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OBJETIVO

El objetivo del presente Trabajo de Fin de Master es llevar a cabo la sintesis de diversos
Carbon Dots empleando una sintesis hidrotérmica en horno de microondas, utilizando
para su sintesis compuestos orgdnicos ricos en nitrégeno que, ademas de actuar como
fuente de carbono, le confieran a los materiales una funcionalidad adecuada para

interaccionar con metales.

Las nanoparticulas sintetizadas por esta via se caracterizaran empleando técnicas de
microscopia y espectroscépicas. Asimismo, se estudiard el potencial que estos
compuestos ofrecen para su empleo como fases sensoras en la deteccién de metales

en muestras medioambientales.
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INTRODUCCION

En los dultimos afios los nanomateriales luminiscentes han sido estudiados
intensamente debido al elevado potencial que poseen en su empleo como sensores,
agentes de bio-imagen, administracién de farmacos y otras aplicaciones biomédicas.
Entre ellos los puntos de carbono, también llamados Carbon Dots (C-Dots), han atraido
la atencidon debido a su baja toxicidad, bajo coste, alta estabilidad quimica,

biocompatibilidad, facilidad de sintesis y funcionalizacién.

1. Nanoparticulas de carbono

La familia de materiales de carbono en escala nanométrica contempla una amplia
diversidad de formas, tratdndose ademas de un area en rapido desarrollo tanto a nivel

de investigacion como a nivel de aplicacién. ¥/

En la actualidad se conocen diversos tipos de nanoestructuras basadas en carbono,
tales como el grafeno, los puntos de carbono (carbon dots), nanotubos de carbono,

onion dots, etc. ?

El grafeno estda formado por atomos de carbono dispuestos en una lamina

bidimensional (2D) siguiendo en una estructura hexagonal regular.

Los nanotubos de carbono, por su parte, se caracterizan por ser moléculas tubulares
de didmetro nanométrico. En funcién de su grado de enrollamiento se distinguen dos
tipos de nanotubos: los nanotubos de pared simple (SWCNT), formados por una Unica
capa cilindrica de grafeno, y los nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT),
gue contienen una serie de capas cilindricas de grafeno concéntricamente anidadas

con un didmetro de entre 10y 20 nm y un espaciamiento entre capas de 3’4 A. @



Figura 1. Nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) y nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNT)

Los Carbon Dots (C-Dots), también llamados puntos de carbono, son nanoparticulas
luminiscentes cuasiesféricas de carbono. Presentan ventajas tales como una excelente
solubilidad en agua, estabilidad quimica y fotoestabilidad, luminiscencia multicolor,
baja toxicidad y una buena permeabilidad celular, por lo que ofrecen multitud de
aplicaciones en el campo de la biologia celular, bioimagen, administracién de

farmacos, biosensores,etc.

Por su parte los Onion Dots (ODs) consisten en una agrupaciéon de conchas de carbono
esféricas (fullerenos) cerrados de forma concéntrica alrededor de un nucleo hueco,

con didmetros que oscilan entre los 3 y los 50 nm. (4%

El presente Trabajo de Fin de Master se centrara en llevar a cabo la sintesis de C-Dots a

partir de diferentes sustancias de partida y de ODs a partir de productos naturales.

1.1.Carbon Dots

El descubrimiento accidental de C-Dots durante la separacidon y purificacién de
nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTs) por Xu et al. en 2004 (©
desencadend una gran cantidad de estudios posteriores con el fin de explorar sus

propiedades luminiscentes.

Debido a que los diferentes parametros de reaccién que intervienen en la sintesis de
estas nanoparticulas pueden alterar las propiedades de los C-Dots obtenidos, a lo largo

de estos afios se han probado diversos materiales de partida asi como diferentes



métodos de sintesis. Las vias de sintesis de estos compuestos pueden agruparse en dos
grandes grupos, segun cual sea la fuente de carbono: una primera via que utiliza
moléculas simples para su sintesis y una segunda que emplea materiales naturales. La
primera via incluye procesos de sintesis como la exfoliacidn electroquimica (%%, el arco
de descarga ®?, o la ablacién laser/pasivacion (1012 entre los procedimientos
habituales de la segunda via pueden destacarse la combustion térmica o hidrotérmica,

la oxidacidn acida 318), o |a oxidacidon mediante microondas/ultrasonidos. (19-24)

En la Tabla 1 se muestran ejemplos de distintos precursores empleados junto a sus

respectivos métodos de sintesis.

Tabla 1. Distintos métodos de sintesis y precursores empleados en la sintesis de C-Dots

Precursores Método de sintesis Referencias
Glucosa + Triptéfano Microondas (700W) [19]
Liquidos idnicos Microondas (650W) [28]
Acido félico + etilenglicol Ultrasonidos / Calentamiento [29]
Acido L-glutamico Calentamiento [30]
Benzeno Arco plasma [31]
Acido citrico + polietilenimina | Pirdlisis [32]
Carbohidratos (glucosa, Tratamiento con 4cidos vy [33]
sacarosa,...) pasivacion aminica de |Ia
superficie

Acido Citrico + amoniaco Tratamiento hidrotérmico [14]
Acido citrico + hidrazina Tratamiento hidrotérmico [16]
Oxido de grafeno + H,0, + Tratamiento hidrotérmico [13]
NHs

Acido Citrico + L-Cisteina Tratamiento hidrotérmico [34]

1.1.1. Composicidon

Los C-Dots estan constituidos fundamentalmente por tres elementos: carbono,

hidrogeno y oxigeno.



A lo largo de estos afios se ha estudiado la introduccion de diferentes heterodtomos en
la estructura de estos nanocompuestos con el objetivo de conferirles funcionalidades
adicionales. Por ejemplo, se sabe que el rendimiento cudntico de los C-Dots puede
mejorarse significativamente mediante la incorporacién de Nitrégeno a su estructura,
modificando de esta forma su reactividad quimica. Se han empleado multitud de
compuestos nitrogenados para sintetizar C-Dots, siendo generalmente los

aminoacidos, los péptidos y las proteinas los reactivos mas utilizados. (> 1925-27)

Como se indicé anteriormente, los C-Dots se sintetizan a partir de materiales naturales
(por ejemplo, varilla de grafito, hollin, negro de humo, etc.) o reactivos carbonosos
(etilenglicol, acido citrico, glucosa,...). Posteriormente se introdujeron otros métodos
de sintesis: microondas, combustion, métodos hidrotérmicos, etc., en los cuales
pueden incorporarse reactivos de pasivacion o dopaje durante el proceso de sintesis,
evitando de esta manera modificaciones adicionales y acelerando y simplificando el
proceso de sintesis. Cabe destacar que a menudo es dificil distinguir entre elemento de
dopaje y elemento de pasivacion, ya que los reactivos nitrogenados pueden servir

tanto como pasivante de superficie como fuente de nitrégeno.

