
  

 

 

 

 

 

 

MÁSTER EN CIENCIAS ANALÍTICAS Y BIOANALÍTICAS 
 

 

 

 

 

Trabajo Fin de Máster 

 
 

Síntesis y bioconjugación de nanoclústeres fluorescentes de 

cobre para la determinación de Metalotioneína I y II y su 

aplicación en tejidos cancerosos 
 

 

 

 

 

 

 

Isabel Garrido García 

Julio 2016, Oviedo  
 

 

 

 

 



 

  

 



UNIVERSIDAD DE OVIEDO 
Centro Internacional de Postgrado 

  Máster en Ciencias Analíticas y Bioanalíticas 
 

  

 

Mª Rosario Pereiro García Profesor del Departamento de Química Física y Analítica de la Facultad de 

Química de la Universidad de Oviedo. 

 

 

CERTIFICA: 

 

Que el presente Trabajo, titulado “Síntesis y bioconjugación de nanoclústeres fluorescentes de cobre para 

la determinación de Metalotioneína I y II y su aplicación en tejidos cancerosos.”  

 

ha sido realizado por la alumna Isabel Garrido García bajo mi dirección, constituyendo su Trabajo Fin de 

Máster del Máster Internacional en Ciencias Analíticas y Bioanalíticas de la  Universidad de Oviedo en el 

curso académico 2015-16, y cuya presentación autorizo. 

 

 

 

 

 

Oviedo, 13 de Julio de 2016 

 

 

 

 

 

Fdo: Rosario Pereiro García 

 



 

  

Resumen 
 

La Nanotecnología es una innovadora rama de la ciencia en constante evolución y desarrollo 

que persigue el objetivo de mejorar la calidad de vida del mundo en el que vivimos. Dentro 

de sus múltiples campos de investigación se encuentra uno muy amplio, el de los 

nanomateriales.  

En los últimos años, ha surgido un gran interés por una familia de nanomateriales concreta, 

los nanoclústeres metálicos (NCs). Se trata de un tipo de nanomateriales fluorescentes con 

propiedades ópticas, electrónicas y químicas especiales que permiten su aplicación en campos 

como el bioimaging, el biosensing o la catálisis. Hasta la fecha, los nanoclústeres más 

estudiados han sido los de plata y oro. Sin embargo, en un afán por descubrir nuevas 

propiedades han surgido los nanoclústeres fluorescentes de cobre (Cu NCs). 

Uno de los retos existentes a día de hoy es preparar nanoclústeres fluorescentes de cobre que 

sean estables en medio acuoso y con un tamaño lo suficientemente pequeño para poder 

emplearlos como biomarcas para la detección de especies químicas. 

Las Metalotioneínas son una familia de proteínas que se encuentran en diversos organismos 

vivos y se caracterizan por tener una gran afinidad hacia los metales. En los seres humanos 

se han encontrado varias isoformas de la Metalotioneína entre las que caben destacar la 

Metalotioneína I y la Metalotioneína II. Se ha demostrado que en los órganos con cáncer la 

expresión de estas proteínas aumenta y que, un estudio del crecimiento de este tipo de 

proteínas en células cancerígenas puede brindar información acerca del tipo de tumor y el 

diagnóstico para combatirlo. 

En este Trabajo Fin de Máster se van a sintetizar nanoclústeres de cobre para emplearlos 

como biomarcadores fluorescentes en la determinación Metalotioneína II, con el fin de poder 

llevar a cabo, en un futuro, la detección de este tipo de proteína en tejidos con cáncer. 

 

 

 

 

 



 

  

Abstract 
 

Nanotechnology is a scientific project in continuous change and innovation whose aim is to 

improve people´s lifestyle in our world. Within its multiple investigation fields, there is an 

important one, the nanomaterials. 

In recent years, it has been created a great interest for a particular nanomaterials family, metal 

nanoclusters.  They are a kind of fluorescent nanomaterials with special optical, electronic and 

chemical properties that allow its application in different areas such as bioimaging, biosensing or 

catalysis. Up to date, silver and gold nanoclusters have been the most studied. However, in an 

effort to discover new properties copper nanoclusters have emerged. 

One of today´s challenges is to synthesize small sized fluorescent copper nanoclusters stable in 

aqueous medium to use them as biolabels in the detection of chemical species.  

Metallothioneins are a huge family of proteins, characterized for having high affiniy to metals, 

that can be found in different living organisms. Several isoforms of metallothionein have been 

discovered among humans where it is important to highlight metallothionein I and II. It has been 

shown that in cancerous organs these proteins grow up. Studies of the metallothionein expression 

in cancerous cells can provide information about the type of tumor and the diagnosis to combat 

it. 

In this Master´s Thesis, copper nanoclusters were synthesized in order to employ them as 

fluorescent biolabels in metallothionein II determination to reach, in further studies, the aim of 

metallothionein detection in cancer tissues. 
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Listado de siglas y abreviaturas 

 

Sigla/abreviatura Significado 

Ab Anticuerpo 

Ag Antígeno 

BSA Albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin) 

Cu NCs Nanoclústeres de cobre 

Da Dalton 

DLS Dispersión dinámica de la luz (Dynamic Light Scattering) 

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 

EDX 
Espectroscopía de energía dispersiva de rayos-X (Energy Dispersive X-Ray 

Spectroscopy) 

FT-IR 
Espectrometría infrarroja con transformada de fourier (Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy) 

HRP Peroxidasa de rábano silvestre (Horseradish Peroxidase) 

HR-TEM 
Microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (High-Resolution 

Transmission Electron Microscopy) 

ICP-MS 
Espectrometría de masas con plasma de acoplamiento inductivo (Inductively 

Coupled Plasma Mass Spectrometry) 

IFluorescencia Intensidad de fluorescencia 

MT Metalotioneína 

NCs Nanoclústeres 

NHS N-hidroxisuccinimida 



PBS Buffer de fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 

RMN Resonancia magnética nuclear (Nuclear Magnetic Resonance) 

SPR Resonancia de plasmón superficial (Surface Plasmon Resonance) 

TGA Análisis termogravimétrico (Thermogravimetric Analysis) 

XPS 
Espectroscopía fotoelectrónica de rayos-X (X-Ray Photoelectron 

Spectroscopy) 

η Índice de refracción 

ΦF Rendimiento cuántico fluorescente 

λexc Longitud de onda de excitación 
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1. Introducción 
 

1.1. Nanociencia y Nanotecnología 
 

Se puede considerar que la Nanotecnología tiene su origen en 1959 

cuando el físico teórico Richard Feynman (figura 1), Premio Nobel de 

Física en 1965, pronunció un discurso en el Instituto de Tecnología de 

California con el título “There is plenty of room at the bottom” (“Hay 

mucho espacio al fondo”). En el mismo, se augura la existencia de un 

nuevo campo de investigación que involucra al mundo de lo 

“infinitamente pequeño” (posteriormente denominado nanomundo o 

Nanociencia) donde se tendría la posibilidad de manipular las sustancias 

a pequeña escala a partir del control de sus átomos1,2 .  

La Nanociencia y la Nanotecnología son dos disciplinas directamente relacionadas entre sí, que 

poseen un origen común y un gran potencial en innovación de cara a avances futuros tanto de 

carácter científico como social. Puesto que se trata de dos conceptos que se han ido desarrollando 

paralelamente, para poder diferenciarlos correctamente cabe definir, en primer lugar, el prefijo 

“nano”.  

“Nano” significa diminuto y hace referencia al estudio de materiales cuyas dimensiones se 

encuentran en la escala nanométrica. En esta escala, se tiene como unidad de longitud el 

nanómetro que, en el sistema internacional de unidades (S.I.), equivale a la billonésima parte de 

un metro (1 nm= 1.10-9 m)4,5. El tamaño “nano” va a estar comprendido entre el átomo y la célula 

(rango de 1 a 100 nanómetros)6. En la figura 2 se muestra el ejemplo de una nanoescala con 

diversas estructuras y seres vivos que pueden servir como referencia para hacernos una idea del 

rango de tamaños2,7. 

 

Figura 2. Escala nanométrica con ejemplos de los distintos tamaños8. 

Figura 1. Richard 

Feynman. 
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En la nanoescala los niveles de la materia están cuantizados y como consecuencia, las leyes de la 

mecánica clásica son remplazadas por la mecánica cuántica. Al manipular la materia en este rango 

surgen cambios en sus propiedades físicas y químicas que pueden resultar muy diferentes a las 

que observamos en el mundo macroscópico. Esto brinda la oportunidad de crear materiales, 

aparatos y sistemas novedosos con características diferentes a las existentes hasta la fecha5–7.  

En los últimos años se han ampliado enormemente los conocimientos relacionados con el mundo 

nanométrico y, gracias a poderosas herramientas como los microscopios electrónicos y atómicos 

así como ordenadores de alta potencia que permiten realizar experimentos virtuales, se han 

publicado diversos artículos científicos y ha surgido un elevado número de patentes que aumentan 

día a día. Sin embargo, un problema que aparece en la manipulación de objetos en la escala “nano” 

es que cada vez resulta más difícil mejorar las herramientas que nos permitan trabajar en este 

rango. Debido a esto, la comunidad científica ha tenido la necesidad de desarrollar o mejorar 

técnicas que permitan asumir nuevos retos en el camino hacia la miniaturización. Aquí es donde 

entra en juego la Nanotecnología3,5,6. 

La Nanotecnología es el conjunto de técnicas multidisciplinares que permiten trabajar a niveles 

atómicos, moleculares y supramoleculares (en escala de 1 a 100 nm) con el objetivo de diseñar, 

sintetizar, caracterizar y aplicar estructuras, materiales, dispositivos y sistemas con nuevas 

propiedades y funciones1,2. 

Ante esta disminución de escala llega un momento en el que todo está constituido por átomos y 

moléculas y por tanto, es necesario disponer de equipos adecuados y de expertos procedentes de 

distintas técnicas y áreas del conocimiento; se precisa de la interdisciplinariedad de la 

Nanociencia3. 

Por lo tanto, la Nanociencia estudia los conocimientos científicos necesarios para llevar a cabo 

procesos a escala atómica o molecular con el fin de producir y diseñar de manera muy precisa 

objetos en la nanoescala (para desarrollar la actividad de la Nanotecnología) y además, en vistas 

a su carácter multidisciplinar, reúne a expertos de diversos campos como la medicina, biología, 

química, informática o la física para utilizar un mismo lenguaje2–4.  

La Nanotecnología es una de las ramas más prometedoras de la ciencia actual y que, en un futuro 

cercano, puede tener un gran impacto tanto social como económico. En la tabla 1 se muestran 

algunas de las aplicaciones de esta disciplina. 
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Figura 3. Metodologías de síntesis 

"top-down” y “bottom-up”. 

 

En lo que concierne a la Química Analítica, se tienen una gran cantidad de campos abiertos a 

diversas investigaciones basadas en la Nanotecnología como son el desarrollo de nuevas 

estrategias de síntesis y métodos de caracterización de nanomateriales así como estudios basados 

en la comprensión de mecanismos moleculares de las nanoestructuras en las funciones 

biológicas1.  

1.1.1. Metodologías de síntesis  

En la Nanotecnología se precisan técnicas de fabricación precisas a partir de las cuales se consigan 

tamaños cada vez más pequeños. Existen dos planteamientos de síntesis (figura 3): 

- Enfoque “top-down” (de arriba hacia abajo) o de 

miniaturización: Se trata de la construcción de un nanomaterial a 

partir de la reducción de tamaño de los componentes o estructuras. 

 

- Enfoque “bottom-up” (de abajo hacia arriba) o autoensamblado: 

A partir de pequeños componentes como átomos, proteínas o 

nanopartículas se construyen distintos dispositivos o nanomateriales 

de una manera precisa3,6. Con el enfoque “bottom-up”, se puede 

llegar a conseguir un mayor grado de miniaturización. 

 

Aplicaciones de la  
Nanotecnología

Automoción y aeronáutica

Materiales ligeros, pinturas con efectos de color y anticorrosivas, neumáticos más 
duraderos y reciclables.

Electrónica y comunicación

Memorias de alta densidad, dispositivos electrónicos miniaturizados, pantallas flexibles y 
ultradelgadas.

Química y materiales

Catalizadores, textiles con recubrimientos ultra-resistentes.

Farmacia, medicina y biotecnología

Medicamentos a medida liberados en órganos específicos, kits de autodiagnóstico, 
biosensores, dispositivos de diagnóstico y detección miniaturizados, microcirugía, 
nanoimplantes y prótesis.

Cosmética

Cremas solares transparentes.

Medio ambiente

Producción de agua ultrapura a partir de agua de mar, pesticidas y fertilizantes más 
eficaces y menos dañinos.

Alimentación

Envases con propiedades antimicrobianas, detección de contaminantes patógenos, 
liberación controlada de nuevos aromas o sabores mediante cápsulas.

Tabla 1. Aplicaciones de la Nanotecnología. 
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1.2. Definición, clasificación y propiedades de los 

nanomateriales 
 

Un nanomaterial posee, en al menos una de sus dimensiones, propiedades morfológicas situadas 

entre la microescala y la escala atómica/molecular (de 1 μm a 0,2 nm)5. 

Tras esta definición, se van a poder hacer distintas clasificaciones de los nanomateriales en 

función del número de dimensiones, el tamaño y forma, su naturaleza química y su procedencia9. 

A continuación, se recogen algunas de las clasificaciones existentes. 

Según el número de dimensiones (figura 4) que se encuentren confinadas en la nanoescala, los 

nanomateriales se pueden clasificar como1: 

 Nanoestructuras cero-dimensionales (0D): Las tres dimensiones x, y, z son inferiores a 

los 100 nm. Se tienen como ejemplos los puntos cuánticos, fullerenos, nanoclústeres y 

nanopartículas metálicas. 

 Nanoestructuras uni-dimensionales (1D): Dos dimensiones se encuentran en la 

nanoescala y una en la macro/microescala. Los nanotubos de carbono, nanovarillas o 

nanofibras son ejemplos de este tipo de nanoestructuras. 

