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A. INTRODUCCION
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A.1l. LA ACETONA: UN TOXICO AMBIENTAL

La acetona o propanona es un compuesto de formula quimica CH3(CO)CHs del grupo de
las cetonas que se encuentra naturalmente en el medio ambiente. A temperatura ambiente
se presenta como un liquido incoloro de olor caracteristico. Se evapora facilmente, es

inflamable y soluble en agua.

Es un disolvente extensamente utilizado en procesos industriales tales como la
fabricacion de plasticos, fibras, medicamentos o zapatos. Las aguas residuales, lixiviacion
industrial o las emisiones procedentes de los tubos de escape de automoviles y turbinas,
hacen posible la existencia de acetona en el medio ambiente. Este compuesto Se encuentra
también presente de manera natural en plantas, arboles o como producto de incendios
forestales, pero los procesos industriales son los que proporcionan concentraciones

mayores de esta cetona (1).

Se conoce que la acetona produce efectos adversos en el organismo humano debido a su
toxicidad. Una exposicion a acetona supone el paso a la sangre y, por ende, su
propagacion por todo el organismo. Una inhalacién importante de acetona o incluso su
ingesta, genera irritacion de las mucosas, 0jos y alteraciones en los pulmones, cursando

con mareos, dolores de cabeza y vomitos, entre otros sintomas (2).

Por todo lo anterior, es interesante la determinacion de acetona en aguas de consumo, asi
como en aguas superficiales (cuya presencia es debida a procesos microbianos) y en los
propios fluidos humanos, siendo indicadora de diversas enfermedades como cetonuria,
cuando se encuentra presente en orina, o cetoacidosis diabética, cuando se encuentra en
sangre (3). Por otra parte, también resulta de interés la determinacion de acetona en
atmosferas contaminadas. Los niveles de acetona en el aire son generalmente bajos. Sin
embargo, las personas que trabajan industrias que procesan y usan acetona, pueden estar
expuestas a niveles mas altos que la poblacion general. Estas industrias incluyen ciertas
fabricas de pinturas, plasticos, fibras artificiales y zapatos. Los trabajadores y las personas
expuestas a cantidades elevadas de acetona en el ambiente de trabajo (niveles de 100 ppm
de acetona en el aire) pueden sufrir irritacion del sistema respiratorio y los 0jos.
Trabajadores expuestos a niveles superiores pueden sufrir de dolor de cabeza, vértigo,
mareo, inestabilidad y confusion dependiendo del tiempo de exposicion. Por ello,

disponer de sistemas de alarma que midan los niveles de acetona en atmdsferas
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contaminadas, e informen de que los niveles son superiores a los recomendables, resulta

de alto interés para evitar problemas de contaminacion ocupacional (2).

En los ultimos afios, se han desarrollado metodologias de bioanalisis basadas en la
nanotecnologia, que permiten detectar este disolvente reemplazando los fluoréforos
convencionales por nanomateriales luminiscentes, como son los puntos cuanticos o
Quantum Dots (QDs).

A.2. QUANTUM DOTS

A.2.1. Definicion y propiedades

Los QDs son nanoparticulas semiconductoras luminiscentes conocidos como fluoréforos
de nueva generacion. Estos nanocristales de entre 2 y 10 nanometros de didmetro han ido
adquiriendo importancia durante los Gltimos 20 afios debido a su reducido tamafio, que
les confiere interesantes propiedades optoelectronicas dominadas por los efectos de
confinamiento cuantico, lo que aporta importantes ventajas con respecto a los colorantes

organicos y las proteinas fluorescentes (4) (5).

Estan constituidos por un nucleo de cientos e incluso miles de d&tomos de elementos
pertenecientes a los grupos 11-VI, 111-V, 6 1V de la Tabla Periddica. Su nicleo inorganico
suele estar rodeado de moléculas tensoactivas (ligandos) que aportan estabilidad en
medios liquidos (evitando agregaciones por atracciones electrostaticas entre los nucleos

de los nanocristales), formando disoluciones coloidales (6).

Los niveles de energia en estos semiconductores estan cuantizados, cuyos valores estan
relacionados con el tamafio de estos. Los semiconductores convencionales presentan un
“salto de banda” o “band gap”, determinada por la distancia existente entre la banda de
conduccidn y la banda de valencia del mismo, asi la energia minima que necesita un
electron para llegar a la banda de conduccion esta establecida y es fija. Cuando el tamafio
del semiconductor es de una escala nanométrica, su tamafio es del orden de las longitudes
de onda asociadas a los portadores de carga (electrones y huecos), y es por esto que los
niveles de energia pasan a estar cuantizados, y el salto de banda estd directamente

relacionado con el tamario del semiconductor (Figura 1) (7).
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Figura 1. Diagrama de niveles de energia tipicos en funcién del nimero de &tomos que constituyen el nanocristal. A
medida que aumenta el nimero de atomos, los niveles discretos de los orbitales atémicos se convierten en bandas de
energia (semiconductor convencional) (7).

Cuanto menor sea el tamafio de la nanoparticula, el salto de banda es mayor vy, por lo
tanto, la longitud de onda de emision es menor. La absorcion de un foton con una energia
superior a la del salto de banda supone la creacion de un par hueco/electrén (exciton o
plasmon). Dicha absorcidn tiene lugar a mayores energias, es decir, a menores longitudes
de onda, generandose asi un ancho espectro de absorcion. Se concluye entonces que las
propiedades dpticas de los QDs estan relacionadas con la composicion y tamafio de los
mismos (Figura 2) (8).
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Figura 2. Espectros de absorcion (A) y emision (B) de QDs de diferentes tamafios compuestos de un nacleo de CdSe
y recubrimiento de ZnS (8).
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La recombinacion del par hueco/electron estd caracterizada por una vida media
relativamente larga (mayor de 10 ns) y la emision de un foton se produce en una banda
de energia estrecha y simétrica. Esta larga vida media de la fluorescencia hace posible el
uso de “medidas a tiempo resuelto”, permitiendo separar la sefial de emision procedente
de los QDs de otras emisiones con una vida media menor, aumentando asi la sensibilidad

de deteccion, dado que minimiza problemas de solapamiento de bandas (9).

En ocasiones, la interaccion de especies presentes en el entorno de la nanoparticula con
los a&tomos de la superficie de esta, crea defectos en su superficie que actdan reteniendo
temporalmente el electron o el hueco, quedando en ese estado de minima energia, por lo
que la recombinacién se ve desfavorecida. El “atrapamiento” y “desatrapamiento”
provocan una fluorescencia intermitente que se denomina “blinking”, y se traduce en una
disminucion del rendimiento cuantico. Una manera de evitar esto es hacer crecer una capa
protectora de otro material con un salto de banda mayor sobre la superficie del nanocristal
(10).

Teniendo en cuenta todo lo anterior se deduce que, variando el tamafio y la naturaleza del
nanocristal, se puede obtener una emision fotoluminiscente que abarca un rango espectral
amplio, desde el UV al infrarrojo. De este modo es posible realizar la excitacion
simultanea de nanoparticulas de distintos tamafios o, dicho de otra manera, distintas
longitudes de onda de emisién, a una misma longitud de onda de absorcién (puesto que
los espectros de absorcidn son anchos). Esto es interesante en el desarrollo de sensores
luminiscentes multianalito, donde QDs de diferentes tamafos presentan diferentes

emisiones, pudiendo actuar como marcadores de diferentes biomoléculas (9).

Otras caracteristicas interesantes son la posesién de una elevada fotoestabilidad, asi como
altos coeficientes de extincion molar y rendimientos cuanticos de fluorescencia elevados,
permitiendo exponerse a tiempos de exposicion mas largos que los fluoroforos

convencionales sin perder eficiencia luminiscente (3).

A.2.2. Composicion

Los QDs mas utilizados son los formados por los elementos de los grupos 12-16 y 14-16
de la Tabla Periddica, como los QDs de sulfuro de zinc (ZnS), sulfuro de cadmio (CdS)

o seleniuro de cadmio (CdSe) entre otros. En la actualidad, ademas, la tendencia es al uso
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de QDs de estructura tipo nacleo/recubrimiento (core/shell), como los QDs de CdSe/ZnS
y CdSe/CdS. El fundamento consiste en la sintesis de una capa de material semiconductor,
diferente del ncleo que compone el QD, alrededor de dicho nanocristal. El salto de banda
del material semiconductor que recubre es diferente del valor del semiconductor del
nacleo, por lo que, dependiendo del salto de banda y de la posicién de los niveles de
energia electronica de los semiconductores en cuestion, el recubrimiento permite generar
un desplazamiento de la emision a longitudes de onda mayores. Segun esto, se pueden

determinar tres tipos de alineaciones diferentes como se observa en la Figura 3 (6).

A Tipo | Tipo I Tipoll Tipo linverso
CdSe/ZnS- CdS/ZnS CdSe/ZnTe CdTe/CdSe CdS/HgS - CdS/CdSe
ZnSe/CdSe

11 P

Figura 3. Representacion esquematica de la alineacion de los niveles de energia de los sistemas
nucleo/recubrimiento. Los bordes superiores e inferiores de las formas externas se corresponden con las bandas de
conduccién y valencia del recubrimiento respectivamente, y los superiores e inferiores de las formas internas se
corresponden con las bandas de conduccion y valencia del ntcleo respectivamente (6).

