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Resumen

Los nanomateriales, son un nuevo tipo de materiales cuyo interés ha estado en
continuo crecimiento en las Ultimas decadas. Especificamente, las nanoparticulas (NPs)
semiconductoras 0 Quantum Dots (QDs), han sido ampliamente explotadas desde su
descubrimiento hasta la fecha ya que, gracias a sus excepcionales caracteristicas
fotoluminiscentes pueden ser potencialmente dtiles en numerosas aplicaciones
bioanaliticas (p.ej. marcaje de biomoléculas en aplicaciones de imagen, desarrollo de

nuevos inmunoensayos con sensiblidad mejorada, etc.)..

Sin embargo, con el transcurso del tiempo y a medida que se alcanzd un mayor
conocimiento sobre estas NPs metalicas, el nimero de referencias bibliograficas haciendo
alusién a los posibles efectos toxicos de los QDs mas utilizados y estudiados (los basados
en un nucleo de base Cd) en el ser humano ha ido en aumento. Por ello, con el objetivo
de paliar posibles deficiencias que los QDs mas utilizados presentan en cuanto a toxicidad
y biocompatibilidad, han entrado con gran fuerza en escena distintos tipos de
nanoparticulas luminiscentes alternativas, compuestas por constituyentes menos toxicos,

entre los que se encuentran los denominados Carbon Quantum Dots (CQDs).

Los CQDs son nanoparticulas esféricas de carbono (CNPs) que presentan
magnificas propiedades luminiscentes y elevada biocompatibilidad. Gracias a la baja
toxicidad que presumiblemente presentan, podrian a llegar a ser muy utiles en el
desarrollo de numerosas aplicaciones bioanaliticas y clinicas como nuevos

inmunoensayos, técnicas de biomarcaje y liberacion controlada de farmacos.

Este tipo de NPs presentan la propiedad de mejorar su rendimiento cuantico de
fluorescencia cuando son dopadas con heteroatomos como el nitrégeno. Sin embargo,
debido a que son NPs extremadamente novedosas, la informacidn sobre ellas es bastante
limitada. Por ello, en este Trabajo Fin de Master se ha pretendido profundizar mas acerca
de la sintesis y caracterizacion de este tipo de CNPs tanto dopadas con nitrégeno como
sin dopar, haciendo posteriormente un estudio mas detallado de las CNPs dopadas con
heterodtomos.

Por ultimo, debido a que las sintesis de estas NPs suelen producir muestras con

elevada polidispersividad, en el presente Trabajo Fin de Méaster se ha utilizado durante su



caracterizacion la técnica “Fraccionamiento en flujo a través de campo de flujo
asimétrico” con el objetivo de dar un paso mas en la caracterizacion e identificacion de

las mismas.




Introduccion

1. Introduccion

1.1. Nanoparticulas: conceptoy clasificacion

Cuando en 1959 el premio Nobel de fisica, Richard Feynman, dio una conferencia
en la que declard la posibilidad de almacenar los 24 tomos de la enciclopedia en la punta
de un alfiler o de incluso crear micromaquinas que fueran capaces de viajar dentro del
cuerpo humano (nanorobots), a la mayoria de los cientificos de la época les pareci6 unas
afirmaciones muy dificiles de creer [1]. Sin embargo, hoy en dia, tras décadas de
exhaustiva investigacion, muchas de las premisas de Feynmann se han hecho realidad.
Aunque todavia se debe de profundizar enormemente en muchos de los aspectos y de
matizar otros tantos, los avances que se han conseguido han sido asombrosos. Todos estos

avances conforman lo que hoy se conoce como nanociencia y nanotecnologia.

Resulta complejo elaborar una definicion de Nanociencia y Nanotecnologia, por
lo cual existen multiples definiciones posibles. Quizas una de las definiciones de la
Nanociencia mas completa y actual es la que considera esta disciplinacomo el estudio de
los fendmenos y la manipulacién de materiales a nivel atomico, molecular o
macromolecular, donde las caracteristicas o propiedades fisicas o quimicas difieren
significativamente de las presentadas por el mismo material a una escala mayor [2]. Por
otra parte, el término Nanotecnologia se puede entender como el disefio, caracterizacion,
produccidn y uso de estructuras, dispositivosy sistemas cuya forma y tamafio se controlan

a escala nanométrica..

Los progresos cientificos y tecnoldgicos conseguidos en los tltimos afios en este
campo han permitido el desarrollo de nuevos conceptos, herramientas y técnicas para
disefiar, fabricar y caracterizar materiales o dispositivos “nano” con gran precision. Uno
de los resultados del avance de la nanociencia y nanotecnologia es la produccion
controlada de nanoparticulas con inusuales propiedades quimico-fisicas. Las
nanoparticulas (NPs) son materiales con las tres dimensiones en el intervalo de 1-100 nm
y que presentan propiedades fisico-quimicas diferentes a las que presenta el mismo
material sintetizado a gran escala [3].



Introduccion

Agua  Glucosa Anticuerpo Virus Bacteria  Céluladecéancer Un puntito Pelota de tenis

»v® & O -
10 102 10° 10* 10°

107! 1 10° 107 108

Nanémetros

s
.&{ &
o 4¥ Y-
& P

S o4

Liposoma Dendrimero Nanoparticula de oro Quantum dot Fullereno

Figura 1. Las medidas de la nanotecnologia. S. E. McNeil (2005).

Se pueden distinguir diferentes tipos de NPs en funcion del caracter

organizacional de la materia que presentan:

a) Nanoparticulas de carbono (CNPs): tienen forma esférica, elipsoidal o tubular.
Entre sus propiedades, destacan por un reducido peso, elevada dureza, elasticidad
y conductividad eléctrica. Dentro de este grupo destacamos los fullerenos,

nanotubos, nanohilos y nanofibras de carbono.

Figura 2. A) Nanotubo de Carbono. B) Fullereno. Imagenes tomadas de la pagina web

“carbonallotropes”.

b) Nanoparticulas semiconductoras: Este tipo de NPs se forman a partir de un
precursor metalico con elementos pertenecientes a la familia del oxigeno. Una
propiedad a destacar de estas NPs es la fotoluminiscencia, es decir, son capaces

de absorber luz (fotones) para después emitirla a una longitud de onda diferente.
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Esta propiedad se obtiene cuando las NPs son irradiadas con un haz de
determinada longitud de onda, proporcionando los respectivos espectros de
excitacion y de emision respectivamente. Dichos espectros estan relacionados
directamente con los niveles de energia en los cuales los electrones se encuentran
confinados. Se caracterizan por ser muy Utiles en numerosas aplicaciones

bioanaliticas y se las conoce con el nombre de Quantum Dots (QDs) [4].

Figura 3. Quantum dot core-shell (CdSe/ZnS) con polimero entrecruzado. Imagen

adaptada de “Materials for Biosensor”, 2007.

c) Nanoparticulas metalicas: Exhiben unas excelentes propiedades fisicas, quimica
y bioldgicas, que son intrinsecas a su tamafio nanométrico. Se caracterizan
porque contienen un nimero exacto de electrones libres confinados en un espacio
muy pequefio, lo que les da magnificas propiedades como la resonancia

plasmonica [5].

Figura 4. A) Esquema de nanoparticula de Oro (AuNP). B) Imagen de AuNPs obtenidas
mediante microscopio electrénico de transmision. Imégenes tomadas del “Consejo Superior de

Investigaciones Cientificas ” (CSIC).
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d) Nanoparticulas ceramicas: Poseen propiedades aislantes y elevada temperatura
de fusion y resistenciaa la compresion

e) Nanoparticulas poliméricas: Son polimeros nanométricos construidos a modo de
arbol en el que unas ramas crecen a partir de otras y asi sucesivamente, reciben
el nombre de dendrimeros. En las terminaciones de dichas ramas se pueden llevar
a cabo modificaciones para ejecutar funciones quimicas determinadas,

presentando por tanto alta funcionalidad [6].

&———— Nucleo f }\
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Figura 5. Esquema de una nanoparticula polimérica (dendrimero). Imagenes tomadas de la

pagina del Programa Iberoamericano para la Cienciay el Desarrollo (CYTED).

1.2. Nanoparticulasde Carbono

El Carbono es cominmente conocido como un material negro que hasta hace
poco era imposible pensar que podria ser soluble en agua y, ademas, mostrar elevada
fluorescencia. Sinembargo, cuando este material es sintetizado en tamafios nanométricos,
sus propiedades son excepcionalmente diferentes con respecto a su semejante a gran

escala [7].

Los nanomateriales de carbono pueden adoptar varias formas, entre las cuales
losméds conocidos son: buckyminsterfullereno  (Cep), nanotubos de carbono,
nanodiamantes, nanofibras de carbono y grafeno. Recientemente se han descubierto otro
tipo de NPs de este elemento, los Carbon Quantum Dots (CQDs), con excelente
propiedades fisico-quimicas que pueden resultar de gran valor afiadido para el desarrollo
de metodologias fotoluminiscentes de analisis con superiores prestaciones a las

tradicionales.En las siguientes lineas se profundizara mas acerca de estas novedosas NPs
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y de sus antecedentes, las nanoparticulas semiconductoras (QDs), ya que, sin éstas

Gltimas, seria imposible entender las propiedades de los CQDs.

1.3. Carbon Quantum Dots

1.3.1. Antecedentes de los Carbon Quantum Dots

Desde el descubrimiento de los QDs en 1981 por Alexei Ekimov, y especialmente
tras laaparicion en 1998 de dos trabajos en larevista Science demonstrando la posibilidad
de llevar a cabo la modificacién de la superficie de este tipo de nanoparticulas para
hacerlas biocompatibles y estables en medios acuosos [8, 9], las referencias cientificas de
desarrollos de metodolosgias bioanaliticas utilizando estas NPs se han visto
incrementadas exponencialmente con mas de 4000 articulos durante la Gltima década y

mas de 6000 publicaciones anuales en los Gltimos cinco afos.

Los QDs o puntos cuanticos son NPs de materiales semiconductores.
Normalmente contienen desde 100 hasta 100.000 atomos, con diametros en el intervalo
de 2-10 nandémetros (nm). Debido a su mindsculo tamafio, los QDs sufren una serie de
efectos cuanticos como es la discretizacién de sus bandas de energia. Como propiedad
interesante, estas NPs semiconductoras presentan confinamiento cuantico en las tres
direcciones del espacio, debido a que los electrones estan restringidos a moverse en
regiones muy pequefas, menores de 10 nm. El confinamiento cuantico se da cuando el
diametro del cristal es menor que su radio de Bohr e influye en que las propiedades de los

QDs sean muy diferentes a las de los materiales macroscopicos [10].

Al ser nanocristales formados por materiales semiconductores poseen una banda
de valencia (llena de electrones) y una banda de conduccién (banda energética vacia)

separadas por una diferencia energética llamada gap.
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Figura 6. Emisidn de luz tras excitacién electrénica en un QD. Imagen adaptada de “Materials
for Biosensors”, 2007.

El proceso luminiscente se produce cuando los electrones de la banda de valencia
son excitados con un haz de determinada energia a la banda de conduccién dejando
huecos en la banda de valencia. Cuando dicha excitacion finaliza, se produce una
combinacidn radiativa entre los electrones y los huecos generados lo que provoca la
emision de fotones con una energia definida que viene determinada por la separacion
entre ambos niveles energéticos y, por tanto, dicha radiacion tiene una longitud de onda
caracteristica. Se debe destacar que las NPs de mayor tamafio tienen gaps mas pequefios,
aumentando al disminuir el tamafio de las NPs. Es este motivo, uno de los mas
interesantes en aplicaciones biomédicas, ya que, controlando el tamafio de las
nanoparticulas, se puede controlar la longitud de onda de emision, aspecto de especial

interés en el desarrollo de aplicaciones de analisis multianalito [10].