 Nanoestructuras bi-dimensionales (2D): Las monocapas y los nano-recubrimientos 

únicamente poseen una dimensión confinada en la nanoescala.  

 Nanoestructuras tri-dimensionales (3D): Las tres dimensiones son superiores a 100 nm; 

se encuentran en la macro/microescala. Un ejemplo son los materiales nanoestructurados 

o las nanopartículas ensambladas. 

 

Figura 4. Visualización de las distintas dimensiones en las que se pueden clasificar los 

nanomateriales9. 

 

Según su procedencia se pueden tener nanomateriales naturales (por ejemplo producidos por 

plantas o volcanes), artificiales (obtenidos por mediación de las estrategias “top-down”/”bottom-

up”) o incidentales (como los producidos en procesos de combustión). 
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La clasificación en función de la naturaleza química distingue nanoclústeres orgánicos 

(fullerenos, grafeno,..), inorgánicos (como las nanopartículas metálicas o los puntos cuánticos). 

En un nanomaterial, el movimiento de los electrones va a estar limitado por las dimensiones del 

mismo y la proporción de átomos en la superficie con respecto al interior va a ser mayor. Como 

consecuencia, cuando un determinado material se sintetiza a tamaño nanométrico se suelen 

obtener propiedades físicas y químicas diferentes a las de su análogo en la macroescala. Esto, que 

en principio pudiera parecer un inconveniente, es el punto clave que hace que la nanotecnología 

tenga sentido ya que, con sólo manipular el tamaño de un material a escala nanométrica, se pueden 

obtener objetos con propiedades diferentes3,5. 

Algunas de las características a destacar de los nanomateriales son3,4: 

 Mayor superficie volumen frente a sus homólogos en la escala macroscópica. Esto 

implica una mayor reactividad o interacción y cambios en su actividad catalítica y su 

solubilidad. 

 Comportamiento mecánico, óptico y electrónico diferente. 

 Predominio de las fuerzas de Van der Waals de atracción atómica, fuerzas electrostáticas 

y elásticas. 

 Efectos cuánticos o efecto túnel en electrones y efectos de confinamiento. 

En respuesta a estas características, los nanomateriales pueden tener múltiples aplicaciones. 

Concretamente, cabe destacar la fotoluminiscencia en la Química Analítica. En los últimos años, 

se ha realizado un gran esfuerzo para desarrollar nuevos nanomateriales fluorescentes con 

propiedades mejoradas con respecto a las tradicionales sondas fluorescentes para emplearlos en 

los campos del sensing, biolabeling y bioimaging. Entre estos nuevos materiales se encuentran 

los nanoclústeres metálicos que destacan por su biocompatibilidad, baja o nula toxicidad y su 

posible utilidad de llevar a cabo aplicaciones in vivo10.  

 

1.3. Nanoclústeres metálicos 
 

Los nanoclústeres metálicos (NCs) son partículas aisladas que están compuestas por cientos de 

átomos metálicos. Este tipo de nanomateriales son un puente entre los átomos individuales y las 

nanopartículas11.  

Los NCs metálicos se componen de una corteza protectora formada por ligandos que pueden ser 

de diversa naturaleza (por ejemplo derivados de tioles, amidas o fosfina) y cuya función es 

encapsular en su interior los átomos de los metales. El tamaño de la unidad completa (corteza 

conformada por los ligandos y el núcleo constituido por los átomos metálicos) posee un tamaño 
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nanométrico. Si  no dispusiesen de un agente protector, los nanoclústeres serían inestables y se 

agregarían unos a otros de una manera irreversible para reducir su energía superficial10. 

En los últimos años, los nanoclústeres metálicos fluorescentes han despertado un gran interés a 

consecuencia de sus propiedades ópticas, electrónicas y químicas, consiguiendo desarrollarse 

como una nueva clase de fluoróforos que muestran características complementarias a las ya 

existentes hasta el momento (los puntos cuánticos, las proteínas fluorescentes o los colorantes 

orgánicos). Debido a que los fluoróforos orgánicos presentan poca fotoestabilidad y que 

típicamente los puntos cuánticos poseen cierta toxicidad al estar compuestos por metales pesados 

como  por ejemplo el Cd, los NCs metálicos son una alternativa prometedora en campos como el 

bioimaging, biosensing o la catálisis, gracias a propiedades como su fuerte luminiscencia, 

fotoestabilidad y baja toxicidad12,13.  

 

1.3.1. Efecto de la disminución del tamaño en las propiedades de 
los nanoclústeres 

 

Las propiedades físicas y químicas únicas de los nanoclústeres metálicos son el resultado del 

cambio experimentado en la estructura electrónica cuando la materia se encuentra en un régimen 

de tamaños nanométrico. Estas son algunas de las propiedades que cabe destacar: 

a) Los nanoclústeres metálicos son nanomateriales que poseen una baja toxicidad. 

b) La relación superficie-volumen es elevada lo que hace que estos nanomateriales 

puedan participar en procesos de catálisis. Cuanto menor sea su tamaño, mayor será 

su eficacia catalítica. 

c) Respecto a las propiedades luminiscentes, los NCs poseen una intensa 

fluorescencia, rendimientos cuánticos de fluorescencia aceptables, desplazamientos 

largos de Stokes y tiempos de vida del estado excitado que pueden llegar a los 

microsegundos12.  

A continuación se va a explicar el cambio en las propiedades eléctricas, de absorción y 

luminiscentes de un nanomaterial como consecuencia de la disminución del tamaño. 

Cuando el tamaño de un material metálico se reduce, la separación entre los niveles de energía 

aumenta, las transiciones electrónicas se producen a mayores energías (que suponen menores 

longitudes de onda) y se pasa de tener bandas de energía continuas a niveles electrónicos discretos 

(figura 5). 
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Figura 5. Según el tamaño de la escala disminuye se puede observar cómo la distribución de los 

niveles de energía varía (este es un ejemplo concreto para la plata (Ag)10. 

 

Desde un metal macroscópico a un nanoclúster, los materiales experimentan múltiples cambios 

en su comportamiento. Los metales son capaces de conducir la electricidad ya que poseen una 

banda de valencia, que está parcialmente ocupada por electrones deslocalizados, que se solapa 

con la banda de conducción (si la banda de valencia estuviese totalmente ocupada no sería posible 

el movimiento de electrones y no tendría lugar una conducción eléctrica)12. 

A medida que se disminuye de un metal a una nanopartícula, las dimensiones se reducen a la 

nanoescala y se sufren las restricciones del confinamiento cuántico. El movimiento de los 

electrones es más limitado y las interacciones con la luz se producen fundamentalmente en la 

superficie. Consecuentemente, surge el fenómeno de la resonancia del plasmón superficial (SPR). 

Debido al mismo, las propiedades ópticas de las nanopartículas pasan a estar determinadas por la 

oscilación colectiva de los electrones tras la interacción con la luz. Esto hace que las 

nanopartículas absorban luz fuertemente, exhibiendo colores intensos y no muestren o posean 

baja luminiscencia12,1. 

Finalmente, en los nanoclústeres metálicos el tamaño comienza a ser comparable con la longitud 

de onda de Fermi de un electrón. Debido a la disminución en el tamaño y número de átomos, los 

NCs poseen niveles de energía discretos separados por una distancia mayor. De esta manera, se 

dificulta la movilidad de los electrones entre unos niveles y otros y, debido a esto, no son 

materiales conductores es decir, se pierde el carácter metálico. Como consecuencia, la oscilación 

colectiva de los electrones en los NCs metálicos no tiene lugar y no muestran la banda de 

absorción de plasmón superficial. Sin embargo, una de las características más peculiares de estos 
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nanomateriales es que sí presentan fluorescencia y que, por lo tanto, son posibles las transiciones 

electrónicas entre los distintos niveles de energía7,12,1.  

Respecto a la luminiscencia, los metales apenas son luminiscentes como consecuencia de 

procesos de decaimiento no radiativos y la ausencia en su estructura electrónica de la banda 

prohibida (banda que estaría ubicada entre la de valencia y la de conducción, y que se encuentra 

presente en materiales semiconductores y aislantes). 

A medida que los metales disminuyen en tamaño, la propiedad de la luminiscencia se va 

reforzando de tal manera que, cuando los tamaños se aproximan a la longitud de onda de Fermi, 

los nanoclústeres metálicos empiezan a tener un comportamiento parecido al de las moléculas y 

muestran una fuerte luminiscencia debido a las transiciones interbanda y a la transición intrabanda 

HOMO-LUMO14.  

1.3.2. Aplicaciones de los nanoclústeres metálicos 
 

En las últimas décadas, los NCs han sido los protagonistas de múltiples estudios en diversos 

campos donde cabe destacar el bioanálisis, la nanomedicina, la nanobiotecnología y la electrónica. 

Las aplicaciones analíticas más relevantes son las siguientes1: 

- Sensores químicos fluorescentes para la detección de iones (tóxicos o contaminantes para 

el medio ambiente como el Hg2+ y el Cu2+) y moléculas pequeñas de relevancia biológica 

como la cisteína y la glucosa. Se produce una interacción directa entre el analito y la 

superficie del NC provocando un cambio en alguna de sus propiedades fluorescentes. 

- Empleo de nanoclústeres como marcas fluorescentes en bioensayos. Se utilizan técnicas 

de bioconjugación para acoplar NCs metálicos a moléculas de reconocimiento específicas 

(como los anticuerpos) para determinar selectivamente una biomolécula en una mezcla 

compleja. 

- Utilización de NCs como marcadores en el imaging fluorescente.  

De manera general, los NCs de los metales nobles (oro y plata) suelen plantear menos 

dificultades a la hora de llevar a cabo su síntesis y caracterización. Como consecuencia, a día 

de hoy son los nanoclústeres que poseen un mayor grado de desarrollo al haber sido 

estudiados más a fondo11,13,15. Recientemente, con el objetivo de buscar nuevas aplicaciones 

así como de mejorar y descubrir nuevas propiedades de las ya vistas en los NCs de Au y Ag, 

ha surgido cierto interés por otro tipo de nanoclústeres metálicos como los nanoclústeres de 

cobre (Cu NCs). 
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1.4. Nanoclústeres de cobre 
 

El cobre es un elemento que presenta una elevada conductividad, muestra propiedades similares 

a las el oro y la plata y posee un coste muy inferior al de estos dos últimos. Como consecuencia, 

posee un amplio rango de aplicación en la industria donde existen múltiples materiales que 

contienen cobre (dispositivos electrónicos, recubrimientos, polímeros, tintas, etc). 

En lo que respecta al mundo de la Nanotecnología, los estudios realizados sobre los Cu NCs son 

aún muy primarios si se comparan con todas las publicaciones realizadas a día de hoy sobre los 

nanoclústeres del Au y la Ag. Esto es debido a que el cobre es muy susceptible a la oxidación, 

especialmente en medio acuoso, y a la complejidad de preparar partículas de tamaño 

nanométrico16. 

En la figura 6 se puede observar un dibujo esquemático de un Cu NC recubierto de L-cisteína 

como ligando de protección. 

 

Figura 6. Representación de un Cu NCs funcionalizado con ligandos de L-cisteína. 

 

Recientemente, han sido desarrollados satisfactoriamente diversos métodos para sintetizar  

pequeños nanoclústeres de cobre con interesantes propiedades ópticas y catalíticas14.   

 

1.4.1. Síntesis de nanoclústeres de cobre 
 

A partir de 1998 empezaron a surgir las primeras publicaciones dedicadas a la síntesis de este tipo 

de nanomateriales. Uno de los retos a día de hoy es conseguir sintetizar Cu NCs solubles en 

medios polares para poder emplearlos en sistemas biológicos o de naturaleza acuosa10. 

A continuación, se van a comentar brevemente algunas de las técnicas de síntesis que se han 

utilizado en la preparación de Cu NCs. 

o Síntesis basada en un molde 

Los nanoclústeres de cobre se pueden formar en el interior de una especie de modelo o plantilla 

como polímeros, dendrímeros o tamices moleculares. Este método permite tener un control del 
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tamaño del núcleo y la distribución de tamaños de los NCs. Crooks y colaboradores18 emplearon 

dendrímeros de poliamidoamina de cuarta generación (PAMAM G4-OH) para encapsular átomos 

de cobre en su interior y así sintetizar Cu NCs con un tamaño comprendido entre 1,8 y 6 nm14. 

o Síntesis electroquímica 

Se trata de una técnica simple y versátil para preparar Cu NCs con diferentes formas y tamaños. 

En la misma se utilizan láminas de cobre como ánodo y fuente de Cu. Este metal es reducido en 

el cátodo para formar nanoclústeres polares o apolares según el surfactante que se utilice para su 

estabilización en la disolución de reacción14. 

o Técnica de microemulsión de agua en aceite 

La mezcla líquida de las fases orgánica (aceite) y acuosa proporciona un sistema de reacción ideal 

para producir Cu NCs mediante el uso del surfactante dodecilsulfato sódico (SDS). Mediante la 

utilización de distintas proporciones de agente reductor se pueden obtener Cu NCs de distintos 

diámetros que son solubles en medios polares y apolares14,19. 

o Método modificado de Brust-Schiffrin 

Este método surgió en 1994 cuando Brust y colaboradores sintetizaron nanopartículas de Au20. 

Se trata de una metodología sintética que consta de dos procesos, uno de formación de 

nanoclústeres metálicos y otro de pasivación del núcleo metálico por la protección del mismo con 

monocapas de ligando. El resultado final es la formación de Cu NCs solubles en disolventes no 

polares14. 

o Síntesis con polioles promovida por microondas 

Se trata de un método que permite obtener Cu NCs sin necesidad de utilizar agentes de reducción 

y protección. Los nanoclústeres sintetizados son altamente resistentes a la oxidación, solubles en 

disolventes polares y exhiben una fuerte fluorescencia14. 

