canal del PC y del canal
de la phalloidina utilizada para teiir la célula (Bodipy Phalloidine o Alexa Fluor),
junto con una superposiciéon de ambos canales (merge). Se muestran también
proyecciones ortogonales ilustrando la localizacion de los PCs en el interior
celular.

Las Figuras 14 y 15 corresponden a imagenes de las células control tefiidas
con Bodipy Phalloidine y Alexa Fluor, respectivamente.

18 ). Wang, N. Li, F. Shao, H. Han, Sensor. Actuat. B: Chem., 207 (2015) 74.
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(a) Hela (b) LLC-PK1

Figura 14. Imagenes confocal (proyeccién maxima) del control en células Hela (a) y LLC-
PK1 (b) tefiidas con Bodipy (escala 20 pm).

(a) Hela (b) LLC-PK1

Figura 15. Imagenes confocal (proyeccién maxima) del control en células Hela (a) y LLC-
PK1 (b) tefiidas con Alexa-Fluor (escala 20 um).
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(b) LLC-PK1

(a) Hela

PC1

Bodipy

Merge

Figura 16. Imagenes confocal (proyeccion maxima) de células Hela (a) y LLC-PK1 (b)
después de 2 h de incubacidn con PC1 (escala 20 um).
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Figura 17. Imagenes confocal mostrando la internalizacién de PC1 en células Hela (escala
10 um) (a) y en LLC-PK1 (escala 20 um) (b).
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(a) Hela (b) LLC-PK1

PC2

Alexa Fluor

Figura 18. Imagenes confocal (proyeccion maxima) de células Hela (a) y LLC-PK1 (b)
después de 90 min de incubacion con PC2 (escala 20 um).
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Figura 19. Imagenes confocal mostrando la internalizacién de PC2 en células Hela (a) y
LLC-PK1 (b) (escala 20 um).
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(a) Hela (b) LLC-PK1

PC3

Alexa Fluor

Merge

Figura 20. Imagenes confocal (proyeccion maxima) de células Hela (a) y LLC-PK1 (b)
después de 90 min de incubacion con PC3 (escala 20 um).
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Figura 21. Imagenes confocal mostrando la internalizacién de PC3 en células Hela (a) y
LLC-PK1 (b) (escala 20 pum).
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(a) Hela (b) LLC-PK1

Alexa Fluor PC5

Merge

Figura 22. Imagenes confocal (proyeccion maxima) de células Hela (a) y LLC-PK1 (b)
después de 90 min de incubacion con PC5 (escala 20 um).
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XZ *

Figura 23. Imagenes confocal mostrando la internalizacién de PC5 en células Hela (a) y

LLC-PK1 (b) (escala 20 um).
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(a) HelLa (b) LLC-PK1

Alexa Fluor PC6

Merge

Figura 24. Imagenes confocal (proyeccion maxima) de células Hela (a) y LLC-PK1 (b)
después de 90 min de incubacion con PC6 (escala 20 um).
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Figura 25. Imagenes confocal mostrando la internalizacién de PC6 en células Hela (a) y

PK1 (b) (escala 20 um).

LLC-
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Estas imdgenes indican que, en las condiciones ensayadas, no se
produjeron cambios significativos en la morfologia celular. Los puntos rojos
fluorescentes observados revelan que las nanoparticulas conservan, en buena
medida, las propiedades dpticas mostradas en disolucion.

Las proyecciones ortogonales sugieren que se ha producido la
internalizacidn de los PCs en ambas lineas celulares y muestran su distribuciéon
en el espacio intracelular. Todos los PCs se situan, principalmente, en la regidn
perinuclear (Figuras 17, 19, 21, 23 y 25). Esta distribucién no homogénea podria
ser, en parte, la responsable de la mayor toxicidad asociada a los PCs respecto a

% el cual se distribuye homogéneamente en el

la provocada por Cd(ll) libre,’
citoplasma. La baja densidad de los PCs observada en las células renales LLC-PK1
podria atribuirse a un incremento del estado de agregacién que dificultaria su
internalizacién, o a que un elevado grado de dispersién en el citoplasma y su

pequefio tamafo impidan su visualizacion.