CB i

& nm » 2 nm

Figura 7. Fluorescencia de QDs de diferentes tamafios.
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Dentro de la nanomedicina, los QDs han sido enormemente utilizados como
sistemas para obtener imagenes biomédicas. Esta es una de las aplicaciones con mayor
potencial, ya que su pequefio tamafio posibilita el estudio de procesos bioldgicos en
organismos, incluso in-vivo, permitiendo obtener informacion acerca de muchas

enfermedades.

A

P T L
NSNS S

Figura 8. A) Imagenes de experimentos en los que se han inyectado QDs en 6rganos Y tejidos
dafiados. B) Diferentes disoluciones de QDs con diferentes colores en funcion del tamafio de

los mismos. C) Esquema de un QD. Imégenes tomadas de X. Lan et al., 2014,

Ademads, gracias a la investigacion de las ultimas décadas, se han desarrollado
diferentes métodos que permiten la bioconjugacion de dichas NPs con biomoléculas, lo
que los hace muy Utiles para la realizacion de inmunoensayos gracias a sus propiedades
luminiscentes [11]. Por ultimo, en la actualidad, se esta estudiando la posibilidad de
bioconjugar también los puntos cudnticos con farmacos para que posteriormente sean

liberados de forma selectiva dentro del cuerpo humano (Drug Delivery).

Sin embargo, a pesar del significante interés que hay suscitado entorno a este tipo
de NPs para uso biomédico, muchos investigadores afirman que los QDs nunca se podran
usar para tratar pacientes a causa de su potencial toxicidad debido a la presencia en el

nucleo del nanocristal de metales pesados como el cadmio [12].

Por ello, con el objetivo de reducir la toxicidad y aumentar la biocompatibilidad,
un tipo de NP que estd ganando mucho auge en los dltimos afios son los Carbon
Quantum Dots (CQDs).
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Este trabajo se centra en las propiedades que este nuevo tipo de NPs tiene, la
sintesis para su fabricacion, su caracterizacién y por Gltimo su posible uso como

herramienta en nanomedicina.

1.3.2. Propiedades de los Carbon Quantum Dots

Los CQDs son pequefias NPs esféricas de carbono que poseen propiedades Gnicas
hasta la fecha y estan siendo enormemente explotadas en la actualidad con el objetivo de
suplir deficiencias tales como toxicidad y baja biocompatibilidad que se han encontrado

en las NPs fluorescentes ya existentes.

Fueron descubiertas por primera vez durante procesos de purificacion de
nanotubos de carbono de una sola capa mediante electroforesis en 2004, y mas tarde
mediante ablacion laser de grafito en polvo y cemento en 2006 [13]. Su caréacter
biocompatible, benigno, abundante y barato [13], hace que se hayan empezado a estudiar
con gran detalle para el desarrollo de aplicaciones bioanaliticas. Hay que destacar que,
debido a que el carbono esta considerado como un material con muy baja solubilidad en
agua y una débil fluorescencia, los CQDs presentan unas propiedades optoelectroénicas
muy interesantes. Por tanto, para conseguir estas excepcionales caracteristicas, es

necesario una sintesis adecuada que se detallaraa lo largo de este documento.

Si son comparados con sus antecesores, los QDs, los CQDs difieren de estas
Gltimas por su elevada solubilidad acuosa directamente tras la sintesis (las sintesis tipicas
de los QDs tienen lugar en medios organicos), facil modificacion superficial, elevada
resistencia a la fotodescomposiciény por ser elevadamente inertes [14].Otra caracteristica
que hace de los CQDs unas particulas sumamente fascinantes es la baja toxicidad [15],
por lo que, sumada a las anteriores propiedades, los sitla como herramientas con un
elevado potencial en aplicaciones biomédicas pues pueden ser usados en técnicas de

bioimagen, biosensores y como medios para la liberacion controlada de farmacos.
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1.3.2.1. Propiedades 6pticas
a. Absorcién

Los CQDs muestran absorcion dptica en laregion ultravioleta del espectro, como
posteriormente se mostrara en los espectros realizados en el transcurso del trabajo
experimental recogido en esta memoria. La absorbancia de este tipo de NPs se atribuye a
transiciones m-n* de los enlaces dobles de los carbono (C=C) y también debida a

transiciones n-n* de los enlaces C=0 [16].
b. Fluorescencia

Una de las caracteristicas mas importantes de estas particulas es su intensa emision
de luminiscencia (fluorescencia) intrinseca. Por ello es previsible que surjan multitud de

aplicaciones de los CQDs como marcas en nanomedicina.

La fluorescencia es un tipo particular de luminiscencia que poseen las sustancias
que son capaces de absorber energia en forma de radiaciones electromagnéticas y luego
emitir parte de esa energia en forma de radiacién electromagnética a una longitud de onda
diferente. La energia total emitida es siempre menor a la energia total absorbiday la
diferencia entre ambas es disipadaen forma de calor, esto es asi ya que, en la mayoria de
los casos la longitud de onda emitida es mayor (por lo tanto, menor energia) que la
absorbida [17]. ElI mecanismo de fluorescencia tipico implica tres pasos secuenciales,
denominados: absorcion, emision no radiativa 'y emision. El ciclo completo es muy breve

y transcurre en tiempos del orden de los nanosegundos.

Relajacion
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Figura 9. Diagrama de Jablonski.
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El fenébmeno de fluorescencia puede ser facilmente entendido gracias al esquema
representado en la Figura 8 (Diagrama de Jablonski). El proceso comienza por la
excitacion de un electrén desde su estado basal (Sg) a un nivel energético excitado de
mayor energia (S2) en un estado vibracional alto. Esta promocion se produce cuando la
molécula absorbe energia en forma de un cuanto de luz (foton). El electrén que se
encuentra en un estado electronico excitado puede ceder parte de su energia en forma de
radiaciones vibracionales. Esta particula atbmica puede ir descendiendo entre os distintos
niveles vibracionales cediendo a su vez parte de energia en forma de calor. Finalmente,
los electrones en estados excitados (S1) descienden hasta el estado basal emitiendo luz

(Fluorescencia) o perdiendo energia por procesos no radiativos [18].

, Por otro lado, tal y como se recoge en el diagrama de Jablonski, cuando los
electrones en un estado excitado singlete (Si) sufren un cruce intersistemas y pasan a un
estado excitado triplete (T1) [19], el fendbmeno luminiscente que se produce es el de la
fosforescencia, caracterizado por tiempos de vida mas largo. El trabajo realizado en el

presente trabajo fin de Master Unicamente se centra en el fendmeno de la fluorescencia.

Entre las teorias que confirman la alta fluorescencia de los CQDs se encuentran
teorias basadas en la presencia de grupos funcionales en la superficie de las
nanoparticulas; del pasivado de la superficie; del numero de fluor6foros en su
composicion con diferentes grados de conjugacion m; y de la recombinacion entre
electrones y huecos localizados dentro de los clusters de carbono sp? incrustados en una

matriz con carbonos sp® [13].

Si bien se han descrito en la literatura cientifica diversos articulos en la que se
habla que las propiedades fluorescentes de éstos dependen del tamafio de las
nanoparticulas (confinamiento cuantico) al igual que el utilizado para los QDs, no se
podria entender completamente el proceso luminiscente de las nanoparticulas de carbono
si no se tuvieran en cuenta una teoria basada en efectos superficiales, pues es el carbono

no es un elemento semiconductor [20, 21].

En este trabajo nos basamos en NPs de carbono sintetizadas a partir de dos
precursores organicos (glucosa y sacarosa). Hay que mencionar que la mayoria de estas
NPs fluorescentes, sintetizadas directamente a través de varias vias a partir de precursores

sencillos (como los utilizados en este trabajo) tienen bajos rendimientos cuanticos de

11



Introduccion

fluorescencia. Con el objetivo de mejorar su fotoluminiscencia se han llevado a cabo
diferentes estrategias tales como: reduccién de la superficie de éstos; introduccion de
grupos carboxilicos; dopaje con sales inorganicas (ZnO y ZnS); y modificacion de las

superficies de las nanoesferas con diferentes polimeros organicos [22].

Sinembargo, ninguna de estas estrategias ha mejorado tanto la fluorescencia como
la adicién de heteroatomos a la estructura de los CQDs. Por ello, de entre las distintas
estrategias ensayas hasta la fecha, parece ser esta Gltima via la mas interesante para un
aumento considerable del rendimiento cuantico de fluorescencia [23]. Este tipo de NPs

de carbono reciben el nombre de CQDs-dopados.

El dopaje con heterodtomos es una via altamente utilizada para modificar las
propiedades fotoluminiscentes de los materiales con esta propiedad. Los elementos mas
utilizados hasta la fecha han sido: N, Sy P. Sin embargo, el elemento mas utilizado y con
el que se han obtenido los mejores resultados ha sido con el Nitrogeno. Los CQDs

dopados con nitrégeno reciben el nombre de: N-CQDs.

Al dopar con nitrégeno se induce un desplazamiento ascendente en el nivel de
Fermi y los electrones en la banda de conduccion. El nitrégeno inserta electrones en los
CQDs y cambia la estructura electrénica local de los mismos, la cual aumentara
enlazdndose con iones, provocando que la capacitancia de los N-CQDs aumente

considerablemente [24].

1.3.3. Sintesis de los Carbon Quantum Dots

La sintesis de CQDs puntos cuanticos de carbono normalmente incluye una
polimerizacion, descomposicion y carbonizacion de las moléculas. De forma general, este
proceso ocurre en medios acuosos Y, por tanto, los grupos funcionales finales en la

superficie de los CQDs tienen caracter hidrofilico [22].

En este trabajo nos basamos en nanoparticulas de carbono (CNPs) sintetizadas a
partir de dos precursores organicos (glucosa y sacarosa). Es decir, estas moléculas poseen
grupos —OH y grupos —C=0, los cuales pueden deshidratarse a elevada temperatura. Para

llevar a cabo la deshidratacion y carbonizacion existen diversos métodos tales como
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reacciones hidrotermales, combustiones, pirolisisacida concentrada, carbonizacion en un
microrreactor, microondas, etc. [16]. Los procesos de formacion de este tipo de NPs son

normalmente incontrolables, por lo que resultan en CQDs con elevada polidispersidad.

Sin embargo, en este proyecto se ha elegido la sintesis mediante ultrasonido, la
cual es una via de sintesis 6ptima para obtener CNPs a partir de compuestos organicos.
Ademés, posee como ventajas un bajo precioy una elevadarapidez de sintesis. EI proceso
por el cual se lleva a cabo la sintesis bajo ultrasonido, recibe el nombre de sonicacion, y

al tipo de quimica que utiliza esta técnica Sonoquimica.

El uso de ultrasonido en reacciones quimicas en disolucion provoca una
determinada activacién basada en el proceso fisico denominado cavitacion. Este
fendmeno fisico implica un proceso en el cual una mecanica activacién destruye las
fuerzas de interaccion entre las moléculas en la fase liquida. Al aplicar el ultrasonido, en
primer lugar, se produce una compresion del liquido, para posteriormente, producir una
expansion en la cual una caidarepentina de presion forma pequefias y oscilantes burbujas
gaseosas. Estas burbujas se expanden con cada ciclo de ultrasonido aplicado hasta que
éstas alcanzan un tamafio inestable y pueden finalmente colisionar unas con otras o

colapsar [25].