1.4.2. Caracterización de los Nanoclústeres de Cobre 
 

Se han empleado diversas técnicas analíticas para la caracterización óptica, estructural y catalítica 

de los distintos Cu NCs sintetizados. Para llevar a cabo el estudio del tamaño, distribución de 

tamaños, forma y análisis morfológico se utilizan las técnicas de microscopía electrónica de 

transmisión (TEM), microscopía electrónica de alta resolución (HR-TEM) y dispersión dinámica 

de la luz (DLS). La espectroscopía UV-Vis y la fluorescencia se emplean para estudiar las 

propiedades ópticas. Por último, con las técnicas de espectroscopía fotoelectrónica de rayos-X 

(XPS), espectrometría infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), espectrometría de masas, 

resonancia magnética nuclear (RMN), análisis termogravimétrico (TGA) y  espectroscopía de 

energía dispersiva de rayos-X (EDX) se consigue información acerca de la composición química, 
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del estado de oxidación del cobre, la estructura de la superficie y la distribución elemental de los 

NCs14.  

A continuación, en la tabla 2 se resumen algunas de las técnicas para esta caracterización óptica 

y estructural de los CuNCs. 

Técnica Descripción 

TEM, HR-TEM 

Determinación del diámetro del núcleo y la forma de los Cu NCs. 

Normalmente, se emplean disoluciones diluidas de NCs para evitar la 

agregación de los mismos durante la medida. Se trata de una técnica 

potente pero, debido al tamaño tan pequeño de estas partículas, no es una 

técnica en la que se pueda confiar completamente14. 

 

Espectrometría 

de masas 

Análisis de la composición química de los NCs mediante las técnicas de 

ICP-MS, MALDI-MS y ESI-MS14. 

 

Espectroscopía 

UV-Vis 

Herramienta cualitativa de gran poder para la  identificación de los CuNCs 

durante su síntesis14. 

 

FT-IR 
Estudio de los mecanismos de formación y el entorno químico de la 

superficie de los NCs14. 

 

XPS 
Evaluación de los estados de oxidación de los núcleos metálicos en los Cu 

NCs14. 

 

 

Tabla 2. Técnicas de caracterización de los Cu NCs. 

 

En este Trabajo Fin de Máster se emplearán algunas de estas técnicas (como HR-TEM, ICP-MS 

o la Fluorescencia) para caracterizar los Cu NCs sintetizados. Estos nanoclústeres se van a aplicar 

como marcas fluorescentes en inmunoensayos para la determinación de una proteína, la 

Metalotioneína. Para ello, es necesario realizar un paso previo de bioconjugación donde un 

determinado anticuerpo se conjugará a la superficie de estos Cu NCs fluorescentes. 

1.5. Bioconjugación de los Nanoclústeres de Cobre 
 

La bioconjugación es una estrategia química que consiste en enlazar dos o más moléculas para 

crear un conjugado biológicamente activo que combina las propiedades intrínsecas de los dos 

componentes individuales, sin que ninguno de ellos pierda su actividad biológica (figura 7).  
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Figura 7. Esquema simple de formación de un conjugado. En el mismo se involucra la reacción de 

dos moléculas que son unidas covalentemente por un agente de unión21. 

 

Se dispone de diversas estrategias de bioconjugación (entre las que destacan la adsorción física, 

la formación de enlaces covalentes y enlaces no covalentes como los enlaces de afinidad o las 

atracciones electrostáticas) y, mediante una determinada elección de reactivos, métodos de 

reacción y condiciones de acoplamiento, se va a poder tener un control sobre el proceso de 

bioconjugación y el diseño del complejo conjugado21,22. 

De esta manera, se han podido originar nuevas biomoléculas con características que no poseen 

muchas o ninguna de las sustancias naturales. Por ejemplo, al unir una marca fluorescente (como 

podrían ser los Cu NCs) a un anticuerpo, se crea un complejo que puede unirse específicamente 

a una biomolécula determinada a través de los sitios de unión del antígeno en el anticuerpo. 

Debido a las propiedades fluorescentes de la marca, la biomolécula elegida como diana puede ser 

detectada22,23.  

A continuación, en la figura 8 se muestran ejemplos de bioconjugados tras unir dos o más 

moléculas. 

 
Figura 8. Se muestran algunos diseños de complejos de bioconjugación. (A)Inmovilización de un 

determinado ligando de afinidad en una nanopartícula. (B) Un determinado ligando sobre una 

superficie. (C) Anticuerpo marcado con partículas fluorescentes. 

Cabe destacar que el marcaje con nanoclústeres metálicos de biomoléculas de diferente naturaleza 

como oligonucleótidos o proteínas supone la base de múltiples aplicaciones en biosensing y 

bioimaging. 

En el presente Trabajo Fin de Máster, se va a realizar la bioconjugación entre un anticuerpo y 

nanoclústeres de cobre. Los anticuerpos se consideran moléculas diana que se emplean 

ampliamente en la formación de bioconjugados para detectar biomoléculas u otras especies 

químicas. Debido a la elevada especificidad que puede mostrar un anticuerpo ante un determinado 

antígeno, este tipo de moléculas originan potentes sistemas de análisis que permiten medir 

cualquier muestra biológica en una mezcla compleja. Normalmente, la lectura de este tipo de 

ensayos se suele hacer mediante medidas de absorbancia y luminiscencia21. 
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Los nanoclústeres de cobre, van a ser las marcas fluorescentes que se unirán al anticuerpo. Por lo 

general, los NCs son sistemas complejos que muchas veces dan lugar a ensayos irreproducibles. 

Esto es debido a que son especies policristalinas con una superficie no uniforme que puede dar 

lugar a adsorciones inespecíficas u otro tipo de interacciones no deseadas. Además, dependiendo 

de la distancia entre el nanoclúster y la biomolécula de estudio, se pueden dar los procesos de 

transferencia electrónica y de transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET). 

Por otro lado, para realizar la bioconjugación, se precisa de la funcionalización de los NCs. Esto 

se va a conseguir por mediación del ligando empleado en su síntesis, la L-cisteína. Este 

aminoácido posee grupos funcionales reactivos, concretamente un grupo ácido carboxílico 

(además de una amina primaria y un tiol), que permitirán el proceso de acoplamiento a un 

determinado anticuerpo22,24. 

Para que tenga lugar esa reacción de unión anticuerpo-nanoclúster de cobre se va a emplear un 

método que involucra a un agente activador para formar el conjugado deseado. Este método es el 

de la carbodiimida. 

 

1.5.1.  Método de la carbodiimida 
 

 Se trata de una estrategia que permite realizar el proceso de bioconjugación manteniendo unas 

condiciones de reacción suaves. Esto lo dota de una gran versatilidad a la hora de acoplar una 

amplia variedad de moléculas.  

Las carbodiimidas son los reactivos protagonistas en este método. En vistas a que son uno de los 

sistemas más pequeños de los que se dispone para la bioconjugación, se les considera como 

agentes de unión zero-length o de longitud cero. Estos compuestos permiten conjugar dos 

moléculas a través de un enlace sin involucrar átomos adicionales. De esta manera, un átomo de 

una molécula se une covalentemente a un átomo de una segunda, sin la intervención de un agente 

enlazante entre ambas. 

Las carbodiimidas pueden llevar a cabo la formación de enlaces amida (por condensación de una 

amina primaria y un ácido carboxílico) y fosforamidato (reacción de un grupo fosfato y una amina 

primaria) para formar conjugados entre dos proteínas, un péptido y una proteína o entre una 

biomolécula y una superfice o partícula. 

Se tienen dos tipos de carbodiimidas: solubles en agua e insolubles en agua. Las primeras son las 

más comunes en los procesos de bioconjugación debido a que la mayoría de las macromoléculas 

biológicas son solubles en buffers acuosos. Las  carbodiimidas insolubles se suelen encontrar, por 

ejemplo, en síntesis de péptidos21. 

En este caso, se va a emplear una carbodiimida soluble en agua, el EDC [1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida]. 
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 EDC 

El EDC o EDAC (figura 9) obtenido generalmente como clorhidrado, es la carbodiimida más 

popular y la que se emplea con más frecuencia en la bioconjugación de sustancias biológicas que 

contienten carboxilatos y aminas. Se trata de un reactivo que forma enlaces amida a través del 

acoplamiento de un grupo funcional ácido carboxílico y un grupo amino. De esta manera se va a 

unir a las moléculas de interés para formar el bioconjugado final. 

 

Figura 9. Estructura del EDC. 

Uno de los inconvenientes del EDC es su labilidad en presencia de agua. Para evitar su 

descomposición o pérdida de funcionalidad se ha de conservar en ausencia de humedad y a una 

temperatura de aproximadamente -20 ⁰C.  

Su aplicación en la conjugación de partículas y superficies en combinación con NHS (N-

hidroxisuccinimida) (figura 10), concretamente con la forma soluble sulfo-NHS, es prácticamente 

universal y este hecho los hace los reactivos más comunes en bioconjugación a día de hoy. 

 
Figura 10. Estructura del NHS. 

El sulfo-NHS es un compuesto hidrofílico que se acopla rápidamente con las aminas de las 

moléculas diana y favorece la acción del EDC en la reacción de bioconjugación21. 

 

1.6. Inmunoensayos 
 

Los inmunoensayos emplean anticuerpos como reactivos para detectar un determinado analito25. 

Se trata de una prueba que, mediante la unión de un anticuerpo específico a un antígeno, genera 

una señal que se puede medir por medio de diversas técnicas inmunológicas26. 

Un anticuerpo (Ab) es un tipo de glicoproteína, denominado también inmunoglobulina, de 

aproximadamente un peso molecular de 150 kDa que es producido por un organismo vivo en 
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respuesta a la presencia de un “agente extraño” o inmunógeno. Un inmunógeno se puede definir 

como una especie capaz de provocar una respuesta inmune. 

 Los anticuerpos (figura 11) son bivalentes, poseen dos sitios de unión idénticos por molécula, y 

destacan por poseer una alta especificidad y afinidad para un antígeno específico25,26. 

 

Figura 11. Estructura de un anticuerpo. 

Un antígeno (Ag) es cualquier especie capaz de desencadenar la formación de anticuerpos en el 

sistema inmunológico y de unirse selectivamente a los mismos. Un inmunógeno siempre se va a 

comportar como un antígeno, pero no todo antígeno es un inmunógeno. Un ejemplo son los 

haptenos, que son compuestos de bajo peso molecular que únicamente inducen una respuesta 

inmune cuando están químicamente unidos a una molécula grande como por ejemplo una proteína 

portadora27. 

La parte del antígeno que se une específicamente al sitio de unión del anticuerpo se denomina 

epítopo. Por otro lado, la parte complementaria en el anticuerpo es el parátopo. Las interacciones 

que tienen lugar entre el epítopo y el parátopo son de carácter débil, siendo electrostáticas, 

hidrofóbicas, de Van der Waals y puentes de hidrógeno27.  

Los inmunoensayos se van a poder clasificar atendiendo a diversos criterios. En una primera 

clasificación se van a distinguir las técnicas de inmunoensayo sin marcas o directas y las técnicas 

de inmunoensayo con marcas. 

o Técnicas de inmunoensayo directas: Cuando en la reacción inmunológica no 

interviene ninguna marca y se realiza una medida directa del complejo Ag-Ab. Se 

van a tener ensayos basados en la precipitación (inmunoprecipitación en gel e 

inmunoelectroforesis), ensayos de aglutinación, inmunonefelometría, 

inmunoturbidimetría y ensayos de fijación del complemento28. 

o Técnicas de inmunoensayo con marcas: se trata de ensayos de carácter cuantitativo 

donde el antígeno suele ser casi siempre el analito. Para poder visualizar la reacción 

de reconocimiento Ag-Ab y medir la concentración de antígeno o de anticuerpo, se 

emplean las marcas. Una marca ha de ser una especie de bajo coste que permita 

realizar procesos sencillos de marcaje en los que se puede unir covalentemente a un 

reactivo, ya sea Ag o Ab27. 
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Es muy importante que el marcaje tenga un mínimo efecto en la unión ya que se ha de 

mantener la funcionalidad que el antígeno o anticuerpo poseía antes de ser marcado. 

Finalmente, la marca debe detectarse fácilmente utilizando una instrumentación sencilla 

y de bajo coste27.  

Dentro de los inmunoensayos con marcas se pueden tener varias clasificaciones: 

 Según el tipo de marca empleada en la detección 

Se pueden tener radioinmunoensayos (las marcas son isótopos radioactivos), 

enzimoinmunoensayos (se emplean enzimas como marcadores) o inmunoensayos fluorescentes 

(el marcaje se realiza a través de moléculas fluorescentes) entre otros. 

 Inmunoensayos competitivos y no competitivos 

De manera general, en un inmunoensayo competitivo se tiene un antígeno y una especie marcada 

que van a competir por los sitios de unión del anticuerpo o por un antígeno. Un formato no 

competitivo o tipo sandwich  permite la cuantificación directa del analito que queda unido entre 

dos reactivos inmunológicos27,28. 

En la figura 12 se muestran distintas modalidades de este tipo de inmunoensayos. 

Figura 12. Distintas modalidades de inmunoensayos competitivos y no competitivos28. 

 

 Inmunoensayos homogéneos y heterogéneos 

En un inmunoensayo heterogéneo se lleva a cabo un proceso de separación previo a la 

cuantificación. Por el contrario, un inmunoensayo homogéneo es una técnica más rápida y sencilla 

porque no requiere una etapa de separación tras la reacción de reconocimiento27,28.  

 

En el presente Trabajo Fin de Master, se van a realizar fluoroinmunoensayos donde se emplearán 

Nanoclústeres de Cobre como biomarcadores. En vistas a que son especies fluorescentes, esta 

técnica de inmunoensayo aprovechará su fluorescencia para reconocer la unión antígeno-

anticuerpo.  
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1.7. Metalotioneínas 

Las Metalotioneínas (MT) constituyen una superfamilia de proteínas de bajo peso molecular 

(comprendido entre los 6-7 kDa), constituidas por un componente polipeptídico y otro metálico. 