Si bien la mayor parte de las imdgenes muestran una localizacién de los
PCs en la regidn perinuclear, las Figuras 18a y 19a son compatibles con la
presencia de PC2 en el nucleo de las células Hela. Esta localizacion podria estar
relacionada con su menor tamafio y mediada por la interaccion entre las
nanoparticulas, negativamente cargadas, y las histonas, cargadas
positivamente.?

5.2.1.3 Imagenes de microscopia electronica de transmision

Para evaluar los posibles cambios morfoldgicos inducidos por los PCs se
examind la ultraestructura de células Hela y LLC-PK1 mediante microscopia
electrénica de transmisién. Tal y como se describe en la parte experimental, las
células se incubaron en presencia de 40 y 250 pg/mL de PC2 durante 90 min.

19 N. Chen, Y. He, Y. Su, X. Li, Q. Huang, H. Wang, X. Zhang, R. Tai, Ch. Fan, Biomaterials, 33 (2012)
1238.

2 Williams, J. Conroy, Y. Volkov, Biocompatibility and Cellular Localisation of CdTe quantum dots
en Cadmium Telluride Quantum Dots. Advances and Applications, Ed. J. F. Donegan, Y. P.
Rakovich, CRC Press, Taylor & Francis Group, LLC, Boca Raton, FL (2013).
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A 40 pg/mL no se observaron cambios significativos, en concordancia con
los resultados de su baja citotoxicidad, a tiempos cortos incubacién, y con las
imagenes de microscopia confocal de fluorescencia. Las imagenes que se
muestran en las Figuras 26 a 31 corresponden a la concentracién mas alta, 250
pug/mL de PC2.

Figura 26. Imagen TEM del control en la linea celular HeLa con una ampliacion de las
mitocondrias (escala 300 nm). C = citoplasma, N = ntcleo, n = nucleolo,
m = mitocondria, c = cromatina.

En la Figura 26 se muestra una célula Hela control con el nucleo en la
parte inferior, con la cromatina fina e islotes de cromatina densa pegados a la
membrana nuclear, un nucleolo grande y una invaginacién en la que se pueden
observar mds claramente los poros de la membrana. El citoplasma estd ocupado
por ribosomas (granulado fino) y vesiculas que, en su mayoria, son mitocondrias,
alguna de las cuales ha perdido parte de sus crestas en el procesado de la
muestra, tal como se observa en la ampliacion de la Figura 26.
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Figura 27. Imagen TEM de células Hela incubadas con PC2 (escala ampliacién 200 nm).
C = citoplasma, N = nucleo, m = mitocondria.

Figura 28. Imagen TEM de células Hela incubadas con PC2 (escala 500 nm).
C = citoplasma, N = nucleo, m = mitocondria.
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En las Figuras 27 y 28 se muestran imagenes de células tratadas con PC2
cuyo nucleo y cromatina tienen caracteres similares al control. Nétese que el
contenido vesicular del citoplasma es mucho mas elevado. La zona perinuclear
estd ocupada por estructuras ovales y electrodensas, en cuyo interior se
observan restos de crestas mitocondriales y un contenido granular denso
compatible con la presencia de PC2. En ambas figuras, se observan también
pequefias vesiculas lisosémicas rodeadas de membrana (sefialadas con flechas),
qgue contienen cimulos de particulas, probablemente puntos cuanticos.

Figura 29. Imagen TEM del control en la linea celular LLC-PK1. C = citoplasma, N = nucleo,
n = nucleolo, m = mitocondria, ¢c = cromatina, mv = microvilli.

En la imagen TEM de una célula renal control (Figura 29) se observa la
presencia del ndcleo a la izquierda con un gran nucleolo, cromatina fina e islotes
de cromatina adheridos a la membrana con espacios de poro entre ellos. La
membrana celular, en su mayor parte de contorno liso, muestra la presencia de
microvilli. El citoplasma es rico en ribosomas (grano fino), contenido
mitocondrial disperso y abundancia de vesiculas de distinto tamafio y forma.
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200 nm). C = citoplasma, N = nucleo, fm = figuras mielinicas