) 5000°C
) ) ’ LS 2000 atrm

t -

Figura 10. Esquema que resume la sintesis de una nanoparticula durante una sintesis asistida

por ultrasonidos. A medida que trasncurre el tiempo, el tamafio de las particulas aumenta con

cada ciclo (de ultrasonidos) hasta que finalmente alcanzan un tamafio inestable.

Algunas reacciones para la generacion de CQDs a partir de compuestos organicos
se llevaron a cabo usando un bafio de ultrasonidos convencional, sin embargo, la cantidad
de energia que estos alcanzan se encuentra solamente entre 1y 5 W- cm?, y el control de

la temperatura es mas dificil.
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Con el objetivo de minimizar el tiempo de sintesis y garantizar que la transmision
de energia ultrasonica sea la adecuada, en este proyecto se ha utilizado la sintesis por
inmersion de ultrasonidos directamente en el recipiente de reaccion. Las energias
aplicadas en este caso pueden ser cien veces mayores que las aplicadas con bafio de

ultrasonido.

1.3.4. Caracterizacion de los Carbon Quantum Dots

La caracterizacion de los CQDs, con el objetivo de profundizar en las propiedades
de este tipo de nanoparticulas novedosas, se realizé mediante las técnicas e instrumentos

que se explican a continuacion:
a. Espectroscopia de fluorescencia

Es un tipo de espectroscopia electromagnética, la cual analiza la fluorescencia de
una muestra. Esto involucra el uso de un haz de luz, cominmente de luz ultravioleta, que
excita a los electrones en las moléculas fluoréforas y causa posteriormente la emision de

luz.

Se utiliza para ello un fluorimetro, el cual es un dispositivo usado en laboratorio
para medir parametros de fluorescencia como laintensidad y la distribucion de longitudes
de onda del espectro de emision después de la excitacion por un determinado haz de

radiacion [26].

La medida de estos parametros es util para la identificacion de la cantidad de
ciertas moléculas en un medio, asi como la presencia de las mismas. Son capaces de

detectar concentraciones de moléculas fluorescentes tan bajas como 1 parte por billén
(ppb).

b. Microscopia Electrdnica de Transmision de Alta Resolucion

El microscopio electronico de transmision (TEM) es un instrumento que
aprovecha los fenomenos fisico-atomicos que se producen cuando un haz de electrones
suficientemente acelerado colisiona con una muestra delgada convenientemente

preparada. Cuando los electrones colisionan con la muestra, en funcion de su grosor y del
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tipo de atomos que laforman, parte de ellos son dispersados selectivamente, es decir, hay
una gradacion entre los electrones que la atraviesan directamente y los que son totalmente
desviados. Todos ellos son conducidos y modulados por unas lentes para formar una
imagen final sobre un dispositivo de carga acoplada (CCD) que puede tener miles de
aumentos con una definicion inalcanzable para cualquier otro instrumento. La
informacidén que se obtiene es una imagen con distintas intensidades de gris que se

corresponden al grado de dispersionde los electrones incidentes [27].

La imagen del TEM, tal como se ha descrito, ofrece informacion sobre la

estructura de la muestra, tanto si ésta es amorfa o cristalina.

Por su parte, la microscopia electrénica de transmisién de alta resolucién
(HRTEM) es un modo de la proyeccién de imagen del TEM que permite la proyeccién
de la imagen de la estructura de una muestra en una escala atdbmica. Gracias a su alta
resolucion, es de elevada utilidad para estudiar las caracteristicas de materiales en el nivel

de nano-escala.
c. Fraccionamiento en flujo a través de campo de flujo asimétrico (AF4)

En primer lugar, se ha de definir la técnica del fraccionamiento en flujo (FFF).
Esta es una técnica de separacion en la que se aplica una fuerza (campo o gradiente)
perpendicular a un canal en el que se desplazan las distintas especies en régimen

laminar.

Figura 11. Representacion del proceso de separacion en FFF.

Cuando el flujo que transporta la muestra migra a través del canal de FFF, se
aplica un campo externo perpendicular al eje del canal de fraccionamiento, lo que

causa la retencion de los analitos (Figura 10.).
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En comparacién con los métodos cromatograficos, laausencia de fase estacionaria
evita interacciones irreversibles, por 1o que se minimiza la posible degradacion de los

analitos de la muestra.

La AF4 es una técnica con gran proyeccion en la identificacion y caracterizacion
de NPs sintéticas. El instrumento utilizado en el presente proyecto cuenta con dos
detectores acoplados en linea con la separacion, uno de espectrofotometria UV-VIS vy otro

de fluorescencia.

Se caracteriza por ser una técnica simple, que no precisade disolventes organicos
o fases mdviles con elevados contenidos salinos, que precisa de una instrumentacion
relativamente sencilla, aunque los fractogramas obtenidos habitualmente presentan con
elevados tiempos de analisis (20-40 min.). Para garantizar una separacién idonea es
necesario controlar una serie de pardmetros que incluyen: la fase movil, la membrana, el

campo externo aplicadoy el espesor del canal de separacion, entre otras.

Para llevar a cabo la separacién se aplica un campo externo que consiste en un
flujo secundario perpendicular al flujo portador. La separacion se consigue por la
retencion de las particulas en el canal de separacion, sin embargo, a diferencia de
cromatografia, en este caso no existen interacciones quimica entre los analitos y la
membrana. La separacion unicamente se consigue variando los flujos utilizados. Es decir,
la retencion se produce por un equilibrio entre el movimiento de difusion de las particulas

y la fuerza del campo generado [28].

El campo perpendicular aplicado induce a las particulas hacia una de las paredes
del canal de separacion denominada pared de acumulacion, desde donde difunden en

sentido opuesto al campo aplicado.

Por ultimo, en funcion de los diferentes coeficientes de difusion de las particulas,
la AF4 permite llevar a cabo una separacion de las mismas por tamafios, de acuerdo a la

ley de Stokes que relaciona el diametro hidrodinamico con el coeficiente de difusion.

Sin embargo, como se ha explicado con anterioridad, esta técnica requiere del
control de muchos paradmetros y, ademas, su uso en CQDs no est4 aln extendida, por lo
que el desafio llevado a cabo en esta etapa es aln méas significativo si cabe.
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d. Dispersion dinamica de luz

La dispersiondinamica de luz (DLS) es una técnica que es usada para determinar
el perfil de distribucion de tamafios de pequefias particulas en suspension o polimeros en

disolucién.

Se utiliza una fuente monocromatica de luz, principalmente un laser, que pasa a
través de un polarizador y posteriormente atraviesa la muestra. La luz dispersada, a
continuacion, se induce a pasar por un segundo polarizador donde es recogido por un

fotomultiplicador y la resultante imagen es proyectada en una pantalla [29].

Esta dispersionde radiacion permite obtener informacion de tamafio de proteinas,
polimeros, micelas, carbohidratos y NPs. Si la muestra no es dispersaen cuanto a tamafio,
el diametro medio efectivo de las particulas puede ser determinado. Esta medida depende
del tamafio del nlcleo de las NPs, del tamafio de las estructuras de la superficie, de la
concentracién y del tipo de iones en el medio.

Debido a que esta técnica principalmente mide variacionen la intensidad de la luz
dispersada con el tiempo como consecuencia de la difusion de las NPs, el coeficiente de
difusion de las NPs puede ser determinado.

Ademas, muestra la poblacion de las particulas con sus diferentes diametros, es
decir, si una muestra es monodispersa, aparecera tnicamente una poblacion mientras que,

de ser polidispersael sistema informatico proporcionara diferentes poblaciones.
e. Analisis de seguimiento de nanoparticulas

El andlisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA, por sus siglas en inglés
“nanoparticle tracking analysis”) es un método para visualizar y analizar particulas en
liquidos que relaciona el movimiento Browniano con el tamafio de particula. La tasa de
movimiento es relacionada unicamente con la viscosidad y la temperatura del liquido, no
estd influenciada por la densidad de las particulas o el indice de refraccion. Esta técnica
permite la determinacién de la distribucion de tamafos de particulas pequefias de

aproximadamente 10-1000 nm en suspensién liquida.

La técnica usada a lo largo del presente Trabajo Fin de Master, en conjuncién con

un ultramicroscopio y un laser, permiten que las NPs moviéndose debido al movimiento
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Browniano sean visualizadas. La luz dispersada por las particulas es capturada por un
CCD. Posteriormente, el sistema informatico del ordenador es usado para rastrear el
movimiento de cada particula de una zona a otra. La tasa de movimiento de las NPs es
relacionada con una esfera equivalente al radio hidrodinamico que es calculada a través

de la ecuacion de Stokes-Einstein [30].

Se diferencia de la técnica de DLS en que la base del NTA son los videos a través
de los cuales se efectian los andlisis. Por lo tanto, el analisis de seguimiento de NPs
permite una caracterizacion exacta en tiempo real de eventos tales como agregacion o
disolucion. Ademas, una caracteristica muy importante del NTA, es que permite obtener
la concentracion de las NPs en suspension por lo que esta siendo enormemente explotada

en laactualidad.

1.4. Nanotecnologiaen salud

A lo largo de la historia, la medicina y la ciencia han avanzado juntas con el
objetivo de mejorar la calidad de vida de las personas. EI boom de la nanociencia y
nanotecnologia con el comienzo del siglo XXI ha generado un desorbitado nimero de
publicaciones y articulos en el &mbito de esta area de conocimiento. Con el paso de los
afios, la nanotecnologia no solo se ha centrado en el desarrollo de la industria electronica,
sino también en la busqueda de nuevos materiales con propiedades excelentes y nuevas

estrategias para la sintesis de nanomateriales.

La irrupcién de la nanotecnologia en las ciencias de la salud ha dado lugar a una
nueva disciplina denominada nanomedicina. Esta Ultima rama de la nanotecnologia ha
emergido con gran fuerza dentro del sector cientifico en las Gltimas décadas y se prevén
enormes avances en los proximos afios que podrian causar un enorme impacto dentro de

la sociedad actual.

Por ello, la medicina se presenta como un mercado potencial del mundo nano con
aplicaciones tan revolucionarias que podrian incluso llegar a curar el céancer o el

Alzheimer, entre otras muchas enfermedades. Dentro de los objetivos de lananomedicina
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se debe destacar el desarrollo de herramientas para diagnosticar, prevenir y tratar

enfermedades [31].

El hecho de que estos materiales tengan un elevado interés en medicina se debe a
que, puesto gque son suficientemente pequefios, pueden entrar en casi todos los espacios
del cuerpo, tales como células u organulos. Ademas, las excepcionales propiedades
optoelectrénicas de los nanomateriales hace que en muchas ocasiones sean altamente
fluorescentes y puedan utilizarse como herramientas de diagnostico en el desarrollo de
técnicas de imagen molecular. Dentro de los nanomateriales utilizados en medicina
podemos encontrar desde sensores construidos de pequefias moléculas de interés

bioquimico hasta NPs con propiedades fluorescentes.

Actualmente, la nanomedicina se centra principalmente en las siguientes areas: el
diagndstico y nanobiosensores; desarrollo de nanosistemas de imagen; terapia basada en
NPs; la liberacion controlada de farmacos o nanoterapia; y, por ultimo, la nanomedicina

regenerativa.