1.2.0nion Dots

Tal y como se ha mencionado previamente, los ODs consisten en una agrupacion de
fullerenos cerrados de forma concéntrica alrededor de un nucleo hueco. Sus diametros
oscilan entre los 3 y los 50 nm dependiendo del método de sintesis: deposicidon
quimica de vapor utilizando catalizadores (15-50 nm) ©%, descarga de arco en
presencia de nanoparticulas de metal (3-30 nm) ), descarga de arco bajo el agua (4-
36 nm) ©7) irradiaciéon de electrones 3% 39 entre otras. Debido a su elevada area
superficial (30-500 m2/g), alta conductividad eléctrica (1-10 S/cm) y alta estabilidad
térmica este tipo de nanoparticulas tienen también una amplia aplicabilidad, desde el
almacenamiento de gas hasta células fotovoltaicas o catélisis, aplicaciones biomédicas,

etc. (40)



2. Fundamentos luminiscencia molecular

La fotoluminiscencia es el proceso por el cual los &tomos o moléculas emiten luz tras
haberse excitado previamente mediante la absorcidon de radiacién electromagnética,
como normal general, de mayor energia que la emitida. La emision de luz se produce

cuando las especies excitadas vuelven al estado fundamental.

En la Figura 2 se muestra el diagrama de Jablonski. Las lineas horizontales representan
los distintos niveles vibracionales de los diferentes niveles electrénicos: el singlete

fundamental, SO, los singletes excitados S1y S2 o el triplete excitado T1.
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Figura 2. diagrama de niveles de energia de una molécula fotoluminiscente
caracteristica

La fluorescencia se diferencia de la fosforescencia en que las transiciones electrénicas
gue producen la fluorescencia no llevan asociadas un cambio de espin del electrdn,
mientras que la fosforescencia si. Dado que el cambio en la multiplicidad como

consecuencia de la absorcidn de radiacién electromagnética estd prohibida por las



reglas de la mecédnica-cudntica, la fosforescencia presenta un tiempo de vida mas largo
que la fluorescencia, siendo del orden de milisegundos a segundos frente a los
nanosegundos habituales en la segunda. En practicamente todos los casos la emisién
fotoluminiscente (tanto fluorescencia como fosforescencia) es de mayor longitud de

onda que la radiacion empleada para su excitacion.

Una molécula excitada puede también volver a su estado fundamental mediante
procesos no radiantes, los cuales se conocen con el nombre de procesos de

desactivacion.

En disolucién, el exceso de energia vibracional se pierde como consecuencia de las
colisiones entre moléculas de las especies excitadas y el disolvente (conversion
externa). Cuando dos niveles vibracionales de dos estados electronicos diferentes
estan suficientemente préximos la molécula puede pasar de un estado electrdnico a
otro de mds baja energia sin emisién de radiacion (conversion interna). Si durante este
proceso se invierte el espin de un electrén excitado, produciendo un cambio en la

multiplicidad de la molécula, el proceso se denomina cruce entre sistemas.

El camino mas favorable hacia el estado fundamental es aquel que minimiza el tiempo
de vida del estado excitado. Asi, si la desactivacién por fluorescencia es mas rapida que
los procesos no radiantes, se observara esta emisién. Si por su parte, la desactivacion
no radiante tuviese una constante de velocidad mds favorable, la fluorescencia

desapareceria o seria menos intensa.

La fotoluminiscencia esta limitada a un ndmero relativamente pequefio de sistemas,
los cuales incorporan unas determinadas caracteristicas estructurales y ambientales
qgue hacen que la velocidad de estos procesos de desactivacidn se minimicen hasta el
punto de que la emision fluorescente o fosforescente pueda competir cinéticamente

con ellos.

En la actualidad, los métodos luminiscentes son ampliamente utilizados debido a sus
amplios intervalos de linealidad y a sus elevados limites de deteccién, del orden de los
ppb, entre uno y tres 6rdenes de magnitud inferiores a los que caracterizan a la

espectroscopia de absorcion.



DESARROLLO EXPERIMENTAL

1. Reactivos, disoluciones y protocolos

1.1.Reactivos

La albumina de suero bovino (BSA), el yoduro potasico, el acido citrico (AC), el cloruro
de europio hexahidratado, el nitrato de plata, el bromuro sddico, la tiroxina (Tx) y el L-
glutation (GSH) reducido fueron comprados a Sigma-Aldrich-Fluka. El nitrato de
mercurio (ll), el sulfato ferroso heptahidratado, el bicarbonato sédico y el nitrato
sddico fueron adquiridos a Merck y el nitrato de calcio tetrahidratado a Panreac. El
sulfito sddico, el sulfato de manganeso, el nitrato de cadmio tetrahidratado, el nitrato
de cobalto (ll), el nitrato sodico, el nitrito sédico son Probus. El hidréxido sddico, el
nitrato férrico, el cloruro sédico, el nitrato de cobre (ll) son Prolabo. Las disoluciones

madre y sus correspondientes diluciones se realizan con agua destilada.

1.2. Disoluciones

Diariamente se preparan disoluciones de BSA 10*M, KI 5M y Na;SOs; 2M por pesada

directa, dilucién y enrase en un matraz aforado.

Las disoluciones metalicas de Fe(NOs)s, Cu(NOs3)2, Co(NOs)2, Cd(NO3)2-4H,0., Hg(NO3),,
Ca(NO3)2-4H,0, NaNOs, AgNO3, FeS0O4-6H,0 y MnSO4 se prepararon en concentracion
1M por pesada directa de la cantidad necesaria de la sal y su disolucién en agua
destilada. La disolucién de EuCls-6H,0 se prepard en concentracién 0,1M por el mismo

procedimiento.