Las Figuras 30 y 31 muestran imagenes TEM de células renales LLC-PK1
tratadas con PC2. La Figura 30, en la concavidad nuclear presenta un sistema de
vesiculas de contorno irregular con figuras mielinicas y contenido granular de
alta densidad (ver ampliaciones) con un tamafio comprendido entre 2.5y 6 nm,
compatible con la presencia de PC2. El componente mitocondrial es abundante,
se mantiene la presencia de crestas y, al contrario que en las células Hela
tratadas, no presentan densidades incrementadas (Figura 31a). Sin embargo, se
detecta la presencia de vesiculas lisosémicas con membrana (sefialadas con
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flechas), que son similares a las encontradas en células Hela, de contenido
granular electrodenso, también compatibles con la presencia de PCs

Figura 31. Imagen TEM de células LLC-PK1 incubadas con PC2 (escala 200 nm).
m = mitocondrias

5.2.2 Estudios in vivo

5.2.2.1 Ensayos de mortalidad en pez cebra

Para los estudios in vivo se seleccionaron los PCs que mostraron la mayor
citotoxicidad, PC1 y PC2, y el PC que resulté ser menos toxico frente a las células
renales, PC6. Inicialmente se analizé la toxicidad de PC1, en agua de dsmosis no
tratada, tal como se indica en la parte experimental, a concentraciones entre 1y
250 pg/mL. Los ensayos posteriores con PC2 y PC6 se llevaron a cabo en agua de
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désmosis tratada con Aquadur, con el fin de incrementar su dureza. En estas
condiciones disminuyd la solubilidad de PC2, por lo que las disoluciones fueron
filtradas y la concentracidon del filtrado se calculé a partir de los datos de

absorbancia.
El porcentaje de mortalidad y la fraccidn de supervivencia de los

embriones, a cada concentraciéon empleada, durante todo el periodo del ensayo
(4 dias), permitieron hacer un analisis de la toxicocinética de los PCs estudiados.

En las Tablas 8 a 10 se recoge el % de mortalidad a las diferentes
concentraciones ensayadas de cada uno de los PCs y en las Figuras 32 a 34 la

fraccidon de supervivencia.

Tabla 8. Mortalidad de los embriones de pez cebra en presencia de PC1.

Concentracion Mortalidad (%)*
pg/ml nM 24 h.p.f 48 h.p.f 72 h.p.f 96 h.p.f
1 6.4 0 0 0 0
5 32 8.33 8.33 8.33 8.33
10 64 11.67 11.67 11.67 23.33
15.625 100 10 13.75 13.75 46.25
20 128 8.33 15 21.66 71.67
31.25 200 6.25 35 50 90
62.5 400 10 70 92.5 100
125 800 10 52.5 100 100
250 1600 125 72.5 100 100

*Valor medio de cuatro ensayos independientes.
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Fraccion de supervivencia
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Figura 32. Fraccion de supervivencia de los embriones de pez cebra en presencia de PC1.

Como se observa en la Tabla 8 y la Figura 32, la mortalidad de los
embriones de 24 h.p.f. en presencia de la concentracién mas alta de PC1 (250
ug/mL), es tan solo ligeramente superior al 10 %. Sin embargo, en los embriones
de 48 h.p.f. a las concentraciones mas elevadas (mayores a 31.25 pg/mlL) la
mortalidad aumenta bruscamente, siendo en todos los casos superior al 50 % y a
las 72 h.p.f. se alcanza o aproxima al 100 %. A concentraciones menores a 31.25
pg/mL la mortalidad se mantiene practicamente constante hasta las 72 h.p.f, y a
las 96 h.p.f., dependiendo de la concentracién, la mortalidad aumenta en mayor
o0 menor medida.
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Tabla 9. Mortalidad de los embriones de pez cebra en presencia de PC2.

Concentracion Mortalidad (%)*

(nM) 24h.pf 48h.p.f 72h.pf 96 h.p.f
35 3.75 3.75 5 7.5
70 7.5 7.5 8.75 11.25
140 6.667 6.667 6.667 18.33
280 12.5 12.5 13.75 20
560 18.75 18.75 21.25 76.25

1120 23.75 23.75 23.75 80

2240 40 40 40 98.33

*Valor medio de cuatro ensayos independientes
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Figura 33. Fraccion de supervivencia de los embriones de pez cebra en presencia de PC2.
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La mortalidad de los embriones de 24 h.p.f. en presencia de las
concentraciones de PC2 mas elevadas (mayores a 140 nM) supera en todos los
casos el 10 %, alcanzandose un valor del 40 % a la concentracién mas alta. Esta
mortalidad se mantiene constante hasta las 72 h.p.f. y a las 96 h.p.f. aumenta
considerablemente en las concentraciones mas elevadas (0.56-2.24 uM), hasta
alcanzar el 98 % a 2.24 M.

