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A.l. TRANSFERENCIA DE ENERGIA EN EL
DESARROLLO DE METODOS FOTOLUMINISCENTES
DE ANALISIS.

Una de las limitaciones mas importantes en el desarrollo de fases sensoras
luminiscentes deriva del numero limitado disponible de moléculas indicadoras
fotoluminiscentes sensibles y selectivas a un analito de interés. Con el fin de solventar
dicha limitacion, una de las estrategias que recientemente se viene utilizando esta
basada en el desarrollo de sistemas fluorescentes basados en mecanismos de

transferencia de energia (ET).

A.1.1. Fundamentos.

En los procesos fotoluminiscentes puede tener lugar una transferencia de energia
electrénica (ET) entre dos moléculas (un donador y un aceptor) situadas a una distancia muy
proxima [1]. Este fendmeno se traduce en una atenuacion de la emision luminiscente del
donador, y en el caso de que la molécula aceptora sea luminiscente, se produce un aumento en
la emisidn del aceptor si esta se excita durante el proceso de transferencia de energia.

La transferencia de energia puede ocurrir a través de dos mecanismos:

1. Procesos que conllevan la emision de un foton por un donador y su subsiguiente
re-absorcion por un aceptor, dando lugar a un descenso de la intensidad emitida
por el donador. Por tanto, esta transferencia de energia tiene lugar por via
radiacional. Esta transferencia de energia por via radiacional se trata de un
efecto de “filtro interno” (ocurre cuando la longitud de onda de emision se
solapa con un maximo de absorcion de la especie aceptora). Muchos autores no
consideran este proceso como un verdadero mecanismo de transferencia de
energia.

2. Procesos en los que la transferencia de energia desde la molécula excitada tiene
lugar por via no radiacional, es decir, la etapa de transferencia de energia desde
una molécula donadora a otra aceptora no conlleva la emision de fotones. A
diferencia del mecanismo anterior, ademéas de un descenso de la intensidad

luminiscente de la molécula donadora, esta transferencia da lugar una
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disminucion en el tiempo de decaimiento de dicha molécula. Dentro de este
grupo podemos distinguir a su vez dos procesos:
Apagado colisional: la transferencia de energia entre la molécula donadora y
aceptora tiene lugar por choque entre ambas. Este fendmeno viene
gobernado por la ley de Stern-Volmer y supone una disminucion en la
intensidad de emision luminiscente de la molécula donadora, y en la vida
media de dicha molécula.
Apagado no colisional o atenuacion estatica: se produce cuando moléculas
donadoras forman, previamente a ser excitadas, agrupaciones (ya sea

consigo mismo o con el aceptor), perdiendo la capacidad para excitarse.

Para explicar el proceso de transferencia de energia se han propuesto dos
modelos (uno de ellos basado en la interaccion dipolo-dipolo, y el otro debido a un
proceso de intercambio de electrones). Ambos mecanismos pueden actuar en paralelo,
aunque debido a la naturaleza de las transiciones involucradas y a la distancia entre el
donador y el aceptor, generalmente es posible determinar cual de ellos es el mecanismo
dominante. Dado su incipiente empleo en el desarrollo de nuevas metodologias
analiticas, a continuacion se resumen brevemente los aspectos mas importantes de las

dos teorias, que se encuentran esquematizadas en la Figura 1.

Teoria de Forster

R -
‘: _ET |
1 L + i
D* + A D + A*
SO Teoria de Dexter
+ N
ET
—%— —— —_
D* + A D + AX

Figura 1. Diagrama de energias que recoge las transiciones electrénicas
propuestas por las teorias que explican los mecanismos de los procesos de transferencia
de energia. En el modelo de Forster (arriba), la interaccion dipolo-dipolo entre donador
(D) y aceptor (A) da lugar a la excitacion del aceptor mientras que el donador vuelve al
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estado fundamental. En el modelo de Dexter (abajo), el electrdn excitado del donador es
transferido al orbital desocupado mas bajo del aceptor, con una transferencia simultanea
de un electron desde el orbital ocupado mas alto del aceptor al orbital correspondiente

del donador.

» Modelo de Forster (FRET), modelo dipolar o de transferencia por resonancia.

En este modelo la molécula donadora se considera que actia como una antena
eléctrica (un dipolo), lo que supone la creacién de un campo electromagnético en su
proximidad. Las moléculas con capacidad para recibir la energia transferida pueden
actuar como antenas receptoras si se encuentran dentro del radio efectivo del campo
eléctrico creado por la molécula donadora (< 100 A) [2]. De este modo, tras una
excitacion de la molécula donadora, las moléculas aceptoras absorben energia del

campo eléctrico, resultando en una excitacion de su estado electronico [3].

Seglin esta teoria la velocidad de transferencia de energia depende de 1/R®,
siendo R la distancia entre los centros de momento dipolar de ambas moléculas.
Ademas, la probabilidad de que tenga lugar un fenémeno de transferencia de energia
estd influenciada por la vida media del estado excitado del donador, por lo que las
multiplicidades de espin de los estados electronicos excitados del donador también
influyen en la velocidad del proceso. EI mecanismo de Forster implica que la
transferencia de energia se da sélo hacia el estado singlete del aceptor. Lo més usual es
que tanto el donador como el aceptor sean un singulete, pero excepcionalmente puede
darse el caso de que el donador sea un triplete. En este caso la transferencia de energia
es mas lenta, pero se ve compensada con el mayor tiempo de vida del triplete, dando

lugar a una transferencia de energia mas eficaz.

> Modelo de Dexter.

También conocido como el mecanismo de intercambio de electrones, tiene lugar
a distancias inferiores a los 10 A, lo que supone una gran proximidad entre las nubes

electronicas del donador y del aceptor. Consiste basicamente en un intercambio de
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electrones via no radiacional, pero en este caso la velocidad de transferencia de energia
decae rapidamente cuando se incrementa la distancia entre el donador y el aceptor. Al
contrario que el mecanismo de Forster, la transferencia de energia puede tener lugar en
procesos con transiciones de espin prohibidas.

Existe alun un tercer mecanismo propuesto de ET, muy poco estudiado,
denominado “atrapamiento de carga”. En este modelo la molécula aceptora atrapa la
carga y genera un exciton por recombinacion con una molécula cercana de carga

opuesta [4].

Dentro del grupo de procesos de transferencia de energia por via no radiacional
empleados en el desarrollo de métodos analiticos fotoluminiscentes se pueden distinguir
cuatro fendmenos basicos:

Fluorescencia sensibilizada: en este proceso tiene lugar la transferencia de
energia desde el singlete excitado de una molécula fluoréfora, que sera el analito, al
singlete excitado de otra molécula fluordfora que tenga un elevado rendimiento cuantico
de la fluorescencia.

Fosforescencia sensibilizada: se produce la transferencia de energia desde el
estado triplete excitado de una molécula fosforéfora, que serd el analito, al estado
triplete excitado de otra molécula fosfor6fora que ha de poseer un alto rendimiento
cuéntico de la fosforescencia.