Para el estudio de reactividad con distintos aniones, se prepararon disoluciones de
sulfito sodico, cloruro sddico, nitrito sédico, bromuro sdédico, hidréoxido soédico,
bicarbonato sddico y nitrato sédico en concentracién 1M por pesada directa de las

sales y posterior disolucidn y enrase en agua destilada.



1.3. Protocolo de sintesis de nanoparticulas de carbono y Onion dots

1.3.1. Nanoparticulas de albumina

Se sintetizaron cuatro tipos de nanoparticulas de BSA segun estuvieran modificadas

con tiroxina, yoduro potdsico, sulfato de manganeso o cloruro de europio.

Tras la pesada de los reactivos correspondientes, los cuales se muestran en la Tabla 2
para cada tipo de nanoparticula, se anadieron 25 mL de agua MiliQ, realizdndose
seguidamente una disolucién manual de todas ellas. Posteriormente se sonicaron
durante 10 minutos y se introdujeron en recipientes herméticos en el microondas a
750 W durante 5 minutos, aplicandosele una rampa desde temperatura ambiente
hasta 1802C en el primer minuto y manteniéndose constante a esta temperatura
durante los 4 minutos posteriores. En todos los casos se obtienen disoluciones
trasllcidas con una ligera tonalidad amarilla, excepto en el caso de la disolucion 3a
(5% Tx), la cual presentéd una ligera turbidez. Las disoluciones obtenidas fueron

dializadas durante 48 horas frente a agua destilada.

Tabla 2. Nanoparticulas de BSA sintetizadas

a) Tiroxina

Tiroxina (g) BSA (g) Acido Citrico (g H.O-MiliQ (mL)
0% - 0’500 1 25
1% Tx 0’005 0’495 1 25
5% Tx 0’025 0’475 1 25

10



b) KI

Ki (g)
0% -
“1% KI” 4’27x103
“5% KI” 0’021
25% Kl 0125
c) Manganeso
Mn (g)
0% -
1% Mn 0’005
5% Mn 0’025
10% Mn 0’050
15% Mn 0’075
20% Mn 0’100

BSA (g)
0’500
0’495
0’475

0’375

BSA (g)
0’500
0’495
0’475
0’450
0’425

0’400

Acido Citrico (g)

1

Acido Citrico (g)

1

H20-MiliQ (mL)

25

25

25

25

H.0-MiliQ (mL)

20

20

20

20

20

20

En este caso, con el objetivo de concentrar las nanoparticulas sintetizadas se redujo el

volumen de H,0 afiadido a 20 mL.

d) Europio
Eu (g)
0% -
1% Eu 0’005
5% Eu 0’025
20% Eu 0’100

BSA (g)
0’500
0’495
0’475

0’375

Acido Citrico (g)

1

H,0-MiliQ (mL)

20

20

20

20

11



1.3.2. Nanoparticulas de glutation

a) Sintesis 1

Al igual que en el caso de las nanoparticulas sintetizadas a partir de albumina se
pesaron previamente todos los reactivos sdlidos, afiadiéndose en este caso solamente
10 mL de agua MiliQ, con el objetivo de conseguir una cantidad todavia mads
concentrada de nanoparticulas. Las disoluciones obtenidas se sonicaron durante 10
minutos y se introdujeron en el microondas a 750 W durante 35 minutos,
aplicdndosele una rampa desde temperatura ambiente hasta 180 2C en los primeros
20 minutos y manteniéndose constante a esta temperatura durante los 15 minutos
posteriores. Las disoluciones obtenidas se dializaron durante 48 horas. En todos los

casos se obtuvieron disoluciones translicidas con una fuerte tonalidad amarilla.

Tabla 3. Nanoparticulas de BSA sintetizadas

Mn (g) Glutation (g)  Acido Citrico (g) H.0-MiliQ (mL)
0% - 0’500 1 10
1% Mn 0’005 0’495 1 10
5% Mn 0’025 0’475 1 10
12% Mn 0’060 0’440 1 10
20% Mn 0’100 0’400 1 10

b) Sintesis 2

Para comparar distintos métodos de sintesis, se realizd una segunda sintesis de
nanoparticulas de glutatién con 1% de Mn, empleando esta vez un método de sintesis

mas agresivo.

Asi, tras la pesada de reactivos, la adicion de 10 mL de agua y el posterior bafio de
ultrasonidos durante 10 minutos la disoluciédn obtenida se introdujo en estufa a 1802C

durante 2 horas y media, afladiendo cada media hora entre 1y 2 mL de H,0 para evitar

12



gue la disolucion llegase a sequedad. Transcurrido este tiempo se anadieron 10 mL de

agua miliQ, obteniéndose una disolucién anaranjada.

1.3.3. Nanoparticulas de productos naturales

Finalmente, se llevé a cabo la sintesis de Onion Dots por medio de un método de
carbonizacidon térmica, empleando como fuentes de carbono zumos de dos tipos
diferentes de tomate (tomate bola y tomate kumato) y zanahoria, productos naturales

gue poseen un alto contenido de licopeno, un hidrocarburo poliinsaturado.

Figura 3. Estructura molecular del licopeno

Se pesaron 10 gramos de zumo de cada uno de ellos en sus respectivos crisoles y se
dejaron durante 24 horas en la estufa a 802C, con el objetivo de eliminar parte de la
humedad que éstos zumos contenian. Posteriormente se introdujeron en estufa a
2409C. Transcurridas dos horas se enfriaron las tres disoluciones hasta temperatura
ambiente y se afiadieron 5 mL de NaOH 30%, dejandose en estufa nuevamente a
24092C durante dos horas mas. El color obtenidos tras el proceso de carbonizacién fue
diferente en cada caso: el producto proveniente del tomate kumato mostré un color
marrdén anaranjado, mientras que tanto el proveniente del tomate bola como el de la

zanahoria mostraron un color mayoritariamente amarillo.

En todos los casos la parte soluble del producto obtenido fue extraida empleando 50
mL de agua destilada y posteriormente filtrada a través de un filtro de nylon de 0’45
um. Finalmente, para purificar el producto la disolucién de filtrado se dializé durante 3

dias frente a agua destilada.