Por este motivo, la motivacién de esta investigacion no es solamente llevar a cabo
la sintesis de CQDs, sino también profundizar en el conocimiento acerca de su
caracterizacion y asi descubrir si sus propiedades los hacen 6ptimos para posible uso
futuro como marcadores luminiscentes en el desarrollo de inmunoensayos con

aplicaciones biomédicas.
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2. Objetivos

El objetivo del presente trabajo ha sido optimizar la sintesis de nanoparticulas de
carbono fluorescentes y llevar a cabo una caracterizacidn exhaustiva de los productos de

la sintesis llevada a cabo empleando un abanico de técnicas analiticas complementarias.

Este objetivo cientifico tiene ademas un componente formativo importante,

consistente en:
1.- familiarizarse con la sintesis de nuevas nanoparticulas

2.- familiarizarse con el empleo de metodologias analiticas para la caracterizacion

de nanoparticulas

El objetivo general aqui planteado se ha abordado a partir de los siguientes

objetivos especificos:

1.- Busqueda de un método de sintesis de nanoparticulas de carbono fluorescentes,
a partir de un precursor organico (glucosa o sacarosa), empleando una sonda de
ultrasonidos como catalizador del crecimiento de las nanoparticulas con el objetivo de

reducir los tiempos de las sintesis reportadas hasta la fecha (2-24 h).

2. Estudio del efecto del proceso de dopaje con N de los CQDs sobre los
rendimientos cuanticos de las nanoparticulas obtenidas. Para ello, se programan dos
sintesis distintas de los CQDs: una utilizando NH; en la mezcla de precursores para
generar N-CQDs, y otra con NaOH y HCI para producir CQDs sin dopar.

3.- En una tercera etapa se abordala caracterizacion de los distintos tipos de
nanoparticulas sintetizadas, con el objetivo de profundizar en las propiedades Opticas de
las mismas y descubrir si éstas podrian ser usadas en un futuro como marcas

luminiscentes en el desarrollo de aplicaciones bioanaliticas.
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3. Procedimiento Experimental

3.1. Materialesy reactivos

Para la sintesis de las NPs de carbono se utilizd:

1. D-(+)-glucosa (CeH1206) de la casa comercial “Sigma-Aldrich” (Schnelldorf,
Germany).

2. D-(+)-sacarosa (C12H2011) de la casa comercial “Acros Organics” (Geel, Bélgica).

3. Amoniaco (28-30 %, NHs) y acido clorhidrico (37 %, HCI) de la casa comercial
“Merck” (Darmstadt, Germany)

4. Hidroxido de sodio (NaOH) de la casa comercial “ Fischer Chemical” ( MA, USA).

5. Agua destilada/desionizada ultra-pura (18 MQ c¢m) obtenido con un sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA).

3.2. Instrumentacioén

La sonda de ultrasonidos utilizada fue una “UIP500hdT” (Hielscher - Ultrasound
Technology) que trabaja a una frecuencia de ultrasonido de 20 kHz. Las ondas de

ultrasonido a esta frecuencia crean una intensa cavitacion en liquidos, Optima para la
sintesis de CQDs. La sonda utilizada se muestra en la Figura 13.

El fluorimetro utilizado para las medidas fue un espectrémetro de Fluorescencia
Varian modelo Cary Eclipse. Se compone de dos ranuras de Czemy-Turner (excitacion
y emision) con doble monocromador, una fuente de luz de xendn de emision continua

entre 190 nm y 900 nm. Esta dotado de rendijas de ancho fijoy filtros seleccionables.

El sistema utilizado para llevar a cabo los anélisis mediante AF4 ha sido el
AF2000 Asymmetric flow field flow fractionation AF4 (Postnova, Alemania). Este
sistema se basa en el principio del fraccionamiento en flujo mediante campos (FFF) en el

que se usa un flujo perpendicular como fuerza para llevar a cabo la separacién. Este
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instrumento puede funcionar con diferentes fases moviles, a diferentes temperaturas de

trabajo.

Figura 12. Imagen del instrumento de sonicacidn utilizado. Sonda de ultrasonidos inmersa en

el recipiente de reaccion.

3.3. Procedimientos

3.3.1. Sintesis de Carbon Quantum Dots

Se utilizaron dos precursores organicos, glucosa y sacarosa, para la sintesis de los
CQDs.

En primer lugar, se prepararon 3 disoluciones de glucosa en distintos medios con

el objetivo de obtener diferentes tipos de CQDs:

1. N-CQDs: 15 mL glucosa (1 M) + 15 mL NH3z (30%).
2. CQDs sin dopar: 15 mL glucosa (1 M) + 15 mL NaOH (1 M).
3. CQDs sin dopar: 15 mL glucosa (1 M) + 15 mL HCI (37 %).

A continuacion, se prepararon otras disoluciones exactamente igual que las
anteriores, pero sustituyendo la glucosa por sacarosa y asi poder estudiar las diferencias
entre los dos tipos de CQDs obtenidos y averiguar cuales eran los precursores mas
adecuados que dan lugar a las Nanoparticulas de carbono con mejor calidad analitica.

Las disoluciones de sacarosa preparadas fueron las siguientes:
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4. N-CQDs: 15 mL sacarosa (1 M) + 15 mL NH3 (30%).
5. CQDs sin dopar: 15 mL sacarosaa (1 M) + 15 mL NaOH (1 M).
6. CQDs sin dopar: 15 mL glucosa (1 M) + 15 mL HCI (37 %).

Tras la preparacion de las disoluciones, todas ellas sufren el mismo tratamiento:
se introduce cada disolucion en un vaso de precipitados y éste a su vez en la sonda de
ultrasonidos de forma que la sonda esté perfectamente sumergida en la disolucion de

partida.

Tabla 1. Programa utilizado para las sintesis de los diferentes CQDs. El tiempo de tratamiento

con ultrasonidos fue de 30 minutos.

Potencia de sonicacion 500 W

Frecuencia de ultrasonidos | 40 kHz

Amplitud de sonicacion 50 %

Pasado el tiempo de ultrasonidos, todas las disoluciones son filtradas para eliminar

cualquier residuo que pueda interferir en los posteriores estudios.

3.3.2. Caracterizacion de los productos de sintesis mediante
espectroscopia de fluorescencia

Una vez sintetizadas, se registraron los espectros de excitacion/emision de
fluorescencia de las distintas NPs obtenidas empleando el procedimiento descrito en el
apartado de “Resultados y discusion”, seleccionando posteriormente aquellas NPs que
exhibieron las mejores propiedades luminiscentes. Gracias a este estudio se
seleccionaron, las longitudes de onda de maxima excitacion (Aex) y emision (Aem), de
trabajo y, ademas, se compararon las intensidades méaximas de fluorescencia entre los
distintos tipos de NPs sintetizadas.

Con el objetivo de asegurar que las disoluciones anteriormente preparadas no
poseian fluorescencia sin ser tratadas mediante ultrasonido, se prepararon muestras

blanco de las mismas, es decir, disoluciones igualmente preparadas que las anteriores,
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pero sin tratamiento mediante ultrasonido. Posteriormente, se estudiaron también
mediante espectroscopia de fluorescencia (Ver “Anexo”). Estas disoluciones sin
ultrasonido no poseian color en el momento de la preparacion, pero, con el paso de los
dias, iban adquiriendo color y dejando de ser transparentes. Se pensO por tanto que se
podrian haber generado CNPs en estas disoluciones. Por ello, en los posteriores ensayos,
se estudid también loss productos obtenidos partiendo de los mismos precursores pero

sin llevar a cabo el tratamiento mediante exposicion a ultrasonidos.

3.3.3. Caracterizacion de los Carbon Quantum Dots

Tras la seleccion del precursor organico que dié lugar a las NPs con mejores
propiedades luminiscentes, se llevo a cabo la caracterizacion de los CQDs obtenidos a

partir de éste precursor (sacarosao glucosa) pero en medios diferentes:

N-CQDs: Con tratamiento mediante ultrasonido.
N-CQDs: Sin tratamiento mediante ultrasonido.
c. CQDs sin dopar: Obtenidos a partir de NaOH y el precursor organico

seleccionado con tratamiento mediante ultrasonido

Los obtenidos en HCI fueron n descartados tal como se explica en el apartado

“Resultados y Discusion” de este documento.

Tal y como se ha detallado en la introduccion, la presencia de heteroatomos puede
aumentar significativamente el rendimiento cuantico de fluorescencia de los CQDs. Es
por ello que, este estudio sirvio para obtener informacion mas detallada acerca de la
diferencia entre N-CQDs y CQDs sin dopar.

Los analisis llevados a cabo para la caracterizacion de las NPs son los siguientes:

1. Espectroscopia ultravioleta-visible.
Estudiando los espectros de excitacion y emision de las NPs y comparando las
intensidades maximas de fluorescencia entre los distintos tipos de NPs

sintetizadas.

2. Efectodel pH enlaintensidad de emision de fluorescencia
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Para ello, se prepararon diferentes disoluciones en tampén fosfato salino (PBS) a
diferentes pHs (2-12) con el objetivo de seleccionar aquel que nos proporcione una

intensidad de emision de fluorescencia elevada.

Se utilizd PBS para este estudio, ya que, como se ha descrito a lo largo de la
introduccion de este trabajo, otro de los objetivos del mismo era estudiar la posible
aplicacionde los CQDs en inmunoensayos Y en éstos, la mayoria de las bioconjugaciones

son realizadas en este tipo de disoluciones.
3. Estudio de fotoestabilidad
Se introdujeron disoluciones de los CQDs en dos tipos de viales diferentes.

Por un lado, viales transparentes a la luz que se dejaron durante el transcurso del
estudio en una meseta en el que les incidia luz natural a lo largo de todos los dias. Por
otro lado, viales opacos para que no penetrara la luz natural y se mantuvieron

almacenados en un armario para minimizar cualquier radiacion.

Para efectuar este estudio fue necesario el uso de una disolucion de un fluoréforo
que sirvié como patron, con el objetivo de usar éste como sistema de referencia para
contrarrestar cualquier variacién en las medidas instrumentales a lo largo del estudio. El

fluordforo utilizado fue una disolucidn patrén de Quinina.
El estudio de fotoestabilidad duré 4 semanas.
4. Fotoactivacion

Existen diversas publicaciones en las que se ha observado la variacion de la
intensidad de la sefial luminiscente de NPs cuando se irradian de forma continua durante
tiempos relativamente largos. Durante dicho proceso, conocido como “fotoactivacion” se
produce un incremento de la sefial de nuestra especie fluorescente. De cara a disefiar un
procedimiento analitico basado en CQDs es necesario estudiar si estas novedosas NPs
poseen tal caracteristica. Por ello en este estudio se evaluara la influencia del proceso de

fotoactivacion sobre la sefial de luminiscencia de los CQDs con el tiempo.

Preparadas las disoluciones de cada uno de los CQDs finales, se realizaron dos

tipos diferentes de estudios:
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a) Monitorizacion continua de la fluorescencia de las NPs de
carbonodurante 2 h (Time drive): en éste estudio se recoge la sefial a la
longitud de onda de maxima emision (Aem) de la muestra que contiene NPs de
carbono en suspension cuando es excitada a la longitud de onda de maxima
excitacion (hex) durante dos horas de manera continua.

b) Recogida de espectros de emisién de fluorescencia durante 1 h: por su
parte, en éste se recogen espectros de emision de fluorescencia cada 0,01
segundos durante 1 h, excitando los CQDs a su Aex. Se diferencia del estudio
anterior, en gque en el anterior se mantiene Aem constante, mientras que en éste
se obtiene un espectro de emision de fluorescencia barriendo todas las Aem de
las NPs

El objetivo de ambos experimentos era conocer la estabilidad de los CQDs cuando
son irradiados con un haz de luz durante un tiempo determinado Yy asi saber si se degradan

con lamisma a lo largo del tiempo.