Para que ambos procesos tengan lugar (Figura 2), es necesario que se cumplan
las siguientes condiciones:

» La energia del estado singlete excitado para el caso de la fluorescencia, y la del
estado triplete excitado, para el proceso de fosforescencia, han de ser mayores
que la energia del aceptor.

» El tiempo de vida del estado excitado de partida ha de ser mayor que el proceso
de transferencia de energia.

» El aceptor no debe absorber radiacion empleada para la excitacién del donador.

» El estado excitado del donador debe tener una poblacién notable.
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Figura 2. Esquema energético de los procesos de fluorescencia y fosforescencia
sensibilizada: (a) Fluorescencia sensibilizada. (b) Fosforescencia sensibilizada.

Desactivacion dinamica de la fluorescencia: proceso en el que se produce una
transferencia de energia desde el singlete excitado de una molécula fluoréfora a una
especie absorbente, que en este caso sera el analito; esta especie absorbente disipara
la energia mediante procesos no radiacionales.

Desactivacion dinamica de la fosforescencia: en este fendmeno se produce la
transferencia de energia desde el estado triplete excitado de una especie fosforéfora a
una especie absorbente que sera el analito.

Para que ocurran estos procesos de desactivacion dinamica de la fluorescencia y
de la fosforescencia también han de cumplirse varios requisitos:

» Debe existir un solapamiento espectral de la emision luminiscente del donador
con la absorbancia del aceptor.

» El tiempo de vida del estado excitado del donador debe ser mas largo que la
etapa de transferencia de energia.

» La especie que genera luminiscencia no debe reaccionar con el analito.

Las ventajas que presentan estos procesos de desactivacion dinamica de la
luminiscencia son importantes, ya que se pueden determinar especies absorbentes
realizando medidas de emision luminiscente, con lo que se espera una mayor
sensibilidad que la obtenida con medidas de absorcion  molecular
(espectrofotomeétricas).

Ademas, como los tiempos de decaimiento del estado excitado disminuyen en
presencia de analito, se puede realizar la determinacion del analito mediante la

espectroscopia de luminiscencia de tiempo resuelto, y estas medidas son independientes
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de posibles fluctuaciones en componentes instrumentales, turbidez del medio,
interferencias de luz ambiente, etc.

Por tanto, podemos afirmar que la transferencia de energia presenta un
extraordinario potencial para el desarrollo de nuevas metodologias analiticas basadas en

medidas luminiscentes.

A.1.2. Aplicaciones de la transferencia de energia en el desarrollo de sistemas
luminiscentes. (Fluorescencia con transferencia de energia).

A la vista de las excepcionales posibilidades que presenta la transferencia de
energia, varios grupos de investigacion han venido trabajando en el desarrollo de
nuevos métodos analiticos luminiscentes empleando este mecanismo. Particularmente,
en los dltimos afios se ha venido aplicando con éxito en el desarrollo de nuevos métodos
analiticos la fluorescencia con transferencia de energia, como por ejemplo para la
determinacion de iones plomo (I1) y mercurio (1) utilizando carboxifluoresceina como
donador y (DAB-CYL) como especie absorbente para la construccién de un fotosensor
[5], o empleando los fluoréforos acrilflavina y rodamina 6G inmovilizados en una
matriz polimérica de nafion [6]. También se ha aplicado a la determinacion de aniones
carboxilo [7] utilizando un quimiosensor basado en el empleo de rodamina como
donador, y a la determinacion de cianuro en muestras de agua. [8].

La determinacidn de especies inorganicas es otra de las aplicaciones en las que
se hace uso de medidas de fluorescencia con transferencia de energia. Recientemente se
ha desarrollado un sensor de un solo uso para la determinacién de Cu®** mediante la
generacion de un complejo de cobre con el aceptor cuya absorbancia se solapa con la
emisién del donador [9]. En esta linea se ha propuesto un sensor para la determinacién
de Hg* en medio acuoso basado en el empleo de rodamina B (donador) y
nanoparticulas de oro que acttan como aceptor [10].

En este contexto, en los ultimos afos han aparecido en escena metodologias
analiticas en las que se emplean nanoparticulas luminiscentes conocidas como quantum
dots, actuando generalmente como donadores, debido a que, como se vera en la
siguiente seccion, presentan unas propiedades oOpticas Optimas para su empleo en el

desarrollo de sistemas basados en ET.
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A.2. NUEVA GENERACION DE FLUOROFOROS:
QUANTUM DOTS.

A.2.1. Propiedades.

Los quantum dots, (también conocidos como puntos cuanticos 6 ‘“4tomos
artificiales” [11]), son nanoparticulas semiconductoras de forma esférica cuyas
dimensiones estdn comprendidas entre dos y ocho nanémetros de didmetro, y estan
constituidas por un nimero de atomos que puede oscilar entre 200 y 1000. Estas
nanoparticulas pueden estar formadas por atomos de elementos de los grupos 1I-VI, 111-
V 6 IV de la tabla periodica [12]. Debido a su reducido tamafio las propiedades del
semiconductor estan dominadas por efectos de confinamiento cuantico, que son los
responsables de sus interesantes propiedades optoelectronicas. En efecto, este tipo de
materiales de naturaleza inorganica, que a tamafio macroscopico son no-luminiscentes,
sin embargo, al sintetizarse con estas dimensiones tan reducidas presentan una intensa
emision luminiscente con una elevada fotoestabilidad [13].

Los semiconductores se caracterizan por tener un salto de banda o “band gap”
(diferencia de energia entre la banda de conduccion y la de valencia) que determina la
energia minima que tiene que tener un electrén para pasar a la banda de conduccién. En
el caso de los semiconductores convencionales este salto de banda posee una energia
definida para cada material. Pero cuando el tamafio del semiconductor se reduce a
escala nanométrica (tamafios del orden del exciton de Bohr), los niveles de energia
pasan a estar cuantizados, y este salto de energia (band gap) es variable, y estd
relacionado con el tamafio de la nanoparticula semiconductora [14]. De esta forma,
cuando el tamafio de la nanoparticula es menor, el salto de banda es mayor, y por tanto,
después de la absorcién de energia, los electrones excitados regresan al estado
fundamental mediante la emision de fluorescencia a una longitud de onda menor. Por lo
tanto, las propiedades luminiscentes de los quantum dots se relacionan directamente

tanto con la composicion como con su forma y tamafio (ver Figura 3).
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Figura 3. Niveles de energia en funcién del numero de atomos unidos. A
medida que aumenta el namero de atomos, los niveles discretos tipicos de los orbitales

atdmicos se convierten en bandas de energia (semiconductor convencional).

La absorcion de un foton con una energia superior a la del salto de banda da
lugar a la creacion de un par hueco/electrén (exciton o plasmaén). Dicha absorcién tiene
mayor probabilidad a mayores energias (menores longitudes de onda), lo que genera un
ancho espectro de absorcidn. Esta caracteristica de los quantum dots representa una
gran ventaja frente a los compuestos fluor6foros convencionales, en los que los
espectros de absorcion son generalmente estrechos y con méaximos de absorcion

cercanos a la longitud de onda de emision.