13



2. Instrumentacion

La sintesis de C-Dots se llevd a cabo empleando un microondas Ethos One (Milestone),
excepto en uno de los casos (1% Mn) en el cual se utilizé una estufa Binder, al igual

que en la sintesis de Onion Dots (ODs).

Las medidas de fotoluminiscencia se realizaron en un espectrofotometro de
luminiscencia Varian Cary Eclipse (Varian Ibérica) equipado con una ldmpara de Xendn,
monocromadores Czerny-Turner y un tubo fotomultiplicador modelo R-298 como

detector.

La caracterizacion microscépica de las nanoparticulas sintetizadas se realizd con los

siguientes equipos:

- Microscopio electrénico de transmisién (TEM) modelo MET JEOL-200 EX Il
- Microscopio electrénico de transmisidon de alta resolucion (HRTEM) modelo

MET JEOL-JEM-2100F

Para la pesada de los reactivos se utilizé una balanza analitica Mettler AE316 y una

balanza granataria Mettler Toledo PG802-S.

Ademas fue necesario emplear un bafio de ultrasonidos J.P. Selecta, diversas bolsas de

didlisis (Sigma Aldrich) y un equipo de agua Mili-Q Advantage, Milipore.

3. Material

Todas las medidas de luminiscencia se realizaron en una celda de cuarzo convencional
Hellma, con paso 6ptico de 10 mm. Para la preparaciéon de las disoluciones se
emplearon micropipetas Labmate P1000 y P100 y material volumétrico de vidrio. Se
utilizaron también tubos cénicos Eppendorf de 2,0 mL, crisoles vy filtros de jeringa de
membrana de bifluoruro de polivinildieno (PVDF), con un tamafo de poro de 0,45

micras y un diametro de 25 mm.

14



4. Protocolos de medidas de luminiscencia

Las condiciones de medida en el caso de las nanoparticulas de albumina fueron
Aexc = 280 nm (maximo de absorbancia de las proteinas) y Aexc = 345 nm (maximo de
absorbancia de las nanoparticulas de albumina sintetizadas). Las rendijas de emision y
excitacion se fijaron en 10 nm, excepto en el caso de las medidas a Aexc = 280 nm,

donde se fijaron en 5 nm.

Las pruebas de sensibilidad de las nanoparticulas a los distintos metales y aniones se
realizaron empleando una concentracion de metal/anion en cubeta de 40 mM,
afiadiendo la cantidad correspondiente de nanoparticulas de BSA hasta un volumen

final de 2’5 mL, siguiendo las condiciones de medida previamente mencionadas.

Para la realizacién de las rectas de calibrado de los metales que actian como
desactivante de fluorescencia de las nanoparticulas se llevaron a cabo medidas a
distintas concentraciones de metal, afiadiendo 50 pL de nanoparticulas y abriendo las
rendijas de emisidn y excitacién a 10 y 20 nm, respectivamente, en las medidas a Aexc=

345 nm,ya 5y 10 nm en el caso de las medidas a Aexc= 280 nm.

Por su parte, las nanoparticulas de glutatién se midieron a Aexc = 320 nm (mdaximo de
absorbancia de las nanoparticulas de glutation sintetizadas), con rendijas de emisién y
excitacion de 2’5 y 5 nm, respectivamente. Las pruebas de sensibilidad de estas
nanoparticulas a los distintos metales y aniones se realizaron empleando una
concentracién de metal/anion en cubeta de 4 mM vy afadiendo 50 uL de
nanoparticulas en un volumen final de 2’5 mL, siguiendo las condiciones de medida
previamente mencionadas. Para las rectas de calibrado de los metales que actuan
como desactivante de fluorescencia de estas nanoparticulas se emplearon distintas
concentraciones de metal, a las que se afiadieron 50 puL de estas nanoparticulas,

manteniendo las rendijas de emisidn y excitacidn a 2’5 y 5 nm, respectivamente.

Todos los espectros de excitacion de fluorescencia abarcaron el rango de 300 a 700

nm.

En las medidas de fosforescencia los anchos de las rendijas de emisidn y excitacién se

fijaron en 20 nm, con un tiempo de decaimiento total de 0’02 s, un tiempo de demora
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de 0’100 ms y un tiempo de integracion de 5’000 ms, midiéndose los espectros en el
rango de 300 a 700 nm. Para favorecer el cruce intersistemas y potenciar la
fosforescencia, se afiadid en cada caso una alicuota de Kl hasta obtener una
concentraciéon 1’5 M en cubeta. Del mismo modo, se agregaron alicuotas de sulfito
sédico hasta una concentracion final de 0’2 M para desoxigenar el medio y evitar la

desactivacion de la fosforescencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Optimizacion de las condiciones de fosforescencia

La emision de fosforescencia a temperatura ambiente suele ser débil debido a que es
una transicién prohibida, pero altamente selectiva debido al escaso numero de
moléculas que muestran este tipo de luminiscencia. En el presente trabajo se ha
empleado el sulfito sédico como desoxigenante quimico para eliminar el oxigeno
molecular disuelto, que actia como “quencher” del estado triplete “Y). Ademds, se
sabe que la sefial fosforescente aumenta en presencia de dtomos pesados, ya que
éstos favorecen la poblacién del estado excitado triplete. Por este motivo se afiade

yoduro de potasio a la muestra 42,

En primer lugar se estudid el efecto que ejercia la variacién de la concentracién de Kl
sobre la intensidad de fosforescencia de la BSA. Como puede observarse en la Figura 4
la intensidad de fosforescencia aumenta a medida que aumenta la concentracion de K
hasta una concentracién préxima a 1’5 M, donde se mantiene constante. Por este
motivo se establecié la concentracién de 1’5 M de KI como éptima para incrementar la

sefal fosforescente.

600
=00
400
300
200
100

intensidad fosforescencia

0 0,5 1 15 2

(K1) (M)

Figura 4. Variacion de la intensidad fosforescente a medida que la concentracion de Kl
aumenta.
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Posteriormente se analizo el efecto de la variacidon de concentracidn de Na;SOs sobre
la intensidad, empleando para ello una concentracién constante tanto de BSA (10> M)
como de KI (1’5 M). Se observa que a partir de una concentracion 0’2 M de Na,SOs la
intensidad de fosforescencia se vuelve constante (Figura 5) por lo que se escoge esta

concentracion como éptima para realizar las medidas de fosforescencia.