Además, poseen un alto contenido en cisteínas y se caracterizan por su capacidad de unirse a 

metales29,30,31.  

Se trata de un tipo de proteína no enzimática formada por una cadena comprendida entre 61-68 

aminoácidos, donde 20 residuos se corresponden con la cisteína. Dentro de la estructura de la MT 

se pueden distinguir dos dominios: un dominio amino-terminal (β) con tres sitios de unión para 

metales divalentes y un dominio carboxi-terminal (α) con capacidad de unión a cuatro metales 

divalentes.  El azufre presente en la cisteína va a ser el encargado de unirse a los átomos metálicos, 

originando clústeres en ambos dominios. En la figura 13 se puede observar la estructura de la 

Metalotioneína donde las bolas amarillas se corresponden con los átomos de azufre y las rojas 

con los átomos metálicos que se pueden unir a la MT30,31. 

 
      Figura 13. Estructura de la metalotioneína31. 

         

La afinidad que poseen las Metalotioneínas por los metales va a variar en función del elemento 

metálico, el tejido en el que se encuentre la Metalotioneína, el entorno que la rodee y la situación 

fisiológica. Normalmente, las MTs se suelen coordinar con el zinc, con el cobre o con metales 

pesados como el cadmio y el mercurio32. 

Por otro lado, las Metalotioneínas se han encontrado en diversos organismos; están presentes en 

bacterias y plantas así como en anfibios, reptiles, aves y mamíferos. Concretamente, en los 

mamíferos se han encontrado cuatro isoformas principales de la Metalotioneína: MT-I, MT-II, 

MT-III y MT-IV.  

Estas cuatro isoformas poseen estructuras similares pero su distribución y funciones en los tejidos 

varía significativamente de unas a otras. De las MT-I y MT-II cabe destacar su presencia en 

órganos como el hígado, riñón, pulmón, corazón y cerebro. La MT-III se localiza en el tejido 

Dominio α Dominio β 

Metalotioneína 
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cerebral y la MT-IV se encuentra en células epiteliales escamosas estratificadas asociadas con el 

estómago superior o el esófago30,31. 

 

1.7.1. Funciones de la Metalotioneína 
 

Las Metalotioneínas están involucradas en diversas funciones intracelulares entre las que cabe 

destacar las siguientes29,30: 

- Detoxificación de metales pesados como el mercurio o el cadmio. 

- Homeostasis de metales esenciales como el cobre o el zinc. 

- Protección contra el daño del ADN y la apoptosis o muerte celular programada. 

- Alta capacidad para atrapar radicales libres generados por el estrés oxidativo gracias a su 

alto contenido en cisteína. 

 

1.7.2. La Metalotioneína y el cáncer 
 

A pesar de que la Metalotioneína es una proteína que está presente en el citosol de las células en 

reposo, se puede traslocar al núcleo de una célula durante los procesos de proliferación y 

diferenciación celular. Numerosos estudios han demostrado un aumento en la expresión de 

Metalotioneínas en diversos tumores humanos (cáncer de glándula salival, de mama, de colon, 

riñón, hígado, pulmón, ovario, próstata, testículos, tiroides y de vejiga urinaria) 31,33. 

La expresión de una proteína es la cantidad de proteínas que elabora una célula. Un estudio de la 

misma en células cancerígenas nos puede brindar información acerca del tipo de tumor, el mejor 

tratamiento para combatirlo y la eficacia que podría tener este último34. 

Se ha de tener en cuenta que la expresión de la Metalotioneína no es universal para todos los 

tumores y que aún no están del todo esclarecidos los factores que inducen el crecimiento de las 

MT en las células cancerígenas. A pesar de ello, este tipo de proteína podría utilizarse como 

marcador de pronóstico en diversos cánceres (como los previamente citados en este mismo 

apartado) ya que su expresión nos va a poder dar información acerca del grado de tumor y de la 

actividad proliferativa29,33. 
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2. Objetivo 
 

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Máster es llevar a cabo la síntesis y bioconjugación 

de nanoclústeres de cobre con el fin de emplearlos en un futuro como biomarcas fluorescentes en 

la caracterización de tejidos cancerosos. Los objetivos parciales para cumplir con este estudio son 

los siguientes: 

 Síntesis y purificación de nanoclústeres fluorescentes de cobre solubles en agua, para 

poder destinarlos a aplicaciones biológicas. 

 Caracterización de estos NCs empleando diversas técnicas analíticas (Fluorescencia, ICP-

MS y HR-TEM) para poder realizar un estudio de sus propiedades ópticas, estructurales 

y morfológicas. 

 Evaluación de la estabilidad de los Cu NCs con respecto al tiempo, la luz y los cambios 

de pH. 

 Bioconjugación de los Cu NCs al anticuerpo Anti-Metalotioneína. Se realizará un estudio 

de la relación Cu NCs:Anticuerpo para encontrar la relación óptima de conjugado. 

 Realización de un inmunoensayo espectrofotométrico para la comprobación de la 

funcionalidad del anticuerpo tras la bioconjugación y de un inmunoensayo competitivo 

para la detección del antígeno Metalotioneína II utilizando la Microscopía Confocal. 
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3. Instrumentación y reactivos 
 

3.1. Material y reactivos 
 

Todos los reactivos empleados durante el procedimiento experimental son de calidad analítica y 

no se realizó ningún tipo de purificación previa. 

En la tabla 3 se muestran los reactivos y los materiales empleados durante todo el trabajo. 

 Reactivos Material 

Síntesis de Cu NCs 

 

Sal de sulfato de cobre (II) anhidro (CuSO4), casa 

comercial Merck, referencia 22-36/38-50/53, 99 % de 

pureza 

Hidrocloruro monohidrato de L-cisteína 

(C₃H₈ClNO₂S.H₂O), Mr= 175,64 g/mol, casa 

comercial Merck, referencia 1028390025 

Hidrocloruro monohidrato de L-cisteína 

(HSCH2CH(NH2)COOH · HCl · H2O), Mr= 175,63 

g/mol, casa comercial Sigma-Aldrich, pureza ≥98 % 

Hidróxido de sodio (NaOH), casa comercial Fischer 

Chemical, 99,1 % de pureza. 

 

Matraz de boca redonda de 50 mL 

Imán de agitación 

Refrigerante 

Placa calefactora (IKA RCT basic) 

Purificación de Cu 

NCs 
Buffer de diálisis: Agua milli-Q 

 

Membrana de filtro de 0,22 μm 

(Teknokroma Olimpeak) 

Unidad de diálisis (Thermo Scientific de 

2000 MWCO) con capacidad para 3,0 mL 

Vaso de precipitados de 1 L 

Agitador magnético 

 

Bioconjugación 

 

EDC:(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida), 

casa comercial Acros Organics, 98,0 % de pureza, 

referencia AC171440100 

NHS (N-hidroxisuccinimida), casa comercial Thermo 

Scientific, >95 % de pureza, referencia 24510 

Anticuerpo primario anti-metalotioneína, casa 

comercial Abcam, referencia ab12228 

 

Filtros de ultrafiltración Amicon Ultra con 

un tamaño de poro de membrana de 10 kDa 

de 100 kDa (Millipore) 

Medidas de 

fluorescencia 
 

Cubeta de cuarzo (Hellma Analytics 114F-

QS, paso óptico de 10 mm, volumen de 

cámara de 3 mL) 



INSTRUMENTACIÓN Y REACTIVOS 

 
 

 
21 

Cubeta de cuarzo (Hellma Analytics 101-

QS, paso óptico de 10 mm, volumen de 

cámara de 1,5 mL) 

Inmunoensayo 

 

Anticuerpo Anti-Mouse IgG marcado con peroxidasa 

producido en cabra, casa comercial Sigma-Aldrich, 

referencia A9044 

Tween 20, casa comercial sigma, referencia P9416 

BSA (Albúmina de suero bovino) de la casa comercial 

Merck, referencia 12657 

Kit comercial TMB, casa comercial Thermo 

Scientific. 

H2SO4 (ácido sulfúrico) al 37 %, casa comercial 

Fischer Chemical. 

 

Micropipeta multicanal Lab mate (volumen 

comprendido entre 30 y 300 μL) 

Placa transparente de poliestireno de 

titración de 96 pocillos no esterilizada 

(Sterilin Limited, UK) 

Adhesivos de silicona aislantes (Grace bio-

labs, USA) 

Disoluciones 

reguladoras 

 

PBS (buffer de fosfato salino): 

- NaCl (cloruro de sodio), casa comercial VWR 

Chemical, referencia 27800 

- KCl (cloruro de potasio), casa comercial 

Panreac, referencia 141494 

- Na2HPO4 (Hidrógeno fosfato de sodio), casa 

comercial Merck, referencia 119753 

- KH2PO4 (Dihidrógeno fosfato de potasio), 

casa comercial Merck, refencia A215573015 

 

 

 

Tabla 3. Reactivos y material empleados durante todo el trabajo experimental del Trabajo Fin de 

Máster. 

Además, durante toda la parte experimental se empleó agua Milli-Q con una resistividad de 18,2 

MΩ/cm, tubos de plástico con capacidad de 10 mL, botes de plástico de 100 mL, tubos eppendorf 

con capacidad de 1,5 mL y 2,0 mL, jeringuillas con capacidad de 1 mL (BD plastipak) y 

micropipetas Labmate de distintos volúmenes comprendidos entre 1-1000 μL. 

 

3.2. Instrumentación 

La tabla 4 recoge la instrumentación requerida durante el desarrollo del Trabajo Fin de Máster. 

  

Instrumentación 

Síntesis Cu NCs Sonda de temperatura IKA WERKE ETS-D4 fuzzy 
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Medidas de fluorescencia Espectrómetro de Luminiscencia Perkin Elmer, LS 50 B (lámpara de Xenón) 

Medidas de pH pHmetro Crison, modelo micropH 2000 (Crisol instruments S.A., España) 

Medidas ICP-MS Espectrómetro de Masas de Agilent Technologies de la serie 7700 (sistema de 

reacción octopolar ORS3 y con celda de colisión) 

Medidas de absorbancia Espectrofotómetro UV-Vis de Thermo Scientific, modelo Genesys 10S 

Microscopio electrónico de 

transmisión de alta 

resolución (HR-TEM) 

Modelo JEOL JEM-2100F 

Inmunoensayo 

Espectrómetro de Luminiscencia Cary Eclipse de Agilent Technologies con 

lector de placas ELISA (lámpara de Xenón, monocromadores Czerny Turner 

y tubo fotomultiplicador como detector). 

Lector de placas Vis-UV modelo ELx800 casa comercial Bio-Tek. 

 

Microscopio confocal 
Microscopio Láser Confocal Espectral Leica TCS-SP8X (Diodo láser de 405 

nm (50 mW) y láser blanco con excitación entre 470 y 670) 

 

Otros 

 

Sistema de purificación de agua ultrapura Milli-Q Advantage A10 (MD 

Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), acoplado a una unidad Q-POD. 

Centrífuga Biofuge Stratus (Heraeus, Alemania) 

Estufa (Memmer, modelo 100) 

Balanza analítica NewClassic MF de Mettler Toledo, precisión de ±0,01 mg 

Granatario Scaltec, modelo SPO51, precisión de ±0,01 g. 

Baño de Ultrasonidos, J.P. Selecta (Barcelona, España) 

 

 

Tabla 4.  Instrumentación utilizada durante la metodología experimental y los estudios de 

caracterización de los Cu NCs.
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4. Metodología experimental 
 

4.1. Síntesis de nanoclústeres de cobre 
 

En un matraz de boca redonda de 50 mL, provisto de un imán de agitación, se echaron 2,5 mL de 

una disolución de L-cisteína (35 mg/mL) e hidróxido de sodio (0,4 M). Seguidamente, se 

adicionaron bajo agitación 0,25 mL de una disolución acuosa de sulfato de cobre (CuSO4) de una 

concentración 1 mM. Con el fin de asegurar que ambas disoluciones quedasen perfectamente 

mezcladas, se llevó el matraz a un agitador vórtex. 

A continuación, se procedió a realizar un montaje de reflujo para calentar la mezcla de reacción 

durante 4,5 h a 55 ⁰C, manteniendo la agitación y empleando un baño de agua35 (anexo 7.1.). 

En la figura 14 se representa un esquema donde aparecen los reactivos y las condiciones para que 

tenga lugar la síntesis. 

 

Figura 14. Reacción de síntesis de los Cu NCs35. 

La mezcla de reacción de partida en medio básico era incolora y, tras las 4,5 h de incubación se 

volvió de color amarillo-dorado. Esta disolución resultante se llevó a la lámpara UV y se pudo 

observar una emisión de fluorescencia de color azul. 

 

4.1.1. Purificación de los nanoclústeres de cobre 
 

Tras sintetizar los Cu NCs, para eliminar los reactivos de partida que quedaron sin reaccionar así 

como los posibles subproductos que se hayan podido formar se empleó un filtro de membrana de 

0,22 μm y posteriormente, se procedió a dializar la disolución de nanoclústeres. 

El protocolo de diálisis ha sido el siguiente: 

1. En primer lugar, se tomó un vaso de precipitados y se llenó con 1 L de agua Milli-Q (en 

este caso, el agua Milli-Q sin ningún tipo de especie química adicional constituiría la 

disolución buffer para el proceso de diálisis). 
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2. Seguidamente, se introdujo una unidad de diálisis en el buffer 

durante dos minutos con el fin de hidratar su membrana. 

3. Transcurridos los dos minutos, se llenó la unidad con la 

disolución amarillenta y se mantuvo en el buffer de diálisis dos 

horas (figura 15). 

4. Tras las dos horas, se cambió la disolución buffer y de nuevo se 

introdujeron los Cu NCs dos horas más. 

5. Pasadas estas dos últimas horas, se volvió a cambiar el buffer y 

se dejó la disolución problema 24 h dializando. 