Tabla 10. Mortalidad de embriones de pez cebra en presencia de PC6.

Concentracion Mortalidad (%)*
pg/mi nM 24 h.pf 48h.pf 72h.p.f 96h.p.f
125 575 3.33 3.33 3.33 10
250 1150 8.33 8.33 8.33 10
500 2300 5 5 5 6.67
750 3450 17.50 17.50 17.50 36.25
1000 4600 18.75 18.75 18.75 31.25

*Valor medio de cuatro ensayos independientes.

Fraccion supervivencia

0 24 48 72 96
Tiempo (h)
e ¢@®e ¢ Control e 125 pg/mL #r== 250 pg/mL

=== 500 pug/mL it 750 pug/mL === 1000 pug/mL

Figura 34. Fraccion de supervivencia de embriones de pez cebra en presencia de PC6.
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Ensayos de toxicidad

Los ensayos preliminares con PC6 mostraron una baja toxicidad por lo
que, finalmente, se analizaron solo 5 concentraciones entre 125 y 1000 ug/mL.

Aunque la concentracién mas alta ensayada es muy elevada, no se alcanzé el 100
% de mortalidad.

Con las dos concentraciones mas elevadas de PC6 (superiores a 500
pg/mL, concentracién que no se alcanzdé en ninguno de los otros PCs) la
mortalidad para los embriones de 24 h.p.f se aproxima al 20 %, para luego
mantenerse constante y alcanzar a las 96 h.p.f. un valor en torno al 30 %.

Una vez analizada la toxicocinética, la representacién de las curvas de
% mortalidad/concentracion (Figura 35) permitio calcular, para PC1 y PC2, los
valores de LCsq y el parametro b (Tabla 11). LCsy es la concentracion que provoca
la muerte del 50 % de los individuos expuestos con respecto al grupo de control.
El parametro b, pendiente de la recta transformada mediante el método Probit a
partir de la curva % mortalidad/concentracion, es un parametro importante para
determinar la toxicidad concentracion-dependiente de una sustancia, ya que
cuanto mas alto es este valor, mas aumenta la mortalidad para un mismo
incremento de la concentracion.

100+, 100
T i 3
2504 = 50
=] ; Q
= 4 =
ok a ; 0 =t é
1 10 100 100 1000
Concentracidn (mg/L) Concentracién (nM)

Figura 35. Curvas % mortalidad/concentracién para PC1y PC2.
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Tabla 11. Pardmetros toxicoldgicos para PC1y PC2.

PC LCso (M) b
PC1 95.96 3.816
PC2 480.25 2.768

Segun el valor obtenido para la LCso, expresada en concentracién molar,
PC1 es mds toéxico que PC2. Dado que ambos PCs estan formados por un nucleo
CdTe, la diferencia existente en su toxicidad podria estar relacionada con los
ligandos utilizados en el recubrimiento. Mientras que PC1 solo contiene DMPS,
PC2 contiene ademas TGA. La adicion conjunta de ambos ligandos parece influir
en su recubrimiento, tal y como se comentd en el Capitulo 1, en su mayor
estabilidad y, por lo tanto, en su menor toxicidad.

Cuando se compara el parametro b de ambos PCs, la pendiente de la recta
transformada para PC1 es aproximadamente 1.4 veces mayor que la de PC2, lo
que significa que, para un mismo aumento de la concentracion, la mortalidad
inducida por PC1 en embriones de pez cebra es 1.4 veces mayor que la inducida
por PC2.

Al igual que se observd en los ensayos celulares, el recubrimiento de PC2
con una coraza CdS para formar PC6, disminuyd considerablemente la toxicidad.
Teniendo en cuenta que se ensayaron concentraciones muy altas de PC6 y que la
mortalidad maxima obtenida fue de un 30 %, puede decirse que, practicamente,
este punto cuantico no es téxico.

