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RESUMEN

Las propiedades fisicoquimicas exhibidas por los nanoclusteres metalicos (MNCs) los han
Ilevado a convertirse en uno de los nanomateriales que mas interés han suscitado en la quimica
analitica en la Gltima década. Sus excelentes propiedades fluorescentes, su baja toxicidad, su
elevada estabilidad y su capacidad para bioconjugarse, a través de los ligandos que lo recubren, a
diferentes biomoléculas han conseguido atraer un creciente intereses en su aplicacion como
marcadores fluorescentes en andlisis biol6gicos. Los NCs més estudiados son los de Au y Ag, sin
embargo, en este TFM se ha decidido sintetizar PANCs, los cuales han tenido una menor

relevancia hasta la fecha y cuya investigacion es todavia escasa.

El presente TFM se enmarca en un proyecto de investigacion entre la Universidad de
Oviedo y el Instituto Oftalmoldgico Fernandez-Vega, en el cual se investigan los mecanismos
moleculares implicados en una patologia ocular denominada degeneracion macular asociada a la
edad (DMAE). En este TFM se ha buscado desarrollar y optimizar una metodologia experimental
gue permita sintetizar PANCs que posean las propiedades adecuadas (fluorescencia, estabilidad,
baja toxicidad, etc.) que les permitan ser utilizados como marcadores bimodales en la
determinacion de proteinas en muestras de interés médico mediante fluorescencia y

espectrometria de masas elemental.

Los NCs sintetizados se han caracterizado empleando diversas técnicas analiticas;
espectroscopia de absorbancia Vis-UV, espectroscopia de fluorescencia, dispersion dindmica de

la luz (DLS) y espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS).
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1 Introduccion

El 29 de diciembre de 1959 el fisico tedrico Richard Feynman impartié la conferencia
“There’s plenty of room at the bottom” en la reunion anual de la Asociacion Americana de Fisicos.
Al principio la conferencia pasé bastante desapercibida, siendo su publicacion en la revista
Engineering and Science Magazine citada Unicamente por 7 autores en los primeros 20 afios. Sin
embargo, todo cambio en la década de los afios 80, con la invencion del microscopio de efecto
tanel (STM) en el afio 1981. Dicho descubrimiento otorgd el premio Nobel de Fisica a Gerd
Binnig y Heinrich Rohrer en 1986 e hizo posible observar el mundo a escala nanométrica’. Cuatro
afios después se descubririan los fullerenos. Finalmente, en 1986 K. Eric Drexler (quien era
conocedor de la conferencia impartida por Feynman de 1959) publicaria el libro “Motores de la
Creacion: La proxima era de la Nanotecnologia”. Desde entonces el mundo “nano” se ha ido
desarrollando hasta el punto de que cualquier persona estd consumiendo nanomateriales
constantemente. Se pueden encontrar en la ropa, en los coches, en la pasta de dientes, y hasta en

la comida que se consume habitualmente. Pero ;qué es exactamente esto de “nano”?.

La palabra “nano” proviene del griego “vavog”, que significa enano. Es un prefijo del
Sistema Internacional que indica que es una mil millonésima parte, es decir, que un nanémetro
(nm) es igual a 10° metros. Cabe resaltar que no existe una definicion tnica sobre qué es un
nanomaterial y qué no lo es?, existiendo una amplia variedad de definiciones. Las mas importantes
son la que ofrece la Unidn Europea (UE), la de la Organizacion Internacional de Normalizacion
(1S0), la que otorga la administracion americana de alimentos y medicamentos (FDA) y la que
proporciona la agencia de proteccion ambiental estadounidense (EPA). En la Tabla 1 se recoge
una vision general de las caracteristicas que se deben cumplir para que los organismos

mencionados anteriormente consideren que algo es un nanomaterial.

Tabla 1. Reglas que siguen la UE, ISO, FDA y EPA para considerar si algo es 0 no un nanomaterial.

UE ISO FDA EPA
Tamafio (nm) <1 hasta 100 Entre 1y 100 Entre 1y 100 Entre 1y 100
Aglomerados Si Si No Si
Avrtificiales No No Si Si
Solubilidad No No No No
Distribucion 50% en No consta No consta 10% en masa
nimero
Propiedades No No Si Si
novedosas
Nanoestructurados No Si No Si
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El tamafio se refiere a que al menos una de sus dimensiones debe de estar comprendida
entre ese rango de valores y el término aglomerados es para saber si un aglomerado de
nanomateriales se considera un nanomaterial. Artificiales se refiere a si Unicamente se tienen en
cuenta los que son producidos de manera intencional. Solubilidad sirve para discriminar los
nanomateriales segun su solubilidad (Util para saber cuéles son biopersistentes). La distribucion
es la cantidad de particulas nanométricas (0 su masa segun la EPA) que debe de tener el material
para que se considere que contiene nanoparticulas (NPs). El apartado de propiedades novedosas
sirve para indicar si se requiere que el nanomaterial posea alguna propiedad Unica que no presente
en la escala macroscopica. Finalmente, el apartado nanoestructurados es para saber si consideran
nanomaterial a aquellos materiales macroscopicos que estan formados por un conjunto de

nanoestructuras.

A partir de aqui se va a utilizar la definicion de la comision europea, la cual desde 2011

[3

considera que un nanomaterial es “un material natural, accidental o fabricado que contenga
particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado, y en el que el 50 % o mas de las
particulas en la granulometria numérica presente una o mas de las dimensiones externas en el
intervalo de tamafios comprendido entre un nanémetro y 100 nandémetros™. Sin embargo, también
considera algunas excepciones, como que los nanotubos de carbonos y los fullerenos deben ser
considerados nanomateriales, independientemente de que una 0 mas dimensiones externas fueran

menores a 1 nm.

Existen varias maneras de clasificar los nanomateriales. En general se suelen dividir
atendiendo a su origen, a su naturaleza quimica o a su estructural. Por su origen se pueden

clasificar en naturales, incidentales o artificiales.

e Naturales: Son aquellos nanomateriales gue se producen de manera natural, como
puede ser la accion de las olas en el mar (espumas de mar), las cenizas generadas
por un volcan, etc.

¢ Incidentales: Son los que se producen de manera no intencional, como pueden ser
los que se generan en procesos de combustién o los generados al desgastarse los
neumaticos.

o Artificiales: En este grupo se encontrarian los nanomateriales que son fabricados
intencionalmente, es decir, disefiados para que posean unas propiedades
particulares. Un ejemplo de este tipo de materiales seria el fluorografeno (Ceo Feo),

el cual es utilizado para mejorar la eficacia de los lubricantes.
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Por otro lado, se pueden clasificar atendiendo a si son organicos o inorganicos.

e Organicos: Son aquellos que estan basados en el carbono, ya sea por si solo (p.e.
fullerenos, nanotubos de carbono) o por la utilizacion de moléculas organicas
(como los lipomas).

e Inorganicos: Son los nanomateriales que estdn constituidos por elementos
metalicos 0 moléculas inorganicas. Dentro de este grupo estan englobados una
amplia variedad de nanomateriales, como lo son las NPs, los NCs, o los Quantum
Dots (QDs).

Los nanomateriales también se pueden clasificar centrdndose en su estructura. En concreto

en el nimero de dimensiones que estan comprendidas entre 1 y 100 nm*,

e Nanomateriales de dimensiéon cero (0D): Son aquellos en los que las tres
dimensiones estan en la escala nanométrica. En este apartado entrarian las NPs, los
NCs y los QDs.

e Nanomateriales de dimension uno (1D). Son los nanomateriales en los que solo
dos dimensiones estan en la escala nanométrica. Ejemplos de nanomateriales 1D
serian los nanotubos de carbono o las nanofibras.

e Nanomateriales de dimension dos (2D). Son los que Unicamente poseen una
dimension en la escala nanomeétrica. EI ejemplo mas claro es el grafeno.

e Nanomateriales de dimension tres (3D). Son aquellos materiales que no poseen
ninguna dimensién en la escala nanométrica, sin embargo, esta constituido por un
conjunto de nanomateriales. Es decir, que un nanomaterial 3D es un material
macroscépico (0 microscépico) que es en realidad una agrupacién de
nanomateriales de orden cero, uno y dos, pudiendo ser una agrupacion de un Gnico
tipo 0 una mezcla. ElI mejor ejemplo de este tipo de nanomateriales es el grafito,
gue es un material macroscépico pero que esta formado por capas apiladas de
grafeno. Cabe resaltar que en concreto la union europea no considera a los

nanomateriales 3D como nanomateriales.

Este es el criterio que sigue la Unién Europea y China, sin embargo, existen otros modelos
diferentes, por ejemplo, el de la ISO* Esta denomina nanomateriales 3D a los que tienen tres
dimensiones en el rango de los nandmetros, 2D a los que tienen dos y 1D a los que solo tienen

una dimension nanométrica.
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1.1 Nanotecnologia y nanociencia

La Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (INN) define la nanotecnologia como “la
comprension y el control de la materia en dimensiones entre aproximadamente 1 y 100 nm, donde
fendmenos Unicos permiten aplicaciones novedosas. La nanotecnologia, que abarca la ciencia, la
ingenieria y la tecnologia a nanoescala, incluye la creacion de iméagenes, la medicion, el modelado

y la manipulacion de la materia a esta escala de longitud™”.

Existen dos tipos de metodologias para la fabricacion de nanomateriales, las técnicas
descendentes (mas conocidas como “Top-Down”) y las técnicas ascendentes (mas conocidas
como “Bottom-Up™)°. Las técnicas “Top-Down” parten de materiales en la escala macroscopica
y se va reduciendo la escala hasta alcanzar el tamafio nanométrico. Esta muy desarrollada en la
industria de los semiconductores, siendo capaces de fabricar y comercializar chips que integran
transistores de 7 nm. La técnica que mas se suele utilizar es la fotolitografia (bien sea mediante
un haz de electrones o por medio de rayos UV/rayos X, mas eficaces, pero mas caros). Las
técnicas “Top-Down” son las que mas se han desarrollado debido a que son mas simples. Sin
embargo, son técnicas costosas y que pueden generar defectos en la superficie de los
nanomateriales’ (los dafios estructurales se suelen generar durante la fase de ataque). Ademas,

este tipo de técnicas solo permiten realizar disefios con una estructura muy simple.

Las técnicas “Bottom-Up” parten de atomos y moléculas (que se consideran como bloques
de construccion). A continuacion, estos &tomos/moléculas se van uniendo para ir adquiriendo
nanoestructuras, las cuales pueden tener una gran complejidad®. Este tipo de técnicas son muy
prometedoras ya que permiten obtener nanomateriales que poseen menos defectos estructurales y
una distribucién quimica mas homogénea. Esto se debe a que al construirlos desde sus elementos
basicos (atomos) permite acercarse al equilibrio termodindmico, minimizando los defectos
cristalinos. Las técnicas mas utilizadas son la sintesis quimica, la sintesis biolégica y el
autoensamblaje. En ellas se requiere muy poca intervencion humana (solo requiere controlar las
condiciones en las que se desarrolla el proceso). Otra técnica mas complicada es la manipulacion
atdbmica mediante microscopios de sonda (STM y microscopia de fuerza atomica, AFM). Esta
técnica requiere un instrumental caro, el cual debe de ser controlado por personal cualificado. El
principal problema de este tipo de técnicas es que es muy dificil sintetizar nanomateriales a gran

escala utilizando estos procedimientos, por lo que no se suelen utilizar a nivel comercial’.

Por otro lado, la nanociencia podria definirse como la ciencia que estudia el
comportamiento de los objetos que estdn comprendidos entre 1 y 100 nm. Ahora bien, esta
definicion es muy vaga debido a que la nanociencia es una rama multidisciplinar de la ciencia,

por lo que abarca mdltiples disciplinas cientificas diferentes®. En la Figura 1 se muestra una
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pequefia seleccion de las diferentes areas cientificas que utilizan los nanomateriales, asi como

alguna de sus posibles aplicaciones.

Sensores Catdlisis

K> A

Quimica

Liberacion de Materiales
farmacos ' magnéticos
Medicina « » Fisica
‘ coanten
Ingenieria

S

. Nuevos
Semiconductores i
materiales

Figura 1. Diagrama donde se recogen las areas del conocimiento que utilizan nanotecnologia, asi
como una pequefia seleccion de las aplicaciones de cada area.