6. Alcanzado el día, el proceso de dialización y, consecuentemente 

el de purificación de los NCs, se dio por finalizado. La disolución 

se conservó a temperatura ambiente y protegida de la luz. 

(Durante el proceso de diálisis se mantiene una agitación 

controlada que ha de ser lo más baja posible). 

 

Con el fin de evitar el tedioso protocolo de una purificación por diálisis, se intentó otro método 

de purificación, la ultrafiltración. Para ello, una disolución de Cu NCs recién sintetizada se 

introdujo en un filtro de membrana de diez kDa y se sometió a un ciclo de centrifugado durante 

7 minutos a 3500 min-1. Sin embargo, los nanoclústeres de cobre pasaron con gran facilidad a 

través de los poros de 10 kDa. Consecuentemente, se descartó la ultrafiltración como método de 

purificación de Cu NCs. 

4.2. Bioconjugación  

La bioconjugación de los nanoclústeres de cobre se realizó para distintas relaciones molares 

anticuerpo-Cu NCs, con el fin de averiguar la relación óptima de este proceso. La manera de 

proceder se muestra en la siguiente figura 16. 

FIGURA 16. Pasos seguidos en la bioconjugación de los Cu NCs. 

En un eppendorf con una capacidad de 1,5 mL se echaron 100 μL de anticuerpo (100 μg/mL). A 

continuación, considerando el estudio de la bioconjugación para distintas relaciones molares, se 

Figura 15. Sistema de 

purificación de los Cu NCs 

mediante diálisis. 
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adicionó sobre el anticuerpo la cantidad necesaria de la disolución de Cu NCs según las siguientes 

relaciones Ab:Cu NCs. 

- Bioconjugado con una relación molar 1:1 (135 μL de CuNCs) 

- Bioconjugado con una relación molar 1:3 (403 μL CuNCs) 

- Bioconjugado con una relación molar 1:5 (672 μL Cu NCs) 

- Bioconjugado con una relación molar 1:7 (941 μL CuNCs) 

- Bioconjugado con una relación molar 1:10 (1344 μL CuNCs) 

Mientras el anticuerpo y la disolución de Cu NCs se agitaban suavemente, se adicionó en cada 

uno de los eppendorfs 10 μL de una disolución de EDC y NHS en PBS (se añadió un ligero exceso 

con respecto a los 10 µL indicados en la imagen superior ya que como se dijo en la introducción 

el EDC es un compuesto lábil y así, se asegura que haya reactivo suficiente). El EDC se adicionó 

en una relación molar 1:1500 (Ab:EDC) con respecto al anticuerpo y, respecto a la disolución de 

EDC y NHS, se va a tener una relación 1:1 (EDC:NHS).  

Para que la reacción tuviese lugar adecuadamente, se agitó durante dos horas a temperatura 

ambiente28. 

 

4.2.1. Purificación del bioconjugado 
 

Transcurridas las dos horas de reacción entre el anticuerpo, los Cu NCs, el EDC y NHS, se llevó 

el contenido de los eppendorf a filtros de membrana de 100 kDa. Para la purificación se realizó 

un proceso de ultrafiltración consistente en etapas de lavado con ciclos cortos de centrifugación. 

El protocolo seguido se describe a continuación: 

- Un ciclo de centrifugación durante siete minutos, con una velocidad de 3500 rpm y una 

temperatura de 4 ⁰C. 

- Dos etapas de lavado con agua Milli-Q empleando ciclos de una duración de 7 minutos y 

3500 rpm a 4 ⁰C. 

- Una etapa de secado en la centrífuga realizando un ciclo de 7 minutos a la misma 

velocidad y temperatura que en los casos anteriores. 

Los bioconjugados purificados se congelaron para su posterior utilización28.   

 

4.3. Inmunoensayo espectrofotométrico 
 

Tras realizar la bioconjugación, para comprobar que la funcionalidad del anticuerpo Anti-

Metalotioneína se mantiene y que las propiedades luminiscentes de los Cu NCs no se han visto 
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muy afectadas, se realizó un inmunoensayo espectrofotométrico en placa ELISA utilizando un 

anticuerpo secundario anti-mouse marcado con HRP. 

Los pasos a seguir fueron los siguientes28: 

1) Inmovilización de la Metalotioneína (antígeno): se llevó a cabo el tapizado de los pocillos 

de la placa ELISA empleando 100 µL de Metalotioneína de 5 µg/mL de concentración. 

Seguidamente, se incubó el antígeno durante seis horas en la estufa, con una temperatura 

constante de 38 ⁰C. 

En la figura 17 se muestra una representación esquemática de cómo sería una placa 

ELISA (aunque en realidad consta de un total de 96 pocillos) y se indican los pocillos de 

estudio. 

 

Figura 17. Representación esquemática de los pocillos de estudio en una placa ELISA, donde se 

realizó un ensayo de cada muestra por triplicado. 

 

2) Etapa de bloqueo con BSA al 1%. Transcurridas las 6 h de incubación de la 

Metalotioneína, se adicionó una disolución de BSA al 1 % en cada pocillo y para que el 

bloqueo fuese efectivo se introdujo la placa ELISA en la nevera durante 12 horas a una 

temperatura de 4 ⁰C. 

3) Adición del anticuerpo Anti-Metalotioneína marcado con los nanoclústeres de cobre. 

Pasadas las 12 horas de bloqueo, se realizaron 3 lavados con 200 µL de PBS-TWEEN 

20. Seguidamente, en la hilera de pocillos denominada como “Blanco” se añadieron 100 

µL en cada uno de los tres pocillos pocillos, en “Ab (Anti-Metalotioneína)” se adicionó 

el mismo volumen pero de anticuerpo primario y en las filas “Bioconjugado 1:3” y 

“Bioconjugado 1:5” se adicionaron también 100 µL por triplicado del conjugado con 

relación 1:3 y 1:5 respectivamente. 

Se realizó de nuevo una incubación durante 2 horas a 38 ⁰C. 

4) Adición del anticuerpo secundario Anti-Mouse IgG, marcado con HRP. Una vez pasadas 

las 2 horas, se realizaron 6 lavados con 200 µL de PBS TWEEN 20 y se adicionaron 100 

µL en cada pocillo de una dilución 1:1000 de anticuerpo secundario en una disolución de 

PBS-BSA-TWEEN 20 al 1 % de BSA. De nuevo se realizó una incubación de 2 horas en 

la estufa a 38 ⁰C. 
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5) Revelado. Se realizó una última etapa de lavado (6 lavados con 200 µL de PBS TWEEN 

20) y se procedió al revelado adicionando 100 µL por pocillo de un kit comercial de 

sustrato TMB. Este kit está compuesto por una mezcla 1:1 de TMB (3,3´,5,5´-

tetrametilbencidina) y una disolución de H2O2 al 0,02 % en una disolución reguladora de 

ácido cítrico. 

6) Empleo de H2SO4 para detener la reacción de revelado. Tras observar el cambio de color 

producido por el kit TMB que contiene los sustratos de la HRP, se detuvo la reacción en 

cada pocillo con 100 µL de ácido sulfúrico 2 M. 

El cambio de color observado se midió en un lector de placas de absorbancia a la longitud 

de onda específica para el color al que ha virado el contenido de los pocillos, en este caso 

450 nm. 

 

4.4. Inmunoensayo competitivo 
 

Finalmente, para llevar a cabo la determinación del antígeno, la Metalotioneína, se realizó un 

inmunoensayo competitivo donde se empleó la Microscopía Confocal para la detección. Los 

pasos que se realizaron fueron los siguientes: 

1) Tapizado. Un portaobjetos para el microscopio confocal, recubierto con poli-L-lisina 

y sobre el que se adhirió una pegatina para indicar los pocillos de trabajo, se tapizó 

con 150 µL de una disolución de Metalotioneína (1µg/mL) y EDC (0,0001 M). 

Seguidamente, se llevó a cabo la incubación en estufa durante 2 h a 38 ⁰C. 

2) Bloqueo con BSA al 1 %. Se realizó la etapa de bloqueo adicionando 200 µL de BSA 

en cada pocillo. 

3) Etapa de lavado. Se realizaron tres lavados adicionando en cada pocillo 200 µL de 

una disolución reguladora PBS-TWEEN 20. 

4) Adición del bioconjugado y la muestra. En la figura 18, se muestra el portaobjetos 

donde se realizó el inmunoensayo. En los pocillos 1 y 2 se añadió una mezcla 

consistente en 75 µL de bioconjugado 1:5 (1 µg/mL) y 75 µL de PBS, de tal manera 

que supuso el blanco de la reacción inmunológica. En el resto de pocillos se 

adicionaron 75 µL de bioconjugado y 75 µL de muestra en distintas concentraciones: 



METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 
 

 
28 

 

Figura 18. Placa de microscopio confocal para el inmunoensayo competitivo. 

o En los pocillos 3 y 4 los 15 µL de muestra poseían 10 ng/mL de concentración. 

o En los pocillos 5 y 6, la concentración adicionada en el pocillo fue de 100 ng/mL. 

o En los pocillos 7 y 8, se añadió la muestra de una concentración de 1 µg/mL. 

(Antes de ser adicionada la mezcla de bioconjugado y la muestra, ésta se tuvo en el vórtex 

30 min). 

Se procedió a la incubación en la estufa durante 2 horas a 38 ⁰C. 

5) Etapa de lavado adicionando 200 µL de buffer PBS TWEEN 20. 

6) Secado de la placa con N2 comprimido. 

7) Detección en el microscopio confocal. 
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5. Resultados y discusión 
 

5.1. Caracterización de los nanoclústeres de cobre 
 

Para caracterizar los nanoclústeres sintetizados (apartado 4.1) se realizaron estudios de las 

siguientes propiedades ópticas: fluorescencia, absorción y rendimiento cuántico. Además, se 

emplearon las técnicas de HR-TEM e ICP-MS con el fin de obtener un análisis morfológico y de 

la composición química de los Cu NCs respectivamente. 

5.1.1. Medidas de fluorescencia 
 

Una manera de comprobar cualitativamente que la síntesis se está produciendo correctamente es 

medir el espectro de fluorescencia, tomando unas longitudes de onda de emisión y excitación de 

referencia. 

En este caso, se tomaron 480 y 375 nm35 como longitudes de emisión y excitación, 

respectivamente. A partir de las mismas, se realizaron diversos estudios de los espectros de 

fluorescencia para poder para obtener medidas de los nanoclústeres de cobre sintetizados con la 

mayor sensibilidad posible (anexo 8.2.).  

Empleando las condiciones de medida recogidas en la tabla 10 del anexo 8.2. se obtuvieron los 

espectros de fluorescencia de emisión y excitación de una disolución de Cu NCs. Además, se 

midió la emisión de una disolución de L-cisteína (35 mg/mL) en NaOH (0,4 M), con la misma 

concentración a la empleada para la síntesis de los Cu NCs, así como de una disolución de la sal 

de CuSO4 de concentración 1mM que será la precursora de los Cu NCs.  

En la figura 19 se muestra una comparativa de los espectros de los Cu NCs, del ligando L-cisteína 

y de una disolución de CuSO4. 

 

Figura 19. Espectros de excitación y emisión de los Cu NCs, de la disolución de L-cisteína en NaOH 

y la disolución de CuSO4 empleadas en la síntesis de los nanoclústeres de estudio. 
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Respecto a las medidas de emisión, se puede observar que únicamente se ha obtenido una señal 

de fluorescencia para la disolución de Cu NCs. Ni la disolución de L-cisteína en NaOH ni la sal 

de cobre poseen intensidad de emisión en el rango de medida establecido. 

En los espectros correspondientes a los nanoclústeres de cobre se encontró que las longitudes de 

onda máximas de excitación y emisión eran de 403 nm y de 497 nm respectivamente. Al emitir 

fluorescencia en torno a los 400 nm se puede observar mirando la imagen de la figura 19 que, la 

disolución de los Cu NCs es de color azul bajo la luz ultravioleta mientras que a la luz del día, la 

disolución posee un color amarillo-dorado. 

Por otro lado, se registraron también los espectros de emisión y excitación de las disoluciones 

buffer tras realizar la purificación por diálisis de la síntesis. En la figura 20 se muestran los 

resultados obtenidos para los Cu NCs purificados y para las dos disoluciones buffer tras el proceso 

de diálisis. 

 

Figura 20. Espectros de fluorescencia de excitación y emisión de las disoluciones buffer y la síntesis. 

Las disoluciones buffer A y B se corresponden con la utilizada en las dos primeras horas del 

proceso de diálisis y la empleada para realizar la diálisis de los Cu NCs durante 24 horas, 

respectivamente. La intensidad de ambas es muy inferior a la de los Cu NCs purificados pero se 

puede observar claramente que se obtiene un máximo en la excitación y la emisión que coincide 

con las longitudes de onda correspondientes a estos nanoclústeres de estudio. Por lo tanto, durante 

el proceso de diálisis se perdió un pequeño porcentaje de Cu NCs. 

Finalmente, para concluir con las medidas de fluorescencia, se midió la emisión de un blanco de 

síntesis para confirmar que el producto previamente sintetizado podría corresponderse con 

nanoclústeres de cobre y no con un subproducto derivado del ligando L-cisteína.  
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[Para “sintetizar” este blanco se procedió de la misma manera que en la síntesis de Cu NCs 

(apartado 4.1. de la metodología experimental) pero, en lugar de adicionar la sal de cobre, se 

añadió el mismo volumen de agua Milli-Q]. 

En la figura 21 aparece el espectro obtenido para el blanco de síntesis. 

 

Figura 21. Espectros de emisión del blanco de síntesis sin diluir y con una dilución 1/1. 

 

Primeramente, se midió la emisión del blanco sin diluir y se observó que igual se podría tener 

fluorescencia en el rango de longitudes de onda de estudio. Por ello, para comprobar que no se 

estaba teniendo autoabsorción, se procedió a realizar una dilución 1/1.  