En la alineacion Tipo I, el salto de banda del recubrimiento es mayor que el del nucleo.
Los electrones y huecos se encuentran confinados en el ndcleo, favoreciéndose el proceso

de emision luminiscente.

Se observa en la alineacién Tipo 11, que o la banda de valencia o la banda de conduccion
del semiconductor, coinciden con el salto de banda del nucleo, por lo que, si se produce
la excitacion del nanocristal, tiene lugar una separacion del electrén y del hueco en
diferentes regiones de la nanoparticula, generandose asi excitones de mayor duracién
antes de que ocurra la recombinacion. Dicho fendmeno es mas marcado en este tipo de

alineamientos que en los de Tipo |.

Por ultimo, la alineacion Tipo | inverso se caracteriza por un salto de banda del
recubrimiento menor que el del nacleo. Aqui, el espesor del recubrimiento es importante,
porque dependiendo de este, los electrones y los huecos estaran parcial o totalmente

confinados en el recubrimiento, lo que permite controlar la emisién luminiscente de la
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nanoparticula. Afadiendo una segunda capa de un semiconductor con un mayor salto de
banda, la estabilidad de la emision luminiscente y el rendimiento cuantico de las

nanoparticulas mejora.

Un requisito necesario para trabajar con estos tipos de QDs es que ambos
semiconductores cristalicen en la misma fase cristalina para que se asegure la ausencia de

defectos en la interfase o en el recubrimiento (6).

A.2.3. Sintesis

Las estrategias mas utilizadas para la sintesis de QDs son las conocidas como “top-down”
y “bottom-up” (11). La técnica de “top-down” consiste en la obtencidén de QDs embebidos
en estructuras compuestas por laminas finas de otros semiconductores. La via “bottom-
up” obtiene QDs en forma de suspension coloidal homogénea tras la reaccion de sus
precursores en disolucion acuosa. Esta via es la mas habitual en los laboratorios de
Quimica, ya que da lugar a nanocristales de tamafio y forma controlados, y sera la seguida

en el presente Trabajo de Fin de Master.

Los QDs coloidales se obtienen a partir de la reaccion de una mezcla compuesta por
reactivos precursores, que se descomponen y forman nuevas especies reactivas llamadas
monomeros, provocando la nucleacién y el crecimiento del nanocristal en estado liquido
en un reactor. El reactor proporciona la energia necesaria para descomponer dichos
precursores, por colisiones térmicas o por reaccion quimica entre el medio liquido y los

precursores, 0 por una combinacién de ambos mecanismaos.

El crecimiento de los nanocristales viene determinado por la presencia de agentes
coordinantes o surfactantes, moléculas que adsorben sobre la superficie de los QDs.
Deben ser los suficientemente mdviles como para permitir el acceso de méas unidades de
monomero, y estables, para prevenir la agregacion de los nanocristales. La adherencia no
debe ser ni demasiado fuerte ni demasiado débil, porque de ser asi no se permitiria el
crecimiento en el caso de que fueran fuertes, o el crecimiento seria demasiado marcado
en el caso de interacciones debiles, formandose agregados. Cuando se disminuye la
temperatura, se interrumpe el crecimiento de la nanoparticula, uniéndose por lo tanto la
nanoparticula de una manera mas fuerte a la superficie del QD. La presencia de moléculas

coordinantes permite controlar el tamafio de la nanoparticula durante el proceso de
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sintesis, controlando la proporcion de las mismas, el volumen de inyeccion, la

concentracion de mondmero, o el tiempo de reaccion.

Después de la sintesis de los QDs, estos son monodispersos y estables, pero hidrofébicos.
Estas nanoparticulas estan cubiertas con una capa hidrofobica de cadenas carbonadas, de
este modo solo son solubles en disolventes no polares, por lo que su aplicacién analitica
y bioldgica estd limitada. ES por esto que es necesario someterlas a un proceso de

solubilizacion en medios acuosos, realizando modificaciones en su superficie.

A.2.4. Solubilizacién en medios acuosos

Para conseguir una solubilizacion efectiva de los QDs en medios acuosos, lo que se busca
es dotarles de biocompatibilidad, para que ademas de ser solubles, sean estables,
manteniendo sus propiedades luminiscentes, su tamafio y, ademas, la posibilidad de

afiadir otros grupos funcionales de interés en los ensayos.

Son tres las principales estrategias de solubilizacion de las nanoparticulas en medios
acuosos (12):

1) Intercambio de ligandos hidrofobicos por ligados hidrofilicos: consiste en
reemplazar las moléculas hidrofébicas que rodean el QD por moléculas
bifuncionales que contienen, generalmente, un grupo tiol (-SH) en el extremo, que
se une a la superficie de la nanoparticula, y un grupo funcional polar en el otro. El
grupo polar es el que aporta la solubilidad en medios polares. A determinados pH,
los grupos polares (carboxilico o sulfénico) estdn desprotonados, y la carga
negativa genera repulsion electroestatica entre las nanoparticulas, evitando su

agregacion (Figura 4).

A O B pH Grupo R1 Grupo R2 Carga neta
| <19 COOH NH3* Positiva
HS/>’,///\OH 1,9-110:7 coo- NH3* Neutra
HoN H >10,7 coo- NH, Negnbive

Figura 4. A) Estructura de la L-cisteina. B) Comportamiento de los grupos funcionales de la cisteina en
funcion del pH.
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Silanizacion: se basa en la formacién de una capa de silice alrededor de la
superficie del nanocristal con mercaptopropil(trimetoxi)silano (MPS) como
precursor. Aqui también se produce una sustitucion de los ligandos hidrofobicos.
Se trata de una técnica compleja y dificil de controlar, por lo que no siempre se
obtienen recubrimientos homogéneos y, como consecuencia, las nanoparticulas se
agregan.

Interaccion hidrofobica con polimeros anfifilicos: como su propio nombre indica,
se basa en la interaccion hidrofobica de las cadenas carbonadas de un polimero
anfifilico con las cadenas carbonadas de los ligandos que recubren la superficie
de las nanoparticulas. La solubilidad vendra determinada por la disposicion hacia
el exterior de los grupos hidrofilicos del polimero. Los QDs poseerdn mayor
rendimiento cuantico de fluorescencia y seran mas estables que los tratados en el
primer punto, por el hecho de conservar los agentes coordinantes originales

durante el proceso de modificacion.

A.2.5. Inmovilizacion

El uso de nanoparticulas es hoy una tendencia clara en el desarrollo de nuevos y

mejorados sensores opticos. Sin embargo, un requisito fundamental consiste en llevar a

cabo la inmovilizacion de las nanoparticulas coloidales en soportes solidos, conservando

sus propiedades de deteccion y evitando la lixiviacion en la solucion (13). Asi, en el

desarrollo de los sensores luminiscentes, a utilizar en el presente Trabajo de Fin de

Master, se inmovilizan QDs en soportes sélidos para crear asi la fase solida activa.

Es importante determinar el tipo de analisis que se va a realizar para escoger el

procedimiento de inmovilizacion de las nanoparticulas que mejor se adapte a los

requerimientos. Los tipos de inmovilizacion pueden ser por:

atrapamiento fisico
unién covalente

enlaces coordinados

Todas las técnicas deben tener en cuenta la proximidad requerida entre los QDs y el medio

de reconocimiento, asi como el tamafio y la movilidad que va a presentar el analito.
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Las fases sensoras basadas en matrices inorganicas sol-gel se elaboran atrapando la
nanoparticula dentro de dicha estructura inorgénica durante el proceso de polimerizacion
sol-gel. Este tipo de soportes aportan gran estabilidad y resistencia a la degradacion,
ademas de las caracteristicas propias de los QDs, que los convierten en interesantes
biosensores. Algunos inconvenientes de este tipo de dispositivos son los cambios de
polaridad, reacciones sobre la superficie de los QDs durante el proceso sol-gel, o la

lixiviacion de los nanocristales durante el proceso de medida (13).

A.2.6. QDs dopados

Mediante el dopaje de QDs con metales durante su sintesis, se persigue alcanzar una
mejora de sus propiedades luminiscentes. Dopar estos nanocristales con metales de
transicion como Mn?*, Cu?*, Co?*, Ag*, Pb%**, Ni?*, Cr® o lantanidos como Eu*, Tb%*,
Er¥* o Sm®*, permite activar la luminiscencia de los mismos, ampliando el intervalo til
de propiedades espectroscopicas. La utilizacion de lantanidos es menos favorable, debido
a que sus propiedades quimicas difieren de los cationes metalicos que componen el nicleo

del semiconductor, por lo que la optimizacion es mas compleja (14).
Existen varios métodos de obtencion de QDs dopados (d-dots) que son (15):

- Métodos de sintesis en fase acuosa: los a&tomos de impurezas se distribuyen
uniformemente en el nanocristal, ademas de que es posible controlar el tamafio y

forma de los QDs en formacion.