&l
gl

IQ

Esta multidisciplinariedad hace que tampoco haya una Gnica definicién para la nanociencia,
ya que cada rama asocia el concepto de nanociencia a su campo de estudio®. Por ejemplo, los
fisicos e ingenieros suelen considerar nanociencia a aquello relacionado con el comportamiento
de electrones y fotones y el comportamiento cuantico en estructuras del tamafio de la nanoescala.
Sin embargo, la biologia se centra en el estudio de las nanoestructuras que estan presentes en los
organismos vivos (p.e. el ADN, virus, organulos celulares, etc.) y, en general, cualquier estructura
nanométrica de origen biol6gico. Si bien es cierto que estos no se pueden considerar
nanomateriales segln la definicion de la comision europea. Este apartado de la biologia resulta
muy interesante ya que como bien dijo Francis Crick en 1989, "si desea conocer la funcion,
determine la estructura", por lo que preguntas que pudieran parecer tontas como “¢,cémo funciona

el flagelo de una bacteria?”*® puedan desembocar en importantes avances cientificos.

En el area de la quimica la nanociencia se suele asociar tradicionalmente con coloides,
polimeros moleculares y micelas, aungue en los Gltimos afios han surgido nuevas estructuras
como las NPs, los nanotubos de carbono y el grafeno, los cuales estan siendo ampliamente
estudiados debido a sus propiedades. Dentro de este campo, la quimica analitica es una de las
areas que mas se ha beneficiado de la denominada “revolucion nanotecnologica”. Se puede
considerar que existen tres tipos de vias para la utilizacion de los nanomateriales en la quimica
analitica. La primera de ellas es como nuevos analitos. La segunda es como herramientas para
mejorar las capacidades de las técnicas analiticas (p.e. disefiar sensores mas pequefios y

sensibles). También se podrian incluir dentro de este segundo tipo otras técnicas como la
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extraccion en fase solida utilizando polimeros molecularmente impresos (MIP). Por ultimo, esta
la que se suele denominar “tercera via”, que es una combinacion de las dos anteriores. Se basa en
la utilizacion de los nanomateriales como herramientas analiticas para caracterizar otros

nanomateriales (p.e. utilizacion de nanotubos de carbono como sorbentes).

Asi mismo cabe destacar que los avances obtenidos en el area de la quimica analitica
también suponen un beneficio para la nanociencia y la nanotecnologia, pudiendo considerarse una
relacion sinérgica'! entre ellas. En otras palabras, la mejora de las técnicas de analisis hace que se
pueda conocer mejor el mundo nanoscopico, lo que a su vez provoca un desarrollo de la

nanotecnologia. Esta relacion sinérgica se ilustra de modo esquematico en la Figura 2.

Enfoque mixto

Combinacion sinérgica de la nanociencia y
nanotecnologia (N&N) con la quimica analitica (QA)

crecimiento de las capacidades

Figura 2. Esquema que ilustra como la mejora de la Nanociencia Analitica y Nanotecnologia
(AN&N) supone una mejora tanto para la nanociencia y nanotecnologia (N&N) como para la
quimica analitica (QA). Modificado del articulo publicado por Soriano, M. L. et al.*%,

En el presente trabajo de fin de master (TFM) se propone como objetivo desarrollar la
sintesis de nuevos nanomateriales que posean propiedades luminiscentes y que puedan ser
aplicados en el campo de la bioanalitica. Concretamente investigara la sintesis y empleo de MNCs

(nanomateriales inorganicos de dimension cero).
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1.2 Nanoclusteres metalicos

Los MNCs consisten en agrupaciones de unos pocos centenares de &tomos cuyo tamafio es
similar a la longitud de onda de Fermi?, lo que provoca que las bandas energéticas, propias de
los metales y de las NPs metalicas, se dividan en niveles energéticos discretos, lo que se traduce
en una variacioén en las propiedades optoelectronicas. En la Figura 3 muestra un esquema donde

se pueden ver los diferentes niveles energéticos dependiendo del tamafio del material.

Atomo Nanoparticula Metal

metalico metalica

Electrén de Resonancia del plasmén Movimiento libre de los
valencia superficial electrones

Energia

DOS

| | | |
I | I I
10 nm 100 nm lpum 10 um

|
I

0,1 nm

Figura 3. Variacion de los niveles energéticos respecto al tamafio. Se puede observar que los niveles

energéticos de los NCs son discretos (a diferencia de las NPs), lo que provoca que puedan tener

lugar transiciones energéticas. Imagen extraida de la Tesis Doctoral realizada por Trapiella Alfonso,

LS

La desaparicion de las bandas de energia provoca que los NCs no sean conductores.
Ademas, el pequefio tamario de los NCs provoca que la oscilacion colectiva de los electrones no
se pueda producir, haciendo que en los NCs no se exhiba el fenémeno de la resonancia del
plasmén superficial. Esto es una limitacion debido a que se ha demostrado que la resonancia del
plasmén de superficie puede ser utilizado en una amplia variedad de técnicas de imagen (p.e.

nuevas técnicas de “bioimaging” en el ambito de la biomedicina)'**.

Por otro lado, la ventaja de que posean niveles discretos de energia es que se pueden
producir transiciones entre estados energéticos cuando se irradian con radiacion electromagneética,
por lo que los NCs se caracterizan por tener una intensa emision fluorescente®®. Asi mismo

también poseen otras caracteristicas muy interesantes:

1. No solo son fluorescentes, sino que la longitud de onda de excitacion y la de emision varian
al modificarse el diametro del NC, el metal (no es igual un NC de oro que de plata), el
disolvente en el que se encuentra y los ligandos que posee'®. Estos aspectos tienen una serie
de ventajas e inconvenientes. Por un lado, esta variabilidad de la longitud de onda de

emisién y de excitacion hace que se puedan disefiar NCs que posean unas condiciones de
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emision y excitacion particulares, pudiendo incluso utilizar varios tipos de NCs para hacer
la determinacién simultanea de multiples analitos.

La principal limitacion reside en que se deben controlar muy bien las condiciones de la
sintesis para que los NCs tengan un tamafio muy similar (deben ser monodispersos). Si no
fuera asi podrian existir NCs de tamafios diferentes (cada uno con su propio maximo de
emision) lo que provocaria un descenso significativo del rendimiento cuantico de emision.
. También poseen otras caracteristicas optoelectronicas destacables. No sufren fotoblanqueo
(i.e. destruccion del fluoréforo al incidir la radiacion electromagnética sobre él, muy comdn
en moléculas fluorescentes organicas) y tienen un elevado desplazamiento de Stokes
(diferencia entre la longitud de onda del maximo de excitacion y el de emision), si bien es
cierto que suelen tener unos rendimientos cuénticos algo inferiores a los fluor6foro
organicos (aunque depende en gran medida de los ligandos que se utilicen®).

. Se puede conseguir que los NCs metélicos tengan una escasa toxicidad al recubrirlos de
ligandos que sean biocompatibles. Los ligandos también permiten la solubilizacion de los
NCs y su bioconjugacion a diferentes biomoléculas. Estas propiedades unidas a sus
cualidades fluorescentes hace que los NCs sean uno de los nanomateriales que mas
aplicaciones podrian tener en el campo de la biomedicina, bien sea Unicamente para la
deteccion y cuantificacion de los biomarcadores de una enfermedad o bien para realizar
estudios teragnosticos (combinacion de diagndstico y tratamiento)*”®, Aun asi se requiere
que se realicen mas estudios centrados en estudiar la biocompatibilidad de los NCs, ya que
se sabe que las proteinas y otras biomoléculas tienen tendencia a interaccionar con las NPs.
Ademas, los metales de los que estd hecho el NC podrian ser toxicos, por lo que seria
peligroso si el NC se degradase (liberaria atomos). Por estas razones se necesita profundizar
alin mas en este ambito antes de que se puedan explotar todas sus posibilidades en el area
de la medicina.

. Al ser particulas muy pequefias (< 3nm) la relacién area/volumen es muy grande, lo que

los hace catalizadores muy eficaces™®.

Se puede apreciar que las cualidades de los NCs los hace ideales para su aplicacion en

“bioimaging” (baja toxicidad, son resistentes al fotoblanqueo, son fluorescentes, son facilmente

bioconjugables, etc.). También existe otro tipo de nanomateriales que presenta excelentes

propiedades fluorescentes, los Quantum Dots. Los QDs son nanoparticulas inorganicas

semiconductoras cuyo nucleo estd constituido normalmente por una combinacion de dos

heteroatomos diferentes (p.e. CdS, ZnS, GaAs, etc.). Sus propiedades optoelectronicas son muy

similares a los NCs (amplio desplazamiento de Stokes, resistentes al fotoblanqueo, etc.)® y

ademas suelen tener rendimientos cuanticos superiores a los NCs. Sin embargo, el empleo de QDs
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presentan algunas limitaciones respecto a los NCs; suelen ser menos estables y la emision que

producen no es continua (parpadean) *’. Por otro lado, su sintesis suele ser bastante compleja.

Los NCs que mas se utilizan son los de oro (AuNCs)'"*® y los de plata (AgNCs)*®, aunque
también se pueden utilizar otros metales como el cobre (CuNCs)%, el platino (PtNCs)® y el
paladio (PdNCs)*. Asi mismo también se pueden hacer NCs que estan compuestos por dos
metales diferentes, a los cuales se les denomina como bimetalicos. Ejemplos de esta clase de NCs
pueden ser los disefiados por Huang et al.” (Au/AgNCs) y Zheng et al.?® (Ag/PtNCs).

1.2.1 Sintesis de nanoclUsteres metalicos

Existe una gran variedad de opciones a la hora de llevar a cabo la sintesis de MNCs, sin
embargo, los métodos basados en la reduccién del ion metalico en presencia de un agente
protector son los que mas se utilizan. Se pueden emplear dos tipos de agentes protectores (que

evitan la agregacion del metal): la sintesis en molde y la sintesis utilizando ligandos protectores.

La sintesis en molde es un método bottom-up en el que los NCs crecen en el interior de una
estructura, la cual suele ser un dendrimero?, un polimero® o una biomolécula®. Los dendrimeros
tienen la desventaja de que, por lo general, hace que se produzcan particulas con un elevado indice
de polidispersidad, lo que provoca que no solo se formen NCs sino también NPs, reduciendo
notablemente el rendimiento de la sintesis*. Aun asi, los NCs sintetizados de esta manera pueden
llegar a tener excelentes rendimientos cuanticos; Zheng, J. et al. 2’ fueron capaces de sintetizar
AUNCs con un rendimiento cuantico del 42%. Existen numerosos articulos en los que se han
conseguido obtener NCs fluorescentes utilizando sustratos poliméricos. Shang y Dong® fueron
capaces de sintetizar AgNCs fluorescentes (18,6% de rendimiento cuéntico) utilizando como

sustrato polimetilmetacrilato, el cual es barato y sencillo de obtener.

Alternativamente, también se ha observado que las biomoléculas pueden ser sustratos muy
adecuados para la sintesis de NCs, en concreto destacan las proteinas (y péptidos) y el ADN (en
forma de oligonucledtidos). La principal ventaja de usar biomoléculas es que permiten sintetizar
los NCs in-vivo. Este hecho quedd demostrado Yu, J. etal.*, los cuales fueron capaces de producir
AgNCs fluorescentes en el interior de células NIH 3T3. Los oligonucle6tidos también pueden ser
un sustrato excelente cuando se desea sintetizar AgNCs, ya que los iones de plata poseen una
elevada afinidad por la citosina. En el articulo de revision publicado por Han, B. y Wang, E.*® se
muestran maltiples maneras de sintetizar AgNCs, asi como las diferentes aplicaciones que estos
NCs pueden tener. El principal problema de utilizar este tipo de sintesis es que hace que el tamafio

total de los NCs se incremente en gran medida (los sustratos son voluminosos), produciendo que
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sean poco adecuados para utilizarlos como marcadores. La Figura 4 ilustra como el
ligando/sustrato que se utiliza en la etapa de sintesis puede afectar al tamafio total del NC.