3.3.4. Caracterizacion especifica de los Carbon Quantum Dots

dopados con nitrégeno

Los estudios detallados en los apartados anteriores se llevarona cabo empleando
los CQDs obtenidos tanto en amoniaco (NHs), en NaOH y los CQDs obtenidos sin

tratamiento con ultrasonido en amoniaco (NHs).

Posteriormente, analizando los resultados obtenidos, se seleccioné dentro de estos
tres tipos de CQDs, aquellos que de nuevo tenian un mayor rendimiento cuantico de
fluorescencia, que tedricamente y experimentalmente se correspondieron con los N-
CQDs, tal como se explica en el apartado de “Resultados y Discusion” del presente

trabajo.

Para la caracterizacién mas en profundidad de los N-CQDs, se llevarona cabo los
siguientes estudios:

1. Microscopia Electronica de Transmision de Alta resolucion.
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Utilizado para caracterizar los N-CQDs, obteniendo informacion acerca de su
estructura y tamafio. Ademas, esta técnica se utilizd para confirmar si realmente se han

obtenido las NPs buscadas.

Para tal ensayo, se utilizaron 10 pL de N-CQDs disueltos en 2 mL de H»O. Se
debe destacar el uso de acido fosfotlngstico para tincion de las NPs ya que la rendija
utilizada en el TEM era de carbono, por lo que, para que nuestras particulas no se

confundieran con ésta, era necesaria una tincion con esta disolucion.

2. Se purificaron los CQDs utilizando dos vias diferentes:
a) Purificacion mediante membrana de dialisis de 2 kDa de cut-off (MWCO).

Para ello se utilizaron los N-CQDs directamente sintetizados, los cuales se
introdujeron en una membrana de diélisis. El buffer utilizado para llevar a cabo tal
proceso ha sido PBS a pH 7,4. En primer lugar, se puso el compartimento con la
membrana en un vaso de precipitados de forma que la ésta estuviera perfectamente
sumergida y se aplic6 una leve agitacién. Transcurridas dos horas, se cambié el buffer
por otro limpio, y se dejo que transcurriera la dialisis durante otras 24 h. Pasado este

tiempo, se recogieron los N-CQDs purificados en 3 mL de PBS.
b) Purificacidén usando Amicon Ultra de 3 kDa de cut-off (MWCO).

En este tipo de purificacion, las CNPs son purificadas a través de amicones. Para
ellose introducen las NPs en éstos y posteriormente enuna centrifuga, lacual se programa
a 10.000 rpm durante 20 min. (se repite el proceso 3 veces). Al final, se recogen los N-
CQDs en un vial con 3 mL de PBS.

3. Calculo del Rendimiento cuantico de fluorescencia.

El rendimiento cuéntico o eficiencia cuantica de un fluoréforo Q (Quantum
Yield) representa el niamero de fotones emitidos por una muestra respecto al nimero
de fotones absorbidos.
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En este trabajo, el rendimiento cuéntico de las NPs sintetizadas se estima a
través de la comparacion con estandares de rendimiento cuantico conocido, en este
caso un estandar de Quinina. La medida Q se logra mediante la comparacion entre la
fluorescencia integrada de la muestra de CQDs con la fluorescencia integrada del
patrén de Quinina. La densidad dptica u absorbancia de las muestras debe mantenerse
por debajo de las 0,1 unidades para evitar efectos de filtro interno, o bien la densidad
Optica de lamuestra y el fluor6foro de referencia debe estar por debajo de este valor

a lalongitud de onda que se corresponde con la longitud de onda de excitacion.

La eficiencia cuantica de una muestra desconocida se calcula aplicando la

ecuacion:

I ODg n?

Q=0Qr7 700 2 (1)

Ir OD n%

donde 1 es la intensidad de fluorescencia integrada, Q es el rendimiento cuantico, OD es
la densidad Optica o absorbancia, y n es el indice de refraccion del medio. El subindice R

se refiere al fluoréforo de referencia de rendimiento cuantico conocido

4. Dispersion dinamica de luz (DLYS).

Utilizada para la obtener informacion acerca de los tamafios de los CQDs. La
enorme fluorescencia de los CQDs podria generar resultados erroneos, por ello, con el
objetivo de no concentrar demasiado la muestra, se diluyen 10 pL de los CQDs en 3 mL
de H2O y posteriormente, se introducen en la cubeta para DLS correspondiente. El indice
de refraccion utilizado ha sido de 2,44.

5. Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA).

Obtencidn de concentracion y tamafio de CQDs en la muestra.

6. Fraccionamiento en flujo a través de campo de flujo asimétrico (AF4)

Se ha utilizado un sistema AF2000. El canal trapezoidal era de 27,5 cm de largo

y entre 2 a 0,5 cm de ancho. El espaciador utilizado en todas las medidas tenia 350 um
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de espesor. Se utilizaron membranas de ultrafiltracion de polietersulfona (PES) de 10 kDa
y de Celulosa Regenerada (RC) de 1 kDa.

La fase movil empleada se ha ido variando a lo largo de los diferentes analisis que
se han realizado con el objetivo de optimizar el proceso lo mas posible. Se estudiaron
distintos tipos programas de flujo perpendicular (crossflow) para aumentar la separacion
de las NPs. En la siguiente tabla se resume el programa Optimo seleccionado. Se us6 un
loop de inyeccion de 20 pL. El eluyente se dirige desde el canal hasta los detectores

utilizados, UV-vis y de fluorescencia.
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4. Resultados y discusion

4.1. Sintesisde Carbon Quantum Dots

En esta investigacion se propone una sintesis de CQDs mediante tratamiento con
sonda de ultrasonido. Se debe destacar que la mayoria de las sintesis de este tipo de NPs
con esta técnica emplea tiempos muy elevados (2-24h), mientras que aqui se propone una

sintesis de los mismos en 30 minutos.

Se elige un tiempo de 30 minutos gracias a las caracteristicas de la sonda de
ultrasonidos utilizada, ya que esta tiene una potencia de 500 W, por otro lado, en esta
sintesis los volumenes utilizados para la preparacion de los CQDs eran mas bajos que los

utilizados en otras publicaciones, reduciendo por lo tanto el tiempo de sintesis.
Los precursores organicos empleados han sido los siguientes: Glucosa y Sacarosa.
Los medios empleados para la formacion de las CNPs fueron: NHs, NaOH y HCI.

El proceso de formacion de los CQDs es el que sigue: Tras la preparacion de las
disoluciones explicadas en ¢l apartado “Parte Experimental” de la presente Memoria,

todas las disoluciones son introducidas en la sonda de ultrasonido.

Inicialmente todas las disoluciones son incoloras y transparentes, sin embargo,
con el aumento del tiempo de reaccidn las disoluciones van adquiriendo diferentes
colores: las de NH3 adquieren una tonalidad amarillas y, las de NaOH y HCI se vuelven
marron oscuras. Debido a la sonicacion, se alternan periodos de altas presiones y bajas
presiones, llevando a la formacion de pequefias burbujas de vacio que provoca la
polimerizacion de los precursores organicos, la carbonizacion y finalmente la formacion
de los CQDs. En el caso de las dopadas con nitrégeno, durante la etapa de carbonizacion
de los carbohidratos, las NPs son dopadas con nitrégeno provocando un aumento del

rendimiento cuantico de fluorescencia.

Se debe destacar que, con el objetivo de obtener informacion comparable, se
utilizé la misma cantidad de muestra de CQDs de los dos precursores organicos en cada

medio y asi poder seleccionar aquellos que mejores propiedades presentan.
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Tras los tratamientos ultrasonicos oportunos y las medidas de fluorescencia y
absorbancia, los espectros obtenidos para las diferentes sintesis de CQDs, tanto los
obtenidos a partir de glucosa como los obtenidos a partir de sacarosa, son los que se

recogen en el apartado “Anexo0s” de este proyecto.

A partir de los espectros de excitacion y de emision de fluorescencia tanto de los
CQDs obtenidos con sacarosa y con glucosa, se pueden deducir las siguientes

conclusiones.

Las intensidades méaximas de emision de los espectros obtenidos con los CQDs
sintetizados a partir de sacarosa son mas bajas que las correspondientes a los sintetizados
a partir de glucosa. Probablemente el tiempo empleado en la formacion de los CQDs a
partir de una disolucién de glucosa (30 min.) no ha sido suficiente para generar los CQDs
a partir de una disolucidn de sacararosa. Por ello, se selecciond la glucosa como precursor
de los CQDs.

De los espectros de los CQDs obtenidos a partir de glucosa se pueden establecer

SUS A excitacion Y A emision-

Tabla 2. Longitudes de onda de maxima excitacion y maxima emisiénde los CQDs de glucosa.

Muestra Aexcitacion (NM) A emision (NM)
CQDs (Glucosa + HCI) 400 460
CQDs (Glucosa + NaOH) 400 460
N-CQDs (Glucosa + NHz) 315 390y 755

En vista a que, con el transcurso de los dias, las disoluciones preparadas para los
blancos fueron adquiriendo color, se decidid estudiar también los “posibles N-CQDs”
obtenidos sin tratamiento con ultrasonido en medio amoniacal a partir de glucosa y asi

poder comparar las diferencias entre la sintesis mediante ultrasonido y sin éste.
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Tabla 3. Longitudes de onda de méaxima excitacion y maxima emision de los N-CQDs obtenidos

sin ultrasonido.

MueStra Sln U|tr8.80n|d0 )\,excitaci(')n (nm) ;\.emisi()n (nm)

N-CQDs (Glucosa + NHs) 315 390y 755

Los espectros obtenidos para los N-CQDs sin tratamiento con ultrasonido se
encuentran recogidos en el apartado “Anexos”. Si son comparados con los N-CQDs
sintetizados mediante sonda de ultrasonidos se puede apreciar como la intensidad maxima
de emisiodn de fluorescencia es mucho menor en los N-CQDs obtenidos sin tratamiento
con ultrasonidos. Ademas, si se observan las bandas de ambos N-CQDs, se puede ver
como los tratados ultrasonicamente presentan bandas mucho mas limpias y definidas que

sus correspondientes sin ultrasonido.

Estudiando en los distintos espectros obtenidos, tanto las intensidades maximas

de fluorescencia como la forma de las bandas, se eligen para los posteriores estudios:

1. N-CQDs. Obtenidos a partir de Glucosa y NH3 con tratamiento de utrasonido.
2. N-CQDs. Obtenidos a partir de Glucosa y NHs sin tratamiento de utrasonido.
3. CQDs sin dopar. Obtenidos a partir de Glucosa y NaOH con tratamiento de

ultrasonido.

Se ha decidido descartar los CQDs obtenidos a partir de &cido clorhidrico debido
a lareducida estabilidad que presentaban. Se observé que con el transcurso de los dias se

iban formando precipitados viscosos..

Ademds, como ya se ha descrito previamente, el objetivo de este proyecto es
estudiar posibles NPs que se puedan usar aplicaciones bioanaliticas. En este sentido los
CQDs preparados en medios fuertemente acido resultan poco Utiles a la hora de llevar a

cabo posibles futuras bioconjugaciones..