En ambos casos se obtuvo un espectro similar con una intensidad de fluorescencia próxima a cero. 

Por lo tanto, mediante estas medidas cualitativas de fluorescencia se puede deducir que se 

sintetizaron adecuadamente los nanoclústeres de cobre. 

5.1.2. Medida UV-Vis 
 

Se realizó una medida del espectro de absorbancia UV-Vis para la disolución de Cu NCs (figura 

22) cuya finalidad es comparar el espectro obtenido con el del artículo de referencia 

considerado35. 

 

Figura 22. Espectro UV-Vis de los Cu NCs sintetizados. 
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Se obtuvo espectro de absorción muy similar al registrado en el artículo de referencia35, con un 

máximo de absorbancia situado en torno a los 350 nm. 

5.1.3. Rendimiento cuántico 
 

El rendimiento cuántico fluorescente (ΦF) es la relación entre los fotones absorbidos y los fotones 

emitidos por fluorescencia. En otras palabras, el rendimiento cuántico es la relación entre el 

número de moléculas que emiten fluorescencia respecto a un número total de moléculas 

excitadas36. 

Generalmente, en la determinación del ΦF se precisa de patrones de referencia con unos valores 

de rendimiento cuántico conocidos. De esta manera, se lleva a cabo una comparación de la 

intensidad de luz emitida en la fluorescencia, medida como la integral del espectro de emisión, 

respecto a la absorbancia en el máximo de excitación para la muestra de estudio y la de 

referencia36. 

La expresión para el cálculo del rendimiento cuántico se muestra a continuación (ecuación 1): 

 

 

 

 

donde I, A y η son la intensidad de emisión de fluorescencia integrada, la absorbancia, y el índice 

de refracción del disolvente respectivamente37. 

Para el cálculo del rendimiento cuántico de los Cu NCs se ha escogido como muestra de referencia 

una disolución de sulfato de quinina en H2SO4  0,5 M37. Ambas especies han de poseer una 

absorbancia con una longitud de onda que esté próxima entre sí para poder considerar que las dos 

sustancias absorben el mismo número de fotones.  

Las medidas de fluorescencia y de absorbancia se realizaron en una cubeta de cuarzo Hellma 

Analytics 114F-QS con un paso óptico de 10 mm y un volumen de cámara de 3 mL. Un factor a 

tener en cuenta es la longitud del paso óptico de la cubeta ya que, como se tiene una cubeta de 10 

mm, para evitar perturbaciones en la medida del rendimiento cuántico los valores de absorbancia 

nunca han de superar las 0,1 unidades a una determinada longitud de onda de excitación.  

A continuación, se recogen los espectros obtenidos de emisión de fluorescencia y de 

absorbancia para los Cu NCs y el sulfato de quinina (figura 23). 

ΦCu NCs= ΦR· (
ICu NCs

IReferencia
) · (

AReferencia

ACu NCs
) · (

η
Cu NCs

η
Referencia

)

2

 

 Ecuación 1. Expresión empleada para la determinación del 

rendimiento cuántico de los Cu NCs37. 
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Figura 23. Espectros de emisión de fluorescencia y de absorbancia de los Cu NCs y para el sulfato de 

quinina en H2SO4 0,5 M. 

 

Los espectros de fluorescencia se midieron empleando el mismo ancho de rendija tanto 

para la excitación como para la emisión (10/10 nm). En el caso de los Cu NCs se empleó 

una λexc= 400 nm y para el sulfato de quinina una λexc= 350 nm. 

Respecto a la absorbancia, para el caso de los Cu NCs se tomó el correspondiente valor a 

la longitud de onda de excitación de 400 nm y, para el sulfato de quinina, se consideró la 

absorbancia obtenida a 350 nm. 

Finalmente, considerando que el sulfato de quinina tiene un valor de rendimiento cuántico 

del 58%37 y que las disoluciones de la muestra de referencia y los CuNCs al ser acuosas, 

se puede asumir que tienen un índice de refracción η = 1, se procedió a realizar el cálculo 

del rendimiento cuántico de los Cu NCs a partir de los datos extraídos de los espectros y 

que se recogen en la tabla 5. 
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IReferencia ICuNCs AReferencia ACuNCs 

72438,031 40717,629 0,009 0,074 
 

 

Tabla 5. Valores empleados en el cálculo del rendimiento cuántico de los Cu NCs. 

 

Empleando la ecuación 1 se obtuvo un rendimiento cuántico de fluorescencia para los Cu NCs 

del 3,97 % que es ligeramente superior al registrado en otro tipo de síntesis de nanoclústeres de 

cobre solubles en medio acuoso37–39. 

 

5.1.4. Caracterización de los nanoclústeres de cobre por ICP-MS 
 

Con el fin de determinar la cantidad de cobre presente en la disolución así como el rendimiento 

de la síntesis de los nanoclústeres de cobre, se realizó un análisis por ICP-MS. 

La espectrometría de masas con fuente de plasma por acoplamiento inductivo es una técnica 

analítica empleada en el análisis elemental que permite determinar y cuantificar prácticamente la 

mayoría de los elementos de la tabla periódica. Como consecuencia de la fuente de ionización 

(ICP) este tipo de espectrometría proporciona una alta sensibilidad y análisis con límites de 

detección bajos, del orden de los ppm-ppb e incluso se puede llegar a nivel ultratraza. 

Para el caso que nos concierne, se va a emplear esta técnica para realizar un estudio de la 

composición química de los nanoclústeres de cobre sintetizados y purificados. 

En primer lugar, se tomó una muestra de una disolución de Cu NCs purificada y otras tres 

muestras de los desechos de los buffers de diálisis, ya que durante el proceso de purificación cabe 

la posibilidad de que se puedan filtrar, a parte de los reactivos que no han reaccionado, algunos 

de los nanoclústeres de cobre. 

Además, para poder realizar un balance de masas y obtener así el rendimiento de la síntesis, se 

midió una disolución de sulfato de cobre, que es la disolución madre, llevada al mismo volumen 

final que los Cu NCs. 

En un primer análisis de ICP-MS no se disponía de He como gas de colisión y se realizaron las 

medidas con H2. Tras realizar el tratamiento de datos, se calcularon las relaciones isotópicas 

correspondientes con los dos isótopos del cobre: 63Cu cuya abundancia es del 69,17 % y 65Cu con 

una abundancia del 30,83 %, considerando que la relación isotópica teórica es de 2,10 (63Cu/65Cu 

). En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos. 

 63Cu/65Cu 

Disolución de sulfato de cobre 2,47 

Síntesis Cu NCs 2,15 

Desecho buffer 1 1,65 
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Comparando los valores obtenidos con los teóricos, se puede observar que no se cumplen las 

relaciones isotópicas del cobre cuando se emplea el hidrógeno como gas de colisón. 

Se ha de tener en cuenta que una de las limitaciones de esta técnica es la presencia de iones 

poliatómicos originados por las combinaciones que pueden tener lugar entre los elementos 

presentes en el plasma, el disolvente o la matriz de la muestra. Estas interferencias poliatómicas 

se van a poder reducir o corregir mediante el uso de una celda de colisión. 

El gas que se emplee en la celda de colisión puede interaccionar con la matriz y los analitos de 

estudio generando un producto de celda de colisión que puede generar nuevas interferencias. 

Al emplear H2 como gas de colisión no se cumplen las relaciones isotópicas del cobre porque el 

hidrógeno reacciona con el mismo y esto hace que se esté perdiendo sensibilidad en la medida y 

que las intensidades relativas para el cobre sean más bajas. 

Como consecuencia, se procedió a realizar un segundo análisis empleando He como gas de 

reacción. El He es un gas inerte que no va a interferir con el cobre y por ello, va a permitir obtener 

una mayor sensibilidad en el análisis de ICP-MS. Observando la tabla 7 se observa que las 

relaciones isotópicas se aproximan mucho más al valor teórico de 2,10. 

 

 

 

 

Finalmente, con las últimas medidas realizadas con el He, se hicieron los cálculos pertinentes para 

obtener la concentración de cobre en las distintas muestras y para la determinación del 

rendimiento de la síntesis. En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos. 

 mmoles Concentración Cu (mM) 

Desecho buffer 1 1,88 0,30 

Desecho buffer 2  1,71 0,28 

Desecho buffer3 0,25 0,04 

Síntesis Cu NCs 4,67 0,34 

Disolución madre de Cu 2,09 0,75 

Tabla 8.  Valores de concentración y los mmoles obtenidos durante el análisis de ICP-MS. 

Desecho buffer 2 1,97 

Desecho buffer 3 1,97 

Tabla 6. Relaciones isotópicas obtenidas en el análisis de ICP-MS tras emplear hidrógeno 

como gas de colisión. 

 63Cu/65Cu 

Disolución de sulfato de cobre 2,08 

Síntesis Cu NCs 2,09 

Desecho buffer 1 2,10 

Desecho buffer 2 2,08 

Desecho buffer 3 2,10 

Tabla 7. Relaciones isotópicas obtenidas en el análisis de ICP-MS tras emplear hidrógeno como gas 

de colisión. 
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El rendimiento obtenido para la reacción de síntesis de los Cu NCs tras haber realizado su 

purificación y caracterización es del 45 %. 

 

5.1.5. Caracterización de los nanoclústeres de cobre mediante 
HR-TEM 

La microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (HR-TEM) es una técnica a partir 

de la cual se obtiene una imagen de elevada resolución por mediación de un microscopio 

electrónico de transmisión (TEM). El TEM es un instrumento que permite la proyección de 

imágenes de estructuras de muestras cristalinas o amorfas. El mecanismo es el siguiente: un 

determinado haz de electrones acelerado colisiona contra la muestra de análisis debidamente 

preparada.  Tras la colisión, según el grosor y el tipo de átomos que conformen la muestra, parte 

de los electrones implicados se dispersarán selectivamente dando como resultado la proyección 

de una imagen de la estructura de una muestra cristalina o amorfa. 

Por su alta resolución, la técnica de HR-TEM es una herramienta de gran importancia en el estudio 

de los nanomateriales. 

En el caso de los nanoclústeres de cobre esta técnica permite realizar un estudio de la forma, de 

la homogeneidad o distribución de tamaños de diámetro y de la presencia de agregados en 

disolución. Además, permite medir de manera muy precisa el diámetro del núcleo del nanoclúster. 

En este caso, una de las imágenes obtenidas fue la siguiente (figura 24):  

 
Figura 24. Imágenes obtenidas de los Cu NCs en el HR-TEM. 

El color gris más claro se corresponde con el fondo (rendija de cobre sobre la que se depositó la 

muestra de Cu NCs) y, la tonalidad más oscura de gris que rodea las esferas negras, se corresponde 

con el ligando de funcionalización de los Cu NCs. 

En la imagen con una escala de 50 nm se puede observar que los Cu NCs están ocupando una 

misma región a modo de agregados. Esta especie de agregación es un fenómeno que se ha podido 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
 

 
37 

producir por algún tipo de interacción de la disolución de Cu NCs con la rendija de cobre 

empleada en la medida de HR-TEM. 

Aun así, a partir de la imagen obtenida con escala de 50 nm se realizaron medidas de algunos de 

los diámetros de los Cu NCs encontrados. El tamaño promedio de los Cu NCs tras haber tomado 

50 valores de diámetros es el siguiente: 2,84 ± 0,80 nm. Este  valor obtenido para el tamaño de 

los Cu NCs es ligeramente superior al registrado en el artículo que se tomó como referencia 

(diámetro de nanoclúster de cobre de 2,5 nm)35. 

Considerando que la estructura de los Cu NCs es cúbica centrada en las caras (figura 25) se 

procedió a calcular el volumen de la celda unitaria. 

 

 

 

 

 

 

La ecuación 2 muestra la expresión para el cálculo del volumen de la celda unitaria. 

 

 

 

Sabiendo que el peso molecular del cobre es de 63,54 g/mol y que la densidad de este mismo 

elemento es de 8,96 g/cm3 se puede determinar la masa y se obtiene el volumen de la celda 

unitaria: 4,71x10-2 nm3/celda. 

A partir del diámetro de los Cu NCs calculado experimentalmente mediante HR-TEM (2,84 nm), 

se podría determinar el volumen de los Cu NCs. Sin embargo, como no se lograron obtener buenas 

imágenes en una escala menor de 50 nm y sólo se tomaron los valores de diamétro de Cu NCs en 

una imagen, se optó por seguir trabajando con el diámetro registrado en el artículo que se tomó 

como referencia. En el mismo el tamaño de nanocluster es de 2,5 nm y si se considera los Cu NCs 

como esferas, el volumen que se obtiene es de 8,18 nm3. 

Por otro lado, sabiendo que el cociente entre el volumen de los Cu NCs (VCu NCs) y el volumen de 

la celda unitaria (Vcelda unitaria Cu NCs) nos da la cantidad de celdas unitarias por NCs; en este caso 

𝑉𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎 𝑢𝑛𝑖𝑡𝑎𝑟𝑖𝑎 𝐶𝑢 𝑁𝐶𝑠 =
𝑀𝑎𝑠𝑎

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑
 

 Ecuación 2. Expresión para el cálculo del volumen de 

la celda unitaria de los Cu NCs 

Figura 25. Estructura cúbica 

centrada en las caras. 

En una estructura cúbica centrada en las caras los átomos de cobre 

se sitúan en los vértices de la celdilla unidad y en el centro de sus 

caras. A partir de esta información y con ayuda de la figura 20 se 

pueden determinar los átomos que contiene la celda unidad: 

- En el centro de las caras: 
1

2
𝑥 6 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠 = 3 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠 

- En los vértices:
1

8
𝑥 8 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠 = 1 á𝑡𝑜𝑚𝑜 

Por lo tanto, la celda unidad contiene un total de 4 átomos. 
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173,66 celdas/NCs, y que se tienen 4 átomos por celda unitaria, se puede calcular el número de 

átomos de cobre en cada nanocluster: 694, 63 átomos de Cu/ NCs. 