La recombinacion radiacional del par hueco/electron se caracteriza por largas
vidas medias (mayores de 10 ns) y da lugar a la emision de un fotén en una banda de
energia estrecha y simétrica. Esto supone otra importante ventaja de los quantum dots
frente a los fluoréforos organicos convencionales, en los que se observan espectros de
emisién caracteristicos con una cola hacia longitudes de onda mayores, y tiempos de
vida media menores. Los largos tiempos de vida de la fluorescencia de los quantum dots
permiten el uso de “medidas de tiempo resuelto” para separar la sefial de emision
procedente de las nanoparticulas de otras emisiones con menor vida media (como por
ejemplo la fluorescencia de otros posibles fluor6foros coexistentes en la muestra) [15]

con lo que podemos conseguir un aumento de la sensibilidad de la deteccion [16].

10
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Asi pues, los quantum dots presentan una fotoluminiscencia que puede ser
modificada simplemente mediante el control de su tamafio, con espectros de excitacion
anchos, y bandas de emision simétricas y estrechas, con anchuras de pico a la mitad del

maximo de emision de hasta 25-35 nm (ver Figura 4).
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Figura 4. Espectros de absorcion (A) y emision (B) de quantum dots de

CdSe/ZnS de diferentes tamafios.

Ademas, variando la naturaleza y tamafio de la nanoparticula, es posible obtener
quantum dots con emisiones luminiscentes que van desde el ultravioleta (UV) hasta el
infrarrojo (IR). Es importante tener en cuenta que las propiedades de los quantum dots
nos permiten llevar a cabo la excitacion simultanea de nanoparticulas de distintos
tamafios (distinta longitud de onda) con una misma radiacion a una determinada
longitud de onda (ver Figura 5) y la posterior medida de las emisiones a longitudes de
onda distintas [17] (caracteristica que es de especial interés cuando se pretende utilizar
los quantum dots en aplicaciones de multianalisis). Ademas, el hecho de que la emision
de luminiscencia pueda ser controlada a través del tamafio de la nanoparticula nos
permite seleccionar la emision de luminiscencia més adecuada a las necesidades de un
problema en concreto, mediante la sintesis de un material semiconductor adecuado con

un tamafo determinado.

11
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Figura 5. Fotografia de distintas suspensiones de quantum dots de distinto

tamafo con ndcleo de CdSe recubiertos con ZnS cuando se excitan con una lampara
UV. A medida que aumenta el tamafio de los quantum dots, la emision se desplaza hacia
longitudes de onda mayores [18].

A pesar de las excelentes ventajas que presentan estos nuevos fluoroforos,
también presentan algunos inconvenientes. Defectos en la superficie de la estructura del
nanocristal pueden actuar como trampas temporales para el electron o el hueco, de
manera que la recombinacioén radiacional se puede ver desfavorecida. Por otro lado, una
sucesion de procesos de “atrapamiento” y ‘“desatrapamiento” da lugar a una
fluorescencia intermitente, conocida como “blinking”, visible a nivel molecular (single
molecule level), y que se traduce en una disminucion del rendimiento cuéntico. Una
solucidn a este problema, y también con el fin de proteger los &tomos de la superficie de
la oxidacion u otras reacciones quimicas, consiste en hacer crecer una capa de otro
semiconductor con un salto de banda mayor sobre la superficie del nanocristal. Dicha
capa puede ser disefiada de modo que el rendimiento cuantico final obtenido sea
cercano al 90% [15]. Ademas, este proceso también mejora la fotoestabilidad de los
quantum dots en varios Ordenes de magnitud con respecto a los fluoroforos

convencionales.

Debido a las extraordinarias caracteristicas fotoluminiscentes demostradas por
los quantum dots, estas nanoparticulas han irrumpido rapidamente como una nueva

clase de fluor6foros para diversas aplicaciones. Entre todas ellas cabe destacar su

12
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empleo como marcadores luminiscentes para la monitorizacion de distintas especies de
interés biomédico en muestras bioldgicas, ya que dichas nanoparticulas pueden reducir
los inconvenientes que se encuentran cuando se trabaja con fluoréforos tradicionales
[19]. Pese a estas ventajas, las aplicaciones reales de los quantum dots todavia no han
dado los resultados deseados debido a las dificultades encontradas para convertir estos
semiconductores inorgéanicos en fases sensoras compatibles con medios acuosos o

bioldgicos [20].
A.2.2. Sintesis de los quantum dots.

Existen dos vias principales para sintetizar quantum dots. Una de las rutas
sintéticas es la conocida como “top-down”, en la cual podemos obtener nanoparticulas
embebidas en una matriz cuando se emplea la litrografia como técnica sintética. En este
caso se pueden hacer crecer quantum dots sobre un sustrato de otro semiconductor [21].
Otra de las vias sintéticas empleadas, mas familiar para los quimicos, es la conocida
como “bottom up®, basada en las reacciones quimicas entre precursores iOnicos o
moleculares en disolucién para generar quantum dots como particulas libres. Esta via ha
sido la estrategia empleada para llevar a cabo los estudios recogidos en el presente
Seminario de Investigaciéon, por lo que la describiremos con mas profundidad a

continuacion.

Los quantum dots de seleniuro de cadmio son los mas estudiados, y por tanto,
los méas conocidos dentro de las nanoparticulas cristalinas. A pesar de que las primeras
sintesis de quantum dots dieron lugar a nanocristales de baja calidad y con grandes
distribuciones de tamarios, en 1993 Murray y colaboradores [22] desarrollaron una
nueva ruta de sintesis en la que se obtienen nanoparticulas con un bajo grado de
dispersion. Desde entonces, se han desarrollado una gran variedad de rutas sintéticas, en
las cuales se pretende emplear reactivos menos agresivos para el medioambiente, asi
como para facilitar su manipulacion. Entre estas rutas, cabe destacar la disefiada por
Peng y colaboradores [23,24] basada en el empleo de 6xido de cadmio, asi como otras
rutas en las que se emplea carbonato de cadmio [25], o acetato de cadmio [26]. Todas
estas vias de sintesis evitan el empleo de dimetilcadmio, un reactivo altamente téxico y
pirofdrico, y con ellas se obtienen nanoparticulas con rendimientos cuénticos de la

fotoluminiscencia en torno al 85%.

13
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Los quantum dots de mejor calidad son aquellos que se obtienen cuando la
sintesis tiene lugar a elevadas temperaturas en un disolvente organico coordinante,
como son las trioctilfosfinas (TOP), el éxido de trioctilfosfina (TOPO), o la
hexadecilamina (HDA) [22,23]. Estos compuestos organicos, que recubren y estabilizan
la superficie de la nanoparticula, determinan la solubilidad de la particula en el medio
organico y previenen posibles agregaciones de los nanocristales.