Para facilitar la interpretacion de los resultados de la caracterizacion de los CQDs,

éstos se encuentran divididos en dos apartados: 4.2. Caracterizacion de Carbon
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Quantum Dots de distinta naturaleza y 4.3. Caracterizacion especifica de Carbon

Quantum Dots dopados con nitrégeno.

4.2. Caracterizacion de los Carbon Quantum Dots

4.2.1. Efecto del pH en la intensidad de emision de fluorescencia

Se estudi6 la emision de fluorescencia de los CQDs en una disolucion de PBS a

diferentes pHs, con el objetivo de averiguar a qué pH la emision era mayor.

Los espectros obtenidos asi como las tendencias de la variacion del pH en los N-
CQDs, los CQDs sin dopar y los N-CQDs sin tratamiento con ultrasonidos se encuentran

en el apartado “Anexos” de este documento.

Como se puede ver en los resultados obtenidos, las maximas intensidades de emision de

fluorescencia muestran un aumento progresivo hacia pHs basicos.

Tabla 4. pH de méaxima emisién de cada tipo de CQDs sintetizados.

Muestra pH
CQDs sin dopar 11
N-CQDs tras ultrasonido 11
N-CQD:s sin ultrasonido 9

4.2.2. Estudio de fotoestabilidad

Tal como se recoge en el apartado “Procedimiento Experimental” de este

proyecto, el estudio de fotoestabilidad duré cuatro semanas.

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio han sido los siguientes:
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a. Fotoestabilidad de N-CQDs tras tratamiento con ultrasonido.

Debido a que los N-CQDs muestran dos bandas de maxima emision de
fluorescencia, el estudio de fotoestabilidad se ha realizado para cada banda de maxima
emision.

Los resultados obtenidos para la banda de 2.n=390 nm se muestran a

continuacion, mientras que los correspondientes a la banda de A.m=755 nm se encuentran
en el apartado “Anexos”.

a.l. Fotoestabilidad de los N-CQDs (A=390 nm)

N-CQDs (Luz)

Intensidad Relativa
=
o

Figura 13. Estudio de fotoestabilidad de los N-CQDs expuestos a luz natural

N-CQDs (Oscuridad)
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Figura 14. Estudio de fotoestabilidad de los N-CQDs reservados en oscuridad.
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Los resultados obtenidos del estudio de fotoestabilidad tanto para los CQDs sin
dopar como para los N-CQDs sin tratamiento con ultrasonidos se encuentran en el

apartado “Anexos” de este documento.

El estudio llevado a cabo durante las 4 semanas ha permitido comprobar la
estabilidad de los CQDs a lo largo del tiempo. Se pueden ver dos diferencias muy
significativas en todos los CQDs estudiados:

1. Los CQDs expuestos a la luz muestran un claro descenso de la Intensidad
Relativa de fluorescencia con el tiempo. Este hecho puede ser debido a una degradacién
de las NPs como consecuencia de la radiacion.

2. Los CQDs que se encuentran guardados en viales opacos en la oscuridad
presentan un aumento de la Intensidad Relativa de Fluorescencia a lo largo de las 4
semanas. Puede ser debido a que el tiempo de ultrasonidos empleado no haya sido
suficiente para lograr que la reaccién se complete y por ello, con el paso del tiempo, se
siguen formando NPs. Otra explicacion que podriadar lugar a este hecho es el suavizado
de la superficie de las NPs y la eliminacion, por tanto, de defectos de superficie llevando

a un aumento de la Intensidad Relativa de Fluorescencia.

4.2.3. Fotoactivacion

Este estudio se divide en dos partes:

a. Monitorizacion continua de la fluorescencia de las NPs de carbonodurante 2 h
(Time drive) Time Drive

Se recogid la senal a la longitud de onda de maxima emision (Aem) de forma

continua durante dos horas para las tres muestras de CQDs.
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a.1. N-CQDs (Aem=390 nm)

)

Intensidad (u.a

Time Drive durante 2 h
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Figura 15. Time Drive de los N-CQDs (1em=390 nm).

La grafica muestra que la estabilidad de los N-CQDs es muy elevada ya que

practicamente no hay fotodegradacion tras dos horas de ensayo (no hay variaciones

significativas de la emision fotoluminiscente tras mantener la muestra irradiada con
radiacion VIS-UV durante dos horas)

b. Recogida de espectros durante 1 h.

b.1. N-CQDs

Los resultados obtenidos para los N-CQDs son los siguientes:
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Figura 16. Espectros obtenidos para N-CQDs durante 1h. cada 60 segundos.
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De nuevo, no se observan modificaciones significativas en los espectros de
luminiscencia de los CQDs con el tiempo (ni en los perfiles ni en las intensidades de las

bandas observadas) por lo que se confirma la elevada estabilidad de las NPs sintetizadas.

Los resultados obtenidos del estudio de fotoestabilidad para los CQDs sin dopar,
los N-CQDs (Aem=755 nm) y los N-CQDs sin tratamiento con ultrasonidos se

encuentran en el apartado “Anexos”.

Una vez realizados ambos ensayos, se puede concluir que la estabilidad de los
distintos tipos de CQDs sintetizados es elevada ya que no presentan efectos de
fotodegradacion.

4.3. Caracterizacion especifica de Carbon Quantum Dots

dopados con nitrégeno

Tras haber realizado diversos ensayos sobre los diferentes tipos de CQDs en
diferentes medios, se ha decidido que, ya que los N-CQDs son aquellas NPs que presentan
mayor intensidad de fluorescencia sean los elegidos para una caracterizacion mas
detallada.

4.3.1. Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion

Con el objetivo de profundizar en la caracterizacion de las N-CQDs, en primer
lugar, se utilizd6 la microscopia electronica de transmision. Esta técnica permitid

visualizar los CQDs y ademas calcular el tamafio de los mismos.

En la Figura 17. A) se pueden apreciar las CNPs. A juzgar por la imagen se ha
considerado que dichas NPs se encontraban formando agregados. En el histograma
representado en la Figura 17. B) muestra una poblacion de NPs cuyo 40% tiene un
tamafio medio de 3 nm. Segun los resultados obtenidos mediante HRTEM, se obtiene que

los CQDs presentan una forma esférica con un tamafio promedio de 3,0 + 0,3 nm.
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Figura 17. A) Imagen obtenida mediante HRTEM de los N-CQDs. B) Histograma que

representa el porcentaje de los tamafios de las NPs obtenidas.

4.3.2. Purificacion de los Carbon Quantum Dots dopados con

Nitrégeno

Con el objetivo de eliminar impurezas y sustancias indeseables que pudieran
generar resultados erréneos en las medidas de fluorescencia se ha llevado a cabo la
purificacion de los N-CQDs. Para ello, se utilizaron dos vias diferentes con el objetivo de

seleccionar la mas adecuada:
a. Purificacion mediante dialisis con membrana de cut-off de 2kDa (MWCO).

b. Purificacion usando ultracentrifugacion mediante el empleo de Amicones
cuyo cut-off es de 3 kDa (MWCO).

Una vez purificadas mediante ambos métodos, los N-CQDs son estudiados
mediante sus espectros de emision de fluorescencia. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacion:

38



Resultados y discusion

100

80

60

Intensidad (u.a.)
D
o

CQDs purificados

| Dialisis

635 735 835

‘ = |ltracentrifugacion

A(nm)

Figura 18. Comparacion de los espectros de emision de fluorescencia de los N-CQDs tras

purificacién mediante ultracentrifugacion y mediante dialisis.

Los resultados muestran un pequefio incremento en la intensidad de emision de

fluorescencia de las muestras conteniendo N-CQDs tras purificacion mediante diélisis.

Esto podria explicar las predicciones tedricas ya que, para dialisis se utiliza una

membrana con un tamafio de poro mas pequefio que la utilizada con amicones, por lo que

previsiblemente el nimero de NPs que se pierden a través de la membrana es menor.

4.3.3. Rendimiento Cuantico de Fluorescencia

Haciendo uso de la ecuacion (1) del apartado “Procedimiento Experimental” de

este trabajo, se calcul6 el rendimiento cuantico de: CQDs sin dopar (sintetizados a partir

de glucosa y NaOH), N-CQDs (sin tratamiento con ultrasonidos), N-CQDs (con

tratamiento con ultrasonido y sin purificar) y de los dos tipos de N-CQDs purificados.

Tabla 5. Rendimiento Cuantico obtenido para cada tipo de CQDs obtenidos.

Tipos de nanoparticulas

Rendimiento cuantico (%)

CQDs sin dopar

3,68
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N-CQDs (sin tratamiento con 3.15
ultrasonido)

N-CQDs (sin purificar) 6,53

N-CQDs (purificados con dialisis) 6,65

N-CQDs (purificados con amicones) 5,78

Tras estudiar el rendimiento cuantico de todos los CQDs sintetizados y tratados,
se puede concluir que los que mayor rendimiento cuantico tienen son los N-CQDs tras
purificacion mediante dialisis, ya que cuando éstos son purificados mediante amicones,
el rendimiento cuantico disminuye. Probablemente lo que ocurre es que, en el caso de los
amicones, la purificacion es menos eficaz, quedando restos de precursores que no han
reaccionado o subproductos de la sintesis que hacen que la relacién fotones
emitidos/absorbidos disminuya y por tanto, también el rendimiento cuantico. Ademas,
como consecuencia del tamafio de poro, podria existir mas pérdida de NPs al realizar la
purificacion mediante amicones. Los resultados experimentales concuerdan

efectivamente con los resultados predecidos tedricamente.

4.3.4. Dispersion Dindmica de la luz y Andlisis de seguimiento de

Nanoparticulas

Los resultados obtenidos tras ambas técnicas no permitieron generar conclusiones
coherentes. Por un lado, tras analizar las muestras de N-CQDs por DLS, los resultados
generados por el sistema no poseian la calidad Optima para poder considerar
adecuadamente los mismos. Esto pudo ser debido a que la fluorescencia de los N-CQDs
es tan elevada que la luz dispersada se mezcla con la radiacion procedente de las NPs
generando resultados erroneos en la medida de dispersion de luz. Ademas, indicaba que
la mayor parte de las NPs obtenidas tenian un tamafio de 100 nm, mientras que los
resultados obtenidos por HRTEM indicaban NPs entre 1-10 nm. Por ello con el objetivo

de profundizar més a cerca de la caracterizacion se hara uso de la AF4.
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Por su parte, el NTA presentd el mismo problema, elevada fluorescencia que
generaba resultados erroneos. No se pudo obtener resultados acerca de la concentracion
de los CQDs en las muestras ya que tras el analisis con NTA se pudo ver que la sefial
generada era demasiado baja, lo que indicaba una concentracion excesivamente baja de

las NPs, generando, por tanto, resultados también erréneos y poco representativos.

4.3.5. Fraccionamiento en flujo a través de campo de flujo asimetrico:

estudio de la pureza de las NPs de Carbono

Para profundizar mas acerca de la caracterizacion de las NPs se utilizd AF4, con
el objeto de obtener informacion acerca del tamafio de las mismas y distribucion de
posibles poblaciones de tamafios. Los detectores utilizados en esta técnica han sido UV-

VIS y de fluorescencia.

Debido a que no existe ninguna publicacién o estudio previo en la que se utilice
AF4 como técnica para caracterizar CQDs, el proceso de optimizacién ha sido muy
laborioso debido a que existen diversos parametros que hay que optimizar.