AuNC@PAMAM AuNC@MUA AuNC@DHLA

([ 1 [ ARSI S e S 7/ 1] ] S R ——
A (nm) <+«——AUNC@DHLA —»
<+—— AUNC@MUA —»
<+ AuNC@BSA—>
AuUNC@PAMAM
<«—AgNC@PMAA—»>
< AgNC@DNA >

Figura 4. Esquema donde se muestran tres AUNCs sintetizados utilizando moldes
(AUNC@PAMAM, AuNCs@BSA y AgNC@DNA) y dos AuNCs sintetizados utilizando ligandos
protectores (AUNC@MUA y AUNC@DHLA). Se puede observar tanto el tamafio de cada uno de
ellos como el rango de longitudes de onda en el que emiten. Figura extraida del articulo publicado
por Lin, C. A. J3% Poli(amidoamina) (PAMAM), albimina de suero bovino (BSA), &cido
mercaptoundecandico (MUA) y &cido dihidrolipoico (DHLA)

Otra alternativa es sintetizar los NCs utilizando ligandos protectores. Estos ligandos se
caracterizan por interactuar fuertemente con el metal, creAndose una capa protectora que recubre
el NC, lo que evita en parte la agregacion. Las principales ventajas de utilizar ligandos protectores
es que los NCs que se originan tienen un reducido volumen hidrodinamico y son muy estables.
También se pueden utilizar ligandos que estén funcionalizados, 1o que hace que los NCs sean
solubles en diferentes medios (p.e. si se usa un ligando con el extremo terminal hidrofilico se

pueden solubilizar los NCs en medio acuoso) y también facilita su posterior bioconjugacion.

Los ligandos suelen ser pequefias moléculas organicas tioladas, como por ejemplo el acido
lipoico (LA)®*. La ventaja de este tipo de ligandos es que los metales interaccionan fuertemente
con sus grupos tiol, produciéndose un enlace muy estable (especialmente en el caso del oro)®.
Esta estabilidad se acentta cuando se utilizan ligando bidentados, como es el caso del LA. Existen
dos parametros clave a la hora de controlar el tamafio de los NCs: la relacién metal/ligando v el
control de las condiciones de reduccion®. En la Figura 5 se muestra, de manera esquematica,

como la relacion metal/ligando afecta al tamafio de los NCs.
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Figura 5. Representacion de la formacion de AgNCs funcionalizados con LA. Imagen extraida del
articulo sobre AgNCs realizado por Muhammed et al.*®.

Se puede apreciar como la relacién metal/ligando afecta al tamafio de los NCs, pudiendo

dejar de ser fluorescentes (al alcanzar el tamafio de una NP dejan de ser fluorescente).

La reduccién del metal es la etapa mas importante de la sintesis ya que una reduccién rapida
y poco controlada provoca que los NCs que se forman tengan tamafios muy diferentes
(polidispersos), lo que los vuelve mas inestables y hace que las bandas de emision sean mas
anchas (reduciendo el méaximo de absorcion). La forma mas comun de reducir los iones metalicos
es utilizar un agente quimico reductor (p.e. NaBH.), aunque también existen otros métodos como
la reduccion asistida por microondas o la reduccién empleando radiacién electromagnética.
Existen varias estrategias posibles para controlar la reduccién del metal, siendo la de llevar a cabo
la reaccion a temperaturas bajas la que mas se utiliza. También es Gtil limitar el poder reductor
del agente quimico que se utilice, por ejemplo, el NaBH4 es menos reductor cuando se utiliza

tetrahidrofurano (THF) como disolvente®®,

La sintesis de los NCs se puede realizar en un solo paso o en dos pasos. La sintesis en un
Unico paso es bastante sencilla y rapida, lo que a su vez hace que sea facil aplicarla a escala
industrial. La sintesis en dos pasos consiste en sintetizar primero los NCs de manera normal
afladiendo el reductor a una disolucion acuosa que contiene los iones metalicos y el ligando, de
esta manera se obtienen NCs con un indice de polidispersidad muy alto. Posteriormente se realiza
una transferencia de fase a un medio organico. Yuan et al.*® proponen afiadir en un primer paso

bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), que es un surfactante cationico, y etanol a la fase
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acuosa que contienen los NCs y, posteriormente, utilizar tolueno para realizar un cambio de fase.

En la fase orgéanica los NCs se reorganizan, generdndose los NCs que son termodinamicamente

mas estables, es decir, se generan NCs monodispersos. Finalmente se vuelve a realizar un cambio

de fase (a una fase acuosa). Este proceso es mas laborioso, pero se consiguen NCs mas estables y

con un indice de polidispersidad muy bajo.

A modo de resumen la Tabla 2 recoge las principales metodologias existentes para producir

MNCs, asi como sus aplicaciones.

Tabla 2. Recopilacion de diferentes procedimientos para producir MNCs.

Relacion metal:ligando:reductor
1:80:42
Sintesis en medio basico calentando a

Referencia Sintesis de NCs metalicos Aplicaciones
Peng, Y. etal.?* Sal: (NH4).PdCl4 PANCs: Determinacién  de
Ligando: metionina hemoglobina en sangre
Reductor: acido ascorbico observando la variacion en la

fluorescencia de los PdNCs al
afiadir la hemoglobina (quencher)

Reductor: NaBH.

Relacion metal:ligando:reductor
1:16:12

Medio basico y vial protegido de la
luz

55°C durante 5,5 horas
Valencia, E. et Sal: AgNOs AgNCs: Bioconjugaciéon con un
al.2 Ligando: LA anticuerpo anti-CFH, para ser

utilizado en la determinacion del
factor H de complemento (CFH)
en suero humano mediante un
fluoroinmunoensayo

Huang, H. et al.?®

Sales: AgNO; y HAUCIy, ratio molar
5:1

AU/Ag NCs: Estudio de la
citotoxicidad en células HeLA y

Los AUNC@DDAB no son
fluorescentes, por lo que se realizé un
cambio de ligando con DHLA (en
fase acuosa)

Ligando: LA deteccion in vitro de Fe%*
Sintesis en medio bésico calentando a | aprovechandose de que éste actla
70°C durante 8 horas €Omo un quencher
Tanaka, S. I, et Sal: H,PtClg PtNCs: Bioconjugacién con una
al.? Reductor: NaBH. proteina y con el anticuerpo anti-
La sintesis se lleva a cabo en CXCR4 para estudiar el receptor
presencia de PAMAM. A CHO-K1 en células vivas
continuacidn, se realiza un mediante microscopia confocal de
intercambio de ligandos, utilizando fluorescencia
acido mercaptoetangico
Lin, C. A. J.et Se parte de AUNP@DDAB y se AUNCs: No se desarrollaron
al.3 afiade HAUCI, (en tolueno). aplicaciones. Sin embargo, se

realiz6 su bioconjugacién con
estreptavidina para que se uniera a
la biotina, ensayando un medio de
cultivo sin suplementar como
control y otro que contenia biotina

1.2.1.1 Nanoclusteres de paladio

Las PdNPs y los PANCs han sido ampliamente utilizados como catalizadores en multiples

reacciones, como puede ser la reaccion Suzuki-Miyaura®. Sin embargo, los PANCs no han tenido

préacticamente relevancia en el ambito de la quimica analitica. Existen autores como Wang, Z., et
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al.*® que han desarrollado trabajos en los que se sintetizaban PdNPs con un didmetro muy pequefio
(en este caso 6 nm), por lo que es probable que si se realiza la sintesis utilizando una mayor
relacion metal/ligando (en el articulo utilizan una relacion molar 1:1 MUDA/PACI*) se pudiera
reducir notablemente el tamafio de las NPs, obteniéndose NCs.

Por otro lado, Peng, Y. et al. # desarrollaron un método eficaz para sintetizar PANCs
fluorescentes y monodispersos. Para ello tomaron 12 mL de una disolucion acuosa que contenia
(NH.).PdCls (2,5mM) a la que se le afiadieron 24 mL de una disolucion acuosa de metionina
(0,1M) y 3,6 ml de una disolucién de NaOH (0,6M). Se mantuvo agitando durante 30 minutos. A
continuacion, se afiadieron 9 mL de acido ascérbico (0,14 M) como agente reductor. Se calent6 a
60°C y se mantuvo durante cinco horas y media. Los PANCs asi obtenidos tenian un tamafio medio
de 1,91 nm y un rendimiento cuantico del 5,47%. Cabe resaltar que dichos NCs eran estables sin
importar la fuerza iénica (se evalu6 su estabilidad a concentraciones de NaCl de entre 0,1y 1000
mM). Sin embargo, su estabilidad dependia en gran medida del pH de la disolucién, siendo muy
estables en medios neutros y basicos (pH entre 6 y 11), pero se descomponian en medio acidos
(pH<5). Dichos resultados experimentales se atribuyen a que la metionina se reduce en esas

condiciones de pH.

1.2.2 Caracterizacion de nanoclusteres metalicos

Es importante realizar una correcta caracterizacion estructural de los NCs metalicos
sintetizados debido a que las propiedades Opticas, electronicas y cataliticas de los NCs dependen
en gran medida de su tamafio y morfologia. Ademas, el entendimiento de como varian las
propiedades al modificarse la morfologia del NC es clave a la hora de realizar la optimizacion de
la sintesis, la cual variara segun el campo de aplicacion donde se vayan a emplear. Por ejemplo,

las propiedades electrocataliticas de los NCs son muy dependientes del tamafio del ntcleo®.

La forma mas sencilla de caracterizar NCs es aprovecharse de sus propiedades 6pticas. Los
NCs no disponen de la banda asociada a la resonancia del plasmén de superficie, lo que hace que
la espectroscopia Vis-UV sea una técnica muy Util*> ya que permite identificar si solo se han
sintetizado NCs (tienen bandas caracteristicas) o si por el contrario se han sintetizado también
NPs (habria una banda intensa correspondiente a la resonancia del plasmén de superficie).
También se puede utilizar la espectroscopia de fluorescencia para comprobar si los NCs
sintetizados emiten fluorescencia, pudiendo conocer su rendimiento cuantico, su polidispersidad
(cuanto mas estrecha sea la banda de absorcidn menos polidispersos seran) e identificar la
presencia de posibles impurezas. Ambas técnicas son muy utilizadas®“?. Otra técnica Gtil (aunque

menos utilizada) es el dicroismo circular, el cual permite conocer informacion sobre la estructura
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estereoquimica y la quiralidad de los NCs*. La espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FT-IR) se suele emplear para estudiar la superficie de los NCs, ya que permite estudiar
el mecanismo de formacion del NC al comparar el espectro FT-IR obtenido para el NC con el
obtenido para el ligando libre*'.

La principal ventaja de las técnicas Opticas es que los equipos que utilizan son bastante
sencillos de manejar y econdmicos. Sin embargo, este tipo de técnicas ofrecen una informacion
limitada, por lo que en la mayoria de los casos es necesario realizar una caracterizacion estructural
mas exacta (composicion quimica y tamafio de los NCs). La técnica de microscopia electrénica
de transmisién de alta resolucion (HR-TEM) y el DLS permiten averiguar tanto el tamafio
promedio de los NCs como la polidispersidad de los mismos*. La AFM y el STM también pueden

ser empleados para esta labor.

Una de las técnicas mas utilizadas para obtener informacién elemental es la espectroscopia
de rayos X de energia dispersiva (EDS)*. Para este fin también se pueden emplear diferentes
técnicas de espectrometria de masas (MS), sobre todo se utiliza ICP-MS*. Sin embargo, la técnica
que mayor potencial tiene en este &mbito es la ionizacion por electrospray acoplada a un MS (ESI-
MS), ya que permite conocer con exactitud la composicion quimica del NC (tanto de la parte
metéalica como de la organica), lo que proporciona su férmula molecular (MLy)*. Esta técnica se
suele emplear junto con una electroforesis en gel, que permite separar los NCs en funcién de su

tamafio.
Otras técnicas que también se pueden emplear para la caracterizacion de los NCs son**:

e La resonancia magnética nuclear (RMN), que sirve para estudiar la estructura y el
entorno quimico del ligando.

e La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)*, que permite obtener informacion
sobre los estados de oxidacién en los que se encuentran los metales del nucleo.

o Los analisis termogravimétricos (TGA), que sirven tanto para calcular el porcentaje (en

peso) que corresponde al ligando como para observar posibles impurezas.
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En la Tabla 3 se muestra, de manera resumida, qué informacién permite obtener el empleo

de las diferentes técnicas descritas.

Tabla 3. Técnicas empleadas para la caracterizacion de NCs.