- Métodos de sintesis en fase organica: aqui se utilizan disolventes organicos y
elevadas temperaturas. La superficie de los QDs se mejora disminuyéndose los
defectos superficiales. El inconveniente de esta técnica radica en la dificultad de
incorporacion de dopantes en su estructura, por el pequefio tamafio de los
nanocristales (compuestos por un menor nimero de atomos) y por el proceso de
“autopurificacion” que experimentan las nanoparticulas (fundamentos
termodinamicos) debido a que la difusion de la impureza es menor en el material
semiconductor, los nanocristales son dificiles de dopar y las impurezas son
expulsadas. Si el proceso de dopaje estad controlado por factores cinéticos, las
impurezas son absorbidas la mayoria en la superficie del nanocristal, por tratarse

de un enlace favorable.

10
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En el proceso de introduccion de impurezas en la estructura del QDs durante el proceso

de sintesis en fase orgénica, se han descrito principalmente tres vias:

- Introduccidn junto los precursores que forman el nucleo del QD: se introducen
simultaneamente los precursores de los iones dopantes y de los elementos que
forman el nanocristal. Los inconvenientes son la obtencion de un porcentaje alto

de QDs sin dopar e impurezas adsorbidas en la superficie.

- Introduccién antes de que se produzca la formacion del nucleo (nucleacion-
dopaje): antes de que se produzca la formacion del nlcleo, la introduccion de los
precursores de los iones dopantes permite la formacion de un nucleo con dopantes,
por lo que al crecer el QDs, el resultado serd un QD con el centro dopado (Figura

5, esquema superior).

- Introduccién durante la formacién del recubrimiento del QD (crecimiento-
dopaje): cuando ya esta formado el nucleo, se procede al dopaje simultaneamente
con el crecimiento de la superficie, lo que da lugar a una superficie dopada vy,

como resultado, un QD con dopaje interno (Figura 5, esquema inferior).

Nucleacién-dopaje: _crecimiento,
' del QD
nucleo con centro
dopantes dopado
5.0 L. dopaje creCImlento
Crecimiento-dopaje:; ‘ ’ el QD ’
nucleo superficie dopaje
pequeio dopada interno

Figura 5. Via de introduccion de dopantes antes de que se produzca la formacion del ntcleo (esquema
superior) y via de introduccion de dopantes durante la formacion del recubrimiento del QD (esquema
inferior).

Es interesante tener en cuenta las variaciones de presion y temperatura utilizados durante
la sintesis, puesto que pueden modificar la emision luminiscente de los d-dots. La

temperatura produce un descenso en la intensidad de emision luminiscente para QDs tipo

11
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Mn:ZnS, dado que afecta a la interaccion exciton-fotdn y la velocidad de transferencia de
energia desde el excitdn al ion dopante. Asi mismo, un aumento de la presion provoca
cambios en la intensidad de emisién, debido a que se produce un decrecimiento en la
distancia interatdbmica, incrementandose asi el solapamiento entre los orbitales

electrénicos contiguos, y obteniéndose el mismo resultado (14).

A.2.6.1. Propiedades luminiscentes de los QDs dopados con Mn?*

En este apartado se lleva a cabo un analisis de las propiedades luminiscentes de los QDs
dopados con Mn?* por ser estos los utilizados en el presente Trabajo de Fin de Master. En
este caso, la composicion del QD empleado es ZnS, la longitud de onda de emision del
dopante es principalmente 590 nm, el tiempo de vida en torno a milisegundos, y el

rendimiento cuantico del 10 al 60% (7).

Al introducir iones dopantes de Mn?* en la estructura del QD, se produce una interaccion
entre los estados electronicos d del Mn?* y los estados s-p de las bandas del semiconductor
que constituye la nanoparticula, proporciondndole sobre todo una intensa emision

fotoluminiscente con largos tiempos de vida media (3).

La emision fotoluminiscente de los d-dots dopados con Mn?" se desarrolla
fundamentalmente mediante dos métodos diferentes. EI primero de ellos estd basado en
la presencia de los estados energéticos del Mn?* dentro del salto de banda del
semiconductor; el segundo de ellos, y menos comun, tiene lugar cuando los niveles
energéticos del Mn?* no se encuentran dentro del salto de banda del nanomaterial (14).
En este Trabajo de Fin de Master se esta dentro de la primera situacién, por lo que es esta

la que se analiza a continuacion.

En el primer caso se utilizan QDs formados por semiconductores de ZnS, ZnSe o CdS,
cuya diferencia de energias entre la banda de valencia y la banda de conduccion es tan
alta que los niveles energéticos del Mn?* se encuentran dentro del salto de banda de la
nanoparticula (Figura 6).

12
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QD sin dopar QD dopado con Mn%*
(p. ej. ZnS) (p. ej. Mn:ZnS)
Banda de Conduccion Banda de Conduccion

.y
aT, —_‘_
h y
BA, _Hmn' e

i 24
excitacion " hvy dopaje con Mn excitacion
——-

Banda de Valencia Banda de Valencia

Figura 6. Proceso de emision luminiscente de QDs dopados con Mn?*.

Como se observa en la figura, una vez se ha excitado el QD, tiene lugar una transferencia
de energia desde los niveles energéticos excitados del material semiconductor a los
niveles energéticos excitados del Mn?*, registrandose en ese momento una desactivacion
radiacional debida a la transicion que se produce del primer estado excitado del Mn?
(“T1) a su estado fundamental (°A1). Por separado, la transicion “T1 - ®A; del Mn?* esta
prohibida por el spin, lo que da lugar a constantes de desactivacion del estado excitado
por via radiacional muy bajas, asi como bajos coeficientes de extincidn molar para las
absorciones de energia correspondientes a las transiciones entre los estados ®A; y “T1 (16).
Por lo tanto, la emision que se produce al dopar el QD con Mn?* presenta altos
rendimientos cuanticos (debido a esa transicién prohibida es muy energética) y tiempos
de vida media largos, en torno a milisegundos, méas elevado que los QDs fluorescentes
convencionales (ns). Estos largos tiempos de vida permiten evitar las interferencias

propias de la autofluorescencia y la luz dispersada (3).

Basandose en estas interacciones, se puede variar la concentracion de Mn?* que se
incorpora, de tal manera que se obtengan simultdneamente QDs y d-dots y, como
resultado, dos maximos de emision localizados a 420-470 y 590 nm respectivamente.
Puesto que en los d-dots la emision es menos energética que la debida al salto de banda
del semiconductor, dicha emision no es absorbida por el QD, minimizandose asi los

problemas de autoabsorcion.

13
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A.2.6.2. Aplicaciones analiticas de los QDs de Mn:ZnS

La nanotecnologia se ha convertido en un campo de investigacion y desarrollo que
sobrepasa los limites a los que se encontraban sometidos las técnicas desarrolladas hasta
el momento. Progresivamente se estd consiguiendo implementar nano-objetos y nano-
dispositivos con el objetivo de obtener nano-maquinas, con un efecto positivo de cara a
su aplicacion a diversos sectores, como pueden ser aplicaciones médicas para diagnosis

0 produccion y almacenamiento de energia (11).

Los campos maés tipicamente involucrados en el empleo de la nanotecnologia son la
nanobiotecnologia, los nanomateriales, la nanoelectrénica o el desarrollo de sensores. En
este sentido y fundamentado en la utilizaciéon de la luminiscencia de los QDs como
indicador quimico, el presente Trabajo de Fin de Master se desarrolla empleando esas
nanoparticulas como fases sensoras, en las que se espera observar un cambio de
luminiscencia al interaccionar directamente con un analito, como es la acetona en este
caso, produciéndose una desactivacion de las propiedades fosforescentes tipicas de los
QDs de Mn:ZnS. El estado de la superficie del QD determina la luminiscencia que este
produce, y esto es en lo que se basa la interaccidn especie quimica-nanoparticula, dandose
cambios en la eficiencia de la recombinacién del par hueco-electron. La mayoria de las
aplicaciones analiticas que utilizan QDs como indicadores directos, estan basadas en las
medidas de la desactivacion de la fluorescencia que se produce como consecuencia de la

interaccion fisica y quimica con un determinado analito.

En este sentido, recientemente se ha descrito analisis de acetona disuelta en aguas
mediante el empleo de medidas de desactivacion de la fotoluminiscencia de QDs de
Mn:ZnS QDs (3) e inmovilizados en una matriz sol-gel que interaccionan con un flujo de
agua contaminada (13). El dopaje de estas nanoparticulas de ZnS con iones Mn?* provoca
que los tiempos de vida del fendmeno luminiscente sean mucho mas largos que la emisién
fluorescente de los QDs sin dopar. Este hecho, junto a la separacion entre la longitud de
onda de excitacion y emision (tipico de los comportamientos fosforescentes) hace posible
la realizacién de medidas a tiempo resuelto, Util en estudios bioldgicos y médicos. Por
ultimo, destacar la ausencia de metales toxicos en la estructura del nanocristal,
minimizandose asi los problemas de toxicidad de los QDs de base Cd habitualmente
utilizados (p.ej. CdSe o CdS).