Ademads, se debe destacar que, aunque no existen interacciones fisicas entre las
NPs y las membranas utilizadas, podrian existir ciertas interacciones electrostaticas, pues
las membranas utilizadas tienen una carga neta superficial negativa al pH utilizado. Este,
es otro factor que se debe controlar con minuciosidad y por ello se han tenido que usar
dos membranas diferentes con el objetivo de obtener los mejores resultados posibles.

Tal y como se recoge en el apartado “Procedimiento Experimental”, se han
utilizado 0,2 mL/min. de flujo de inyeccién (injectionflow), 3 min. tiempo de inyeccion
(injection time), 1 min. de tiempo de transicién (transition time) y 0,5 mL/min de flujo

del detector (detector flow).

Posteriormente, para llevar a cabo las medidas se han elaborado diferentes
programas de trabajo con distintas rampas usando diferentes flujos perpendiculares (cross
flow). Este es el parametro clave en esta técnica y tal como se podra ver a continuacion,
ha influido mucho en los estudios realizados, sobre todo en las recuperaciones obtenidas

(Recovery).
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Tabla 6. Ejemplo de uno de los métodos de inyecciony de cross flow utilizados para las
medidas de fraccionamiento en flujo mediante campo asimétrico (AF4) con un flujo a la salida

del detector de 0,5 mL/min.

Programa de separacion de Carbon Quantum Dots

Etapa del programa Tlen.rpo Crossflow,Vc, mL/min.
(min)
Inyeccion/focalizacion 3 Flujo de Inyeccién, 0.2 mL/min 2
Tiempo de transicion 1
Separacion 5 Constante 2
5 Caida lineal 2a0
1 Constante 0

Para obtener informacion sobre si durante el proceso de separacion se producen
pérdidas de N-CQDs através de los poros de la membrana o retenciones de las NPs dentro
del canal, se estudian las recuperaciones en cada ensayo realizado. Estas se calculan de la
siguiente manera: se inyecta la muestra que se pretende estudiar, pero, en este caso no se
aplica cross flow para provocar que todo lo que se inyecta, llegue al detector. El
procedimiento operativo es semejante a un Analisis por Inyeccién en Flujo (FIA).
Posteriormente, se inyecta la muestra aplicando esta vez un cross flow determinado. Al
aplicar cross flow, se puede producir que los N-CQDs se pierdan a través de los poros de
lamembrana o que éstos queden mas retenidos en las membranas utilizadas, llegando por
tanto menos muestra al detector. Finalmente calculando la relacion de las areas obtenidas

tanto con fross flow como sin éste, se obtienen las recuperaciones de cada estudio.

La composicion de la fase mdvil es uno de los parametros mas importantes y
flexibles en AF4, y debe ser elegido para asegurar la compatibilidad con el analito y
mejorar el proceso llevadoa cabo. Las propiedades de la fase mévil (composicion, fuer za
idnica, pH) directamente influyen en la doble capa de las NPs y la superficie de la
membrama. Por ello, para membranas y NPs cargadas, se necesita una fase mdvil con
mayor fuerza idnica que compense el espesor de la doble capa permitiendo que los

analitos se acerquen mas a la superficie de la membrana, quedando mas retenidos. Por
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este motivo a lolargo de las pruebas realizadas, se han utilizado distintas concentraciones

de acetato de amonio (C;H3sO2NH,) y NaCl, con el objetivo de aumentar la fuerza ionica.

Por otro lado, sabiendo que los N-CQDs y las membranas utilizadas poseen carga
superficial negativa a pHs negativos se piensa que es probable que existan ciertas
interacciones electrostaticas entre las NPs y la membrana. Con el objetivo de minimizar
en la medida de lo posibles tales interacciones, se deciden estudiar diferentes
concentraciones de surfactante, dodecilsulfato sdédico (SDS), en la fase mavil. El
surfactante forma micelas alrededor de las NPs, haciendo que éstas difundan al centro del

canal, minimizando las interacciones electrostaticas.

Debido a las propiedades que presentan las NPs y la membrana, en los distintos
ensayos se han utilizado distintas concentraciones de sales y surfactantes, con el objetivo

de optimizar el proceso de separacion de la mejor manera posible.

a. Estudio de optimizacion 1

En primer lugar, se us6 una membrana de Celulosa Regenerada (RC) con un
tamafio de 10 kDa utilizando como fase mdvil una disolucion de 10 mM de acetato de
amonio y 0,01 % de SDS en H,O ultrapura, a pH 7,4. El cross flow que se ha utilizado

ha sido de 1 mL/min.

El fractograma resultante es el que aparece a en el apartado “Anexos” de esta

Memoria.

A lavista de los resultados se puede apreciar que no hay separacion alguna entre
el void peak (pico que se genera como consecuencia de un cambio de presional aumentar
el tip flow y disminuir el focus flow, haciendo que las especies no focalizadas
correctamente eluyan sin ser retenidas por accion del flujo aplicado) y las NPs.

Con el objetivo de aumentar la separacion entre el void peak y la muestra, se
aumenta el flujo perpendicular, ya que al aumentar éste, los N-CQDs podrian quedar mas
retenidos sobre la membrana, aumentando asi la separacion con respecto al void peak.
Sin embargo, no se ha conseguido llevara cabo laseparacion a pesar de aumentar el cross

flow.

43



Resultados y discusion

Por otro lado, lo que si se ha podido observar es que, a medida que el cross flow
aumentaba, se obtenian menores recuperaciones (3-10%). Por ello, se ha pensado que el
tamafio de las NPs podria ser tan pequefio que éstas se pierden a través del poro de la

membrana utilizada.

Hay que destacar también que, ya que la parte de muestra que llegaa los detectores
es muy pequefia y las NPs eluyen junto al void peak, se dedujo que podia ser debido a
que los N-CQDs practicamente no quedaban retenidos con la membrana. El surfactante,
tal como se ha explicado, forma micelas y provoca que las NPs difundan al centro del

canal

Con el objetivo de mejorar los resultados se ha realizado el Estudio de

Optimizacion 2.

b. Estudio de opimizacién 2

Para intentar minimizar la posible pérdida de NPs a través de membrana, se ha
optado por cambiar la utilizada anteriormente por otra, cuyo tamafio de poro fuera mas

pequefio. Se elige, por tanto, una membrana de Polietersulfona (PES) de 1 kDa.

En este estudio se ha usado una fase movil con 0,01 % de SDS en H,O ultrapura,
utilizando diferentes tipos de cross flow con el objetivo de intentar separar los N-CQDs

del void peak y ademas obtener asi los mejores recoveries posibles.

Los fractogramas correspondientes a la prueba 2, se encuentran en el apartado

“Anexos”.
Tabla 7. Cross Flows utilizados y Recoveries obtenidos en cada ensayo.
Cross Flow (mL/min.) Recovery (%)
1 70
2 35
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Se puede ver como mejoran las recuperaciones obtenidas. Con esta membrana
parece que el nimero de NPs que se pierden es menor que con la utilizada en el primer
estudio. Sin embargo, en vista al fractograma resultante, se puede decir que las NPs
practicamente no interaccionan de nuevo con la membrana y éstas vuelven a eluir con el

void peak.

c. Estudio de optimizacion 3

Buscando un aumento de la retencion de las NPs en la membrana para intentar
que los N-CQDs se separaran del void peak, se decide cambiar la composicion de la fase
movil en este estudio aumentando la fuerza idnica de la disolucién. Por ello se empled
una disolucion portadora de 100 mM de acetato de amonio (C;HsO;NHs) en H.O
ultrapura a pH 9. La membrana utilizada fue la de PES de 1kDa, ya que con ésta se

obtuvieron muchos mejores recuperaciones, tal como se muestra en el estudio 2.

Los fractogramas resultantes se encuentran en el apartado “Anexos”.

Tabla 8. Cross Flows utilizados y Recoveries obtenidos en cada ensayo

Cross Flow (mL/min.) Recovery (%0)
1 10
3 1

En vista a los resultados, se ha observado que no hay separacion alguna, la muestra sale
junto con el void peak también en este ensayo. De nuevo, se puede ver gque, al aumentar
el cross flow, el recovery disminuye hasta un 1%, lo que podria ser debido a pérdida de
NPs a traves de membrana o a que las NPs se pegan en este caso demasiado a lamembrana

llegando a no salir del canal como consecuencia del aumento de la fuerza ionica.

d. Estudio de optimizacién 4
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Por ultimo, se decide cambiar la fuerza idnica de la fase mévil. Para ello se ha

utilizado una disolucion 180 mM NaCl en H,O ultrapura.

Los fractogramas resultantes al estudio 3, se encuentran en el apartado “Anexos”

de este trabajo.

Tabla 9. Cross Flows utilizados y Recoveries obtenidos en cada ensayo

Cross Flow (mL/min.) Recovery
2 40
1 45

Las recuperaciones obtenidas mejoran con respecto a los utilizados en el estudio
previo, sin embargo hacen pensar que las NPs se hayan podido quedar pegadas en el canal
como consecuencia del aumento de la fuerza ionica. No se ha observado separacidn

alguna entre el void peak y los N-CQDs.
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5. Conclusiones

Las principales conclusiones que se pueden extraer del presente Trabajo Fin de Master se

recogen a continuacion:

1. Se ha realizado la sintesis de Carbon Quantum Dots de manera satisfactoria:

a)

b)

d)

Tras haber realizado dos sintesis de las NPs a partir de dos precursores
organicos distintos, se seleccionan los obtenidos a partir de glucosa al dar
lugar este procedimiento de sintesis a NPs de carbono con mayor rendimiento
cuantico.

Para conseguir obtener CQDs a partir de sacarosa se necesitan mayores
tiempos de sonicacion.

Se ha realizado la caracterizacion de los CQDs mediante el estudio de sus
propiedades fotoluminiscentes obteniendo las longitudes de onda dptimas de
excitacion para observar correctamente las bandas de emisidn de los distintos
tipos de CQDs, estableciéndose como par de excitacion/emision optimo: N-
CQDs (315/390 nm), CQDs sin dopar (400/460 nm).

Se han realizado estudios de estabilidad, comprobando que los CQDs son
estables en medios basicos, con respecto al tiempo y con respecto a la luz.

Se ha realizado también un estudio de su morfologia mediante la teécnica
HRTEM obteniéndose que los CQDs presentan una forma esféricay un
tamafio promedio de 3,0 £ 0,3 nm.

Tras los estudios de caracterizacion mediante AF4, se concluye que el tamafio
de las NPs es tan pequefio que ha sido imposible la separacion de los CQDs
con respecto al void peak ya que practicamente no existia interaccién de las
NPs con la membrana. Es necesario un estudio mas a fondo, utilizando
diferentes tipos de fases moviles para mejorar el proceso de separacién. Por
otro lado, de entre los ensayos realizados, aquel con el que se ha obtenido una
mayor recuperacion ha sido el procedimiento que hace uso de una membrana
de 1 kDa utilizando una disoluciéon acuosa SDS al 0,01 % (100 mM)

obteniendo una recuperacion del 70 %.
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6. Trabajos futuros

Como trabajos futuros en esta linea de investigacion se podrian destacar los

siguientes aspectos:
6.1. Puestaen marcha de un inmunoensayo fotoluminiscente

Los inmunoensayos son tests bioquimicos que miden la presencia o concentracion
de una molécula en una solucion a través del uso de un Ab o un antigeno (Ag). La
molécula detectada en el inmunoensayo recibe el nombre de analito, el cual puede
corresponder con diferentes tipos de moléculas de diferentes tamafios y tipos, mientras
que el correspondiente Ab tenga las propiedades adecuadas para llevar a cabo el

inmunoensayo.