En este tipo de sintesis la nucleacion de las nanoparticulas tiene lugar
rdpidamente, seguida de un crecimiento epitaxial y un recocido de las nanoparticulas.
Una vez que se ha alcanzado el tamarfio de particula deseado (podemos monitorizar las
caracteristicas espectroscépicas mediante la extraccion de alicuotas del medio de
reaccion), se puede detener el crecimiento de las nanoparticulas bajando la temperatura
de la mezcla de reaccion. Todo el proceso tiene que llevarse a cabo en atmosfera inerte
debido a la reactividad de los precursores en presencia de humedad u oxigeno, pero una
vez sintetizados, los quantum dots son estables al aire, lo que facilita su manipulacién
posterior [16]. En la Figura 6 podemos ver un esquema tipico de las etapas a seguir para

llevar a cabo la sintesis de quantum dots con ndcleo de CdSe y recubrimiento de ZnS.

Z Ar

Ar pod / Ar
i oW 4 L/
‘ !'\TOPSe / ‘ /

o
N g o2 "iopzns

Crecimiento

i,

Figura 6. Esquema tipico de sintesis de CdSe/ZnS a altas temperaturas. Se
disuelven los precursores en un disolvente coordinante cuando se alcanza la temperatura
de 300 ° C. Se afiade a continuacion con agitacion el precursor de selenio sobre el
precursor de cadmio, inicidndose la nucleacion de las nanoparticulas. La nucleacion se
para rapidamente en el momento en el que la temperatura disminuye debido a la adicién

de una disolucion que esta a temperatura ambiente. Entonces tiene lugar el crecimiento

14



INTRODUCCION

de las particulas. Una vez alcanzado el tamafio deseado, se afiade el precursor de ZnS, y
se crea una capa de este semiconductor alrededor del ndcleo [16].

Las condiciones experimentales y reactivos afiadidos en la sintesis descrita
aseguran la obtencién de nanoparticulas monodispersas y estables. Ademas la mejora en
la estabilidad fotoluminiscente de los quantum dots que se consigue generando una capa
de material semiconductor con mayor energia de banda (por ejemplo ZnS) [27]
alrededor de la superficie del nanocristal, debido a la pasivacion de la superficie. Se

genera asi un sistema conocido como “core-shell” ¢ “nucleo-recubrimiento”.

Para que los quantum dots tengan utilidad analitica, éstos deben poseer un
elevado rendimiento cuantico de la luminiscencia, presentar estabilidad de las
propiedades luminiscentes en condiciones reales de medida, y ser solubles en el medio
de interés. A pesar de que el recubrimiento con otro semiconductor inorganico ofrece
una mejora significativa con respecto a la pasivacion con moléculas organicas, existen

evidencias de que no es perfecto:

(1) El rendimiento cuantico de la fluorescencia es aproximadamente del 50%, y un
porcentaje significativo de las nanoparticulas se encuentra permanentemente sin

emitir luminiscencia.

(2) Las nanoparticulas con estructura de “core/shell” siguen sufriendo procesos de

foto-oxidacion.

(3) La fotoluminiscencia de un quantum dot de CdSe/ZnS exhibe fluctuaciones en la
intensidad y el espectro atribuidos a la existencia de canales de carga en la

superficie de las nanoparticulas.

Actualmente es conocido el hecho de que el recubrimiento de una capa de ZnS
sobre la superficie de CdSe de las nanoparticulas no da lugar a un recubrimiento
completo y esférico. Aunque existe una mejora de las propiedades épticas, existen
evidencias que demuestran que un recubrimiento mixto de los quantum dots de CdSe

puede dar lugar a unas caracteristicas fotoluminiscentes superiores [28].
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A.2.3. Solubilizacion de los quantum dots en medios acuosos.

Los quantum dots obtenidos mediante la via descrita en el epigrafe anterior,
presentan el inconveniente de estar cubiertos con una capa hidrofobica de cadenas
carbonadas que se organizan sobre la superficie de la nanoparticula (cadenas de
trioctilfosfinas) [29]. Esto genera nanoparticulas que son solubles en disolventes
organicos no polares, e incompatibles con aplicaciones tanto bioldgicas como analiticas,
donde estos necesitan ser transferidos a un medio acuoso. Por consiguiente, para poder
ampliar el campo de aplicacion de estas nanoparticulas, es necesario llevar a cabo

modificaciones sobre su superficie.

Durante los ultimos afios se han disefiado y estudiado distintos recubrimientos
capaces de proporcionar biocompatibilidad a estas nanoparticulas. Estos disefios deben
ser robustos y versatiles, pero también deben mantener las propiedades originales de la
nanoparticula, tanto su tamafio como su luminiscencia. Muchas de estas modificaciones

facilitan posteriores conjugaciones, por ejemplo con biomoléculas [20].

Actualmente las principales estrategias de solubilizacion en medios acuosos
pueden dividirse en tres grandes grupos, cuyo esquema Se encuentra recogido en la

Figura 7 y que se describen a continuacion:
A) Intercambio de ligandos.

Este disefio se basa en la sustitucion de las moléculas hidrofobicas que rodean al
nanocristal (TOP y TOPO) por moléculas bifuncionales que generalmente presentan un
grupo tiol (-SH) en uno de los extremos, el cual se une a la superficie del quantum dot,
y un grupo polar en el otro extremo de la molécula [30, 31]. De este modo, el grupo
polar queda orientado hacia la parte exterior del quantum dot, lo que proporciona
solubilidad a la nanoparticula en medios polares. A un pH adecuado, los grupos polares
(normalmente carboxilico o sulfénico) permanecen desprotonados, es decir, cargados
negativamente, lo que generara repulsiones electrostatica entre las nanoparticulas y
evitara que los quantum dots se agreguen [32]. Este tipo de modificacion proporciona
dispersiones coloidales con una baja estabilidad, ya que la desorcion de este tipo de
ligandos bifuncionales de la superficie de la nanoparticula da lugar a una agregacion de

las nanoparticulas, y posteriormente, a una precipitacion de dichos agregados [33].
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B) Silanizacién.

Esta estrategia consiste en la formacion de una capa de silice alrededor de la
superficie del nanocristal empleando mercaptopropil(trimetoxisilano) como precursor
[31]. En este caso de nuevo se produce una sustitucion de los ligandos hidrofobicos de
la superficie del nanocristal. Este método resulta generalmente bastante tedioso, y con

frecuencia no se obtienen recubrimientos homogéneos [34].

v t{f %r}’:

o . s
S 5"'\-5-"39
A: Intercambio de ligandos ..::’_/ e
Doy

v

v

B: Silanizacién

Figura 7. Estrategias de solubilizacion de los quantum dots en medios acuosos.
C) Interaccion hidrofébica con polimeros anfifilicos.