Técnica Informacion
Espectroscopia de fluorescenciay | Permite conocer si se han sintetizado correctamente y ademas
Vis- UV permite determinar la presencia de impurezas
FT-IR Estudio de los enlaces metal-ligando que se producen en la

superficie del NC
HR-TEM, DLS, AFM, STM Tamario de los NCs y polidispersidad

EDS, ICP-MS Informacion elemental, principalmente del nicleo del NC.
También permiten identificar impurezas (sobre todo ICP-MS)
PAGE-ESI-MS Composicion quimica del NC, tanto del nicleo como de los
ligandos
RMN, DC Informacidn estereoquimica, estructural y quiral
XPS Permite conocer los estados de oxidacién del nicleo del NC
TGA Identificar impurezas y calcular la relacion metal/ligando

Cabe destacar que para caracterizar correctamente los NCs se deben emplear varias de estas
técnicas, con el fin de obtener la mayor cantidad de informacion posible. Un buen ejemplo de esto
es el articulo publicado por Adhikari y Banerjee*, en el cual sintetizan AgNCs fluorescentes y
los caracterizan empleando espectroscopia Vis-UV, espectroscopia de fluorescencia, FTIR, HR-
TEM, XRD, DLSy ESI-MS. También estudian la conductividad de los NCs.

En el presente trabajo se van a caracterizar los NCs sintetizados mediante espectroscopia

Vis-UV, espectroscopia de fluorescencia, DLS e ICP-MS.

1.2.2.1 Espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia molecular es un proceso mediante el cual una molécula absorbe radiacion
electromagnética para pasar a un estado electrénico excitado y, a continuacion, vuelve al estado
fundamental emitiendo radiacidn electromagnética en el proceso. Dicha radiacion emitida es de

mayor longitud de onda de la que fue absorbida inicialmente*’.

En la figura 6 se muestra el diagrama de Jablonski, que sirve para ilustrar el mecanismo en

el que se fundamenta la fluorescencia.
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Figura 6. Diagrama de Jablonski. Imagen extraida del libro “Principios de analisis instrumental™*’.

En el diagrama de Jablonski se representan los diferentes estados electronicos de una
molécula. El proceso comienza cuando un electrén en el estado fundamental es excitado mediante
la absorcion de radiacion electromagnética, pasando a un estado excitado. Dicho estado excitado
se suele desactivar mediante procesos no radiacionales (conversién interna y relajaciones
vibracionales). La desactivacion también se puede producir mediante transiciones radiativas

(fluorescencia y fosforescencia)®’.

La fluorescencia se produce cuando el electrén pasa del primer estado excitado singlete
hasta el estado fundamental, emitiendo radiacidn electromagnética en el proceso. Cabe resaltar
gue dicho proceso es mas lento que la relajacién vibracional y la conversidn interna, esto supone
un problema debido a que el camino méas probable para la desactivacion es aquel que minimiza el
tiempo que el electrdn pasa en un estado excitado. Esto provoca gue solo unas pocas moléculas

sean fluorescentes.

1.2.2.2 Dispersion Dindmica de la Luz

La técnica DLS es una técnica no invasiva que se utiliza para medir el tamafio de particulas
con un diametro comprendido entre 10 um y 1 nm. También sirve para observar cémo esta
distribuido el tamafio, de modo que es muy Util para estudiar la polidispersidad de disoluciones
de NCs y NPs.
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Las particulas de la disolucion se mueven de manera aleatoria y continua debido a los
choques con las moléculas del disolvente (movimiento browniano), de modo que si se hace incidir
un haz laser sobre la disolucion la longitud de onda sufre una dispersién, cuya intensidad variara
con el tiempo. Esto es debido a que la intensidad resultante depende de la suma de todas las ondas
de luz dispersadas, produciéndose asi interacciones constructivas y destructivas. Las
fluctuaciones de la intensidad con el tiempo se pueden correlacionar para poder obtener
informacion sobre el tamafio y la forma de las particulas®. En la figura 7 se muestra como se

correlacionan los datos obtenidos.

Correlacion: comparacién de la intensidad a diferentes tiempos

Intensidad ‘H"H"L
e e N

Tiempo

Intensidad ¢¢
Y\ MWW\ WA

liempo

Correlacion

Figura 7. Medida de la fluctuacién de la intensidad con el tiempo (arriba) y correlograma (abajo).
Imagen extraida de la pagina web  http://nanobiotecnologia.blog.ung.edu.ar/wp-
content/uploads/sites/115/2018/03/Clase-Determinacion-tama%C3%B10-y-potencial-Z.pdf

Se puede observar que la velocidad con la que fluctda la intensidad respecto al tiempo es
mucho mayor en las particulas pequefias que en las grandes. Esto es debido a que cuanto mas
pequefia es la particula mas rapido se mueve*®, lo que a su vez provoca que la correlacion
disminuya mas rapidamente con el tiempo. Lo abrupta que sea la caida en la intensidad sirve para
indicar la polidispersidad de las particulas, siendo la caida mas abrupta cuanto menor sea la
polidispersidad de las mismas®. La ecuacion de Stokes-Einstein (ec. 1) se puede utilizar para
calcular el radio hidrodindmico de la NP (se supone gque se comporta como una esfera sélida).

kT

D, = p— (ec. 1)

Donde Dy es el diametro hidrodindmico, K la constante de Boltzman, T la temperatura (en kelvin),
n la viscosidad del disolvente, y D el coeficiente de difusion traslacional.
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El software del equipo utiliza la ec. 1 para proporcionar, en forma de gréfica, la distribucion
de los tamafios, la cual puede ser otorgada en nimero, en volumen o en intensidad. En la figura 8
se muestran las graficas que se obtendrian si se midiera una disolucion que contuviera NPs de 5

nm y de 50 nm con una estequiometria 1:1.

numero volumen intensidad
1000 1,000,000
V=4/3 n (d/2)3 | o df
. o o Rayleigh
2 2 2
2 R R
1 1
A VN
5 10 50 100 5 10 50 100 5 10 50 100
Diametro (nm) Diametro (nm) Diametro (nm)

Figura 8. Distribucion de una mezcla 1:1 de NPs de 5 nm y de 50 nm en nimero (izquierda),
volumen (centro) e intensidad (derecha). Imagen extraida de la pagina web
http://nanobiotecnologia.blog.ung.edu.ar/wp-content/uploads/sites/115/2018/03/Clase-
Determinacion-tama%C3%B10-y-potencial-Z.pdf

Se puede observar cdmo tanto la distribucion en intensidad como en volumen hacen que
las particulas de mayor tamafio tengan una sefial mucha maés intensa, ya que la intensidad se
relaciona con el didmetro de la particula elevado a la sexta y el volumen con el didmetro elevado

al cubo. Esto no ocurre con la distribucion en nimero, en donde se puede apreciar que ambos

picos tienen la misma intensidad.

1.2.2.3 Plasma de Acoplamiento Inductivo — Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) es una técnica
de anélisis elemental que permiten realizar anélisis rapidos y multielementales®. Se caracteriza
por tener una elevada sensibilidad para la mayoria de los elementos de la Tabla Periddica,
alcanzando limites de deteccion del rango de las ppt y con una elevada resolucion espectral®. El
ICP es una fuente de ionizacidn que causa la completa atomizacion de los analitos (en la literatura

se le denomina como una fuente de ionizacion “duras”)*. En la figura 9 se muestra un diagrama

con los diferentes componentes de un ICP-MS.
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Figura 9. Diagrama de un equipo de ICP-MS con un analizador de masas de tipo cuadrupolo. Modificado
de la pagina web ardusat.org

La primera parte importante del equipo es el sistema de introduccion de la muestra, el cual
se encarga de hacer llegar un flujo constante y reproducible de muestra a la antorcha. En el
ejemplo que se muestra en la figura 9 se esta midiendo una disolucién, por lo que es necesario
emplear un nebulizador junto con su correspondiente camara de nebulizacion®. Esto también es
necesario en el caso de que se acople a un sistema de cromatografia de liquidos de alta presién
(HPLC). Alternativamente, otro sistema de introduccion de muestra que se suele utilizar cuando
se trabaja con muestras sélidas es la ablacion laser (LA). Este sistema de introduccion de muestra
consiste en hacer incidir un haz laser sobre la superficie de un sélido para arrancar el material, el
cual es arrastrado en forma de aerosol por el gas portador (usualmente Ar o He)*! hasta ser
introducido en el ICP-MS.

El siguiente componente es la fuente de ionizacién ICP, la cual se encarga de generar el
plasma de acoplamiento inductivo, que alcanza temperaturas de entre 6000 y 10000 K. La fuente
de ionizacidn esta formada por una antorcha (que son tres cilindros concéntricos de cuarzo), un
solenoide acoplado a un generador de radiofrecuencias y un generador de chispas®. Cabe resaltar
gue la fuente ICP se encuentra a presion atmosférica y que el analizador de masas se encuentra
en condiciones de alto vacio. Por este motivo es necesario que exista una interfase que permita
realizar este cambio de presién. Para ello se utilizan dos conos que se denominan cono “sampler”
(cono de muestreo) y el segundo cono “Skimmer” (de extraccion). Cabe resaltar que el “sampler”
esta situado a una distancia de entre 10 y 20 mm de la antorcha, por lo que es necesario colocarlo
en un soporte conductor, que a su vez debe estar refrigerado (normalmente se enfria mediante un

flujo de agua)**.
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Cuando los iones pasan de una region a presion atmosférica a una region a alto vacio
tienden a dispersarse. Por ello mismo es necesario utilizar un sistema de lentes focalizadoras, el
cual se encarga de volver a agrupar esos iones, de manera que todos lleguen al analizador de
masas. Las lentes son piezas metalicas a las que se les aplica un potencial, de manera que atraen
los iones y los dirigen al analizador de masas*’. El analizador de masas se encarga de separar los
iones generados en funcion de su relacion masa/carga (m/z)*’. En ICP-MS el analizador de masas
mas empleado es el de tipo cuadrupolo, que consiste en cuatro barras cilindricas colocadas de
forma paralela y equidistante al plano de simetria. El cuadrupolo destaca por ser un analizador de
masas econdémico y rapido. Seguidamente esta el detector, el cual se encarga transformar los iones

que chocan con él en una sefial medible.

1.2.3 Aplicaciones de los nanoclusteres metalicos

Las propiedades fisicoquimicas exhibidas por los MNCs han hecho que se conviertan en
uno de los nanomateriales mas estudiados en la quimica analitica en las Ultimas décadas,

habiéndose conseguido desarrollar una amplia variedad de aplicaciones.

Adhikari, B., y Banerjee, A.** fueron capaces de determinar Hg?* en agua empleando
AgNCs altamente fluorescentes. El ensayo desarrollado se basa en que el Hg?* actia como un
quencher, de modo que la fluorescencia de los AgNCs cae drasticamente cuando hay Hg?
presente. El limite de deteccidn encontrado era inferior a 0,02 ppb, lo que es notablemente menor
a la concentracion méxima de mercurio permitida en el agua potable (en Espafia fijado en 1 ppb
por la Directiva 98/83/CE). Se han desarrollado una amplia variedad de metodologias similares,
las cuales se basan en detectar cationes metalicos que actien como un quencher. Ejemplos de esto

pueden ser la desarrollada por Cui M. et al.®

para detectar Cr (VI) empleando CuNCs o el
procedimiento ideado por Lan G. Y.et al.>® en el cual se emplean AgNCs para detectar Cu®* en

agua.

Cabe resaltar no solo pueden actuar como quencher los cationes metalicos, sino que
también lo pueden ser pequefias moléculas e incluso proteinas. Por ejemplo, Peng, Y. et al.*
demostraron que se puede determinar hemoglobina empleando PANCs, obteniendo un limite de

deteccion de 50 nM y siendo un método altamente selectivo.
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1.2.3.1 Empleo de nanoclusteres como sondas fluorescentes

El pequefio tamafio de los MNCs, sus propiedades optoelectronicas, su biocompatibilidad
y la facilidad para bioconjugarlos con biomoléculas los ha convertido en uno de los
nanomateriales que mas interés han generado para ser utilizados como sondas fluorescentes. Por
ejemplo, Hsueh-Hsiao, W. et al.*” han conseguido utilizar AuNCs fluorescentes como marcadores
biocompatibles en células endoteliales. Ademas, los MNCs fluorescentes han demostrado ser
especialmente (tiles tanto para realizar inmunoensayos como para realizar estudios de

“bioimaging”.