En inmunoensayos clinicos, las NPs son generalmente empleadas ya que éstas
presentan una elevada eficacia en la inmovilizacion de biomoléculas. Ademas, debido a
las propiedades que las NPs presentan, pueden ser empleadas para el marcaje de
moléculas bioldgicasy asi generar una amplificacion de la sefial detectable, relacionando

ésta posteriormente con la concentracion de analito en la muestra [32].

Existen diferentes tipos de inmunoensayos basados en el uso de NPs. Entre ellos
se destacan: inmunoensayos electroquimicos, inmunoensayos Opticos, inmunoensayos

sensibles a lamasa e inmunoensayos colorimétricos [33].

Como se ha explicado con antelacidn, las propiedades luminiscentes de los CQDs
hacen que este tipo de NPs puedan llegar a ser utilizadas en inmunoensayos Opticos, los
cuales comprenden: fluorescencia, quimioluminiscencia, electroquimioluminiscencia,

resonancia de plasmon superficial y espectroscopia Raman.

Debido a las propiedades fluorescentes que este tipo de NPs poseen y que se cree
que poseen elevada biocompatibilidad, cabe esperar que se puedan aplicar
satisfactoriamente en inmunoensayos luminiscentes, concretamente en inmunoensayos

fluorescentes o fluoroinmunoensayos.

En este tipo de inmunoensayos se utiliza la fluorescencia como metodologia de

medida de la reaccion de reconocimiento Ag-Ab. Los fluoroinmunoensayos son uno de
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los m&s comunes dentro del campo de los biosensores Opticos. Combinan la elevada

sensibilidad de la fluorescencia con la selectividad de los inmunoensayos [33].

Sin embargo, el empleo de CQDs en inmunoensayos luminiscentes no esta todavia
muy explotado, por ello, la continuacion furua de este trabajo es profundizar en el uso de

estas NPs novedosas en fluoroinmunoensayos.

6.2. Caracterizacion de las NPs por fraccionamientoen flujo a

través de campo de flujo asimétrico (AF4)

Los resultados obtenidos mediante AF4 en este Trabajo Fin de Master muestran

que es necesario un estudio mas a fondo para optimizar el proceso de separacion.

Por tanto, otra de las lineas de investigacion por explotar en el futuro, es la
optimizacion de dicho proceso, mediante el empleo de diferentes membranas y fases

moviles.

Ademds, como se ha descrito anteriormente, una de las causas por las que el
proceso de separacion no ha sido satisfactorio puede ser debido al pequefio tamafio que
las NPs presentan. Por ello, se buscara el recubrimiento de las NPs con polimeros que

permitan aumentar el tamafio de las mismas y asi posibilitar su estudio mediante AF4.
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8. Anexos

8.1. Sintesis de Carbon Quantum Dots

8.1.1. Carbon Quantum Dots obtenidos a partir de glucosa

a. N-CQDs. 15 mL glucosa (1 M) + 15 mL NH;3 (30%).

N-CQDs
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Figura 19. Espectros de emision, excitaciony abosrbancia de los N-CQDs (glucosa y

amoniaco).

Como se puede apreciar, los N-CQDs sintetizados presentan dos bandas de

méxima emision a 390 y a 755 nm.

b. CQDs sin dopar. 15 mL glucosa (1 M) + 15 mL HCI (37 %).

CQDs sin dopar
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Figura 20. Espectros de emision, excitaciony absorbancia de los CQDs sin dopar (glucosa y

acido clorhidrico)
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c. CQDs sin dopar. 15 mL glucosa (1 M) + 15 mL NaOH (1 M).

CQDs sin dopar
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Figura 21. Espectros de emision, excitacién y absorbancia de los CQDs sin dopar (glucosa e

hidroxido de sodio)
8.1.2. Carbon Quantum Dots obtenidos a partir de sacarosa

a. CQDs dopados con N. 15 mL sacarosa (1 M) + 15 mL NH;3 (30%).
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Figura 22. Espectros de emision, excitacién y absorbancia de N-CQDs (sacarosa y amoniaco).
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. CQDs sin dopar: 15 mL sacarosa (1 M) + 15 mL HCI (37 %).

CQDs sin dopar
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Figura 23. Espectros de emision, excitacién y absorbancia de CQDs sin dopar (sacarosa y

acido clorhidrico).

. CQDs sin dopar. 15 mL sacarosa (1 M) + 15 mL NaOH (1 M).
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Figura 24. Espectros de emision, excitacion y absorbancia de CQDs sin dopar (sacarosa e

hidréxido de sodio).
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8.1.3. N-CQDs obtenidos sin tratamiento con ultrasonidos

Intensidad (u.a.)

N-CQDs sin ultrasonido
60 3,5
50 3
40 25 =
2 &
30 2 e EMiSiON
1,5 3
Excitacion
20 1 ft!
10 05 Absorbancia
0 =S 0
200 300 400 500 600 700 800 900
A (nm)

Figura 25. Espectros de emision, excitacién y absorbancia de los N-CQDs obtenidos sin

ultrasonido.

8.1.4. Disoluciones Blanco

Con la finalidad de saber si las disoluciones preparadas para la sintesis de los

CQDs poseian fluorescencia antes del tratamiento con ultrasonidos, se prepararon

disoluciones blanco, cuyos espectros de excitacion y emision de fluorescencia se

muestran en las proximas paginas.
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Figura 26. Espectros de excitacién y emision de la disolucién blanco (15 mL glucosa (1 M) +

15 mL HCI (37%)).
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Blanco (Glucosa + NaOH)
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Figura 27. Espectros de excitaciény emision de la disolucion blanco (15 mL glucosa (1 M) +

15 mL NaOH (1 M)).

Blanco (Glucosa + Amoniaco)

— 150

T

=

E 100

‘@ e EMision

§ 50

E Excitacidon
0 w J L p
225 325 425 525 625 725 825

A(nm)

Figura 28. Espectros de excitacion y emision de la disolucion blanco (15 mL glucosa (1 M) +

15 mL NH3 (30%)).
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8.2. Efecto del pH en la intensidad de emisidn de fluorescencia

A continuacion, se exponen los resultados del estudio del efecto del pH en los
distintos tipos de CQDs sintetizados.

a. Efecto del pH en los N-CQDs con tratamiento de ultrasonidos.
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Figura 29. Superposicion de espectros de emision de fluorescencia a diferente pH.
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Figura 30. Tendencia de la variacion de la intensidad méxima de emision de fluorescencia en

funcion del pH.
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b. Efecto del pH en los CQDs sin dopar (sintetizados a partir de glucosa e

hidroxido de sodio).
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Figura 31. Superposicién de espectros de emisidn de fluorescencia a diferente pH de los CQDs

sin dopar (sintetizados a partir de glucosa e hidréxido de sodio).
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Figura 32. Tendencia de la variacion de la intensidad maxima de emision de fluorescencia en

funcidn del pH de los CQDs sin dopar (sintetizados a partir de glucosa e hidrdéxido de sodio).
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c. Efecto del pH en los N-CQDs sin tratamiento con ultrasonidos.
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Figura 33. Superposicién de espectros de emision de fluorescencia a diferente pH de los N-

CQDs sin tratamiento con ultrasonidos.
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Figura 34. Tendencia de la variacion de la intensidad méxima de emision de fluorescencia en

funcion del pH de los N-CQDs sin tratamiento con ultrasonidos.
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8.3. Estudio de fotoestabilidad

a. Fotoestabilidad de CQDs sin dopar

CQDs sin dopar (Luz)

2,0
1,5
1,0

0,5

Intensidad Relativa

0,0

Dia 1l ,
Dia 2 Dia 3
Semana 1

Semana 2 Semana 3
Mes 1

Figura 34. Estudio de fotoestabilidad de los CQDs sin dopar expuestos a luz natural.
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Figura 35. Estudio de fotoestabilidad de los CQDs sin dopar reservados en oscuridad.
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b. Fotoestabilidad de N-CQDs (banda de Lem= 755 nm)
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Figura 36. Estudio de fotoestabilidad de los N-CQDs (A=755 nm) expuestos a luz natural.
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Figura 37. Estudio de fotoestabilidad de los N-CQDs (A=755 nm) reservados en oscuridad.
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c. Fotoestabilidad de N-CQDs sin tratamiento con ultrasonido

N-CQDs sin ultrasonido (Luz)
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Figura 38. Estudio de fotoestabilidad de los N-CQDs (sin tratamiento mediante ultrasonidos)

expuestos a luz natural.
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Figura 39. Estudio de fotoestabilidad de los N-CQDs (sin tratamiento mediante ultrasonidos)

reservados en oscuridad.
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8.4. Fotoactivacion

a. Monitorizacion continua de la fluorescencia de las NPs de carbonodurante 2 h

(Time drive)
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Figura 40. Time Drive de los CQDs sin dopar.

a.2. N-CQDs (banda a =755 nm)
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Figura 40. Time Drive de los N-CQDs (banda a A=755 nm)
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a.3. N-CQDs sin ultrasonido

Time Drive durante 2h.
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Figura 41. Time Drive de los N-CQDs sin tratamiento con ultrasonidos.

b. Recogida de espectros durante 1h.
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Figura 42. Espectros obtenidos para CQDs sin dopar durante 1h.
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b.2. N-CQDs sin ultrasonido

Superposicion de espectros durante 1 h.
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Figura 43. Espectros obtenidos para N-CQDs (sin ultrasonido) durante 1h.

8.5. Fraccionamiento en flujo a través de campo de flujo

asimétrico: estudio de la pureza de las NPs de Carbono

6.1. Estudio de optimizacion 1

Optimizacion 1
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Figura 44. Fractograma de N-CQDs con membrana RC (10 kDa). Fase mavil: disolucién
acuosa de 10 mM de acetato de amonioy 0,01 % de SDS en H20 ultrapura, a pH 7,4. Cross

Flow de 1 mL/min.
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6.2. Estudio de optimizacion 2
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Figura 45. Fractograma de N-CQDs con membrana PES (1 kDa). Fase movil: disolucién

acuosa al 0,01 % de SDS en H20 ultrapura.Cross flow de2 mL/min.
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Figura 46. Fractograma de N-CQDs con membrana PES (1 kDa). Fase movil: disolucion

acuosa al 0,01 % de SDS en Hz0 ultrapura.Cross flow del mL/min.
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6.3. Estudio de optimizacion 3

Optimizacion 3
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Figura 47. Fractograma de N-CQDs con membrana de PES (1 kDa). Fase movil: disolucion
acuosa de 100 mM de acetato de amonio (C2H3zO2NH4) en H20 ultrapura a pH 9. Cross Flow
de 3 mL/min.
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Figura 48. Fractograma de N-CQDs con membrana de PES (1 kDa). Fase movil: disolucion
acuosa de 100 mM de acetato de amonio (C2H3O2NH4) en H20 ultrapura a pH 9. Cross Flow

de 1 mL/min.
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6.4. Estudio de optimizacion 4

Optimizacion 4
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Figura 49. Fractograma de N-CQDs con membrana de PES (1 kDa). Fase movil: disolucion

acuosa de 180 mM de NaCl en H20 ultrapura a pH 9. Cross Flow de 2 mL/min.
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Figura 50. Fractograma de N-CQDs con membrana de PES (1 kDa). Fase movil: disolucion

acuosa de 180 mM de NaCl en Hz0 ultrapura a pH 9. Cross Flow de 1 mL/min.
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