Se basa en la interaccion hidrofobica de las cadenas carbonadas de un polimero
anfifilico (polimero que posee una parte hidrofoba y otra hidrofila) con las cadenas
carbonadas de los ligandos que recubren la superficie de las nanoparticulas. Asi, los

grupos hidrofilicos del polimero se orientan hacia el exterior de la nanoparticula,
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confiriendo solubilidad en medios polares a los quantum dots [35,36]. Los nanocristales
asi obtenidos poseen mayor rendimiento cuéntico de la fluorescencia, y son mas
estables que aquellos en los que se produce un intercambio de los ligandos de la
superficie, debido principalmente a la retencion de las moléculas TOPO, TOP y HDA
que rodean a la nanoparticula originalmente. Otra importante ventaja de esta estrategia
de solubilizacion, es que permite modificaciones posteriores de la nanoparticula con
(bio)moléculas o con determinados grupos funcionales de interés para una aplicacion
dada.

A.2.4. Aplicaciones (bio)analiticas de los quantum dots.

La posibilidad de sintetizar quantum dots altamente fluorescentes y
biocompatibles mediante la modificacién adecuada de su superficie, demostrado por
Nie y Alivisatos en sendos articulos de 1998 [31,30], junto con otros importantes
desarrollos como la nueva via muy simple para la sintesis de QDs de alta calidad
propuesto en el afio 2001 por el grupo de Peng [37], han estimulado el uso de quantum
dots para aplicaciones bioquimicas. Asi, durante los Gltimos afios se han descrito
numerosos trabajos orientados hacia el empleo de QDs como marcadores de
biomoléculas, en el desarrollo de inmunoensayos fluorescentes o con el objetivo de

llevar a cabo “Bio-imaging” y multi-analisis.

En efecto, durante los ultimos diez afios, las aplicaciones bioanaliticas de los
quantum dots han experimentado un enorme auge. En el campo de la biologia y la
medicina, los quantum dots se han utilizado para monitorizar y detectar numerosas
especies de interés desde el punto de vista biomédico, asi como, para llevar a cabo el
seguimiento de numerosos procesos bioldgicos. Una de las primeras aplicaciones en
este campo fue publicada por Bruchez y colaboradores [31], que emplearon quantum
dots de diferentes tamafios y con diferentes modificaciones superficiales, que
presentaban afinidades con biomoléculas distintas. Desde la aparicion de los primeros
trabajos en esta linea hasta hoy dia se han desarrollado numerosas aplicaciones
biomédicas de los quantum dots: deteccion de tejidos cancerosos, estudios de funciones
de proteinas celulares, seguimiento de las rutas farmacoldgicas en el interior del

organismo, etc. [38].
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Por otro lado, recientemente se ha explorado la posibilidad de utilizar quantum

dots como indicadores luminiscentes en analisis quimico [39].

La mayoria de las metodologias analiticas propuestas hasta la fecha utilizando
quantum dots como indicadores “directos” estan basadas en medidas de cambios en la
emision de la fluorescencia de la nanoparticula tras interaccionar el analito con su
superficie. De este modo, se han propuesto métodos para llevar a cabo la determinacion

de distintas especies quimicas como por ejemplo:

= Cationes como Hg (11) [40], Cu (I11) y Zn (I1) [41], Ag (1) [42].
= Aniones, como el yoduro [43] y el cianuro [44,45].
= Gases como trietilamina (activacion de la luminiscencia) o benzilamina

(desactivacion de la luminiscencia) [46].

Estos métodos, basados en la interaccion del analito con la superficie de los
quantum dots, son sencillos y algunos de ellos han demostrado ser altamente sensibles.
Sin embargo, hay que sefialar que, por lo general, no se conoce bien el mecanismo por
el que estos quantum dots ofrecen respuestas especificas a los analitos. Ademas,
desafortunadamente, parece que este tipo de sistemas esta restringido tan solo a la
deteccion de algunas moléculas pequefias reactivas, 0 a iones que son capaces de
interaccionar directamente con la superficie de los quantum dots modificando sus
propiedades luminiscentes. En muchos casos, estas reacciones presentan una limitada
selectividad y una gran dependencia de las propiedades de la superficie de las
nanoparticulas, lo que puede ser un inconveniente ya que posibles interacciones con
especies del entorno del nanocristal pueden modificar las medidas absolutas de

fluorescencia, interfiriendo en la determinacion del analito.

Una alternativa a la estrategia anteriormente descrita consiste en el desarrollo de
metodologias analiticas basadas en el empleo de elementos de reconocimiento
selectivos al analito a determinar modificados con quantum dots, que actlen como
indicadores luminiscentes y que permitan llevar a cabo la deteccién del analito
reconocido. En esta linea, las dos estrategias mas estudiadas hasta la fecha son aquellas
basadas en el empleo de anticuerpos, para el desarrollo de inmunoensayos luminiscentes

y las basadas en mecanismos de transferencia de energia [47].
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Se han desarrollado inmunoensayos fluorescentes basados en el empleo de
quantum dots conjugados con anticuerpos encargados de llevar a cabo la deteccion de la
especie de interés [16]. La mayoria de estos ensayos estan basados en el empleo de
quantum dots de CdSe/ZnS recubiertos con grupos carboxilico en la parte exterior,
como &cido mercaptoacético, &cido mercaptosuccinico o &cido dihidrolipoico. Estos
grupos pueden ser empleados para conjugar los quantum dots con un anticuerpo
mediante el empleo de etil-3-(dimetilaminopropil)carbodiimida. Siguiendo esta
aproximacion, se ha disefiado un “chip” de vidrio para la deteccion de inmunoglobulina
G humana [48]. También se han desarrollado inmunoensayos tipo sandwich para
determinar tanto moléculas de gran tamafio como algunas toxinas, asi como moléculas
pequefias como el 2,4,6-trinitrotolueno [49]. A pesar de que los limites de deteccion
obtenidos hasta la fecha con estas metodologias generalmente no superan los
establecidos por los métodos convencionales, el empleo de quantum dots como
marcadores fluorescentes en el desarrollo de inmunosensores resulta de gran valor
cuando se pretende poner a punto sistemas de analisis multianalito (requeridos en

muchas aplicaciones medioambientales y bioguimicas actuales).

Las metodologias basadas en mecanismos de transferencia de energia presentan
un gran potencial haciendo uso de las excepcionales propiedades optoelectrénicas de los
qguantum dots. A diferencia de las moléculas organicas convencionales, el empleo de
quantum dots permite obtener un elevado grado de solapamiento entre la emisién del
donador y la absorcion del aceptor, lo que constituia uno de los factores limitantes de
esta metodologia. Otra de las ventajas que presentan los quantum dots para el desarrollo
de metodologias basadas en procesos de transferencia de energia es su amplio espectro
de absorcion, lo que permite su excitacion a una longitud de onda suficientemente
alejada de la longitud de onda de excitacién de la molécula aceptora. Ademas, los
espectros de emision de estos fluor6foros son mas estrechos y simétricos, lo que

favorece la discriminacion entre la emision del donador y la emision del aceptor.

A pesar de estas ventajas, los quantum dots no estan exentos de inconvenientes.
Su tamafio, mayor que el de las moléculas fluorescentes organicas exige mantener una
distancia mayor entre el donador y el aceptor para que el proceso de transferencia de

energia tenga lugar de forma efectiva, ya que normalmente, la transferencia de energia
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se produce con mayor eficiencia cuando la distancia donador aceptor esta en el rango de
los 20 a 60 A.