Existen maltiples articulos cientificos que han desarrollado inmunoensayos que empleaban
NCs como sondas fluorescentes. En el articulo publicado por Valencia, E. et al.?* se realiza un
fluoroinmunoensayo empleando AgNCs fluorescentes para determinar la proteina CFH en suero
humano. En dicho articulo se recoge un limite de deteccion de 0,4 ng/mL, el cual es inferior a

limite de deteccion que presentan los kits ELISA comerciales (2,15 ng/mL)*.

Por otro lado, existe una amplia variedad de trabajos que emplean NCs fluorescentes para
realizar “bioimaging”. Tanaka, S. I. et al.?® sintetizaron PtNCs fluorescentes, los bioconjugaron
primero con proteina A y posteriormente a anticuerpos anti-CXCR4-Ab. Finalmente se
introdujeron en células HelLa y se realizaron estudios de “bioimaging” empleando microscopia

confocal de fluorescencia.

En la figura 10 se puede observar como los PtNCs bioconjugados con los anticuerpos anti-
CXCR4-Ab se unen a las células HeLa, produciéndose una emisidn fluorescente de color azul
(470 nm) cuando se excita a 405 nm?®, Cabe resaltar que esto no ocurrio ni en las células HeLa a
las que no se marcaron con Pts(MAA)s-(proteina A)-(anti-CXCR4-Ab) ni tampoco cuando se

marcaron células CHO-K1, por lo que se puede decir que son altamente selectivos?.
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Figura 10. Imagenes de microscopia confocal fusionadas con imagenes de microscopia diferencial de
contraste de interferencia (DIC) para células HelLa vivas marcadas, con (a) y sin (b) Pt5(MAA)8-(proteina
A)-(anti-CXCR4-Ab). Para células CHO-K1 vivas marcadas con Pt5(MAA)8-(Protein A)-(anti-CXCR4-
Ab) (c). Y estudio de la viabilidad celular de las células HeLa al ser incubadas con 1, 10 y 100nm de PtNCs
a 37°C (d). Figura extraida del articulo publicado por Tanaka, S. I. et al.23. Acido mercaptoacético (MAA).

Los NCs fluorescentes no solo sirven para realizar “bioimaging” en células tumorales,
también se puede aplicar a muestras mas complejas. Por ejemplo, Cruz-Alonso, M. et al.>* han
conseguido realizar un mapeado de la distribucion de metalotioneina 1/2 (MT 1/2) vy
metalotioneina 3 (MT 3) en tejido ocular empleado AuNCs bioconjugados con anti-MT1/2
humana y con anti-MT3 humana, respectivamente. El “bioimaging” se realizd empleando LA-
ICP-MS, el cual posee una elevada resolucion lateral (5-10 um)>. Cabe destacar que los
resultados obtenidos mostraron una buena correlacion con las técnicas tradicionales de
inmunohistoquimica, por lo que la técnica LA-ICP-MS puede ser una alternativa muy eficaz
frente a la inmunohistoquimica cuando se trata de realizar “bioimaging” de proteinas de manera
cuantitativa>.
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2 Objetivos

El objetivo general de este Trabajo Fin de Master consiste en el desarrollo de una
metodologia de sintesis de PANCs fluorescentes que puedan ser empleados como marcadores
bimodales (deteccion por fluorescencia y espectrometria de masas elemental) para la
determinacién de proteinas en muestras de interés médico. Para ello se han fijado los siguientes

objetivos parciales:

e Realizar una busqueda bibliografica en profundidad sobre MNCs con una baja
polidispersidad y que sean fluorescentes, asi como buscar diferentes metodologias
de sintesis y aplicaciones.

e Seleccionar los reactivos a emplear durante el desarrollo experimental y conocer
el manejo del equipamiento que va a ser utilizado en el laboratorio.

e Sintetizar PANCs siguiendo metodologias propuestas en la bibliografia.

e Caracterizacion de los PANCs sintetizados mediante medidas de fluorescencia y
absorbancia.

e Optimizar la sintesis evaluando diferentes parametros, como pueden ser el pH de
la reaccidn o la temperatura.

e Realizar un estudio de la estabilidad de los PANCs sintetizados.

e Caracterizar los PANCs sintetizados en las condiciones 0ptimas empleando ICP-
MS.
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3 Metodologia experimental

3.1 Materiales y reactivos

Micropipetas de 1000 pL, 200 pL y 100 pL, Eppendorf, Alemania.

Amicon Ultra-0,5, membrana PLBC, 3 kDa, Millipore Amicon, Cork, Irlanda.
Amicon Ultra-4, membrana PLBC, 3 kDa, Millipore Amicon, Cork, Irlanda.
Cubeta de fluorescencia de cuarzo Suprasil de Hellma, modelo 114F-QS, Sigma*-
Aldrich. Tiene un paso 6éptico de 10 mm y un volumen de camara de 3 mL.
Material genérico de laboratorio (pipetas Pasteur, viales, tubos Falcon, etc.).
Acido lipoico (pureza > 98%), Scross Organics; Bélgica.

Hidréxido de sodio (pureza >98%), Sigma-Aldrich; USA.

Tetracloropaladato de potasio (pureza > 99,99%), Sigma-Aldrich; USA.
Borohidruro de sodio (pureza > 98%), Sigma-Aldrich; USA.

Acido Clorhidrico (pureza > 37%), VWR International; USA.

Agua ultrapura Milli-Q.

3.2 Instrumentacion

Balanza analitica de precision NewClassic MF, Mettler Toledo, Barcelona;
Espania.

Bafio de Ultrasonidos, J.P. Selecta; Espafia.

pH-metro Crisol micropH 2000; Crisol Instruments S.A.; Espafa.
Espectrofotometro Cary 60 UV-VIS, Agilent Technologies; USA.
Espectrofluorimetro LS-50-B, Perkin Elmer; USA.

ICP-MS modelo 7700, Agilent Technologies; USA.

Centrifuga Gyrozen and Co.; Republica de Corea.

Placa calefactora-agitadora, Fisher Scientific.
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3.3 Sintesis de nanoclusteres de paladio

3.3.1 Sintesis de PANCs empleando acido lipoico como agente protector

En un vial protegido de la luz solar se disolvieron 0,0502 gramos de LA en 20 mL de agua
a la cual se le habian afiadido previamente 240 uL de NaOH (2 M). EI LA se disuelve bastante
mal, por lo que fue necesario introducir el vial en un bafio de ultrasonidos durante 10 min. Una
vez que se hubo disuelto todo el LA se introdujo un agitador magnético en la disolucion y se
introdujo el vial en una nevera a 9°C que contenia una placa agitadora para que se produjera una
agitacion constante. Transcurridos 10 min se afiadieron, gota a gota y con agitacion, 1 mL de una
disolucion de K;PdCls (0,0254 g KoPdCls y se llevd a 5,04 g con agua). Se dejo agitando durante

15 min.

A continuacidn, se prepararon 2 mL de una disolucién acuosa que contenia 0,0067 g de
NaBH,4. Dicha disolucién se afiadi6 muy lentamente (una gota cada 5 s) con ayuda de una
jeringuilla. Finalmente se dejo la mezcla reaccionando y se tomaron alicuotas a diferentes horas
(pasadas 15 h, 21 h'y 24 h), las alicuotas se conservaron a 9°C. La relacién molar utilizada en este
caso fue de 1:16:12 (KoPdCls:LA:NaBH.).

Siguiendo un protocolo similar, se prepar6 otra sintesis a temperatura ambiente (en lugar

de 9°C) y un blanco, el cual no contenia KoPdCl..

3.3.2 Sintesis de PANCs empleando DHLA como agente ligante

Se pesaron 0,0509 g de LA y se afiadieron a un vial protegido de la luz solar que contenia
18 mL de agua y 240 uL de NaOH (2 M). Al igual que en el caso anterior, fue necesario introducir
el vial en un bafio con ultrasonidos para que se disolviera mejor. Una vez disuelto se afiadié un
iman y se dejé agitando en una placa agitadora. Seguidamente se prepar6é una disolucion de
NaBH, (1,14 M), e inmediatamente se afiadieron 2 mL de dicha disolucién al vial y se mantuvo
la agitacion durante 2 h. Todo este proceso se realiz6 tres veces, habiéndose utilizado en todos

los casos una relacion molar LA:NaBH, de 1:10 en los tres casos.

Una vez pasadas las 2 h se procedié a afadir, lentamente y con agitacion, 1 mL de una
disolucion de KzPdCl, (0,0259 g K.PdCl, y se llevé a 5,08 g con agua). En dicho momento la
disolucion, que antes era transparente, se torné de un color muy oscuro. Para finalizar, se

afladieron lentamente y con agitacién, 2 mL de NaBH,4 (64 mM) (relacién molar K,PdCls:NaBH,4
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1:10) a uno de los viales y 2 mL de NaBH. (32 mM) (relacion molar K.PdCls:NaBH4 1:5) a otro.
Al tercero de ellos no se le afiadié mas NaBH. que el que se adiciond para reducir el LA. Se
tomaron alicuotas a las 15 h y a las 21 h de haber afiadido el NaBHa.

La relacion molar empleada en este caso fue de 1:10 (LA:NaBH4) y 1:16 (K:PdCls:DHLA).

3.3.3 Purificacién de los nanoclusteres de paladio

Una vez finalizada la sintesis se procedid a la purificacion de los PANCs, separando asi los
NCs del exceso de agente protector y del NaBH. que quedasen sin reaccionar, asi como de
posibles subproductos de la sintesis. Esto se llevd a cabo mediante ultrafiltracion por
centrifugacion, empleando amicones de 0,5 mL 0 4 mL con un tamafio de poro de 3 kDa. Para el

proceso de purificacion se sigui6 la siguiente secuencia:

1. Unciclo a 5300 rpm durante 10 min.
2. Un ciclo de lavado (afiadiendo agua Milli-Q) a 5300 rpm durante 10 min.

3. Unciclo a 5300 rpm durante 10 min para reducir el volumen.

Una vez purificado se llevo la disolucion purificada de PANCs al volumen inicial

empleando agua Milli-Q.
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4 Resultados y discusion

Los PANC:s sintetizados segun los procedimientos descritos en los apartados 3.3.1y 3.3.2.
del Experimental, se caracterizaron mediante espectroscopia de fluorescencia y Vis-UV,
empleando ademas DLS para comprobar su tamafio y polidispersidad. Ademas, también se midié
el pH y se tomaron fotografias de las sintesis a diferentes horas, para poder observar como variaba

el color con el tiempo.

4.1 Caracterizacion de los PANCs sintetizados empleando acido

lipoico

Las condiciones en las que se realizd la sintesis estaban basadas en las utilizadas por Elias
Milla, F.%°. A diferencia de lo recogido en dicho trabajo, en el presente TFM se realizd la sintesis
tanto a temperatura ambiente como a 9°C, toméandose alicuotas a las 15 h, alas 21 hy a las 24 h.
A continuacion, se muestra el pH de cada una de las alicuotas recogidas, asi como el pH inicial

de la sintesis (antes de afiadir el NaBH.):

e pH=12,18 para la sintesis a temperatura ambiente antes de afiadir el NaBHa.
e pH=12,10 para la sintesis a temperatura ambiente a las 15 h.

e pH=12,15 para el blanco a las 15 h.

e pH=12,20 para la sintesis a 9°C a las 21 h.

e pH=12,14 para la sintesis a temperatura ambiente a las 21 h.

e pH=12,19 parael blanco a las 21 h.

e pH=12,21 para la sintesis a 9°C a las 24 h.

e pH=12,18 para la sintesis a temperatura ambiente a las 24 h.

e pH=12,32 para el blanco a las 24 h.

A la vista de los resultados, no parece haber diferencias significativas en el pH durante el
transcurso de la sintesis. También se tomaron fotografias a diferentes tiempos de reaccién de la
sintesis que se dejo reaccionando a temperatura ambiente. Dichas imagenes se muestran en la

figura 11.
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Figura 11. Fotografias de las disoluciones de sintesis justo después de afiadir el K;PdCl, (A), a los

40 min de haber afiadido el NaBHa (B), habiendo transcurrido 15 h (c).

Se puede observar que antes de afiadir el NaBH. la disolucion tiene un color relativamente

intenso y que después de afiadir el NaBH. la disolucién se vuelve menos coloreada. El color no

parece variar de manera significativa cuando se mantuvo reaccionando durante 15 h.