700
600
500
400
300
200
100

intensidad fosforescencia

0 0,2 0.4 0.6 0.8 1 1,2 1.4

o

[Na2503] (M)

Figura 5. Variacion de la intensidad fosforescente a medida que la concentracion de
Na>SO3 aumenta.

1.1. Calibrado y reproducibilidad

Con las condiciones previamente establecidas, se procedid a evaluar el intervalo
dindamico lineal y el limite de deteccién para la albimina bovina mediante la
fosforescencia a temperatura ambiente, estableciendo dicho intervalo entre 10°y 10

M (Figura 6) y el limite de deteccién en 8’5x107 M.
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Figura 6. Recta de calibrado de la BSA

La reproducibilidad del método en las condiciones establecidas se evalué midiendo 10
disoluciones de BSA 6x10® M, obteniéndose una desviacidn estandar relativa (%RSD)

del 1’68%.

2. Nanoparticulas de albumina

2.1. Caracterizacion espectroscoépica

La albumina es la proteina mas abundante en el plasma de los mamiferos. Esta
formada por 585 aminoacidos con 17 puentes disulfuro entrecruzados, y su peso
molecular es de aproximadamente 67.000 Dalton. En este caso se ha empleado

albimina de suero bovino (BSA).

La albumina presenta emisién fluorescente a Aexc=280nm y Aem=425nm. Esta
fluorescencia es debida fundamentalmente a la presencia en su estructura de
triptéfano, tirosina y fenilalanina, todos ellos aminoacidos aromaticos. De forma

general, se mide mayoritariamente la emision de fluorescencia del triptéfano debido a
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gue posee un mayor rendimiento cuantico, asi como una vida media mas prolongada.

(43)

Tal y como puede observarse en la Figura 7, las nanoparticulas sintetizadas a partir de
albumina y acido citrico presentan un maximo de emisidn cuando la disolucién es

excitada a una Aexc=345nm, y un maximo de excitaciéon a Aem=425nm.

300

250 .
—MisiOn

200 = eXcitacion

intensidad
(=Y
ul
o

100

50

300 350 400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 7. Espectro de emision y excitacion fluorescente de las nanoparticulas de BSA +

Acido citrico (Aexe=345nm, Aem=425nm)

La presencia de atomos pesados tanto en la molécula como en sus proximidades
favorece el cruce entre sistemas, incrementando de esta manera la emisidn
fosforescente. Por este motivo, se doparon estas nanoparticulas con una
concentracion equivalente de yodo (1 y 5%, respectivamente), procedente de dos

fuentes diferentes: tiroxina (Tx) y KI.

Se midid la fosforescencia tanto de las nanoparticulas en disolucidon, como de las
nanoparticulas en presencia de Kl y Na;SOs, pero a pesar de ello no se consiguid que

ninguna de estas nanoparticulas presentasen fosforescencia.
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Por su parte, las nanoparticulas sintetizadas empleando tiroxina como fuente de yodo
presentaron una intensidad de fluorescencia considerablemente menor que las

sintetizadas a partir de Kl, tal y como puede observarse en la Figura 8.

e ()9,

300 —1% Tx

250 - e 5% TX
o 150 e 5% K|
§ e 25% K|
£ 100 -

50 -

O T T T T 1
350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 8. Espectro de emision fluorescente de las nanoparticulas de tiroxina y K|

(Aexc=345nm)

Las intensidades obtenidas excitando a una Aexc=280nm (longitud de onda

caracteristica de proteinas en disolucion) presentan una gran similitud en todos los

Casos.
250 -
200 - e (0%
e— 1% TX
e 504 TX
©150 - 1 % K|
-
2 5% KI
Q — 0
2100 25 % K
50 -
0 . : N
290 340 390 440 490 540
A (nm)

Figura 9. Espectro de emision fluorescente de las nanoparticulas de tiroxina y Kl

(Aexc:280nm)
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Se sabe que los compuestos que contienen Eu (lll) pueden dar lugar a una fuerte
luminiscencia caracteristica, con largo tiempo de emision, causada por la interaccion y

transferencia de energia inter e intra molecular al ion metalico. 4443

700
600 0%
1% Eu
500 e 5% EU
g 400 e 20% EU
[}
c
_g 300
200
100
0
350 450\ (am) 550

Figura 10. Espectro de emision fluorescente de las nanoparticulas de Eu (l1l)

(Aexc:345nm)

En otros casos, la incorporacidn de manganeso en la estructura de nanocompuestos
permitié dar lugar a nanoparticulas con una intensa emisién fosforescente, incluso en
ausencia de desoxigenacién de la muestra®®. Por este motivo se sintetizaron

nanoparticulas en presencia de manganeso.
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Figura 11. Espectro de emision fluorescente de las nanoparticulas de Mn (Aexc=345nm)

Sin embargo, no se consiguid obtener nanoparticulas con una intensidad de

fosforescencia a temperatura ambiente significativa.
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2.2. Caracterizacion microscopica

Se caracterizaron las nanoparticulas sintetizadas a partir de BSA empleando la técnica
de microscopia electrénica de transmisidon, encontrandose pequenas nanoparticulas

esféricas superpuestas, asi como estructuras cilindricas y alargadas de carbono.

Figura 12. Nanoparticulas de BSA-5% Mn, TEM-150000X (arriba) y 500000X (abajo)
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2.3.Interaccion de las nanoparticulas de albumina con diferentes metales

Dado que uno de los objetivos del presente trabajo es llevar a cabo la sintesis de
nanoparticulas capaces de ser empleadas como fases sensoras en la deteccion de

metales, se estudid la interaccion de estas nanoparticulas con diferentes metales.

Para ello se emplearon las nanoparticulas de BSA asi como las nanoparticulas de BSA
dopadas tanto con KI como con Mn. Las nanoparticulas de tiroxina se descartaron
debido a que presentaron una mayor turbidez, lo cual podria dificultar las medidas de

luminiscencia posteriores.