14
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Otro tipo de aplicaciones en auge en la via de los sensores, las constituyen los biosensores.
Consiste en la conjugacion de la superficie del QD con la biomolécula en estudio,
obteniéndose una alta especificidad y funcionalidad bioldgica, sumando ademas de este
modo las caracteristicas tipicas que las nanoparticulas aportan. Las moléculas que se
suelen conjugar son anticuerpos, biotina-estreptavidina, enzimas, o incluso anticuerpos.
Las formas de ensayo mas empleados son los conocidos como inmunoensayos,
Ilevandose a cabo una conjugacion del QD tanto con el anticuerpo como con el antigeno;
o la transferencia de energia (FRET), un proceso no radiativo de transferencia de energia
de excitacidn que tiene lugar a través de un donador en su estado excitado (habitualmente
un fluordforo) al estado fundamental de un aceptor cercano, a través de interacciones
dipolo-dipolo, minimizandose de este modo las fugas de emision del donador en la
deteccidn de longitud de onda del aceptor, que permite un mejor solapamiento espectral
(17).

15
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B. OBJETIVO
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A lo largo del apartado “A. INTRODUCCION” expuesto, ha quedado plasmada la gran
importancia que han adquirido en los Gltimos afios el desarrollo de metodologias de
analisis basadas en la nanotecnologia. Las ventajas que aporta la utilizacion de materiales
nanométricos los han convertido en una de las principales bases en las lineas de
investigacion actuales, particularmente aquellos relacionados con nanoparticulas

luminiscentes semiconductoras.

En esta linea, se ha hecho hincapié en las maltiples ventajas que ofrecen los QDs en
comparacion con los lumindéforos convencionales para su aplicacion a metodologias
fotoluminiscentes de analisis. Numerosos grupos de investigacion internacionales han
conseguido sintetizar nanoparticulas luminiscentes coloidales con elevada estabilidad,
reducida toxicidad, e interesantes propiedades luminiscentes cuando son dopadas con
impurezas metalicas (adquisicion de propiedades similares a la fosforescencia).

En este contexto, el principal objetivo del presente Trabajo de Fin de Master ha consistido
en la sintesis y caracterizacion de QDs con nicleo de ZnS dopados con Mn?* sensibles a
la exposicion de determinadas especies quimicas de interés industrial y/o
medioambiental, para evaluar finalmente su aplicacién como fase sensora a un prototipo
instrumental portatil en desarrollo, estableciéndose de este modo una sencilla
metodologia analitica en problemas de contaminacion ocupacional. Se ha seleccionado la
acetona como analito modelo a ser monitorizado, debido al interés por la determinacién

en atmasferas contaminadas, sobre todo en ambientes de trabajo.

El desarrollo de este objetivo principal ha sido alcanzado a través de los siguientes

objetivos especificos:
1. Sintesis coloidal de Mn:ZnS QDs directamente solubles en medios acuosos.
2. Caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas a través de su tamarfio y forma,

su emisién luminiscente, y teniendo en cuenta las variables quimicas e

instrumentales que pudieran repercutir en su luminiscencia.

3. Empleo de un procedimiento sencillo y general para la inmovilizacion de Mn:ZnS
QDs en un soporte solido estable, inerte y transparente, como via de desarrollo de

sensores opticos.

17
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4. Caracterizacion de las nanoparticulas inmovilizadas en el soporte s6lido mediante
su emision luminiscente, registrando las posibles modificaciones que pudieran
darse en su luminiscencia tras una exposicion a concentraciones crecientes de

acetona.

5. Implementacion de la fase sensora luminiscente basada en QDs dopados con Mn?*
inmovilizados en una matriz inorganica sol-gel a un prototipo instrumental
(lumindforo portéatil) en desarrollo para la determinacion de acetona en aire

contaminado.

6. Evaluacion de las caracteristicas de funcionamiento del sistema sensor construido

mediante el acoplamiento de la fase sensora sol-gel al prototipo instrumental.
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C. EXPERIMENTAL
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C.1. INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

En este apartado se procede a la descripcion detallada de los instrumentos y reactivos

utilizados a lo largo de toda la experimentacion.
C.1.1. Instrumentacion

e Espectrometro de luminiscencia Varian Cary Eclipse (Varian Ibérica) equipado
con lampara de descarga de xenon (potencia de pico equivalente a 75 KW),
monocromadores Czerny-Turner y deteccion mediante tubo fotomultiplicador
modelo R-298. El programa de control y tratamiento de datos, Cary Eclipse, opera
bajo entorno Windows.

e Microscopio electronico de transmisién (TEM) modelo MET JEOL-2000 EX-II
(Jeol, USA).

e pHmetro modelo micro pH2000 (Crison Instruments, Espaiia).

e Balanza Precisa 180A, con precision de hasta + 0.01 mg (Precisa, Suiza).

e Rotametro Sho-Rate (Brooks Instrument, USA).

e Bafio de ultrasonidos (J.P. Selecta, Espafia).

e Estufa de laboratorio Memmert modelo 100 (Memmert, Alemania).

e Equipo de agua Milli-Q plus, 185 (Millipore, USA).

e Ultracentrifuga Biofuge Stratus (Heraeus, Alemania).

e Manta calefactora modelo Fibroman-N (J.P. Selecta, Espafa) acoplada a un
sistema de control digital de temperatura modelo Electemp (J.P. Selecta, Espafa).

e Agitador magnético modelo RCT basic (Ika Werke, Alemania).

e Linea de vacio.

e Lampara UV con longitud de onda de emision de 365 nm 6 W (Vilber Lourmat,
Alemania).

e Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments Ltd.).

e Prototipo instrumental del Area de Tecnologia Electrénica de la Universidad de
Oviedo.

e Fuente de alimentacion Velleman PS 613 (Velleman, Bélgica).

e Fuente de alimentacion Silver Electronics EP 613 (Silver Sanz, Espafia).

e Voltimetro HP 34401A Multimeter (HP, USA).
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C.1.2. Material

e Celda de cuarzo convencional para medidas de luminiscencia Hellma, modelos
101-QS y 114F-QS, de 10 mm de paso optico.

e Celda de flujo modelo 176.052-QS.

e Micropipetas Labmate y Finnipetter de volimenes ajustables comprendidos entre
0.5puLy 1 mL.

e Tubos Eppendorf con volumen de 1.5 mL.

e Material volumétrico de vidrio de calidad contrastada.

e Tamices con diversos diametros.

e Mortero de agata.

C.1.3. Reactivos y disoluciones

Los reactivos empleados son de calidad analitica y han sido utilizados sin la realizacion
de ningun tipo de purificacion previa. Las disoluciones acuosas se han preparado
disolviendo la cantidad adecuada de sélido en agua ultrapura desionizada obtenida a partir

de un sistema Milli-Q System.
Para la sintesis de QDs se ha utilizado:

e Sulfuro de sodio nanohidratado (Sigma-Aldrich).
e L-cisteina hidroclorada monohidratada (Merck).
e Cloruro de zinc heptahidratado (Merck).

e Cloruro de manganeso tetrahidratado (Merck).

e Acido clorhidrico (Merck).

e Hidrdxido de sodio (Sigma-Aldrich).

e Etanol (Prolabo).

Los reactivos utilizados para la fabricacion de la matriz sol-gel son:

e (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) (Fluka Chemie).

e Tetrametoxisilano (TMOS) (Fluka Chemie).

o N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida hidroclorada (EDC) (Fluka).
e Etanol (Prolabo).
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e Hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich).
e Acido clorhidrico (Merck).

Reactivos y disoluciones para caracterizacion y desarrollo experimental:

e Disolucion reguladora: Buffer de fosfatos (PBS) 10 mM pH 7.4.
e Acetona (Fisher Chemical).

e Cloroformo estabilizado con etanol (Romil).

e Argén (Air Liquide).

e Aire sintético comprimido (Air Liquide).

C.2. SINTESIS DE QDs FOSFORESCENTES

Se han sintetizado QDs de ZnS dopados con Mn?*, con el objetivo de obtener
nanoparticulas con propiedades semejantes a la fosforescencia. Para que estas fases sean
solubles en medios acuosos y asi poder caracterizarlos en medio liquido, se estabilizaron

con un recubrimiento superficial de L-cisteina.

La metodologia seguida para la sintesis fue la utilizada por E. Sotelo-Gonzalez y col. (13)
y que se ilustra en la Figura 7. En una primera etapa, se prepararon disoluciones acuosas
que, posteriormente, fueron introducidas en un vaso de precipitados en el siguiente orden:
5 mL de ZnCl2 0.1 M, 0.15 mL de MnCl; 0.1 M (10% HCI), 50 mL de L-cisteinay 0.15
mL de agua Milli-Q. La mezcla se llevé a pH 11 con NaOH 1 M, y a continuacién se
vertio todo en un matraz de tres bocas localizado en una manta calefactora equipada con

un termopar y un controlador de temperatura.

Se desoxigené la mezcla durante 30 minutos bajo constante agitacion y atmosfera de
argon. Inmediatamente después, se inyectaron 5 mL de NaS 0.1 My, sin modificar las

condiciones, se dejé otros 20 minutos. Esto permitio la nucleacion de las nanoparticulas.