A continuacién, se realizaron los espectros de absorbancia de las diferentes alicuotas

recogidas. La sintesis era bastante coloreada, por lo que el primer paso fue estudiar diferentes

diluciones, decidiendo que se consideraria que la éptima seria aquella en la que se vieran

correctamente el maximo numero de bandas posibles. Para ello se realizd el espectro de

absorbancia para la sintesis sin purificar realizada a 9°C habiendo transcurrido 15 h desde el

comienzo de la reaccion. En este caso se estimo que la dilucion mas adecuada para trabajar era la

dilucion 1:20, por lo que se decidié emplear dicha dilucion para el resto de las medidas.

En la figura 12 se muestran los espectros realizados para las sintesis purificadas (tanto la

realizada a temperatura ambiente como a 9°C), para los desechos, para las sintesis sin purificar,

para el blanco, y para una disolucién de K-PdCls (misma concentracion que en la sintesis).
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Figura 12. Espectros de absorbancia obtenidos (empleando una dilucién 1:20) para las sintesis, los
desechos y el blanco, habiendo transcurrido 15 h desde la adicion del NaBHs.
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Se puede observar que tanto el blanco como el desecho tienen una banda a 330 nm,
correspondiente al LA. También se puede observar que la sintesis muestra un espectro de
absorbancia claramente diferenciado del blanco y de la disolucién de K,PdCla, observandose un
pico a 270 nmy otro a 315 nm. También cabe resaltar que el espectro de la sintesis sin purificar
es muy similar al obtenido para la sintesis purificada, siendo la Unica diferencia que la sintesis
purificada posee una absorbancia ligeramente inferior, que podria atribuirse a que al no poseer
LA (o bien a que el rendimiento de la purificacién no fue perfecto habiéndose podido quedar
PdNCs retenidos en el filtro).

También se realizaron los espectros de absorbancia para las alicuotas extraidas a las21 h'y
a las 24 h. A modo de poder comparar mejor los resultados se ha decidido elaborar la figura 13,
en la cual se comparan los espectros de absorbancia obtenidos para todas las sintesis, habiéndose

utilizado una dilucién 1:20 en todos los casos.
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Figura 13. Espectros de absorbancia obtenidos para la sintesis realizada a 9°C y para la realizada a
temperatura ambiente (aproximadamente 22°C).

Como se puede apreciar en la figura, no parece haber diferencias entre la sintesis realizada
a 9 °C vy la realizada a temperatura ambiente. Tampoco parece haber diferencias significativas
cuando se comparan las alicuotas extraidas a diferente tiempo de reaccion. Lo Unico destacable
es que la absorbancia es ligeramente mayor para las alicuotas extraidas a las 15 h de haberse

iniciado la reaccion.

Un detalle interesante es que se puede apreciar que a longitudes de onda inferiores a 230
nm la sintesis a 22°C para un tiempo de reaccién de 21 h es la que menos absorbe. Sin embargo,
a partir de ahi su intensidad aumenta ligeramente hasta situarse en un valor promedio entre el

resto de las sintesis: el pico de 270 nm es més pronunciado que en los otros casos.
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También se realizaron espectros de emision y de excitacion tanto del blanco como de las
diferentes sintesis (15 h, 21 h y 24 h tanto para la sintesis a 9 °C como para la realizada a 22°C).
Para poder realizar la mayor cantidad de espectros en el menor tiempo posible se prob6 un modo
denominado “3D”, en el cual se selecciona una Aex inicial (en este caso 250 nm), el rango en el
que se desea recoger el espectro de emision (entre 280 nm y 800 nm), cada cuantos nm se realiza
el espectro (25 nm) y hasta que Aex Se realiza la excitacion (hasta 575 nm). Se encontrd que cuando
se excitaba a 375 nm aparecia una meseta entre el Raman del agua (que excitando a 375 nm se
produce a 434 nm) y 570 nm. Dicho espectro se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Espectro de emision para la sintesis a 9 °C (purificada y sin diluir) correspondiente a la
alicuota tomada a las 24 h.

A raiz este resultado se decidi6 realizar el espectro de emision del blanco y del desecho,
excitando a 375 nm. En ninguno de los dos se encontr6 ninguna banda en la region cercana a 500
nm. A continuacién, se decidid repetir los espectros 3D realizados, empleando diferentes

diluciones. Sin embargo no se observo ninguna diferencia significativa.

En este caso también se caracterizaron los PANCs sintetizados empleando la técnica DLS.
Los resultados obtenidos mostraron no contenia NCs sino particulas de gran tamafio
(aproximadamente 160 nm de didmetro hidrodindmico) con un indice de polidispersidad bastante
alto. Ademas, segun el equipo, los resultados obtenidos eran poco fiables y esto podria deberse a
la presencia de sedimentos o de particulas de gran tamafio. En la figura 15 se muestra la
distribucion en namero y el correlograma que se obtuvieron empleando una alicuota de la sintesis
a 9°C (extraida a las 21 h) y con dilucion 1:8. También se midié la sintesis realizada a 22°C y se
probaron diferentes diluciones. Los resultados obtenidos fueron muy similares a los recogidos en

la figura 15 para la sintesis a 9°C.
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Figura 15. Distribucion en nimero y correlograma obtenidos para la sintesis a 9°C (habiendo estado
reaccionando durante 21h) y empleando una dilucion 1:8.

A raiz de los resultados obtenidos se decidié variar la sintesis y reducir previamente el
agente ligante (el LA pasaria a DHLA) empleando NaBH.. Esto se realizé con el objetivo de que

el DHLA tuviera una mayor afinidad por el paladio que el LA.

4.2 Caracterizacion de los PANCs sintetizados empleando DHLA

como ligando

De manera similar a lo que se hizo empleando el LA como ligando, se midié el pH de las
disoluciones en diferentes momentos. En este caso se comprobd el valor de pH, a los 15 min de

haber afadido el NaBHa4, se observandose los siguientes valores:

¢ Afadido una relacién de 1:10 (K;PdCls:NaBH4) - pH de 11,49
¢ Afadido una relacién de 1:15 (K,PdCls:NaBH4) - pH de 11,58
¢ Sin afiadir mas NaBH, - pH de 11,55

También se comprobé el pH una vez trascurridas 21 h, obteniéndose un pH de 11,61 para
la sintesis a la que se le afiadié NaBH. en relacion 1:10, pH=11,68 para la que se adicioné NaBH,
en proporcion 1:5 y pH=11,64 para la sintesis que no se introdujo mas NaBH.. Ademas, se

tomaron fotografias a diferentes tiempos de reaccion, las cuales se muestran en la figura 16.
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Figura 16. Fotografias de la alicuota extraida justo después de afiadir la sal de paladio (A), alicuota
extraida 15 h después de afiadir NaBH, en relacién 1:10 (B), alicuota extraida 15 min después de
afiadir NaBH4 en relacion 1:5 (c), y alicuota extraida de la sintesis a la que no se le afiadié mas
NaBH. (d)

Se puede observar que la disolucion de LA junto con NaBH4 se tornd de un color negro
nada mas que se afiadio la sal de paladio (antes era transparente), lo que parece indicar que el
NaBH4 no se habia consumido completamente con la reduccion del LA. Otro dato interesante es
que el color no vari6 después de afiadir mas NaBHa, lo que parece indicar que todavia quedaba

mucho NaBH, sin reaccionar en el momento en el que se afiadio la sal de paladio.

Las medidas de absorbancia se realizaron empleando una dilucién 1:20, para poder
compararlas con la sintesis anterior. Se midieron las sintesis sin purificar y purificadas. También
se ha realizado el espectro de absorbancia para el blanco y para el desecho resultante de la
purificacion. Esto se realizo tanto para la sintesis a la que no se le afiadio mas NaBH, como para
la que se adiciond NaBH. en relacién 1:5 (K2PdCls:NaBH.). Los resultados obtenidos se muestran

en la figura 17.

2.5

= DHLA 1:20

= 1:20 sin puril:5 NaBH4
1:20 sin puri sin NaBH4

= 1:20 desecho sin nabh4

———1:20 desecho 1:5 nabh4
1:20 pura sin NaBH4

= 1:20 pural:5 NaBH4

1.5

Absorbancia

0.5

400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 17. Comparacién de los espectros de absorbancia (dilucién 1:20 en todos los casos)
obtenidos para la sintesis después de haber trascurrido 15 h con los obtenidos para el desecho, para
el DHLAy para la sintesis sin purificar.

Se puede observar que el DHLA posee un pico a 330 nm (caracteristico del LA), lo que

parece indicar que el LA no se ha reducido completamente. Sin embargo, hay que tener en cuenta

Péagina 32 de 50



también que el DHLA tiene tendencia a reoxidarse a si mismo mediante una reaccion
intramolecular para dar otra vez LA®®, por lo que no es descartable que el LA se hubiera reducido
a DHLA, pero que al pasar varias horas en la nevera se haya convertido parcialmente de nuevo
en LA. En lo referente a la sintesis, se puede ver que el pico a 240 nm que aparecia en la sintesis
sin purificar también aparece en la sintesis purificada. Sin embargo, el pico se ha reducido
drasticamente. Dicho pico también se observa en el desecho, lo que parece indicar que
corresponde al DHLA o a un subproducto de la sintesis.

Los primeros espectros de fluorescencia se realizaron empleando el método 3D. Se
encontrd que se producia un pequefio pico cuando se excitaba a 375 nm. A continuacioén, se
procedio a ensayar diferentes diluciones, encontrandose que la dilucion 1:20 era la mas adecuada.
Finalmente se realizaron los espectros de fluorescencia tanto para la sintesis purificada a la que
no se le afladi6 mas NaBH., habiendo transcurrido 15 h desde el comienzo de la reaccion, como
para el blanco, obteniéndose los espectros que aparecen en la figura 18. Se puede observar que
el pico que aparece a 520 nm en la sintesis purificada no aparece en el blanco, lo que parece

indicar que no se debe al DHLA que pudiera quedar sin reaccionar.
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40
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Figura 18. Espectros de emision, excitando a 375 nm, para el blanco y para la sintesis purificada a
la que no se le adicion6 méas NaBH., habiendo transcurrido 15 h. Ambos espectros se realizaron
utilizando una dilucién 1:20 con agua Milli-Q.

Los PANCs sintetizados también se caracterizaron mediante DLS. Los resultados indicaban
gue se habian sintetizado particulas de aproximadamente 12 nm de diametro hidrodindmico con
una baja polidispersidad (< 0,3). Cabe resaltar que el diametro medido mediante DLS es el tamafio
hidrodinamico y no el tamafio del nicleo metélico, el cual serd notablemente inferior. Aun asi,

parece ser que no se han sintetizado PANCs sino PANPs de pequefio tamafio.
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4.3 Optimizacion de las relaciones molares de reactivos empleadas

en la sintesis de PANCs

La proporcion metal-ligando-reductor que se emplea en la sintesis suele tener una elevada
influencia tanto en el tamafio del ndcleo metalico como en el tamafio de los NCs sintetizados™.
De este modo, en una segunda etapa se decidi6 estudiar diferentes relaciones molares tanto de la
sal precursora y el ligando (K:PdCl/DHLA) como del ligando con el agente reductor
(LA/NaBHa4). En concreto se decidio estudiar la reduccion del LA utilizando diferentes relaciones
molares de LA:NaBH,4 (1:2,5, 1:5, 1:7,5 y 1:10) y se estudiaron dos proporciones de DHLA
respecto al K.PdCl,(1:16 y 1:8).

Las sintesis se prepararon siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.3.2, sin
embargo, se modificaron las cantidades afiadidas debido a que se realizaron en tubos de plastico.
En lugar de los 23 mL iniciales se prepararon 11,5 mL. También se realizé un blanco utilizando
una relacion molar de 1:16 (K,PdCls:DHLA) y 1:10 (LA:NaBH.).

En la figura 19 se muestra una fotografia en la que aparecen tanto el blanco como las
sintesis realizadas, habiendo transcurrido 15 h desde el comienzo de la reaccion. También se

muestra una toma cenital, de modo que se puedan identificar cada una de las sintesis.