2.3.1 Nanoparticulas de Kl

Se observo que el Fe(lll) actuaria como quencher (desactivador) de fluorescencia tanto
en el caso de las nanoparticulas de BSA como en el caso de las nanoparticulas de BSA
dopadas con KI. Por su parte, la Ag(l) muestra un comportamiento similar al aumentar

la concentracion de Kl de 1 al 5% en las nanoparticulas (Figura 13)

5% KI
= Eu ()

Mn (I1)
= Na (1)
= Co ()
= Ag (1)

1% Kl

mCa(Il)
m Hg (Il)
= Cu (Il)
0%
| Fe (Ill)

mCd(ll)

1,2 1,4

F/FO

Figural3. Relacion de intensidades de la interaccion de las nanoparticulas de albumina

y albumina con 1% y 5% de Kl, respectivamente, con distintos metales
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Con el objetivo de estudiar el comportamiento de la plata, se realizaron pruebas
adicionales empleando distintas concentraciones de Ag (I) entre 4x10*M y 8x103M.
Tal y como puede observarse en la Figura 14, la relacion de intensidades Fo/F aumenta
a medida que aumentamos la concentracion de Ag (1) en el caso de las nanoparticulas
con 5% de Kl, mientras que permanece practicamente invariable en el caso de las otras

dos.

e 1% KI
5% Kl

0 T T T 1
0,00E+00 2,00E-03 4,00E-03 6,00E-03 8,00E-03

[Ag+]

Figura 14. Relacidn de intensidades de la interaccion de las nanoparticulas de albumina

y albumina con 1% y 5% de KI, respectivamente, con distintas concentraciones de Ag(l)

2.3.2 Nanoparticulas de Mn

Se emplearon las nanoparticulas de 1 y 5% de manganeso para realizar las pruebas con
metales. Nuevamente, la relacién F/Fo se anula en presencia de Fe (lll). En este punto,
se decidid incluir en este estudio la interaccidon de estas nanoparticulas con Fe (Il), no
observandose quenching en este caso. Por tanto, estas nanoparticulas serian capaces
de discriminar entre Fe (Il) y Fe (). En la Figura 16 se puede observar como la relaciéon

de intensidades (FO/F) producida por la interaccion de estas nanoparticulas con
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distintas concentraciones de Fe (lll) aumenta a medida que la concentracidn de Fe(lll)
también aumenta, observdndose una ligera desviacion positiva en los resultados

obtenidos.

En el caso del Hg (Il) el hecho de que la relacidn F/Fo se anule se atribuye a la elevada
dispersién que presentd la muestra, probablemente debida a la precipitacién del Hg?*.
cation estable en medios muy acidos (con pH inferiores a 2). Dado que el pH de
nuestras nanoparticulas es superior, es posible que el mercurio se hidrolice formando
monohidroxomercurio(ll), precipitando posteriormente a hidréxido de mercurio (ll),

Hg(OH),. “47)

= Fe (1)
5% Mn ® Eu (I
Mn (1)
= Na ()
= Co (1)
= Ag (1)
mCa(ll)
1% Mn W Hg (I1)
mCu (1)
W Fe (1l)
mCd(l)

1,2 1,4

F/FO

Figura 15. Relacidn de intensidades de la interaccion de las nanoparticulas de albumina

con 1%y 5% de Mn, respectivamente, con distintos metales
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Figura 16. Stern-Volmer relacion intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas de 1

y 5% de Mn con Fe(lll)

Posteriormente se analizé la interaccidon de estas nanoparticulas con distintos aniones,
empleando para ello disoluciones que contenian como contraién sodio. Tal y como se
puede observar en la Figura 17, no se observo la existencia de efectos desactivantes al
variar el anion, excepto en el caso del nitrito de sodio, donde se observa una clara

disminucion de intensidad F/FO.
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5% Mn

1% Mn

" NaNO3

m NaHCO3
H NaOH

m NaBr

H NaNO2

H NaCl

B Na2S03

1,4

Figura 17. Relacion de intensidades de la interaccion de las nanoparticulas de albumina

con 1% y 5% de Mn, respectivamente, con distintos aniones de sodio

Para estudiar el efecto que puede tener la variacién del porcentaje de manganeso

durante la sintesis de las nanoparticulas sobre su capacidad como fase sensora de

metales, se evalud la relacidn de intensidades producida por la interaccion de distintas

nanoparticulas de manganeso (entre 5y 20% de Mn) con distintas concentraciones de

Fe (Il1). Como puede observarse, en todos los casos aumenta la relacion FO/F a medida

que la concentracién de Fe(lll) aumenta, mientras que permanece practicamente

constante en el caso de las pruebas realizadas con Fe(ll), en el mismo rango de

concentraciones (Figura 18). Se realizaron ademas curvas de calibrado de las

nanoparticulas de Mn con distintas concentraciones de Fe(lll) (Figura 19).

29



5% Mn

O.00E+00 Z00E-04 400E-04 600E-04 E.ODE-04 100E-03 1208-03 1A40E-03
ol

15% Mn

15
14
12
1

=

g [}
LL I PR * * *
04
0z
o
D.00E+00 2,005-04 4005-04 EOCE-CY EO0E-04 1005-03 120503 1.4CE-03

a1

10% Mn

15
14
12
1

E-u,a
0s (® * * 3 *
04
02

Q
000E+00 2.00E-04 4.00E-04 6.00E-04 E,00E-04 1002-03 1.20E-03 1.40E-03

Lui}

20% Mn
e e e
1.2

1
§ o8
05
o4
02

[+]
0/00E+00 200E-04 4,002-04 G0CE-04 SO00E-04 1,00E-03 1,20E-03 140E-03

[aj

Figura 18. Stern Volmer, relacion de intensidades de la interaccion de las

nanoparticulas de albumina y Mn con distintas concentraciones de Fe(ll)
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Figura 19. Stern-Volmer, relacion intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas de