Con el objetivo de someter a las nanoparticulas a un proceso de envejecimiento para
incrementar la cristalinidad de la L-cisteina y disminuir los defectos superficiales, se
elevo la temperatura a 50°C, se cortd el flujo de argdn, y se dejé destapado durante 2 horas

sin interrumpir la agitacion.
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Figura 7. Proceso de sintesis Mn:ZnS QDs.

Le sigui6 un proceso de purificacion en el que se elimind el exceso de reactivos. Para ello
fue necesario realizar varios lavados del sélido obtenido con etanol, intercalados con
procesos de ultracentrifugacion a 5000 rpm para eliminar el sobrenadante con los

reactivos en exceso (2x15 minutos y 2x5 minutos).

El precipitado obtenido (aglomerado de nanoparticulas) se seco en una linea de vacio, y
se recogieron finalmente los QDs solubles en medio acuoso como un polvo de color
marrén. La solubilidad, como se explico en el apartado “A.2.4. Solubilizacion en medios
acuosos”, viene determinada por los grupos tiol (-SH) y carboxilico (-COOH) de la L-
cisteina, ademas de que evita su agregacion gracias a la carga negativa que aporta,

generando repulsion electroestatica entre las nanoparticulas.

C.3. CARACTERIZACION

Para determinar si los QDs sintetizados son aptos para el estudio que se desea llevar a
cabo, se sometieron a un proceso de caracterizacion mediante el cual se pudo conocer el
tamafo, forma y comportamiento quimico ante el agente al que se someterian en lo
sucesivo. Todos los resultados obtenidos fueron valorados en comparacion con los

fosforéforos tradicionales.
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C.3.1. Tamafio y forma

Se comprobd que los QDs sintetizados poseian el tamafio adecuado mediante la técnica
de microscopia de transmision electrénica (TEM), ya que constituye una manera sencilla

y precisa de obtencion de datos.

Se adquirieron fotografias de una rejilla de cobre en la que previamente se depositd una
pequefa cantidad de disolucion de Mn:ZnS QDs en PBS. Se muestra en la Figura 8 una
de las fotografias tomadas, donde se puede comprobar que el tamafio de las nanoparticulas

se encuentra en torno a 3-4 nm, por lo que se ha conseguido el tamafio apropiado.

Figura 8. Imagen TEM de una solucién de Mn:ZnS QDs en buffer PBS.

Se aprecia también en la imagen que los QDs se encuentran formando agregados, esto es
porque en TEM las condiciones de medida exigen que las nanoparticulas depositadas
sobre la rejilla estén en alto vacio, por lo que en el proceso de deposicion-secado de los
nanocristales pueden producirse agregaciones indeseadas de los mismos.
Alternativamente, una técnica muy utilizada para caracterizacion directa de las
nanoparticulas en medio acuoso consiste en realizar medidas de dispersion de luz
dinamica (DLS).
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Latécnica DLS permite obtener informacion sobre la distribucion de tamarios de los QDs.
Los datos resultantes se corresponden con el didmetro hidrodindmico de la nanoparticula,
considerandose ademas del nucleo del nanocristal, los ligandos que lo rodean y las
moléculas del disolvente. Se basa en las medidas de las fluctuaciones en la intensidad de
la luz dispersada, determinandose de este modo el coeficiente de difusion de la particula

que, finalmente, se relaciona directamente con su tamafio hidrodindmico.

Tras realizar las medidas de DLS en los Mn:ZnS QDs sintetizados, se concluyo que el

didmetro hidrodinamico de las nanoparticulas alcanza un valor medio cercano a los 3 nm.

C.3.2. Caracteristicas fotoluminiscentes

Se ha desarrollado un estudio de las propiedades fotoluminiscentes de los QDs
sintetizados, realizando medidas de espectroscopia fluorescente/fosforescente en
discontinuo. Todas las medidas se realizaron en una celda de luminiscencia de cuarzo
convencional (Hellma, modelo 101-QS) de 10 mm de paso Optico. Los parametros
necesarios para trabajar en el software fueron optimizados de tal manera que se obtuvo la

mayor sensibilidad en la deteccion de la luminiscencia de los Mn:ZnS QDs.

En funcion de los resultados obtenidos en la Figura 9 y la Figura 11, se determiné que
las longitudes de onda de excitacion y emision se localizan a 290 y 590 nm
respectivamente, por lo que se esta produciendo fosforescencia, producto de la transicion
prohibida (“T1a®A1), y que el resto de parametros para los sucesivos analisis se establecen

como sigue:

- Excitacion: 290 nm

- Emision: 590 nm

- Tiempo de retardo o tiempo tras el cual se comienza a registrar la emision
(td): 0.1 ms

- Tiempo de apertura o tiempo durante el cual se registra la sefial (tg): 2 ms
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Figura 9. Espectros de excitacion y emision fosforescente de una disolucion de Mn:ZnS QDs.

Puesto que cabe la posibilidad de que no todos los nucleos de ZnS se dopasen
correctamente, se realizé el estudio de fluorescencia que aparece en la Figura 10. Dado
que la emision tipica del nacleo de ZnS tiene lugar a 420 nm, se concluye que el dopaje
ha sido 6ptimo, no obteniéndose emision fluorescente significativa en esa zona del
espectro.
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Figura 10. Espectros de excitacion y emision fluorescente de una disolucion de Mn:ZnS QDs.
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Por altimo, se realizaron medidas del tiempo de vida media de la emision fosforescente
de los QDs sintetizados. EI mejor ajuste de la curva de desactivacion (Figura 11) coincide
con el ajuste de tipo doble exponencial (Ecuacion 1), con dos componentes: desactivacion

rapida T1, y desactivacion lenta 1o.

I = A1 . e(_t/Tl) +A2 . e(_t/TZ) + C

donde | es la desactivacion, A1 y Az son las
fracciones relativas a la intensidad que decae con
las constantes de tiempo 71 y 72, t es el tiempo de

decaimiento, y C es la intensidad restante.

En ambos casos, las vidas medias son del orden de milisegundos (t1= 0.2504+0 ms, 2=
1.642+0.1 ms), tipico de emision fosforescente.
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Figura 11. Curva de desactivacion de la emision fosforescente de una disolucion de Mn:ZnS QDs.

C.3.2.1. Efecto de la fotoactivacion

La fotoactivacion es un fendmeno mediante el cual se provoca cambios en la superficie
de los QDs que originan un incremento de la luminiscencia de los mismos. Este

comportamiento fluorescente de las nanoparticulas viene inducido al someterlas a luz
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natural o irradiacion continua con luz UV. La fotoactivacién depende en su mayoria del
tipo de modificacién superficial a la que han sido sometida las nanoparticulas a lo largo
de su sintesis. Por ejemplo, en QDs de CdSe/ZnS modificados superficialmente por el
método de intercambio de ligandos requieren tiempos de irradiacion mas largos para
obtener una intensa y estable sefial luminiscente. Por el contrario, QDs con
recubrimientos poliméricos experimentan un incremento importante en la emision
fluorescente en los primeros momentos de la fotoactivacion, seguido de una marcada
degradacion del nucleo y, por lo tanto, decaimiento de la emisién en el Gltimo tramo. Esto
es debido a que algunos polimeros podrian polimerizar parcialmente bajo luz UV, como

consecuencia de reacciones de entrecruzamiento (18).

Se estudio6 el posible efecto de fotoactivacion de los QDs sintetizados, iluminandolos de
forma continua a la longitud de onda de excitacién que se establecié en el apartado “C.3.2.
Caracteristicas fotoluminiscentes” (Aex= 290 nm). Asi se registrd también de forma

continua la emision fosforescente de los QDs para estudiar su estabilidad.

Como se observa en la Figura 12, la intensidad de emision de los QDs de ZnS dopados
con Mn?* apenas se ve afectada tras casi dos horas de exposicion continua a la radiacion
VIS-UV. Este hecho puede deberse a su eficiente proceso de sintesis, puesto que, en el
proceso de envejecimiento a temperatura elevada, se mejora la cristalinidad, evitando de

este modo defectos superficiales.
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Figura 12. Estudio de la fotoestabilidad de los Mn:ZnS QDs.
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Se concluye entonces que la emision de los QDs sintetizados no se vio afectada
significativamente por la fotoactivacion. La emision fosforescente es estable y resistente
(pueden estar expuestos a ciclos de excitacion y fosforescencia durante varias horas sin
perder su eficiencia), por lo que pueden ser utilizados para la deteccion directa del analito

de interés sin que se degrade fotoquimicamente.

C.3.2.2. Estabilidad a largo plazo

Para evaluar la estabilidad coloidal de los QDs dopados con Mn?*, se prepararon
disoluciones acuosas de los mismos en buffer PBS pH 7.4. Se tomaron alicuotas cada
cierto periodo de tiempo y se midié su emision fosforescente. Como el equipo puede
proporcionar variaciones de la sefial que pueden repercutir en dicho estudio, se utiliz6

como patrén una disolucién de rodamina B.

Como se observa en la Figura 13, la emision fosforescente no se ve alterada
significativamente con el tiempo, incluso después de 4 semanas almacenado a
temperatura y luz ambiental siguen proporcionando una intensa sefial luminiscente. Esta
estabilidad puede ser debida al proceso de envejecimiento al que se sometieron los QDs
durante la sintesis, para incrementar la cristalinidad de la L-cisteina y disminuir los
defectos superficiales, lo que hace mas estable el recubrimiento, dificultandose de este

modo la desorcidn de los ligandos.