Recientemente se ha descrito un sistema tipo FRET para la deteccion de la
enzima proteolitica colagenasa [50] empleando como aceptores nanoparticulas de oro
unidas a la superficie de los quantum dots mediante un péptido. La presencia de
colagenasa rompe la interacciéon entre el donador y el aceptor, dando lugar a un
incremento de la emisién de los quantum dots proporcional a la concentracion de
enzima en el medio. Se han descrito numerosos estudios que ponen de manifiesto el
extraordinario potencial que presentan los quantum dots en ensayos de este tipo.
Ademas, la posibilidad de conjugacion con un nimero elevado de aceptores que ofrecen
estas nanoparticulas, permitira generar sistemas mixtos con diferentes aceptores que
permitan llevar a cabo ensayos multianalito sencillos. Esta posibilidad se presenta como
una interesante oportunidad para la construccion y optimizacion de nuevos tipos de

Nnanosensores.

A.3. INTERES ANALITICO DE LA DETERMINACION DE
METILEFEDRINA.

A.3.1 MetilEfedrina.

La Metilefedrina (MeEf), es una droga estimulante, con similares efectos a la
mas conocida de estas drogas (la Metaanfetamina). Al igual que ésta, la Metilefedrina,
también es un agente de uso dopante, por tanto es una sustancia prohibida por la
Agencia Mundial Anti-doping, asi pues su concentracion en orina no puede ser superior
alopg L™

OH CHg

N
CHs

CHs

Figura 8. MetilEfedrina
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A.3.2 Mecanismo de deteccién de la MetilEfedrina.

Normalmente el analisis de metilefedrina se lleva acabo usando técnicas de
cromatografia previas a la deteccion, que tiene lugar habitualmente por espectrometria
de masas [51].

Sin embargo, existe un interés creciente en el desarrollo de metodologias de
analisis quimico répidas y sencillas que permitan llevar a cabo una determinacion
directa basadas en el empleo de sensores quimicos. Por ello se han desarrollado
métodos alternativos, espectrofométricos

La Metilefedrina (MeEf), una amina terciaria, reacciona con el
tetrabromophenophtaleyn ethyl ester (TBPE), formando un compuesto coloreado, que
presenta un maximo de absorcion a una longitud de onda de 595 nm [52]. Por tanto, en
este trabajo se propone el desarrollo de un sistema de deteccion de la MeEf a través de
medidas de fluorescencia con FRET y basado en el descenso de emision en la
fluorescencia de los PQDs debido a un proceso de transferencia de energia resonante de

Forster, al aumentar la absorcion del compuesto con la MeEf en disolucion.

3’/,3”,5',5”-Tetrabromo
phenolphthaleinethyl ester (TBPE)

Figura 9. Tetrabromo phenolphthaleinethyl ester(TBPE)
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Figura 10. Solapamiento espectral Donor-Aceptor y respuesta del Aceptor a la
MeEf
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En la Introduccién del presente Trabajo Fin de Master, ha quedado patente el
creciente interés en el desarrollo de metodologias analiticas que aprovechen las ventajas
que ofrecen los nuevos materiales nanométricos, y particularmente las nanoparticulas

luminiscentes semiconductoras.

En este contexto, en los dltimos afios se han llevado a cabo distintos disefios
experimentales para la produccién de FRET entre un Donor (PQDs) y un Aceptor
(colorante orgénico que modifica sus caracteristicas espectrofotométricas en presencia
del analito), para el desarrollo de metodologias fotoluminiscentes de analisis la
configuracién méas empleada ha sido la interaccion QD-Colorante, a través de una unién
covalente, aprovechando los anillos anhidros del polimero que recubre al QD. Sin
embargo, una nueva estrategia; a priori, mas sencilla y universal consistiria en producir
un encapsulamiento del colorante entre las cadenas alifaticas de polimero que rodean al
QD. De esta forma se conseguiria un mecanismo mucho mas versatil, pues seria factible
aplicarlo para cualquier tipo de aceptor, y no exclusivamente aceptores con grupos

funcionales que reaccionen con el polimero para su unién covalente.

En esta linea, el objetivo general del presente trabajo, consiste en la sintesis y
adecuado recubrimiento de la superficie de los QDs con un polimero organico anfifilico
y de la encapsulacion del aceptor sensible al analito en el mismo proceso en el que se
realiza el recubrimiento. Finalmente se evaluara la aplicacion de este sistema para el

desarrollo de una metodologia analitica para la determinacién de MeEf en orinas.

Metodoldgicamente este objetivo general ha sido abordado desde las siguientes

lineas de actuacion:

1. En una primera etapa se realizd un estudio de la evolucion de las
caracteristicas espectrofotométricas del colorante indicador, TBPE, en
presencia y ausencia de MeEf, asi como el cambio de las mismas en funcion
del pH, para seleccionar asi las condiciones de pH y el tiempo de reaccién
Optimos para poder abordar el estudio basado en transferencia de energia.

2. Una vez seleccionadas las condiciones éptimas para llevar a cabo la reaccion
de TBPE con MeEf, se estudid el sistema QDs-TBPE-MeEf, para comprobar
si se producia el fenbmeno de transferencia de energia. Estas pruebas se

llevaron a cabo tanto en disolucion acuosa como en medio organico.
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3. Finalmente, se ha comenzado a desarrollar el método de determinacion de la
MeEf, encapsulando el TBPE, en las cadenas alifaticas de polimero y

produciendo el fendmeno de transferencia de energia entre Donor-Aceptor.

Por ultimo, es preciso mencionar que, ademas de los objetivos cientificos
anteriormente expuestos, un objetivo fundamental de este Proyecto Fin de Méster
consiste en desarrollar un nimero importante de competencias de aprendizaje, tanto
generales como especificas, que sean de utilidad a la hora de enfrentarse a un

determinado problema en el ambito laboral.

De forma particular entre las competencias de aprendizaje que se pretenden
desarrollar con la realizacion del presente Proyecto Fin de Master engloban, en
mayor o menor grado, todas las competencias generales recogidas en la Memoria de

Verificacion del Master y las siguientes competencias especificas:

- Conocer los fundamentos y principios tedricos de las técnicas fluorimétricas de

analisis, asi como la metodologia experimental asociada

- Seleccionar y utilizar las técnicas de analisis mas adecuadas para el analisis y

caracterizaciéon de nanomateriales

- Interpretar la informacién obtenida en el laboratorio con las distintas técnicas de

analisis seleccionadas para resolver eficientemente problemas
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C.1. INSTRUMENTACION Y REACTIVOS.