Mn con distintas concentraciones de Fe(lll)
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Se realiz6 el mismo estudio empleando esta vez como analitos los aniones NOs™y NOy’,
en lugar de Fe (ll) y Fe (lll), para estudiar el efecto discriminatorio que podrian tener
estas nanoparticulas entre diferentes estados de oxidacidn. En este caso, las relaciones
de intensidad de fluorescencia (FO/F) aumentan nuevamente a medida que aumentan
las concentraciones de NOy, mientras que permanecen practicamente constantes en

presencia de NOs™ en el mismo rango de concentracién (Figura 20).
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Figura 20. Stern Volmer, relacion de intensidades de la interaccion de las

nanoparticulas de albumina y Mn con distintas concentraciones de NO3

Se realizaron las correspondientes curvas de calibrado de las nanoparticulas de Mn con
distintas concentraciones de NO;, obteniéndose los mejores coeficientes de

correlacién en el caso de las nanoparticulas que contenian un 5 o un 20% de Mn.
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Figura 21. Stern-Volmer relacion intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas de
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3. Nanoparticulas de glutation

Para intentar reducir o eliminar estas estructuras cilindricas alargadas de carbono
sobre la que se situaban algunas de las nanoparticulas de BSA se sintetizaron
nanoparticulas a partir de glutatién, un tripéptido constituido Unicamente por tres
aminodcidos: cisteina, glutamato y glicina. Se espera que partiendo de un compuesto
mas pequeio, la formacién de estos cilindros alargados no tenga lugar. Ademas, dado
que la luminiscencia intrinseca de la BSA permanecia en las nanoparticulas obtenidas a
partir de esta proteina, probablemente como consecuencia de su presencia residual en
las mismas, se intentd sintetizar nuevas nanoparticulas a partir de glutatién, un

péptido sencillo no luminiscente, capaz de actuar como fuente de carbono y nitrégeno.

3.1. Caracterizacion espectroscopica

Las nanoparticulas sintetizadas a partir de glutatiéon y acido citrico presentan un

MAaximo a una Aexc=320nm y a una Aem=450nm.
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Figura 22. Espectro de emision y excitacion fluorescente de las nanoparticulas de

glutation 1% Mn (Aexc=320nm, Aem=450nm)
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Tomando como base los resultados obtenidos para las nanoparticulas de BSA, se
emplearon nuevamente concentraciones de manganeso de entre el 1y el 20%, para la

sintesis de estas nanoparticulas.
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Figura 23. Espectro de emision fluorescente de las nanoparticulas de glutation

(Aex(_-:gzonm)

3.2. Caracterizacion microscopica

Las nanoparticulas sintetizadas a partir de glutatién mostraron didmetros entre los

9y los 25 nm, organizados todos ellos sobre una especie de red de carbono.
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Figura 24. Nanoparticulas de Glutation-1% Mn dializadas, TEM-100000X

Se observaron ademads las mismas nanoparticulas sin dializar, encontrandose

particulas esféricas de tamafio préoximo a los 100 nm, muy dispersas.
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Figura 25. Nanoparticulas de Glutation-1% Mn sin dializar, TEM-100000X

3.3.Interaccion de las nanoparticulas de glutation sintetizadas en
microondas con diferentes metales

Los estudios de interaccidon de estas nanoparticulas con metales se llevaron a cabo
empleando las nanoparticulas con 1% y 5% de manganeso. En este caso el Fe (lll)
vuelve a mostrarse como claro elemento desactivante de fluorescencia, al igual que la
Ag (1) o el Hg (ll). Segun los estudios preliminares, estos dos ultimos metales producen
una desactivacidon mas eficaz puesto que se requiere menor concentracidn para lograr
una misma disminucién de la intensidad de fluorescencia. En el caso de los distintos
aniones, las pruebas realizadas muestran que los nitritos ejercen también un efecto

desactivante de la fluorescencia en estas nanoparticulas (Figura 27).
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Figura 26. Relacidn de intensidades de la interaccion de las nanoparticulas de glutation

y Mn con distintos metales
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Figura 27. Relacidn de intensidades de la interaccion de las nanoparticulas de glutation

con 1% y 5% de Mn, respectivamente, con distintos aniones de sodio
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Se realizaron las correspondientes curvas de calibrado de las nanoparticulas de Mn con
distintas concentraciones de Fe (Ill) [12x10* - 1’2x10* M], NOy [4x1073 - 8x102 M], Ag
(1) [4x107 - 4x103 M] y Hg (ll) [1'2x103 - 1’2x10% M]. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacion.
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Figura 28. Stern-Volmer relacion intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas de

glutation y Mn con distintas concentraciones de Fe(lll)
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Figura 29. Stern-Volmer relacion intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas de

glutation y Mn con distintas concentraciones de NOy
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Figura 30. Stern-Volmer relacion intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas de

glutation y Mn con distintas concentraciones de Ag (l)

1% Mn 5% Mn
11 7
1.09 6
1.08
1.07 5
& 106 w4
. y=387.19x+1.0149 | ~° y =411.75x + 0.8799
103 R? = 0.9904 : R? = 0.9937
102 1
1.01 - - 0 -
0.0E+00 5.0E-05 1.06-04 1.56-04 2.0E-04 2.5E-04 0.0E+00 2.0E-03 4.0E-03 6.0e-03 8.0E-03 1.0E-02 1.2E-02 1.4E-02
(@ (al
12% Mn 20% Mn
9 9
8 8
7 7
6 6
= 5 s 5
E fragy}
: y = 661.65x + 0.2395 , y =594.59 + 0.6885
2 R? = 0.9802 2 R? = 0.9568
1 1
; o | _
0.0E+00 2.0E-03 4.0E-03 6.0E-03 B.0E-03 1.0E-02 1.2E-02 1.4E-02 0.0E+00 2.0E-03 4.0E-03 6.0E-03 8.0E-03 1.0E-02 1.2E-02 1.4E-02

[al

[l

Figura 31. Stern-Volmer relacion intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas de

glutation y Mn con distintas concentraciones de Hg (1)
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3.4.Variacion de la intensidad relativa de fluorescencia segun la
concentracion de nanoparticulas anadida

De forma adicional se estudi6 como varia la intensidad de fluorescencia con el
volumen de nanoparticulas afadidas a la muestra, empleando para ello las
nanoparticulas de glutation 1% de y una concentracién fija de NO; igual a 4x103 M. Tal
y como puede observarse en la Figura 32, la intensidad disminuye a medida que la
cantidad de nanoparticulas afnadida aumenta. Esto indica que aumentando el volumen

de nanoparticulas seria posible alcanzar limites de detecciéon de metales mds bajos.