1,8
S 16
T 14
o
5 12
kel 1
e
g 08
< 06

0,4

0,2

0

1 1,3 2 3 4

’

Semana

Figura 13. Evaluacion de la estabilidad de Mn:ZnS QDs a largo plazo.
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C.3.2.3. Efecto de acetona disuelta

Se conoce que las propiedades luminiscentes de las nanoparticulas dependen de los
atomos de la superficie de las mismas y del ambiente en el que se encuentran. Se ha
demostrado que la presencia de vapores organicos, cationes metalicos y aniones
inorganicos modifican la emision fosforescente de los QDs. EI mecanismo por el que esto
se produce, depende de la especie reactiva (interacciones electroestaticas con los ligandos
de la superficie del QD, transferencia electronica desde la banda conductiva del QD a un
orbital molecular vacio del analito, o adsorcion a la superficie de las nanoparticulas

semiconductoras) (3).

En este sentido, se procedié al estudio de la sensibilidad 6ptica de los QDs a la acetona,
tomandose como indicativo la deteccion de fosforescencia. La presencia de L-cisteina en

la superficie de los QDs hizo posible su solubilizacion en buffer PBS pH 7.4.

Mediante sucesivas medidas espectroscopicas realizadas directamente sobre una
disolucion de QDs en una celda de cuarzo convencional, se fue obteniendo la respuesta
de fosforescencia de los Mn:ZnS QDs a adiciones crecientes de acetona, con diferentes
concentraciones finales en la celda, que variaron de 1.3 gL a 15.5 gL . Los grupos
funcionales terminales de la L-cisteina son los que hicieron posible la interaccion con la
acetona presente en el medio con la superficie del nanocristal. Como se observa en la
Figura 14, dicha interaccion es la que afecta a la luminiscencia de los QDs, la adicion de
acetona actlia “quencheando” (apagando) la emision fosforescente de las nanoparticulas
de la solucion coloidal. Este “quenching” se atribuye a la formacion de un anillo de
oxazolidona, y posterior formacion de una imina que acta como un eficiente aceptor de
electrones. Como consecuencia, el proceso de transferencia de electrones desde los QDs

a la imina, produce un decaimiento de la sefial fosforescente (13).
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Figura 14. Efecto de la adicion de acetona (de 1.3 gLt a 15.5 gL™?) en la emision fosforescente de Mn:ZnS QDs.

La dependencia de la intensidad de la sefial de fosforescencia medida a mayores
concentraciones de acetona en celda fue ajustada a la ecuacién de Stern-Volmer
(Ecuacion 2).

(Uo/D) = 1+ kqTo[Q]

Donde I, es la intensidad de fosforescencia en
ausencia de desactivante, | la intensidad de
fosforescencia en presencia de desactivante, kqes
la constante de “quenching”, 7o es el tiempo de
vida del estado excitado y [Q] es la

concentracion de desactivante.

Para ello, se representd (lo/1)-1 frente a la concentracion de acetona presente en gL
(Figura 15), donde I, es la emision fosforescente de los Mn:ZnS QDs en ausencia de
acetona, e | es la emision fosforescente de los Mn:ZnS QDs en presencia de
concentraciones crecientes de acetona en celda. La representacién de Stern-Volmer da
lugar a una linea recta hasta una concentracion de al menos 15.5 gL! de acetona, que fue

la maxima concentracion de analito utilizada.
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Figura 15. Representacion de Stern-Volmer para el efecto de la adicion de acetona (de 1.3 gL' a 15.5gL ) en la
emision fosforescente de Mn:ZnS QDs.

C.4. DESARROLLO DE UN SENSOR LUMINISCENTE PARA LA
DETECCION DE ACETONA EN ATMOSFERAS CONTAMINADAS

Una vez realizada la sintesis, solubilizacion y caracterizacion de los Mn:ZnS QDs, se
procedio a la inmovilizacion de los mismos en una matriz inorganica de tipo sol-gel.
Destacar que el resto de la experimentacion se desarroll6 en atmosfera inerte de argén,
no como el desarrollo del apartado precedente “C.3. CARACTERIZACION”, cuyo medio
fue constituido por buffer PBS.

C.4.1. Procedimiento de sintesis de una matriz sol-gel para la

inmovilizacion de Mn:ZnS QDs

Las fases sensoras fosforescentes para la determinacidn de acetona fueron sintetizadas
mediante atrapamiento de los QDs en una matriz sol-gel durante el proceso de
polimerizacion como se detalla en E. Sotelo-Gonzalez y col. (13), para lo que se tuvo en
cuenta los posibles problemas de lixiviacion que las nanoparticulas pudieran presentar.
Ante este hecho, se procedié a la preparacion de distintos sol-geles dopados con los QDs
utilizando diferentes ratios de 17:83 a 83:17 (v/v) de APTES y TMOS como precursor de
silice, puesto que se esperaba que la L-cisteina de las nanoparticulas se uniera

covalentemente al grupo amino del precursor, confiriéndole estabilidad al sistema final.
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Se afadieron también a la mezcla etanol y agua como solventes; EDC (100:1 con respecto
a la cantidad de QDs) para retener las particulas, unidas covalentemente a la matriz; y

NaOH como catalizador del proceso de polimerizacion.

Los reactivos fueron afiadidos bajo condiciones continuas de agitacion en el siguiente
orden (se muestra como ejemplo el ratio 50:50 APTES: TMOS):

1) 2.5 mL de etanol

2) 1 mL de Mn:ZnS QDs (50 mg L?) en PBS
3) 750 pL de APTES

4) 100 pL de EDC

5) 750 pL de TMOS

6) 50 pL de NaOH 0.1 M

Una vez se homogeneizan todos los componentes, tiene lugar el proceso de
polimerizacion. Se dej6 secar cada uno de los sol-gel en estufa a 37°C durante 1 semana,

hasta que el peso fuese constante.

C.4.2. Caracterizacion de Mn:ZnS QDs inmovilizados en matrices sol-

gel

El xerogel obtenido se someti6 a un proceso de triturado en un mortero agata y, pasando
por una serie de tamices, se separaron 3 fracciones diferentes: 200, 80 y 63 pm.

Cada fraccion fue empaquetada en una celda de flujo sometida al flujo continuo de gas
argon con ayuda de un diluidor exponencial con llave de tres vias (Figura 16). El diluidor
hizo posible que el gas de arrastre llegase a la celda de flujo y, por lo tanto, al sensor, o,
por el contrario, permitiria desviar el flujo de gas para que circulase por el interior del
matraz y asi arrastrase las muestras que en €l se depositaron hasta la fase sensora. El flujo
del gas portador se controlé y mantuvo constante durante todo el proceso por medio de

un rotametro.
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Figura 16. Montaje experimental utilizado para todas las mediciones.

Las condiciones instrumentales de fosforescencia que resultaron Optimas fueron

determinadas por un td de 0.1 ms, un tg de 2 ms y una longitud de onda de excitacion de
290 nm.

Como se muestra en la Figura 17, el espectro de emisién para los Mn:ZnS QDs antes de
ser inmovilizados coincide con el que se obtuvo después de ser inmovilizados en la
matriz. No se observa desplazamiento del espectro ni variacion en la luminiscencia. Por
lo tanto, las nanoparticulas retienen sus propiedades luminiscentes incluso después de ser
inmovilizadas.
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Figura 17. Comparacion del espectro de emision de Mn:ZnS QDs en disolucion (linea verde) e incorporados a
matriz sol-gel (linea roja).
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Tras la caracterizacion de todos los sol-geles, se comprob6 que ninguna de las fracciones
demostraba problemas de sobre presion en la celda. Ademas, las fracciones de 200 um
aportaban sefiales de fotoluminiscencia mas intensas, seguidas de las de 80 y 65 pm.
Fueron por lo tanto las fracciones de 200 um las escogidas para determinar la

composicion de gel 6ptima.

La mejor estabilidad de sefial luminiscente se obtuvo para los geles con una relacion 50:50
(v/v) APTES:TMOS, por lo que fue este ratio el escogido para el estudio del
comportamiento de las nanoparticulas inmovilizadas en matrices sol-gel ante la presencia

de acetona en flujo de gas argon.

C.4.3. Efecto de acetona

Como se demostrd en el apartado “C.3.2.3. Efecto de acetona disuelta”, la emision
fosforescente de los Mn:ZnS QDs se ve afectada por la presencia de acetona en el medio,
un grupo electrofilico que actiia como “quencher” de la emision. Se espera, por lo tanto,

que tenga el mismo efecto sobre los QDs inmovilizados en los sol-geles.

Con el objetivo de demostrar dicho “quenching”, se inyectaron diversas concentraciones
de acetona directamente en el flujo de gas argon por medio del diluidor exponencial, el
cual se calentd hasta conseguir la evaporacion total del analito, poniéndolo de este modo
en contacto con la fase sensora y recogiéndose el comportamiento luminiscente en el
espectrometro. Se asegura asi un control del nivel de acetona en la corriente de gas

portador.