AL
S
==

o
U
=
x
-

1 1:16 1:2,5

Figura 19. Imagen tomada para el blanco (a la izquierda) y las diferentes sintesis, ordenadas segin
se indica en el plano cenital (imagen superior donde se recogen las relaciones molares de sal de
paladio:LA:NaBH.).
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En la figura se puede apreciar que todas las disoluciones tienen un color oscuro y que las
disoluciones preparadas empleando una relacion molar 1:2,5 de LA/NaBH. estdn menos
coloreadas. Asi mismo no se puede apreciar que el blanco haya cambiado de color (sigue
transparente). Por otro lado, la sintesis con una proporcion 1:16 (K:PdCls:DHLA) y 1:10
(LA:NaBH,) tiene menos volumen. Esto es debido a que se sac6 una alicuota para medir el pH,

el cual resulto ser de 11,46.

Las sintesis se caracterizaron mediante espectroscopia de absorcion Vis- UV. En este caso
se ha decidido utilizar la dilucion 1:20 para poder comparar los espectros obtenidos con los de la
sintesis recogida en el apartado anterior. En la figura 20 se compara el espectro de absorbancia
obtenido para la sintesis purificada que posee una relacion molar 1:8 (K.PdCls;:DHLA) y 1:2,5
(LA:NaBHa,) con los obtenidos para el blanco y el desecho. También se muestra el espectro de

absorbancia obtenido para la sintesis empleando DHLA que se realizd anteriormente.

1.4
Sintesis 1:8 1:2,5
1.2 Desecho
1 Blanco
Sintesis anterior
©
‘S 0.8
c
©
2
o 0.6
17}
-]
<
0.4
0.2
0 —
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 19. Espectros de absorbancia para la sintesis purificada con relacién molar 1:8 — 1:2,5
(K2PdCls:DHLA - LA:NaBH.),para el blanco, para el desecho y para la sintesis realizada
anteriormente, con relacion molar 1:16 — 1:10 (K;PdCls:DHLA - LA:NaBH.).

En el espectro se puede observar que la sintesis no presenta el pico correspondiente al
DHLA que presenta tanto el blanco (se sale de la escala) como el desecho. Para el caso del desecho
el pico es bastante pequefio, lo que parece indicar que la mayor parte del DHLA inicial formé una
capa protectora alrededor de los NCs sintetizados. Asi mismo también se puede apreciar en el
desecho un pequefio pico a 330 nm, que es donde absorbe el LA. Este hecho podria atribuirse a
gue el DHLA presente en la sintesis se ha reoxidado para dar lugar a LA. Este hecho no ocurre

en el blanco, cuya concentracion de NaBHj inicial era 8 veces superior.

Si se compara el espectro resultante para la sintesis purificada con el que se realizo para la

primera sintesis en la que se empled DHLA como ligando (lineas azul y morada en la figura 19,
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respectivamente) se puede observar como el pico que antes aparecia a 240 nm (debido al DHLA)
ahora no aparece. Esto puede deberse a que la proporcion de DHLA respecto a la sal de paladio
es menor en la sintesis actual (antes era una relacion 16:1 y ahora 8:1). También se puede apreciar
que el espectro entre 270 nm y 370 nm es préacticamente el mismo en ambas sintesis. A partir de
ahi la sintesis purificada absorbe menos, lo que puede deberse a que su color era menos intenso.
Adicionalmente en la figura 20 se muestran los espectros de absorbancia obtenidos para las otras
sintesis tras 5 dias almacenadas en la nevera, a 6°C y sin accion de la luz solar, junto con el del
blanco y el de la sintesis purificada que se habia medido con anterioridad.

0.6
1:81:2,5 —1:8 1:5

0.5 | —1:8 1:7,5 1:8 1:10
p | —1:16 1:2,5 1:16 1:5
g 0.4 —1:161:7,5 —1:16 1:10
g blanco = 1:8 1:2,5 anterior
G 03
(%)
o
<

0.2

0.1

0 o |
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 20. Espectro de absorbancia obtenidos para cada una de las sintesis purificadas, asi como
para el blanco y para la sintesis que se caracteriz6 anteriormente. En la leyenda de la figura se
recogen las relaciones molares empleadas para la sal de paladio:DHLA y LA:NaBH..

En el espectro se puede observar que la absorbancia obtenida es notablemente inferior en
la sintesis con proporcion 1:8 y 1:2,5 (K:PdCl;:DHLA y LA:NaBH.,, respectivamente) que
cuando se habia caracterizado hace 5 dias, lo que podria indicar que los PANCs se han degradado
parcialmente. También se pueden observar diferencias entre las sintesis. Por ejemplo, se puede
apreciar que las sintesis que emplean una proporcién 1:16 - 1:10 y 1:16 - 1:7,5 absorben menos
gue el resto, es decir, agquellas en las que se afiadi6 mayor cantidad de NaBH.. Las sintesis que
poseen una mayor absorbancia son las que se corresponden con las proporciones 1:16 - 1:25y
1:8 - 1:7,5 (K2PdCls:DHLA - LA:NaBHa).

A continuacion, se caracterizaron los PANCs sintetizados mediante espectroscopia de
fluorescencia. Lo primero que se hizo fue realizar un espectro 3D para comprobar si se producia
algin pico, empleando para ello la sintesis sin purificar con unas relaciones molares de 1:16
(K2PdCls:DHLA) y 1:10 (LA:NaBH.,). Al igual que en las sintesis anteriores aparecia un pequefio
pico a 525 nm cuando se excitaba a 375 nm. El siguiente paso fue estudiar diferentes diluciones,

lo cual se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Espectros de emision obtenidos excitando a 375 nm para la sintesis con una relacion
molar 1:16 (K.PdCls:DHLA) y 1:10 (LA:NaBH.), estudiando diferentes diluciones (1:2. 1:3 y 1:5).

Como se muestra en los espectros, el pico que aparece a 425 nm es debido al Raman.
También se puede observar que en las sintesis aparece un pico a 520 nm, el cual es mas intenso
cuando se le aplica una dilucién 1:3. Cabe resaltar que dicho pico no se observé en el blanco

cuando se mididé con una dilucion 1:3.

Para finalizar se realizaron medidas para todas las sintesis purificadas, con una dilucién

1:3. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Espectros obtenidos excitando a 375 nm para las diferentes sintesis purificadas y diluidas
1:3 con agua Milli-Q. En la leyenda de la figura se recogen las relaciones molares empleadas para
la sal de paladio:DHLA y LA:NaBH..

Los resultados experimentales muestran que todas las sintesis presentan un pico a 520 nm.
También se puede observar que la sintesis que corresponde a una proporcién 1:16 - 1:7,5
(K2PdCls:DHLA - LA:NaBH.) y en la que se empleé una relacién molar 1:8 - 1:2,5 tienen una
intensidad de emision bastante inferior al resto. Cabe resaltar que la sintesis que posee una mayor

intensidad de fluorescencia (ademas de una mayor absorbancia) es la que se empled una relacion
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1:8 - 1:7,5. Por lo tanto, se ha considerado que estas relaciones molares eran las mas adecuadas
para estudios posteriores.

4.4 Estudio del efecto del pH de la sintesis en la formacion de
PdNCs

Finalmente se decidi6 estudiar como influia el pH en la sintesis en la formacién de los
PANCs. Para ello se utilizo la relacion molar que se habia considerado optima (1:8
K.PdCls:DHLA y 1:7,5 LA:NaBH,) y se realizaron 3 sintesis con un pH diferente siguiendo el
procedimiento experimental descrito en el apartado 3.3.2. Se prepard una sintesis afiadiendo la
misma cantidad de NaOH (pH = 11,97), otra en la que solo se afiadieron 40 puL de NaOH (pH =
10,01) y una ultima que se llevé a cabo a pH 7,83. Ademas, se prepard un blanco cuyo pH inicial
era de 12,03. Se tomé una fotografia de las disoluciones una vez transcurridas 15 h desde el inicio

de la reaccion, la cual se muestra en la figura 23.

a) b) ) d)

Figura 23. Fotografias de diferentes sintesis de PANCs: blanco (a), sintesis a pH 7,83 (b), sintesis a
pH 10,01 (c) y sintesis a pH 11,97 (d) una vez pasadas 15 h.

Se puede observar que la sintesis realizada a pH 11,97 tiene un color marrén oscuro y que
la sintesis cuyo pH era de 10,01 presenta el mismo color, aunque un poco menos intenso. También
se puede apreciar que la sintesis realizada a pH 7,83 presenta un color amarillo (muy similar al
obtenido para la sintesis en la que se utilizé LA como ligando) y que la disolucién del blanco es

transparente.

Las diferentes sintesis se caracterizaron mediante espectroscopia de absorbancia Vis-UV.
En esta ocasidn las medidas se realizaron empleando una dilucién 1:10 en lugar de 1:20 (con 1:20
no se observaban correctamente las bandas). En la figura 24 se muestran los espectros obtenidos
para las sintesis purificadas, los desechos resultantes de la purificacion y el blanco. También se

muestra el espectro realizado para la sintesis en la que se habia empleado LA como ligando.
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Figura 24. Espectros de absorbancia obtenidos para la sintesis de PANCs a diferentes pH. Se recogen
los espectros para el blanco, las sintesis purificadas y el desecho de cada una de las purificaciones.
En todos los casos se realiz6 una dilucion 1:10 empleando agua Milli-Q.

Se puede observar como el espectro de absorbancia obtenido es muy diferente para las 3
sintesis. El espectro de la sintesis que se realizé a pH 11,97 no muestra nada destacable, mas alla
de un pico a 315 nm que puede ser debido al LA (también se observa algo en el desecho). En el
espectro de la sintesis realizada a pH 10,01 aparecen dos picos, el primero de ellos a 265 nm y el
segundo a 320 nm. Este espectro es muy similar al que se obtuvo para la sintesis que se realizd
empleando LA como ligando, aungue cabe resaltar que no son directamente comparables debido
a que en este Gltimo se habia realizado una dilucion 1:20. También se puede apreciar como en el
desecho de la sintesis realizada a pH 10,01 apenas hay DHLA mientras que en el correspondiente
a la sintesis a pH 11,97 se observa una ligera protuberancia y en el que la sintesis se realiz6 a pH

7,83 el pico debido al DHLA se hace mas intenso y definido.

A continuacion, se caracterizaron los PdNCs sintetizados mediante medidas de
fluorescencia. Al igual que en los casos anteriores lo primero que se hizo fue realizar un espectro
de emision 3D, comprobandose que se producia un ligero pico a 520 nm cuando se excitaba a 375
nm. El segundo paso fue comprobar cuél era la dilucién éptima, la cual fue 1:3 para la sintesis

que se realizé a pH 11,97.

A continuacidn, se decidio estudiar como influia el pH en el espectro de emisién cuando se
excitaba a 375 nm. Para ello se prepararon 7 disoluciones (con una dilucién 1:3) de la disolucion
de PANCs sintetizada a pH 11,97, habiéndose ajustado el pH de estas con una disolucién de NaOH
diluido y con otra HCI diluido. Los pH resultantes de las disoluciones de PANCs fueron: 1,60,
2,92, 6,10, 7,70, 9,37, 11,26 y 12,92. Los espectros de fluorescencia obtenidos para cada una de

las disoluciones se muestran en la figura 25.
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Figura 25. Espectros de emision obtenidos ajustando el pH de las disoluciones antes de medir la
fluorescencia para la sintesis que se realizd a pH 11,96 (diluciéon 1:3).

A la vista de los resultados experimentales se puede discernir que a pH basico apenas hay
emision fluorescente y ésta comienza a aumentar significativamente cuando se reduce el pH de la

disolucion. Se observa que la emision es maxima para los pH de 1,60y 2, 92.

Seguidamente se estudio la fluorescencia del blanco al variar el pH de la disolucion. Como
se puede observar en la figura 26 (espectros de emision obtenidos excitando a 375 nm y
empleando una dilucion 1:3) la emision del blanco es practicamente nula y no se aprecian

diferencias significativas al variar el pH.

80
——pH1,57 ——pH 3,00

s 70 p p

'S pH4,86 ——pH 7,39

§ 60 ———pH 9,01 pH 11,26

2 50 ——pH 12,92

[]

=

& 40

()]

T

- 30

(1]

T

‘@ 20

[ =

b]

£ 10

0 —
400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 26. Espectros de emision obtenidos para el blanco ajustando el pH de las disoluciones antes
de medir la fluorescencia (dilucion 1:3).

Para poder comparar mejor los resultados se ha realizado un gréafico de barras en el que se
compara la emisién a 520 nm del blanco y de la sintesis de PANCs a cada uno de los pH ensayados
(figura 27).
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Figura 27. Intensidad de fluorescencia de las disoluciones de PANCs y los blancos a diferentes

valores de pH (dilucion 1:3).