Los cálculos correspondientes a los resultados que se acaban de mostar vienen recogidos en el 

anexo 8.3. 

Finalmente, a partir de la concentración calculada en el estudio de ICP-MS, 0,34 mM, y el número 

de átomos calculado por cada NCs se puede determinar el número de moles y la concentración de 

cobre en los NCs. En este caso, el valor de concentración obtenido es de 2,96x1017 Cu NCs/L. 

El cálculo de la concentración de los Cu NCs va a tener gran relevancia en la bioconjugación ya 

que a partir de este valor se realizará el estudio de optimización de la relación molar Ab:Cu NCs 

en el conjugado. 

 

5.2. Medidas de estabilidad 

Para poder investigar en un futuro las posibles aplicaciones de los Cu NCs es necesario hacer una 

evaluación previa de su estabilidad ante distintas condiciones. Primeramente, durante tres meses 

se hizo un seguimiento de la intensidad de fluorescencia de diversas alícuotas de nanoclústeres 

de cobre disueltos en agua y en buffer de fosfato salino (PBS) tras mantenerlos expuestos de 

manera continua a la luz del día y conservarlos en la oscuridad. En segundo lugar, se comprobó 

la estabilidad de los Cu NCs tras una exposición continua a la radiación UV. Finalmente, se 

estudió el comportamiento de una disolución de nanoclústeres de cobre a distintos valores de pH. 

 

5.2.1. Estabilidad en distintos disolventes a largo plazo 
 

Durante un tiempo aproximado de tres meses se realizaron medidas periódicas de fluorescencia 

de Cu NCs disueltos en PBS y en agua Milli-Q, tras mantener a temperatura ambiente unas 

alícuotas de los mismos almacenadas en la oscuridad y otras expuestas a la luz del día.  

El planteamiento de este estudio de estabilidad fue el siguiente: 

De una disolución de Cu NCs purificada se tomaron dos alícuotas. Una de ellas se llevó a un 

volumen final de 3 mL con PBS y la otra al mismo volumen final pero con agua Milli-Q. A su 

vez, cada una de estas alícuotas se dividió en dos diferentes de tal manera que en total se tenían 

dos muestras de Cu NCs en PBS y otras dos en agua Milli-Q. De esta manera, dos de las cuatro 

muestras de Cu NCs disueltas en medios diferentes se expusieron a la luz durante tres meses y las 

otras dos se mantuvieron a la oscuridad el mismo tiempo. El primer mes se realizaron medidas 

diarias y posteriormente, se redujo la frecuencia de las medidas de fluorescencia a dos semanas. 
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En el anexo 8.4. se muestra la figura 40 que recoge los espectros de una disolución de los Cu NCs 

sintetizados y purificados, una alícuota de esos mismos Cu NCs llevada al volumen final de la 

síntesis (3 mL) con PBS y otra alícuota igual pero llevada a 3 mL con agua Milli-Q. 

 

5.2.1.1. Nanoclústeres de cobre en PBS 
 

El estudio de fluorescencia de los nanoclústeres de cobre en una disolución de PBS expuesta a la 

luz se muestra en la figura 26. 

En vistas al diagrama de barras se puede decir que los Cu NCs disueltos en PBS poseen unas 

propiedades ópticas estables tras permanecer unos tres meses sin protegerse de la luz del sol. 

En la figura 27, se tiene la evaluación de la fluorescencia a largo plazo de los Cu NCs disueltos 

en PBS y protegidos de toda luz.  

Figura 26. (a) Diagrama de barras donde se representa el cambio de la intensidad de fluorescencia de los Cu NCs en PBS, 

expuestos a la luz del día, durante el estudio de estabilidad. (b) Comparación de todos los espectros de emisión de CuNCs en 

PBS (luz del día). 

Figura 27. Diagrama de barras donde se representa el cambio de la intensidad de fluorescencia de los Cu NCs en PBS, 

conservados en la oscuridad, durante el estudio de estabilidad. (b) Comparación de todos los espectros de emisión de Cu 

NCS en PBS (protegidos de la luz). 
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Se puede observar que la intensidad de fluorescencia es ligeramente superior a la obtenida en los 

Cu NCs en PBS expuestos a la luz y en ningún momento la emisión fue inferior a 500 unidades. 

Además, la fluorescencia de los Cu NCs varía poco a lo largo del tiempo de tal manera que tras 

tres meses, los Cu NCs siguen poseyendo una buenta intensidad de emisión. 

 

5.2.1.2. Nanoclústeres de cobre en agua Milli-Q 
 

Los cambios observados en la intensidad de una disolución de Cu NCs en agua Milli-Q tras estar 

expuesta durante tres meses a la luz ambiental se muestran la figura 28. 

La fluorescencia de los Cu NCs se mantiene constante durante un tiempo pero, a partir del día 24 

se observa una disminución de la intensidad fluorescente hasta llegar al día 71 donde se produce 

una bajada de fluorescencia brusca, aunque aún se sigue teniendo bastante fluorescencia.  

En comparación con los resultados obtenidos para los Cu NCs en PBS a la luz los valores de 

intensidad son ligeramente superiores cuado están disueltos en agua. 

Por último, se muestra en la figura 29 la evaluación de la estabilidad de los Cu NCs en agua Milli-

Q tras haber conservado la disolución durante el tiempo de análisis protegida de la luz. 

Figura 28. Diagrama de barras donde se representa el cambio de la intensidad de fluorescencia de los Cu NCs en H2O Milli-

Q expuestos a la luz solar durante el estudio de estabilidad. (b) Comparación de todos los espectros de emisión de CuNCS en 

agua Milli-Q almacenados en presencia de luz ambiental. 
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En este último ensayo se obtuvieron elevadas intensidades de fluorescencia, no observándose en 

ningún caso valores inferiores a las 600 unidades. Además, como la intensidad permanece 

prácticamente constante nos permite concluir que los Cu NCs disueltos en agua Milli-Q y 

conservados en la oscuridad poseen propiedades ópticas que se mantienen invariables durante 74 

días. 

Cabe destacar la importancia de la evaluación del comportamiento de los Cu NCs en PBS a lo 

largo del tiempo ya que esta disolución tampón es la empleada en la realización de inmunoensayos 

y, como ya se ha visto, una de los principales objetivos de este Trabajo Fin de Máster es el empleo 

de los Cu NCs como marcas fluorescentes en los inmunoensayos. 

En vista de los resultados, se puede concluir que los Cu NCs son estables en PBS tanto si se 

mantienen a la luz del sol o protegidos de la oscuridad durante al menos tres meses. Como 

consecuencia, se podrán realizar inmunoensayos en PBS sin que ello implique una gran 

disminución de la fluorescencia de estos nanoclústers. 

 

5.2.2.  Estabilidad frente a la exposición continua de radiación. 
 

Una alícuota de Cu NCs purificados se expuso durante dos horas a radiación ultravioleta, 

manteniendo la longitud de onda de excitación de 400 nm. 

Figura 29. Diagrama de barras donde se representa el cambio de la intensidad de fluorescencia de los Cu NCs en H2O 

Milli-Q protegidos de la luz solar durante el estudio de estabilidad. (b) Comparación de todos los espectros de emisión 

de CuNCS en agua Milli-Q almacenados en la oscuridad. 
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Figura 30. Time drive de la disolución de Cu NCs tras ser expuesta durante 2 h a radiación UV. 

Se observa que la señal es más o menos estable, habiendo una ligera disminución (no superior a 

las 100 unidades). Por lo tanto, se puede considerar que los Cu NCs son estables frente a una 

exposición continuada a la luz UV. 

 

5.2.3. Estabilidad en distintas condiciones de pH 
 

Finalmente, para concluir los estudios de estabilidad se realizó un estudio de cómo distintos pH 

podrían afectar a la disolución de los Cu NCs. 

A partir de una disolución de Cu NCs se prepararon 8 disoluciones con distintos pH. El objetivo 

era representar por rango amplio de pH. Los pH elegidos fueron para muy ácido (muy ácido), 

3,62 (ácido) y 5,70 (ligeramente ácido), 7,56 (ligeramente básico), 8,05 y 8,62 (básico) y 11,38 

(muy básico). Además se preparó una disolución de PBS cuyo pH era de 7,32. Cada una de estas 

disoluciones se midió en el fluorímetro. 

En la figura 31 se recogen los espectros obtenidos. 

 

Figura 31. Estudio de estabilidades de pH. 
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Una vez obtenidos los resultados se puede ver que la máxima intensidad de fluorescencia 

corresponde con un pH básico (7,56) y con 7,32 y el pH de 8,62 se consiguen también buenas 

intensidades de fluorescencia. Por el contrario, se observa que a medida que se aumenta o 

disminuye el pH del medio la fluorescencia baja en intensidad. 

 

5.3. Bioconjugación 
 

El objetivo de la bioconjugación era unir los Cu NCs al anticuerpo Anti-Metalotioneína, 

procurando que ni las propiedades luminiscentes se viesen comprometidas ni la funcionalidad del 

anticuerpo para reconocer al antígeno se viese afectada.  

El mecanismo de formación del bioconjugado por el método carbodiimida se muestra en la figura 

32. 

 

 

Figura 32. Esquema de bioconjugación representativo de los Cu NCs al anticuerpo por el método 

carbodiimida. 

El EDC reacciona con los grupos funcionales ácido carboxílico del ligando que protege a los NCs 

(la L-cisteína) originando un intermedio activo e inestable, la o –acilisourea. En presencia de una 

amina con carácter nucleofílico, como son las aminas presentes en el Ab Anti-Metalotioneína, se 

puede formar un enlace amida de carácter covalente entre el grupo amino y el intermedio recién 

formado, concluyendo con la bioconjugación del Ab-Cu NCs. 

Cabe mencionar que el NHS junto con el EDC tiene como fin favorecer esta reacción de 

bioconjugación. El hecho de adicionar NHS aumenta la solubilidad y estabilidad de la o –

acilisourea y permite obtener rendimientos de bioconjugación mayores que únicamente 

empleando el EDC21. 

Tanto los reactivos EDC, NHS, Cu NCs, como el Ab y el producto bioconjugado son solubles en 

agua y ello facilita la purificación. Con los filtros de ultrafiltración utilizados se consiguió separar 

el complejo, el cual queda retenido en la membrana del filtro mientras que el resto de reactivos y 

producto no bioconjugado pasan a través de la misma. 
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5.3.1. Caracterización de la bioconjugación 
 

Primeramente, en la figura 33 se va a mostrar una comparación de los espectros de excitación y 

emisión de una disolución de Cu NCs y una disolución que contiene el anticuerpo Anti-

Metalotioneína marcado con los Cu NCs en relación 1:5. 

 

Figura 33. Comparación emisión y excitación de los Cu NCs y el bioconjugado. 

Tanto para el bioconjugado como para la disolución de Cu NCs las longitudes de excitación y 

emisión fueron de 400 y 490 nanómetros respectivamente. Se puede observar que los espectros 

tanto de emisión como de excitación de los Cu NCs unidos al anticuerpo (λexc=390 nm y λem=486 

nm) se desplazan ligeramente hacia la izquierda con respecto a los de la disolución de Cu NCs 

(λexc=403 nm y λem=490 nm). 

Con el fin de optimizar la bioconjugación, se ha de considerar la proporción relativa del 

anticuerpo y los Cu NCs en el conjugado final. Para ello, es importante realizar bioconjugaciones 

para distintas relaciones de Ab:Cu NCs y ver cómo afectan a la intensidad de fluorescencia. La 

relación óptima ha de ser aquella con la que el Ab muestre una mayor fluorescencia manteniendo 

su funcionalidad. 

En este caso, se probaron las relaciones 1:1, 1:3, 1:5, 1:7 y 1:10 de Ab:Cu NCs y se midió su 

fluorescencia. El resultado se muestra en la figura 34: 
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Figura 34. Optimización de las relaciones Ab: CuNCs del bioconjugado. 

En vistas de los resultados se puede decir que a concentraciones crecientes de Cu NCs la 

fluorescencia aumenta consiguiendo tener un máximo de intensidad para la relación 1:5. Sin 

embargo, a partir de la misma la fluorescencia disminuye drásticamente. Esto es debido a que 

para un determinado Ab-marca se va a tener cierto nivel de sustitución que proporcione una 

máxima señal sin riesgo de quenching o desactivación de la fluorescencia o de precipitación. Por 

lo tanto, esta disminución de fluorescencia en las relaciones 1:7 y 1:10 puede deberse a la 

agregación de los Cu NCs en el anticuerpo o que las interacciones entre los Cu NCs den lugar a 

un quenching de fluorescencia al producirse transferencia de energía entre las mismas y no dar 

lugar al fenómeno de emisión. 

Considerando las relaciones 1:5 y 1:3 como las óptimas de bioconjugación, se procedió a realizar 

un inmunoensayo espectrofotométrico para la comprobación de la funcionalidad del anticuerpo 

Anti-Metalotioneína. 

 

5.4. Inmunoensayo espectrofotométrico 
 

Para comprobar que la afinidad del anticuerpo Anti-Metalotioneína por el antígeno 

Metalotioneína no se perdió durante la bioconjugación, se realizó un inmunoensayo 

espectrofotométrico de las relaciones que mostraron una mayor intensidad de fluorescencia en la 

etapa de bioconjugación (1:3 y 1:5). 

Siguiento el protocolo descrito en el apartado 4.3. Inmunoensayo espectrofotométrico de la 

metodología experimental, al adicionar el Kit de sustrato TMB se produjo un cambio de 

coloración en los pocillos de incoloro a azul y, tras adicionar el ácido sulfúrico para parar la 

reacción, este color azul viró a amarillo (figura 35). 
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Figura 35. Cambio de coloración al detener la reacción con ácido sulfúrico en el inmunoensayo 

espectrofotométrico. 