5.2.2.2 Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia

Para el punto cudntico PC6 se realizd un ensayo preliminar de su
internalizacién y distribucién en embriones de pez cebra mediante microscopia
confocal de fluorescencia. Para ello se tomaron imdagenes de diferentes
embriones expuestos a 1000 pg/mL de PC6 a las 24, 48, 72 y 96 h.p.f.
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Ensayos de toxicidad

Las imagenes obtenidas se muestran en las Figuras 36 a 40, adjuntandose
en todos los casos la proyeccion maxima del canal del PC, la del canal del pez
cebra y una superposicion de ambos canales (merge). A efectos comparativos se
incluye una imagen de un embrion no tratado de 96 h.p.f. (Figura 36).

Campo brillante Merge

Figura 36. Imagen confocal del control: embrién de 96 h.p.f (escala 150 um).
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PC Campo brillante Merge

Figura 37. Embrion de pez cebra de 24 h.p.f expuesto a PC6 (escala 150 um).

Campo brillante

Figura 38. Embrion de pez cebra de 48 h.p.f expuesto a PC6 (escala 150 um).
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PC Campo brillante Merge

Figura 39. Embridn de pez cebra de 72 h.p.f expuesto a PC6 (escala 150 uM).
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Campo brillante Merge

Figura 40. Embridn de pez cebra de 96 h.p.f expuesto a PC6 (escala 150 uM) .

El embridn de 24 h.p.f expuesto a 1000 pg/mL de PC6 no muestra la
internalizacidn de las nanoparticulas (Figura 37). Sin embargo, tras la eclosién se
observa, tanto a las 48 (Figura 38) como a las 72 h.p.f. (Figura 39),
internalizacién y localizacién de PC6 en el sistema circulatorio del embrién.

En la imagen tomada a 96 h.p.f. (Figura 40), la cantidad de punto cuantico
que se observa es mucho mayor localizdndose, probablemente en el tubo
digestivo, lo que esta en concordancia con los estudios realizados por Duan y
col.! en PCs CdTe recubiertos de GSH y Cys.

2, Duan, Y. Yu, Y. Li, Y. Yu, Y. Yu, Y. Li, P. Huang, X. Zhou, S. Peng, Z. Sun, J. Nanopart. Res., 15
(2013) 1700.
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Conclusiones

1.

El control estricto de las relaciones molares Cd:DMPS:Te y del pH, del
grado de dilucién y de los volimenes empleados permitié la formacion y
estabilizacion, en disolucién acuosa, de puntos cuanticos DMPS-CdTe
(PC1). Si bien el control de todos estos factores resulté determinante, la
mayor dificultad de la sintesis residié en encontrar las relaciones molares
Optimas de los precursores, ya que ninguno de los PCs CdTe descritos
hasta el momento se habia estabilizado a relaciones molares Cd/ligando y
Cd/Te tan elevadas como las necesarias en este caso. En condiciones
Optimas, el rendimiento cudntico de estas nanoparticulas es del 10 %.

El empleo conjunto de DMPS y TGA como ligandos estabilizadores
permitié preparar PCs mixtos TGA:-DMPS-CdTe (PC2) con mejores
propiedades Opticas que las de PC1. Asi, en todas las relaciones molares
ensayadas, se obtuvieron nanoparticulas fluorescentes. Las mejores
propiedades se alcanzaron cuando se utilizé una relacion molar
Cd:DMPS:TGA:Te de 1:0.6:0.3:0.19, mostrando los PCs formados un
rendimiento cudntico en torno al 50 %.