Como se muestra en la Figura 18, la presencia de acetona actia como “quencher”,
disminuyendo la emision fosforescente de los QDs de manera notoria. Se observa también
que la recuperacion del xerogel tiene lugar en cuestion de pocos minutos, por la
reversibilidad del proceso, y que existe una alta reproducibilidad entre inyecciones de

igual concentracion de acetona.
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Figura 18. Respuesta fosforescente de la fase sensora ante inyecciones de igual concentracion de acetona

(0.788 gLY).

Al trabajar empleando un diluidor exponencial, se encontr6 una relacion exponencial
entre la concentracion de analito y el tiempo que transcurre entre el comienzo de la
disminucion de emision de fosforescencia de los Mn:ZnS QDs vy la recuperacion de la

fosforescencia basal (Ecuacion 3).

C= (..o F/Vol
o]

donde C es la concentracién de analito en
contacto con el xerogel, Co es la concentracién

de analito inyectada, F es el flujo de gas de
arrastre, Vo es el volumen del matraz y t es el

tiempo a cada instante.

La estimacion de la concentracion de acetona en cada instante de la inhibicion, permitio
deducir la dependencia de la intensidad de la sefial de fosforescencia a mayores
concentraciones de acetona en celda, ajustada a la ecuacion de Stern-Volmer (Ecuacién
2). Se representd (lo/1)-1 frente a la concentracion de acetona presente en gL, donde I,

es la emision fosforescente de los Mn:ZnS QDs en ausencia de acetona, e | es la emision
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fosforescente de los Mn:ZnS QDs en presencia del flujo de analito. La representacién de
Stern-Volmer dio lugar a una linea recta con un coeficiente de regresion lineal (R?) de
0.9990 (Figura 19).
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Figura 19. Representacion de Stern-Volmer para el efecto de la adicion de 0.788 gL! de acetona en la emision
fosforescente de Mn:ZnS QDs.

La cinética de recuperacion de la fotoluminiscencia del xerogel fue relativamente rapida
para todas las concentraciones estudiadas, 1-3 minutos en las concentraciones mas bajas
y alrededor de 10 minutos para concentraciones mayores del 1.6 gLt de acetona. Ademas,
se comprobo6 la reproducibilidad de las sefiales obtenidas a través de los sol-geles
mediante sucesivas inyecciones de la misma concentracion de acetona (en este caso 0.788
gL™1), obteniéndose un coeficiente de variacion de 3.4 %, considerandose un método apto
aquel con valores menores de 5 %. El limite de deteccion, que ha sido calculado como la
concentracion de analito que da lugar a una sefial igual a tres veces la desviacién estandar
del blanco, ha resultado ser de 1.4-10* mg L. Se trata de un limite muy por debajo del
que establece el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT) para 8
horas de trabajo (1.21 mg L) (1).
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C.5. IMPLEMENTACION DEL SENSOR EN UN PROTOTIPO
INSTRUMENTAL

C.5.1. Disefio del prototipo instrumental

Una vez sintetizados los xerogeles y probada su actividad sensora ante diferentes
concentraciones del analito de interés, en este caso acetona, se procedié a su
implementacion en un prototipo instrumental desarrollado por el Area de Tecnologia
Electrénica de la Universidad de Oviedo. Con el objetivo de desarrollar un prototipo de
sistema instrumental basado en nanoparticulas capaz de detectar especies volatiles toxicas
en ambientes de trabajo, este Area, en colaboracion con el Grupo de Espectrometria
Analitica del Departamento de Quimica Fisica y Analitica, ha participado en un proyecto
(Proof of Concept), financiado por el IDEPA (Instituto de Desarrollo Econdmico del
Principado de Asturias) y Arcelor Mittal. La Figura 20 muestra una imagen del sistema

instrumental desarrollado.
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Figura 20. Disposicion de prototipo instrumental dentro del banco de ensayos.

Como se puede ver, el montaje experimental utilizado es muy semejante al llevado a cabo
en el apartado “C.4.2. Caracterizacion de Mn:ZnS QDs inmovilizados en matrices sol-
gel”, siendo sustituido en su caso el espectrometro por el dispositivo disefiado, y

utilizandose aire sintético comprimido para generar el flujo de gas de arrastre del
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elemento en estudio. Esta modificacion de argon por aire sintético comprimido no afecto6
al desarrollo del experimento ni a los resultados obtenidos en el mismo.

La muestra, al igual que en las caracterizaciones realizadas anteriormente, se encontraba
localizada dentro de una celda de flujo, cuya posicidn se establece dentro del instrumento.
La salida del instrumento es registrada en un ordenador utilizando el software LabVIEW
de National Instruments. LabVIEW es un software especialmente adecuado para la
adquisicién, tratamiento y visualizacion de sefiales, ademas de otras utilidades como el

control automatico de instrumentos.

La Figura 21 muestra la localizacion de la muestra dentro de la celda de flujo. Tanto la
fuente de luz como el detector de luz se seleccionan a la vista de los espectros de
excitacion y de emision del sensor quimico. Asi, para la fuente de luz se ha escogido un
diodo LED UV cuyo pico de emision es de 260 nm. El detector de luz ha de cumplir con

el espectro de emisién del sensor.

Figura 21. Esquema de prototipo instrumental.

Para el detector, como se estimé que los niveles de luz iban a ser muy bajos, se utilizé un
fotomultiplicador (PMT), por tener una buena relacion sefial-ruido (SNR) y permitir
obtener una gran ganancia. Un PMT es una valvula de vacio que, por efecto fotoeléctrico,

genera multitud de electrones a partir de un foton emitido por los QDs. El resultado final
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es la ganancia general de un millén de electrones, produciéndose de este modo una

corriente medible a partir de un flujo muy pequefio de fotones incidentes (19). EI PMT
utilizado fue un Hamamatsu H7827-001.

El PMT, por lo tanto, genera una corriente, proporcional a la intensidad de la luz

incidente. Esta corriente eléctrica suele ser convertida en tension por ser mas comodo su
procesamiento posterior.

Las principales caracteristicas a considerar en la eleccion de un PMT son su respuesta

espectral, la ganancia, la corriente de oscuridad y el tiempo de respuesta (Figura 22).
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Figura 22. Caracteristicas del PMT H7827-001, sensibilidad del &nodo (izquierda) y ganancia del PMT (derecha).

La respuesta espectral es la relacion existente entre la sensibilidad del fotocatodo y la
longitud de onda incidente, en el caso en cuestion, a 590 nm se obtiene una buena
sensibilidad con el PMT escogido. La ganancia es la relacion entre la corriente de anodo
y la corriente que parte del fotocatodo, el control de voltaje en este aspecto fue establecido
entre 0.7 y 0.8 V. La corriente de oscuridad es la corriente del anodo cuando el
fotomultiplicador opera en oscuridad. Por Gltimo, el tiempo de respuesta viene dado por
el tiempo de transicion desde que el fotocatodo se ilumina con un pulso de luz hasta que
la corriente de anodo alcanza el valor de pico (entre 1 y 10 ns) y por el tiempo de subida

que transcurre desde que la corriente de &nodo alcanza el 10% del valor de pico hasta que
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alcanza el 90% cuando el fotocatodo se ilumina con un pulso de luz (entre 20 y 70 ns)
(20).

Pudiera ocurrir que, debido a que el espectro del PMT va mas alld del necesario para
cubrir el espectro de emisidn del sensor, se captase otro tipo de radiacion dptica que no
proceda del sensor. Para evitarlo, se coloco un filtro dptico entre el sensor y el detector,

con una banda de paso estrecha.

C.5.2. Deteccion de acetona

Se inyectaron diversas concentraciones de acetona directamente en el flujo de aire
sintético comprimido por medio del diluidor exponencial, recogiéndose el

comportamiento luminiscente con ayuda del prototipo instrumental disefiado.

Como se muestra en la Figura 23, la presencia de acetona actla como se esperaba,
disminuyendo la emision fosforescente de los Mn:ZnS QDs inmovilizados en la matriz
sol-gel. Se observa que la cinética de recuperacion del xerogel tiene lugar en cuestion de
pocos minutos como se demostrd anteriormente. El sistema es suficientemente sensible

como para detectar el “quenching” y la reversibilidad del proceso.
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Figura 23. Respuesta fosforescente de la fase sensora ante inyecciones de igual concentracion de acetona

(0.946 gL).
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Se puede apreciar también la alta reproducibilidad que posee el sistema ante inyecciones
de igual concentracion de acetona (en este caso 0.946 gL™), con un coeficiente de

variacion de 1.5 %, considerandose un metodo apto aquel con valores menores de 5 %.

La estimacion de la concentracion de acetona en cada instante de la inhibicion mediante
la Ecuacion 3, permitiéo deducir la dependencia de la intensidad de la sefial de
fosforescencia a mayores concentraciones de acetona en celda, ajustada a la ecuacion de
Stern-Volmer (Ecuacion 2). Se representd (lo/1)-1 frente a la concentracién de acetona
presente en gL, donde I, es la emision fosforescente de los Mn:ZnS QDs en ausencia de
acetona, e | es la emision fosforescente de los Mn:ZnS QDs en presencia del flujo de
analito. La representacion de Stern-Volmer dio lugar a una linea recta con un coeficiente

de regresion lineal del orden de 0.9901 (Figura 24).

y =0.2684x + 0.0136
R?=0.9901

0.190
0.650 0.670 0.690 0.710 0.730 0.750

gLt acetona

Figura 24. Representacion de Stern-Volmer para el efecto de la adicion de 0.946 gL ! de acetona en la emision
fosforescente de Mn:ZnS QDs.