Al adicionar los sustratos de la peroxidasa de rábano silvestre (HRP), si el anticuerpo Anti-

Metalotioneína sigue activo, se debe observar una coloración azul. En la figura 35 se puede 

observar que todos los pocillos han experimentado ese cambio de color a azul y que, por lo tanto, 

se sigue manteniendo la funcionalidad de la Anti-Metalotioneína. 

Al adicionar el ácido sulfúrico, se detiene la reacción enzimática y se ve como cada uno de los 

pocillos cambia de color azul a color amarillo. En este punto, para obtener unos resultados 

cuantitativos que demostrasen que efectivamente la Anti-Metalotioneína estaba activa, se midó la 

absorbancia en un lector de placas a la longitud de onda correspondiente con el color amarillo 

(450 nm). Los resultados se recogen en la tabla 9: 

 Absorbancia 

Blanco 0,050 ± 0,008 

Ab 0,678 ± 0,051 

1:3 0,224 ± 0,086 

1:5 0,263 ± 0,080 

Tabla 9. Medidas de absorbancia obtenidas en el inmunoensayo espectrofotométrico. 

Considerando los resultados, se puede confirmar que no sólo el anticuerpo mantiene su 

funcionalidad (aunque se ha perdido bastante) sino que la bioconjugación con la relación 1:5 es 

la óptima para el comprejo Ab: Cu NCs al conseguirse unos valores de absorbancia superiores a 

los encontrados en la bioconjugación 1:3. 

 

5.5. Microscopía confocal 

La microscopía confocal trabaja con muestras que emiten fluorescencia o que reflejan la luz y 

permite obtener imágenes de mejor calidad que el microscopio óptico de fluorescencia. A partir 

de esta técnica se van a poder estudiar especies marcadas con uno o más fluorocromos y se van a 

obtener las señales de emisión como imágenes. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
 

 
47 

Se procedió a realizar un inmunoensayo de tipo competitivo sobre un portaobjetos recubierto con 

poly-L-lisina seguido de una detección en el microscopio confocal. 

En este caso, el antígeno inmovilizado compite con el antígeno en disolución (que se adicionó en 

el inmunoensayo a la par que el elemento bioconjugado) por una cantidad conocida del anticuerpo 

Anti-Metalotioneína marcado por los Cu NCs. Una vez finalizada la reacción de competición, se 

procedió a realizar la detección en el microscopio confocal (en el anexo 8.5 se muestran algunas 

de las imágenes de los pocillos). 

Este inmunoensayo competitivo tiene como fin poder determinar la Metalotioneína y para ello se 

precisa realizar un calibrado. Como se pudo observar en el apartado de metodología experimental 

(4.4. Inmunoensayo competitivo), se adicionaron distintas cantidades de antígeno (10 ng/mL, 100 

ng/mL y 1 µg/mL) que, si se representan frente a la intensidad de fluorescencia, nos permiten 

obtener una curva de inhibición donde se podría observar la disminución de la intensidad a 

concentraciones crecientes de antígeno en la disolución. Esta curva de inhibición se representó en 

el programa MyAssays (figura 36). 

 

Figura 36. Curva de inhibición del inmunoensayo competitivo basado en Cu NCs para la 

determinación de Metalotioneína II. 

 

En la zona de la recta de calibración, a medida que se aumenta la concentración de antígeno 

(Metalotioneína II) la intensidad de fluorescencia disminuye (a mayor cantidad de 

Metalotioneína, una menor cantidad de marca se queda inmovilizado en la placa). Por lo tanto, se 

puede concluir que el inmunoensayo espectrofotométrico se ha desarrollado correctamente. 
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6. Conclusiones 
 

Los nanoclústeres de cobre son un campo de investigación muy prometedor con propiedades 

atractivas para su empleo como marcas biocompatibles de muy reducido tamaño. En este Trabajo 

Fin de Máster se ha conseguido dar un paso más en el desarrollo de los Cu NCs: se emplearon los 

nanoclústeres de cobre como marcas fluorescentes en un proceso de bioconjugación al anticuerpo 

Anti-Metalotioneína y, mediante un inmunoensayo competitivo, se detectó el antígeno 

Metalotioneína. Esto tiene como fin poder aplicar los Cu NCs en la detección de tejidos 

cancerosos. 

Las conclusiones derivadas del presente Trabajo se muestran a continuación: 

1. Se sintetizaron y purificaron nanoclústeres fluorescentes de cobre de manera exitosa 

empleando un método de síntesis sencillo, consistente en un solo paso de reacción. 

2. Se consiguieron caracterizar los Cu NCs mediante las propiedades ópticas de 

fluorescencia, espectrometría UV-Vis y el rendimiento cuántico. 

2.1. Respecto a la fluorescencia se obtuvieron unas longitudes de onda 

óptimas de excitación y emisión de 403 nm y 497 nm 

respectivamente. 

2.2. Se midió un espectro de absorción UV-vis obteniéndose un resultado 

que concuerda con el registrado en el artículo que se tomó como 

referencia. 

2.3.  Se obtuvo un valor de rendimiento cuántico del 3,96 % que resulta 

ser superior al encontrado en diversas publicaciones científicas sobre 

los Cu NCs. 

3. Se emplearon las técnicas de ICP-MS y HR-TEM para la caracterización química y 

morfológica de los Cu NCs. 

3.1. Mediante el análisis de ICP-MS se consiguió realizar una 

optimización de la medida de los Cu NCs al pasar de utilizar 

hidrógeno como gas de colisión a helio, donde se obtuvo un 

rendimiento del 45 %. 

3.2.  Empleando la técnica de HR-TEM se consiguieron obtener 

imágenes de los Cu NCS y calcular el número de átomos que 

conforma cada nanocluster. 

3.3. A partir de los datos obtenidos en ICP-MS y HR-TEm se hicieron los 

cálculos necesarios para realizar un estudio de optimización para la 

determinación de la relación molar Ab: Cu NCs. 
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4. Se bioconjugaron los Cu NCs al anticuerpo Anti-Metalotioneína mediante el método de 

la carbodiimida en el que se empleó como agente entrecruzante EDC.  Mediante 

fluorescencia se consiguió detectar la relación molar Ab:Cu NCs óptima (1:5). 

5. Se desarrolló un inmunoensayo espectrofotométrico para comprobar la funcionalidad del 

anticuerpo Anti-Metalotioneína tras ser bioconjugado. 

6. Se consiguió determinar el antígeno Metalotioneína mediante un inmunoensayo 

fluorescente de tipo competitivo y la detección en el microscopio confocal. 
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8. Anexos 
 

8.1. Esquema de montaje de la síntesis de los Cu NCs. 
 

En la figura 37 aparece la imagen del sistema de reflujo empleado en la reacción de síntesis de 

los nanoclústeres de cobre. Las condiciones fijadas fueron las siguientes: tiempo de reacción de 

4,5 h y temperatura de 55 ⁰C. 

 

Figura 37. Sistema de reflujo empleado en la síntesis de los Cu NCs. 

 

8.2. Optimización de las condiciones de fluorescencia 
 

Se hizo un estudio de fluorescencia de una determinada disolución de Cu NCs empleando distintas 

condiciones de medida. 

Primeramente, empleando como longitud de onda de excitación 375 nm35 se midió el espectro de 

emisión de la disolución de Cu NCs utilizando una apertura de rendijas de 10/20 nm 

(excitación/emisión) en un rango de 400 a 800 nm. Seguidamente, empleando las mismas 
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rendijas, se procedió a medir el espectro de excitación escogiendo como longitud de onda de 

emisión 480 nm35 y un rango comprendido entre 200 y 440 nm.  

En vistas a que la señal de fluorescencia se saturó, se volvió a medir el espectro de emisión 

variando únicamente las rendijas a 10/15 nm. En este caso, la señal no saturó pero se seguía 

obteniendo una intensidad de fluorescencia alta. Como consecuencia, se procedió a medir de 

nuevo tanto el espectro de emisión como el de excitación en las mismas condiciones que los 

anteriores pero cerrando las rendijas a 10 nm cada uno (10/10 nm). 

Finalmente, tras haber conseguido una buena intensidad con las rendijas de apertura de excitación 

y emisión de 10 nm, se escogió la longitud de onda para la cual se obtuvo el máximo de absorción 

en el espectro de excitación (400 nm) y se midió de nuevo la emisión con las siguientes 

condiciones: λexcitación= 400 nm, rendijas 10/10 nm y rango de medida de 400 a 800 nm. 

En vistas al último espectro de emisión, la longitud de onda para la cual se obtiene el máximo de 

fluorescencia es de 490 nm. En este caso no se realizó un nuevo espectro de excitación empleando 

una λemisión de 490 nm para el resto de condiciones establecidas pero se empleará en las medidas 

de excitación posteriores. 

A continuación, se muestra la figura 38 con todos los espectros obtenidos.  

 

Figura 38. Espectros de fluorescencia obtenidos con distintas condiciones para la optimización de 

las medidas fluorescentes de los Cu NCs. 

 

En la tabla 10 se recogen las condiciones de excitación y emisión que se emplearon para realizar 

todas las medidas de fluorescencia a lo largo de este Trabajo Fin de Máster. 
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 EXCITACIÓN EMISIÓN 

Rango de medida (nm) 200 - 440 400 - 800 

Apertura de slits o rendijas 

excitación/ emisión (nm) 
10/10 10/10 

Velocidad de barrido 

(nm/min) 
300 300 

 λemisión= 490 nm λexcitación= 400 nm 

Tabla 10. Condiciones óptimas para las medidas de fluorescencia de los Cu NCs. 

 

Establecidas las condiciones de medida para la emisión y excitación, con el fin de averiguar si la 

disolución de estudio de Cu NCs presenta autoabsorción, se procedieron a realizar medidas de 

fluorescencia para distintas diluciones de los nanoclústeres de cobre (figura 39). 

 

 

Figura 39. Espectros de emisión y excitación de una disolución de Cu NCs sin diluir y a distintas 

diluciones (1/1 y 1/2). 

Se puede observar que a medida que se diluye más la muestra de nanoclústeres de cobre la 

intensidad de fluorescencia disminuye pero no en la proporción en la que se ha hecho la dilución. 

Esto quiere decir que la disolución presenta el fenómeno de autoabsorción. 

 

8.3. Cálculos HR-TEM 
 

Considerando el peso molecular del cobre (63,54 g/mol) y su densidad (8,96 g/cm3) se puede 

determinar la masa y obtener el volumen de la celda unitaria:  
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El valor que se obtiene para el volumen de la celda unitaria es de 4,71x10-2 nm3/celda. 

Considerando que el tamaño teórico de nanoclúster es de 2,5 nm y tratando a los Cu NCs como 

esferas, el volumen de los mismos se puede calcular de la siguiente manera: 

 

 

El cociente entre el volumen de los Cu NCs (VCu NCs) y el volumen de la celda unitaria (Vcelda unitaria 

Cu NCs) nos da la cantidad de 173,66 celdas unitarias por NCs. Además, como se tienen 4 átomos 

por celda unitaria, se puede calcular el número de átomos de cobre en cada nanoclúster: 

 

 

 

8.4. Nanoclústeres de cobre disueltos en distintos 
disolventes 

 

Antes de proceder a realizar las medidas de fluorescencia de los Cu NCs disueltos en PBS y agua 

Milli-Q tras exponerlos durante tres meses a la luz del día y mantenerlos en la oscuridad, 

protegidos de la luz, se midieron los espectros de emisión de los Cu NCs en PBS y en agua Milli-

Q con el fin de compararlos con la muestra sintetizada de nanoclústeres. 

𝑀𝑎𝑠𝑎 𝐶𝑢 =  
4 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠 𝐶𝑢

𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎
𝑥

1 𝑚𝑜𝑙 𝐶𝑢

6,022𝑥1023á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠 𝐶𝑢
𝑥

63,54 𝑔 𝐶𝑢

1 𝑚𝑜𝑙 𝐶𝑢
= 4,22𝑥10−22𝑔 𝐶𝑢/𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎 

𝑉𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎 𝑢𝑛𝑖𝑡𝑎𝑟𝑖𝑎 𝐶𝑢 𝑁𝐶𝑠 =
4,22𝑥10−22𝑔 𝐶𝑢/𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎

8,96 𝑔/𝑐𝑚3
=

4,71𝑥10−23𝑐𝑚3

𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎
= 𝟒, 𝟕𝟏𝒙𝟏𝟎−𝟐 𝒏𝒎𝟑/𝒄𝒆𝒍𝒅𝒂 

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐶𝑢 = 8,96 𝑔/𝑐𝑚3 

𝑽𝑪𝒖 𝑵𝑪𝒔 =
4

3
𝜋𝑟3 =

4

3
𝜋 (

2,50 𝑛𝑚

2
)

3

= 8,18 𝒏𝒎𝟑 

173,66 
𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎𝑠

𝑁𝐶𝑠
𝑥

4 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠

1 𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎
= 694,63 

á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝐶𝑢

𝑁𝐶𝑠
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Figura 40. Comparación de los espectros de excitación y emisión de la síntesis de Cu NCs, una 

disolución de Cu NCs en PBS y una disolución de Cu NCs en H2O Milli-Q. 

 

La disolución de Cu NCs sintetizados muestra una intensidad de fluorescencia similar a esos 

mismos Cu NCs disueltos en PBS. Sin embargo, los nanoclústeres de cobre en disolución con 

agua Milli-Q dan lugar a fluorescencia mucho más intensa que los casos anteriores. 

 

8.5. Microscopía confocal 
 

A continuación, en la figura 41 se muestran algunas de las imágenes obtenidas en los pocillos al 

microscopio confocal. Recordando la figura 18, en la cual se tiene una imagen de una placa de 

microscopio confocal con los 8 pocillos de estudio, se muestran las imágenes correspondientes al 

pocillo 2 (blanco), pocillo 3 (10 ng/mL) y el pocillo 6 (100 ng/mL). 

 

Figura 41. Imágenes obtenidas en el microscopio confocal. 

Se puede observar como a medida que se fue adicionando una mayor cantidad de antígeno 

(Metalotioneína II) la fluorescencia se iba atenuando. 