Tratando de reducir la toxicidad y mejorar las propiedades de los PCs
preparados, se abordd su recubrimiento mediante una coraza de ZnS.
Todos los intentos para preparar PCs nucleo/coraza CdTe/ZnS a partir de
PC1 y PC2 empleando DMPS y ZnCl, como precursores, resultaron
infructuosos, formandose en todos los caso un sélido blanco no
fluorescente y muy poco soluble. Sin embargo, cuando se emplearon
nucleos TGA-CdTe fue posible aislar PCs TGA-CdTe/DMPS-ZnS (PC3) con
un rendimiento cuantico en torno al 20 %. Estos nucleos TGA-CdTe
también permitieron la formacion de PCs CdTe/ZnS utilizando DMSA
como ligando en la formacion de la coraza. Las nanoparticulas formadas,
TGA-CdTe/DMSA-ZnS (PC4), muestran propiedades &pticas similares a
PC3. De forma analoga, partiendo de una disolucién coloidal de PC2 y
utilizando como precursores DMSA y ZnCl, se obtuvieron PCs TGA-DMPS-
CdTe/DMSA-ZnS (PC5) con un rendimiento cuantico que duplica el de los
nucleos de partida.
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4.

Finalmente, se prepararon PCs con coraza CdS TGA-DMPS-CdTe/DMPS-
CdS (PC6), mediante la adicion simultanea de disoluciones acuosas de
DMPS-CdCI, y Na,S sobre disoluciones coloidales de PC2. Al igual que PC5,
estas nanoparticulas con coraza duplican el rendimiento cuantico de PC2.

Las propiedades dpticas de todos los puntos cudnticos preparados se
determinaron mediante espectroscopias UV-Vis y de fluorescencia, a
partir de cuyos espectros se pudieron calcular los desplazamientos de
Stokes, los rendimientos cudanticos y el tamafio de las nanoparticulas.
Mediante Espectroscopia IR-ATR se comprobdé la presencia de los ligandos
estabilizadores (TGA, DMPS y DMSA) y mediante fluorescencia de rayos X
se confirmé la formacion de las corazas de ZnS. La obtencién de imagenes
mediante microscopia electrénica de transmisién puso de manifiesto la
forma aproximadamente esférica de los PCs y permitid calcular, salvo para
PC4, la distribuciéon de tamafios. Estos oscilan entre los 2.78 nm
encontrados para PC2 y los 3.6 nm encontrados para PC1. La difraccion de
rayos X de polvo ayudd a confirmar la naturaleza del nucleo y la coraza y
permitié concluir que estos PCs cristalizan en una fase cubica tipo blenda.

El estudio sistematico del cambio experimentado por la fluorescencia de
las nanoparticulas preparadas en presencia de diversas sales metadlicas, a
diferentes concentraciones, permitié analizar su posible aplicacién como
sondas para la deteccidn dichos metales en disolucidon acuosa. Estos
cambios implicaron, generalmente, la desactivacion del PC y/o el
desplazamiento batacromico de la banda de emision. Un andlisis
preliminar del mecanismo por el cual se produce la desactivacién
mediante representaciones de Stern-Volmer, apunta a que ésta se origina,
mayoritariamente, por mecanismos complejos (mecanismos dinamico,
estatico y otros factores adicionales). Cuando fue posible, se realizd
también un anlisis de regresion lineal que permitié determinar el rango y
los limites de deteccidon y cuantificacidon, parametros que permitieron
hacer una primera evaluacién sobre la posible aplicacién de estas
nanoparticulas como sondas para metales.
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7.

10.

La fluorescencia de los PCs preparados se ve afectada, en mayor o menor
medida, por la presencia de los iones Ni(ll), Cu(ll), Ag(l), Hg(ll) y Pb(ll).
Estos cationes producen la desactivacion de la emisidon de los diferentes
PCs, excepto en el caso Ag(l), que a bajas concentraciones incrementa
ligeramente la intensidad de la fluorescencia de PC4 y PC1, y de Pb(ll) que
tiene un efecto andlogo sobre PC1.

Adicionalmente, algunos iones metdlicos producen un desplazamiento
hacia el rojo del maximo de emisién. Asi, para PC2 y PC3 en presencia de
Ag(l), dicho desplazamiento es ya apreciable antes de que se inicie el
decaimiento de la fluorescencia.

En general, los cationes metalicos que mayor reduccién de la emision
provocan son Hg(ll), con limites de deteccion que van de 4 nM para PC2 a
91 nM para PC4, y Cu(ll), con LODs que oscilan entre 18 nM para PC4 y
0,25 UM para PCl. Ademads, Ag(l) reduce de manera significativa la
fluorescencia de PC5 con un LOD de 18 nM y Ni(ll) de PC6, con un LOD de
11 nM. El ion Pb(ll) reduce en menor medida la fluorescencia de los PCs
preparados, siendo PC3 el que mayor sensibilidad presenta a este metal.