C.1.1. Instrumentacion utilizada.

e Espectrofotdbmetro de luminiscencia Varian Cary Eclipse (Varian Ibérica)
equipado con lampara de xendn (potencia de pico equivalente a 75 KW),
monocromadores Czerny-Turner y detector mediante tubo fotomultiplicador
modelo R-298. El programa de control y tratamiento de datos, Cary Eclipse,

opera bajo entorno Windows.

e Espectrofotémetro UV/Vis/NIR modelo Lambda 900 Perkin Elmer, provisto de
ordenador con programa de control y tratamiento de datos bajo entorno
Windows (W-Winlab).

e pHmetro modelo micro pH2000 (Crison).

e Balanza Precisa 180 A, con precision hasta + 0,01 mg.
e Bafio de ultrasonidos, J.P.Selecta.

e Equipo de agua Milli-Q Advantage, Millipore.

¢ Rotavapor Heidolph WB2000/VV2000

e Centrifuga Biofuge Stratus, Heraeus.

C.1.2. Material.

e Céamara hinchable de polietileno flexible para la obtencion de una atmosfera

controlada y aislada (Sigma-Aldrich).

e Manta calefactora modelo Fibroman-N (J.P Selecta) acoplada a un sistema de

control digital de temperatura modelo Electemp (J.P. Selecta).
e Agitador magnético modelo RCT basic (Kika werke).

e Lampara UV con longitud de onda de emisién de 365 nm 6 W (Vilber Lourmat).
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e Micropipetas Labmate y Finnipipette de volumenes ajustables.

e Celda de cuarzo convencional para medidas de luminiscencia, Hellma (modelo

101-QS, con paso 6ptico de 10 mm).

e Material volumétrico de vidrio de calidad contrastada.

C.1.3. Reactivos y disoluciones.

Todos los reactivos utilizados han sido de grado “pureza analitica” y no se
realiza en ellos ningun tipo de purificacidn previa a su uso a no ser que se indique lo
contrario. Las disoluciones acuosas empleadas han sido preparadas disolviendo la
cantidad adecuada de reactivo sélido y utilizando agua ultrapura desionizada (Mili-Q).

Los reactivos empleados han sido:

e Etanol de la casa Prolabo.

e Metanol anhidro de la casa Aldrich.

e Acido hexilfosfonico de la casa Alfa Aesar.

e Oxido de trioctilfosfina 99% de la casa Aldrich.

e Trioctilfosfina 90% de la casa Aldrich.

e Oxido de cadmio 99,99% de la casa Sigma.

e Selenio 99,99%de la casa Sigma.

e Hexametildisilatiano / Bis (trimetillsilil) sulfuro de la casa Sigma.
e Dietilzinc 1,0 M de la casa Sigma.

e Acido 2-mercaptoetanosulfonico 98% de la casa Aldrich.
e Acido 2-mercaptoacético 97 % de la casa Aldrich.

e Hidrdxido de tetrabutilamonio de la casa Sigma.
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Cloroformo anhidro de la casa Aldrich.

NaOH de la casa Sigma.

Metilefedrina 99% de la casa Sigma.

Tetrabromo phenophtaleyn ethyl ester 99% de la casa Sigma.
Argon de la casa Air Liquide.

Disolucion reguladora de borato de sodio 50 mM (2,5 L) pH 12 o pH 9: 250 mL
de &cido bodrico 0,5 M se mezclan con 2 L de agua Mili-Q. El pH se ajusta

afiadiendo la cantidad apropiada de hidroxido de sodio 1 M.

Disolucién reguladora HAc/AcNa 50 mM (250 mL) de distintos pH mediante la
adicién de la cantidad necesaria de acetato de sodio .El pH se ajusta afiadiendo

la cantidad apropiada de acido acético 1 M.

Disolucion de polimero anfifilico (PMA75C12) con una concentracion estimada
de 0,8 M en cloroformo anhidro, sintetizado en el laboratorio a partir de

poli(anhidrido isobutilen-alt-maleico) y dodecilamina.

Disolucién de entrecruzador, his-hexametilentriamina 0,02 M en cloroformo

anhidro.

C.1.4. Sintesis de quantum dots.

La preparacion de las disoluciones de reactivos para la sintesis de quantum dots
se realiza bajo atmosfera inerte siguiendo un procedimiento ya optimizado en
nuestro Grupo de Investigacion [47]. En primer lugar se disuelve el polvo de Se
(0,0255 g) en trioctilfosfina (1,5 mL). A continuacion en un matraz de tres bocas
en el que se ha depositado el CdO (0,0315 g) pesamos 0,12 g de HPA (Acido
hexilfosfonico) y 3,5 g de Oxido de trioctilfosfina. La disolucion que
proporciona el recubrimiento de ZnS a la nanoparticula se prepara mezclando:
0,26 mL de bis (trimetrilsilil) sulfuro, 10,25 mL de trioctilfosfina y 1,75 mL de
dietilzinc 1,0 M.

29



EXPERIMENTAL

El matraz de tres bocas se coloca en una manta calefactora equipada con un
termopar y un controlador de temperatura. La mezcla del matraz se calienta bajo
agitacion continua a 300 °C bajo un flujo de Ar durante 15-20 minutos para
poder disolver completamente el precursor de cadmio en estos disolventes
coordinantes. Una vez disuelto se baja la temperatura a 270 ° C y se inyectan 1,2
mL de la disolucion de Se en trioctilfosfina. Tras la adicion se baja la
temperatura hasta 250 °C, etapa durante la cual tiene lugar el proceso de
nucleacion. Una vez alcanzado el tamafio de particula deseado se reduce de
nuevo la temperatura hasta 230 °C y se adicionan 1,5 mL de la mezcla
precursores de zinc y azufre de forma lenta para evitar la formacidn de nucleos
de ZnS. Finalmente se mantiene el sistema durante una hora a100 °C (etapa de
recocido) y a continuacion se deja a temperatura ambiente, y se procede a su
purificacion mediante centrifugaciones sucesivas con cloroformo y metanol. Se
llevard a cabo un estudio de las propiedades fisicas y luminiscentes de las
nanoparticulas y se seleccionaran aquellas que presenten mejores propiedades
luminiscentes y mayor estabilidad.

C.1.5. Sintesis del polimero anfifilico.

Para sintetizar el polimero anfifilico se sigue un procedimiento ya optimizado
previamente en nuestro Grupo de Investigacion [53]. Para ello se disuelven 15
mmol de dodecilamina en 100 mL de tetrahidrofurano, que se afiaden
rapidamente sobre 20 mmol del mondmero bajo agitacion constante. A
continuacion se sonica durante 20 segundos, Yy calienta a 55-60 °C durante 1 h.
Después de este proceso, se lleva a cabo la preconcentracion de la disolucion
hasta obtener una tercera parte del volumen inicial para favorecer la reaccion
entre la amina y el polimero. Una vez que la muestra ha sido concentrada, se
agita durante doce horas. Transcurrido este tiempo se evapora lentamente el
disolvente hasta sequedad, y el polimero se redisuelve en 25 mL de cloroformo
anhidro para obtener una disolucion final con una concentracion estimada de 0,8

M de mondmero.
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C.1.6. Medida de la concentracion y del tamafio de nanoparticula sintetizado.