El limite de deteccion, que ha sido calculado como la concentracion de analito que da
lugar a una sefial igual a tres veces la desviacion estandar del blanco, ha resultado ser de
9 mg L, algo por encima del que establece el INSHT para la acetona (1.21 mg L),

totalmente comprensible al tratarse de un prototipo instrumental por optimizar.
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Toda la experimentacion desarrollada hasta el momento ha transcurrido en un ambiente
totalmente seco donde tan solo un flujo de gas inerte invadia el espacio del xerogel. Pero
las condiciones de medida que se puedan presentar en situaciones reales pueden interferir
en las mediciones del sensor. Para comprobar si el factor humedad realmente interfiere
en la deteccion de acetona por el prototipo, se realizaron mediciones de la fluctuacion de
la emision fosforescente por parte de los Mn:ZnS QDs en presencia de un ambiente

ligeramente himedo y muy humedo (Figura 25).

76 N

Voltaje {V)

~

=)
to

ambiente ligeramente | ambiente muy
himedo | himedo

=]
»

Tiempo (min)

Figura 25. Respuesta fosforescente de la fase sensora ante inyecciones de igual concentracién de acetona

(1.261 gL™1) en ambiente ligeramente hiimedo y ambiente muy himedo.

Se comprobo que, en un ambiente ligeramente himedo, se obtiene una sefial similar a la
detectada en condiciones de total ausencia de humedad, el xerogel continlia respondiendo
de la manera esperada ante la presencia de acetona. Se observan ademas cambios muy
bruscos al introducir repentinamente una atmdsfera muy himeda, pero a muy corto plazo
la sefial termina estabilizdndose en ese entorno, respondiendo siempre con un claro

“quenching” por parte de la acetona sobre las nanoparticulas.

Por ultimo, y en base a estas Ultimas comprobaciones, se dedujo la dependencia de la
intensidad de la sefial de fosforescencia a concentraciones de acetona en celda de 1.261
gL?, ajustada a la ecuacion de Stern-Volmer (Ecuacion 2), para cada una de las

atmosferas, cuyas R? y limite de deteccion se comparan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Comparacion de condiciones de medida experimentales.

ambiente ambiente muy
ligeramente humedo himedo
R? 0.991 0.985
Limite de deteccién (mgL™) 3 17

Se obtiene un balance positivo en cuanto a que el sensor disefiado es capaz de medir tanto
en atmosfera seca como hdmeda, mostrando una clara linealidad en la dependencia de la
fosforescencia ante la presencia de acetona (R? de 0.991 y 0.985 para ambiente
ligeramente himedo y muy humedo respectivamente) y limites de deteccidn interesantes

a pesar de que el dispositivo esta en desarrollo.

C.5.3. Deteccion de otro tipo de especies toxicas: cloroformo

Hasta ahora se ha podido comprobar el buen funcionamiento del prototipo instrumental
en desarrollo ante la exposicion de acetona, tanto en atmosfera seca como himeda. Sin
embargo, se pretendi6 evaluar también la exposicion a otro tipo de agentes toxicos en

ambientes ocupacionales, como puede ser el cloroformo.

La exposicion a cloroformo puede darse al respirar aire contaminado o beber agua
contaminada, e incluso durante la manipulacion de sustancias que lo contienen. Los
sintomas propios de una inhalacion de cloroformo son mareos, fatiga, y dolores de cabeza.
Exposiciones prolongadas o repetidas al cloroformo, ya sea respirado o ingerido, puede
causar dafos en higado, pulmones y rifiones, llegando a ser cancerigeno. Hoy en dia se
puede encontrar en la manufacturacién de otros productos quimicos, o en pequefias
cantidades formadas como consecuencia de la adicién de cloro al agua, como es el caso

de las piscinas (21).

Con el objetivo de comprobar que el sensor también es adecuado para detectar otro tipo
de toxicos ambientales como el cloroformo, se realizaron diversas exposiciones del

mismo a inyecciones de 600 pL de acetona y cloroformo (Figura 26).
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Figura 26. Respuesta fosforescente de la fase sensora ante inyecciones de igual volumen inicial de acetona y
cloroformo (600 pL).

A pesar de que la concentracion de cloroformo en celda es mayor que la de acetona, es la
acetona la que muestra mayor inhibicion de la fosforescencia de los Mn:ZnS QDs. El
cloroformo, por su estructura, muestra una menor formacion del anillo de oxazolidona, y
posterior formacion de una imina donadora de electrones (“C.3.2.3. Efecto de acetona
disuelta”). Aun asi, la sefial obtenida es de buena calidad, permitiendo determinar una

recta de calibrado con una R? de 0.9467 y un limite de deteccion de 98 mg L.
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D. CONCLUSIONES
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Las principales conclusiones derivadas de los estudios y resultados experimentales del
presente Trabajo de Fin de Master se pueden resumir en los siguientes puntos:

¢ Se ha llevado a cabo la sintesis de QDs fosforescentes gracias a la incorporacion
de Mn?* en la estructura de QDs de nicleo ZnS, facilitandose de este modo la
transicion prohibida del Mn?* “T1-°A1, lo que incrementa la luminiscencia
ampliando el intervalo Util de propiedades espectroscopicas. Ademas, el
desarrollo de su sintesis junto con L-cisteina da solubilidad y estabilidad en
medios acuosos, aportando, asi mismo, carga negativa. Esa carga negativa
genera repulsion electroestatica entre los nanocristales, evitando asi su

agregacion en medios acuosos.

e Se han podido caracterizar las nanoparticulas sintetizadas en funcion de su
tamanfo y forma gracias a la técnica de TEM, donde se comprob6 que se trataban
de nanocristales monodispersos de forma circular con tamafos en torno 3-4 nm,
confirmandose con el DLS. Con el mismo fin de caracterizacion, se llevaron a
cabo estudios de fotoluminiscencia, obteniendo una intensa banda de emision
fosforescente en torno a 590 nm, de nuevo correspondiente a la transicion
prohibida del Mn?*. La vida media es del orden de los milisegundos, propia de
la emisidn fosforescente. Por ultimo, la fotoactivacién modificé ligeramente la
superficie de los Mn:ZnS QDs incrementandose muy ligeramente su
luminiscencia, aunque la intensidad apenas se ve afectada, por lo que se concluye

que el proceso de sintesis se desarroll6 de manera satisfactoria.

e Se realizaron diferentes exposiciones de las nanoparticulas sintetizadas a
concentraciones crecientes de acetona, comprobandose la dependencia que
presenta la emisién fotoluminiscente de los Mn:ZnS QDs hacia esta cetona. La
acetona actua produciendo un “quenching” de la emision fosforescente de los

nanocristales en solucién coloidal.

e Se ha llevado a cabo la inmovilizacion de los Mn:ZnS QDs en una matriz
inorganica sol-gel para el desarrollo y caracterizacion de una fase sensora
luminiscente destinada a la deteccion de acetona en su estado gaseoso. Tras la

preparacion de diferentes sol-geles con diferentes ratios de APTES:TMOS, se
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determind que el ratio optimo para llevar a cabo el estudio es de 50:50.
Posteriormente se sometié el xerogel a un proceso de triturado con el objetivo
de identificar el tamafio 6ptimo de gel para trabajar en atmosfera seca. Todos los
tamafos obtenidos (200, 80 y 63 um) demostraron ser aptos para su empleo en
celdas de flujo, sin ofrecer ningln tipo de sobre presidn en celda, aunque fue la

fraccion de 200 um la que ofrecio sefiales de fotoluminiscencia méas intensas.

e Tras la comprobacion del buen funcionamiento del xerogel en el espectrometro
ante concentraciones crecientes de acetona en celda, se procedio a la
implementacion de la fase sensora luminiscente basada en QDs a un prototipo
instrumental en desarrollo para la determinacidn de especies quimicas de interés
en su estado volatil. Se evalu6 el potencial del prototipo instrumental ante
distintos toxicos ambientales y bajo condiciones de trabajo variables. Se
establece tras el estudio que se trata de un dispositivo sensor capaz de
monitorizar “in situ” y a tiempo real la concentracion de especies quimicas
pertenecientes al campo del control ambiental, aportando alta movilidad por su
pequefio tamafio, y bajo coste en comparacion con equipos fijos de laboratorio

como pueden ser los espectrometros.

Sin duda estamos ante un prototipo instrumental basado en nanoparticulas luminiscentes
con mucho potencial. Aunque aun se esta trabajando en su desarrollo y optimizacion,
pronto se obtendra un dispositivo con total independencia que, ademas, serd capaz de
aportar resultados inmediatos a través de su pantalla o “display” en desarrollo, e incluso
capaz de discernir o identificar diferentes analitos detectados. Todo esto se englobaria

dentro de posibles lineas de investigacion futuras.
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