Mientras que los PCs que contienen DMPS como ligando estabilizante son
mucho mas sensibles a la presencia de Hg(ll), los PCs que poseen DMSA
formando parte de su recubrimiento lo son a Cu(ll). La presencia conjunta
de TGA y DMPS parece mejorar la sensibilidad a Ni(ll). Sin embargo, la
eleccién del ligando utilizado en el recubrimiento no parece ser un factor
determinante en la deteccién de Ag(l) y Pb(ll).

Los estudios in vitro ponen de manifiesto que los efectos citotdxicos
observados en la linea celular LLC-PK1 dependen de la composicidn de los
PCs, siendo PC1 y PC2 los mas citotodxicos. Tras la adicién sobre PC2 de las
corazas DMSA-ZnS (PC5) y DMPS-CdS (PC6) se produce, en ambos casos,
un aumento de la viabilidad celular, si bien la menor toxicidad
corresponde a PC6.
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11.

12.

Los PCs nucleo/coraza CdTe/ZnS, PC3 y PC4, también resultaron menos
citotéxicos que los puntos cuanticos CdTe, PC1 y PC2, y de nuevo el
recubrimiento con el ligando DMPS (presente en PC3) dio mejores
resultados que el recubrimiento con el ligando DMSA (en PC4).

En la linea celular Hela el comportamiento es menos sistematizable
resultando los puntos cuanticos PC3 y PC6 los menos citotdxicos.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de fluorescencia
de células Hela y LLC-PK1, incubadas de 1.5 a 2 h con 40 pg/mL de los PCs,
ponen de manifiesto que todos los PCs conservan, en buena medida, las
propiedades opticas mostradas en disolucién. En ambas lineas celulares,
las nanoparticulas atraviesan la membrana celular y se distribuyen en el
citoplasma, fundamentalmente en la regidn perinuclear. En la linea celular
Hela el punto cudntico mas pequefio, PC2, se localiza también,
probablemente, en el nicleo.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision
ponen de manifiesto que, tras la incubaciéon de ambos tipos de células
durante 90 min con 40 pg/mL de PC2, no se producen cambios
morfoldgicos significativos, cambios que si se originan cuando se incuban
con 250 pg/mL.

En la linea celular Hela, la presencia de PC2 afecta principalmente al
sistema mitocondrial, estando la zona perinuclear ocupada por
estructuras ovales y electrodensas en cuyo interior se aprecian restos de
crestas mitocondriales y un contenido granular compatible con Ia
presencia de PC2. Ademas, se observan también vesiculas lisosémicas con
cumulos de nanoparticulas.

En la linea celular LLC-PK1, el componente mitocondrial mantiene la
presencia de crestas y no presenta densidades incrementadas. Sin
embargo, se detectan, al igual que en la linea celular Hela, vesiculas
lisosdmicas de contenido granular electrodenso, y en la concavidad
nuclear un sistema de vesiculas de contorno irregular con contenido
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13.

14.

granular de pequefo tamafo y alta densidad, que puede asociarse a la
presencia de PC2.

Los estudios preliminares de toxicidad in vivo se llevaron a cabo mediante
ensayos de mortalidad en embriones de pez cebra, utilizando para ello los
puntos cuanticos que resultaron mas tdxicos (PC1 y PC2) y menos tdxicos
(PC6) in vitro. Los resultados obtenidos son, en lineas generales,
coherentes con los encontrados in vitro, poniendo de manifiesto que,
mientras PC1 y PC2 inducen una elevada mortalidad de los embriones,
ésta es muy reducida en el caso de PC6, de manera que estas ultimas
nanoparticulas pueden considerarse, en las condiciones ensayadas, no
toxicas.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de los embriones
de pez cebra incubados con elevadas concentraciones del punto cuantico
PC6 a diversos tiempos, ponen de manifiesto que éste conserva,
practicamente integras, sus excelentes propiedades Opticas tras su
biodistribucién en los sistemas circulatorio y digestivo.
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