0,9 -
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0,84 -
0,82 -
© 0,8 -
= 0,78 -
0,76 -
0,74 -
0,72 -
0,7 -
0,68 -
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Volumen nanoparticulas (pL)

Figura 32. Variacidn de la intensidad relativa de fluorescencia segun el volumen de

nanoparticulas afiadida para una concentracién de 4x103 M de NO3

3.5.Nanoparticulas de glutation sintetizadas en estufa

Con el objetivo de estudiar cdmo afecta el método de sintesis a las caracteristicas de
las nanoparticulas sintetizadas, se realizé una segunda sintesis de las nanoparticulas de

glutatién con un 1% de Mn, empleando esta vez un método mas agresivo de sintesis.

Estas nanoparticulas presentaron las mismas caracteristicas espectroscdpicas que las
obtenidas al realizar su sintesis mediante microondas, con un maximo de emisidon

cuando la disolucién es excitada a una Aexc=320nm, y uno de excitaciéon a Aem=450nm.

40



Se caracterizaron microscépicamente y se estudié tanto su interaccidén con los metales

como con los aniones previamente mencionados.

3.5.1. Caracterizacidn microscoépica

Se observé una elevada cantidad de nanoparticulas esféricas, con diametros de

alrededor de los 100 nm.

Figura 33. Nanoparticulas de glutation (1% Mn) sintetizadas en estufa (TEM-50000X)

3.5.2. Interaccién de las nanoparticulas de glutation sintetizadas en estufa con

diferentes metales

Los resultados obtenidos tanto en el caso de las interacciones con metales como con
aniones son similares a los obtenidos al emplear las mismas nanoparticulas

sintetizadas en microondas, tal y como puede observase a continuacion.
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Figura 34. Relacion de intensidades de la interaccion con distintos metales de las

nanoparticulas de glutation (1% Mn) sintetizadas en estufa
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Figura 35. Relacion de intensidades de la interaccion con distintos aniones de sodio de

las nanoparticulas de glutation (1%Mn) sintetizadas en estufa
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Figura 36. Stern-Volmer relacion intensidad de fluorescencia de las nanoparticulas de

glutation (1% Mn) con distintas concentraciones de NO»
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4. Nanoparticulas de productos naturales

Finalmente, se llevd a cabo la sintesis de Onion Dots por medio de un método de
carbonizacion térmica, empleando como fuentes de carbono productos naturales con
un alto contenido de licopeno. Para ello se emplearon zumos de zanahoria y de dos

tipos diferentes de tomate: tomate bola y tomate kumato.

Se llevd a cabo la caracterizacidn microscopica de estas nanoparticulas, observandose

que presentaron un tamafio del orden de los 40 nm.

Figura 37. Onion Dot sintetizado a partir de tomate kumato (HR-TEM)
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5. Muestras reales

Se emplearon las nanoparticulas de glutatiéon con un 1% de manganeso sintetizadas en
microondas para analizar la capacidad de estas nanoparticulas de actuar como fases

sensoras para el analisis de nitritos.

Tanto los nitratos como los nitritos son compuestos idnicos que se encuentran en la
naturaleza, formando parte del ciclo del nitrégeno. Su concentracién en aguas no suele
ser muy elevada, pero puede incrementarse debido a las practicas agricolas o a la
presencia de residuos urbanos y ganaderos. El nitrato se emplea principalmente en la
industria de los fertilizantes, mientras que el nitrito lo hace como aditivo alimentario
(E-249, nitrito potasico, E-250, nitrito sddico). Por lo general, niveles elevados de
nitratos en aguas potables se deben a la contaminacidn de las aguas subterraneas,
procedientes de un uso excesivo de fertilizantes, residuos animales, etc. Los
microorganismos presentes en el suelo, el drenaje y el agua transforman los nitratos

en nitritos. (48:49)

Una vez en el organismo, los nitritos transforman el Fe?* de la hemoglobina en Fe®*,
impidiendo de esta forma que la hemoglobina sanguinea pueda unir oxigeno,

causando metaglobinemia. 0

El nivel de concentracion maximo admisible de nitratos en aguas potables es de 45

mg/L (ppm), mientras que el de nitritos es de 3’3 mg/L (ppm). *°

En este caso, se analizd el agua procedente de dos fuentes de agua natural, asi como

una tercera muestra de agua estancada (préxima a otra de estas fuentes).

Reproducibilidad

Se analizé la reproducibilidad del método midiendo la intensidad relativa alcanzada
empleando una concentracion fija de NOz igual a 10* M, obteniéndose una desviacion

estandar relativa (%RSD) del 0'84% (n=12).
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CONCLUSIONES

Se evalué el intervalo dindmico lineal y el limite de deteccion de BSA mediante
fosforescencia a temperatura ambiente, estableciendo dicho intervalo entre 10°y 10

M y obteniendo un limite de deteccidon de 8’5x10”7 M.

Se llevé a cabo la sintesis de nanoparticulas (C-Dots) empleando dos precursores
diferentes, ambos capaces de actuar simultdneamente como fuente de carbono y
nitrégeno: BSA y glutation. Con el objetivo de intentar que estas nanoparticulas
presentasen fosforescencia, se doparon durante su sintesis con distintos elementos:
tiroxina, Kl, europio o manganeso. Las nanoparticulas sintetizadas se caracterizaron

espectroscépica y microscdpicamente.

Se optimizaron los parametros de fosforescencia mediante la adicion de una
concentracion adecuada de Kl y Na;SOs. A pesar de ello no se consiguidé que ninguna

de las nanoparticulas sintetizadas presentase fosforescencia.

Se realizaron estudios de interaccidon de las nanoparticulas sintetizadas con distintos
metales, las cuales mostraron capacidad de discriminar entre elementos metdlicos con
distintos estados de oxidacién, como son Fe (llI) y Fe (lll) o NO2  y NOs", en un mismo

intervalo de concentraciones.

Se comprobd que las nanoparticulas sintetizadas podrian ser empleadas como fases

sensoras para metales en muestras de matriz sencilla.

Adicionalmente, se sintetizaron Onion Dots a través de un método de carbonizacion
térmica, empleando como fuentes de carbono productos naturales con un alto

contenido de licopeno.
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