Se puede comprobar que a pH acidos es donde la fluorescencia de los PANCs es mayor.

Sin embargo, pH tan &cidos (inferiores a 3) no son los mas adecuados para trabajar con muestras

bioldgicas, en donde las disoluciones tampdn utilizadas suelen tener un pH de entre 6 y 8. Por lo

tanto se ha decidido considerar el pH 6 como el mas adecuado para trabajar con las disoluciones

de PANCs

Finalmente se realizaron los espectros de excitacion para las sintesis llevadas a cabo a pH

10,01 y pH 7,83. En ambos casos los espectros se realizaron empleando una dilucién 1:3 y

ajustando el pH a 6. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 28.
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Figura 28. Espectros de emision para las sintesis de PANCs realizadas a diferentes valores de pH
empleando una dilucién 1:3y ajustando el pH a 6 para la medida de la fluorescencia

En la figura 28 se puede apreciar que la sintesis que fue realizada a pH 11,97 es la que

posee una mayor intensidad de emisidn (excitacion a 375 nm) y que la realizada a pH 10,01 es la

que muestra una menor intensidad de fluorescencia. Ademas, cabe resaltar que el espectro de

emision obtenido para la sintesis realizada a pH 7,83 es un poco diferente de los otros dos: se
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puede observar una meseta entre 430 nm (el Raman) y 530 nm, lo que podria indicar que los

PdNCs sintetizados tienen una mayor polidispersidad o que tienen un mayor tamafio (no serian

PANCs sino PANPs).

Por otro lado, es importante resaltar que las diferencias observadas entre las sintesis

realizadas a diferentes pH, tanto en los espectros de absorcion como en los de emision, sugieren

gue los tamafios de los PANCs sintetizados son diferentes. Para corroborar este hecho se

caracterizaron las diferentes sintesis mediante DLS. En la figura 29 se muestra tanto la

distribucion en namero como el correlograma obtenido para cada una de las sintesis de PANCs.
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Figura 29. Andlisis por DLS de las disoluciones de PANCs donde se muestra la distribucion en
nimero y correlograma obtenidos para la sintesis realizada a pH 11,97 (a), pH 10,01 (b) y pH 7,83

(©).

En la figura 29 se puede observar que la sintesis realizada a pH 11,97 contiene particulas

de aproximadamente 14 nm, lo cual es muy similar al didmetro de particula obtenido para la

primera sintesis en la que se emple6 DHLA como ligando. También se puede apreciar que el

didmetro de las particulas que se produjeron a pH 10,01 es de 25 nm, por lo que los hace
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ligeramente mayores a los obtenidos en la sintesis realizada a pH 11,97. Asi mismo las particulas
sintetizadas a pH 7,83 también mostraron tener un mayor tamafio (aproximadamente 75 nm de
didmetro). Los resultados experimentales obtenidos parecen indicar que la sintesis de PANCs se
ve favorecida cuanto més bésico es el pH de la disolucion de sintesis, formandose PANPs en lugar
de PANCs cuando no se trabaja a pH muy basico.

4.4.1 Determinacion del rendimiento de la sintesis empleando ICP-MS

Como ultima etapa, se decidio estudiar el rendimiento de cada una de las sintesis que se
prepararon a pH 11,97, 10,01 y 7,83. Con este objetivo, se midieron por ICP-MS por nebulizacion
convencional tanto las disoluciones de PANCs/PdNPs purificadas como los desechos resultantes
de la purificacién. También se realizé la medida de una alicuota de la disolucion madre de
K2PdCl,, a la cual se le realiz6 una dilucion 1:23 con agua destilada para que tuviera la misma
concentracion que en la sintesis. El procedimiento seguido para preparar las disoluciones a medir

por ICP-MS (purificacidn, digestion y dilucion de las muestras) se recoge en la figura 30.

500 ul
g
o &
Bl fo
‘Eﬂ all5mL a3
(misma concentracion c

:§ que en la sintesis) z "> 2500 pL
5 @
o 2

g US) a 500 pL

50 pL 200 pL HNO3
muestra  (subboiling) 550 pL (sintesis o desecho)
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por ultrasonidos [ 50 uL PI
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HNO; (2%)

20 minutos

~§ p & a 10 mL con

HNO; (2%)

Figura 30. Esquema del procedimiento seguido para la purificacion, digestion y dilucién de las
muestras para su analisis por ICP-MS.

Las diluciones de la disoluciéon de la sal de Pd, asi como de las disoluciones de
PdANCs/PdNPs y el desecho se realizaron de tal manera que la concentracion de Pd estuviera

comprendida entre 0 y 30 ppb (rango seleccionado para el calibrado de Pd). Es importante
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destacar que todas las diluciones se realizaron por pesada, de modo que se pudo calcular de

manera exacta el rendimiento de las sintesis.

En primer lugar, se realiz6 la recta de calibrado por patrones externos, para lo cual se
empled Rh como patrdn interno (se seleccion6 Rh como patrén interno porque tiene un nimero
masico y un potencial de ionizacién muy similares a los del Pd). Para ello se prepararon patrones
que contenian 5 ppb de Rh y concentraciones crecientes de Pd (0 ppb, 1 ppb, 3 ppb, 5 ppb, 10
ppb, 20 ppb y 30 ppb). La recta de calibrado obtenida se muestra en la figura 31.

1.2
1 K.
£ y=0.2495x-0.0209 .- ’
2 08 R?=0.9944 .
o e
5
~ 0.6
o] .
&
= 04 e ®
-
£ .
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0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5
[Pd]/ [Rh]
Figura 31. Recta de calibrado obtenida por ICP-MS para el Pd empleando '®Rh como patrdn

interno.

Como se observa en la figura 31, la recta de calibrado obtenida para el Pd se ajusta
correctamente a una linea recta con un buen coeficiente de correlacion lineal. Asi mismo cabe
resaltar que se obtuvo un limite de deteccion de 0,014 ppb y un limite de cuantificacion de 0,05
ppb. Seguidamente se midieron las diferentes disoluciones. Cabe resaltar que se realiz6 un blanco
entre cada medida, para asegurar que no quedase nada de Pd que pudiera afectar a los resultados
de la siguiente medida. También es importante resaltar que las concentraciones medidas en cada
una de las diferentes muestras fueron en todo momento superiores al limite de cuantificacion. En

la Tabla 4 se recoge el rendimiento obtenidos para cada una de las disoluciones.

Tabla 4. Rendimiento de las sintesis realizadas a diferentes pH y del desecho de estas.

Medida Sintesis purificada | Desecho | Sintesis purificada Desecho
(mM) (mM) (% Pd) (% Pd)
Sintesis pH 7,83 0,345 0,005 73,3 1,1
Sintesis pH 10,01 0,431 0,009 89,4 1,8
Sintesis pH 11,97 0,377 0,013 78,1 2,7

Se puede observar que los rendimientos de la sintesis son bastante altos (en todos los casos

superiores al 70 %), sobre todo el obtenido para la sintesis realizada a pH 10,01 que es casi de un

90%. Sin embargo, el porcentaje de Pd en los desechos es muy bajo, lo que parece indicar que el
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Pd restante se quedd retenido en el filtro que se utiliz6 a la hora de purificar. Cabe resaltar que
también es probable que todo el Pd no se deba a los PANCs/PdNPs sintetizados, sino que puedan
haberse formado agregados cuyo tamario sea superior a 3 kDa y haya quedado retenido en el filtro.

En este sentido, en el estudio publicado por Kettemann, F. et al."’ se muestra que el
acuocomplejo que forma el Pd?* ([Pd(H.0)4]*") tiende a hidrolizarse, lo que acaba produciendo
Pd(OH),. Dicho hidroxido es insoluble, por lo que acaba precipitando. EI empleo de una sal
precursora que contenga tetracloropaladatos provoca que la disolucidn se vuelve turbia a las pocas
horas (la reaccién es mas rapida a pH basico). Esto es debido a la formacion de hidroxocomplejos
polinucleares que tienen un didametro superior a 20 nm*’. Este hecho podria explicar la razon por
la que el rendimiento de la sintesis es tan elevado, ya que el Pd que no se hubiera consumido en
la produccion de PANCs/PdNPs pudo haber formado hidroxocomplejos polinucleares, cuyo
tamafio es superior a 3 kDa.
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5 Conclusiones

Las conclusiones extraidas del presente TFM se pueden resumir en cinco puntos:

v’ Se ha conseguido sintetizar exitosamente PANCs, los cuales se han caracterizado
mediante espectroscopia de absorbancia Vis-UV, espectroscopia de fluorescencia
y DLS. Esto se ha conseguido tras optimizar las condiciones en las que se realizaba
la sintesis, habiendo pasado de las PANPs que se obtuvieron inicialmente, a PANCs.
Cabe resaltar que para confirmar dicha afirmacion seria necesario caracterizar los
PdNCs sintetizados mediante HR-TEM.

v Se ha estudiado la utilizacién de LA y de DHLA como ligandos en la sintesis de
PdNCs, comprobandose que los PANCs sintetizados empleando DHLA (obtenido
por reduccion del LA con NaBH.,) tenian un menor tamafio y eran mas

fluorescentes.

v Se han estudiado multiples relaciones molares de metal/ligando/reductor para la
sintesis de PdNCs, encontrandose que la proporcion més adecuada era 1:8
(K2PdCls:DHLA) y 1:7,5 (LA:NaBH.).

v Se ha evaluado como influye el pH tanto a la hora de realizar la sintesis como en
la emision fluorescente producida por la disolucién de PANCs. Por un lado, se
encontr6 que la formacidn de PANCs se ve favorecida a pH béasicos. Por otro lado,
se encontré que, una vez sintetizados los PANCs, su emision fluorescente era

superior cuando se realizaba la medida a pH acido.

v Finalmente se procedio a evaluar el rendimiento de la sintesis de PANCs trabajando
a tres pH de sintesis diferentes, realizandose el analisis por ICP-MS con
nebulizacion convencional. Los resultados experimentales mostraron que no habia
practicamente Pd en el desecho, lo que parece indicar que, o bien practicamente
todo el paladio se ha consumido para formar PANCs o que el Pd que no ha
reaccionado ha formado agregados de mayor tamafio que el poro de los amicones

empleados en la purificacion.
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6  Trabajos Futuros

La excepcional situacion provocada por el Covid-19 ha hecho que el tiempo disponible
para realizar la seccion experimental del presente TFM se redujera en gran medida, de modo que
hubo muchos experimentos que no se han podido realizar. De esta manera se ha decidido elaborar
un apartado de trabajos futuros donde se incluyen los experimentos que se podrian realizar para

continuar esta linea de investigacion:

» Para conocer cudl es el tamafio del nucleo metélico de los PANCs es necesario realizar
medidas por HR-TEM. En este TFM no fue posible realizar estas medidas, las cuales
hubieran permitido identificar si en cada una de las sintesis ensayadas se sintetizaron
PdANCs o PdNPs.

> Realizar un estudio de la estabilidad de los PANCs. Esto es especialmente importante
debido a que se pudo observar que los espectros de absorbancia obtenidos el dia que
finalizo la sintesis eran diferentes a los que se obtuvieron después de 5 dias. En dicho
estudio también seria importante comprobar si los PANCs son estables en una amplia
variedad de condiciones de conservacion (p.e. temperatura, pH, exposicion a la luz

solar, etc.).

» También seria importante comprobar cémo de reproducible es la sintesis de PANCs.
Para dicho estudio se realizaria cada una de las sintesis por triplicado. Ademas, para un
estudio completo seria recomendable medir el tamafio de los PANCs sintetizados
empleando HR-TEM, determinar el rendimiento de la sintesis por ICP-MS y evaluar la

fluorescencia de los PANCs a diferentes pH.

» Se deberia optimizar la sintesis ensayando diferentes condiciones de
metal/ligando/reductor para conseguir que los PANCs sintetizados tuvieran una mayor
fluorescencia. También podria ser interesante estudiar como se modifican las
propiedades fisicoguimicas de los NCs empleando un ligando bidentado (como el LAy

el DHLA) y uno monodentado (p.e. &cido mercaptoundecandico).
» Una vez sintetizados PANCs estables y fluorescentes se podrian estudiar diferentes

opciones de bioconjugacion para emplearlos como marcas fluorescentes y elementales

en la determinacion de proteinas en muestras biolégicas.
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