La estimacion de la concentracion y el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas,
se lleva a cabo mediante medidas espectrofotométricas, utilizando la ecuacion
desarrollada por Peng [54]. Esta ecuacion basada en la obtencion de curvas empiricas
nos permite obtener, a partir de la longitud de onda del primer pico del espectro de
absorcion, el diametro de la nanoparticula (expresado en nm), y a partir de este,
mediante una nueva ecuacion obtenemos el coeficiente de extincion molar. A partir de
este coeficiente de extincion molar, y mediante el valor absorbancia a la longitud de
onda del primer exciton podemos estimar la concentracion de nanoparticulas en la

disolucién mediante la férmula de Lambert-Beer.

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo con un espectrometro de
luminiscencia modelo Varian Cary Eclipse. Las variables instrumentales, incluyendo los
anchos de las rendijas de excitacion y emision, voltaje del detector, etc., fueron
debidamente optimizados en cada medida, a fin de obtener la mayor sensibilidad en la

deteccidn de la luminiscencia de los quantum dots evaluados.
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C.2. EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO
ESPECTROFOTOMETRICO DEL ACEPTOR (TBPE), EN
FUNCION DE LA PRESENCIA DE MEEF EN EL MEDIO
Y DEL PH.

C.2.1. Efecto de la MeEf en la absorbancia del TBPE.

En un primer momento para estudiar el efecto de la MeEf en el comportamiento
espectrofotométrico del TBPE, se decidid realizar las medidas espectrales en medio
orgénico (cloroformo) debido a que ambas especies son més solubles en fase organica

que en fase acuosa realizar el experimento utilizando cloroformo como disolvente.

Asi pues, se prepard una disolucion 10 uM de TBPE en cloroformo a la que se
hicieron sucesivamente 3 adiciones de volimenes distintos de MeEf de la misma
concentracion 3mM. Se llevaron a cabo las medidas del espectro de absorbancia de cada

una de las disoluciones.
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Figura 11. Comportamiento espectrofotométrico del TBPE disuelto en CHCI3

en presencia de cantidades crecientes de MeEf.

Los espectros botenidos presentan dos bandas centradas en dos maximos de
absorbancia, uno a aproximadamente 400 nm y otra banda centrada en
paroximadamente 525 nm. Se observo que el efecto que provoca la MeEf sobre ambas
bandas ha resultado ser opuesto, un aumento de la concentracion de MeEf provoca un

aumento en el maximo a 525 nm y un descenso en el maximo a 400 nm
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A la vista de los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta que el objetivo
planteado consistia en el desarrollo de una metodologia analitica para la determinacion
de MeEf en fase acuosa, se decid estudiar el comportamiento espectrofotométrico del
TBPE en funcién del pH.

C.2.2. Efecto del pH.

El aceptor (TBPE), es practicamente insoluble en disolucion acuosa, por tanto,
es dificil asegurar exactamente la concentracion del mismo en disolucion. Por esto, se
saturd la disolucion acuosa, con TBPE, utilizando para ello distintas disoluciones
reguladoras:

e Acetato de Sodio/Acido Acético. pH=5.5
e SBB.pH=12
e PBSpH=74

Comportamiento espectrofotométrico TBPE, pH=5.5.

Para realizar este estudio, se disolvio TBPE en la disolucién reguladora de pH=5.5, y a
continuacion, se hace una adicion de MeEf de concentracibn 5mM. Los espectros

obtenidos se recogen en la Figura 12.

1.2 —\
|

TBPE + MeEf(desp de 10 min)

0.8 - \ ——MeEf
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Figura 12. Espectros de absorbancia, del analito, aceptor y de la mezcla de

ambos pH=5.5.
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Tras observar, que la absorcion a A= 595 nm aumenta con la adicién de MeEf, y que
ademas dicha absorbancia varia con el tiempo, se repitio el procedimiento, pero

monitorizando la absorbancia con el tiempo, para comprobar en qué se obtiene una
sefial estable.

Efecto tiempo TBPE y 5 mM metilefedrina
pH=5,5

a)

Absorbancia (u.a.

et ol
O RO =MN R DN

Longitud de Onda (nm)

Figura 13. Evolucion temporal de la absorbancia del aceptor en presencia de
MeEf pH=5.5.

Representando la variacion de absorbancia en funcion del tiempo, se obtiene el

siguiente diagrama Figura 14.

Evolucion temporal de la Absorbancia

2.5 7

. * % & & & * + @
e o *
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.000

*

Absorbancia (u.a.)

Figura 14. Cambio de la absorbancia del aceptor (A=595 nm) en funcién del

tiempo de reaccion pH=5.5.

A la vista de los resultados, se decide esperar un tiempo de 10 minutos tras la adicion de
la MeEf para realizar las medidas de absorbancia debido que a partir de ese momento en
se alcanza una sefal estable.
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Comportamiento espectrofotométrico TBPE, pH= 12.

Se repitio el procedimiento anteriormente descrito para el caso de pH= 5.5 pero en este

caso, utilizando una reguladora de SBB pH=12.

Efecto tiempo TBPE y 5 mM metilefedrina
pH=12
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Figura 15. Evolucion temporal de la absorbancia del aceptor en presencia de
MeEf pH=12

Las Figuras 15 y 16 recogen la representacion de la absorbancia con el tiempo, de una
disolucién de TBPE a la que se le ha afiadido una concentracion de MeEf de 5mM. En
este caso se observa una disminucion de la absorbancia de la disolucion en funcion del

tiempo y en presencia de la MeEf.

Evolucién temporal de la Absorbancia
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Figura 16. Cambio de la absorbancia del aceptor (A=595 nm) en funcién del

tiempo de reaccion pH=12.

A la vista de los resultados obtenidos se puede observar como, a partir del minuto 10 de

reaccion, ésta se puede dar por finalizada, pues apenas varia la sefial de absorbancia.
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Finalmente se llevd a cabo el mismo estudio utilizando un buffer PBS pH=7.4,
obteniéndose el mismo comportamiento que para pH=12.

Asi pues, se observan dos comportamientos opuestos dependiendo del pH basico o
acido del medio. Por ello, se decidi¢ trabajar a pH= 5.5 y pH= 12 para el resto de

estudios, comparando los resultados obtenidos en medios casos.

C.3. DEMOSTRACION DEL FENOMENO DE
TRANSFERENCIA DE ENERGIA RESONANTE DE
FORSTER.

C.3.1. Consideraciones generales.

Los quantum dots (QDs) utilizados a lo largo del presente trabajo fueron
sintetizadas en nuestro laboratorio [47] siguiendo el método de sintesis descrito por el
grupo del Dr. Peng [23] con unas minimas modificaciones. Las nanoparticulas
sintetizadas, siguiendo el procedimiento descrito en la seccion C.1.4 de la presente
Memoria, estdn constituidas por un nucleo de CdSe, un recubrimiento de ZnS y
finalmente estan recubiertas de cadenas de trioctilfosfinas (que les confieren estabilidad
en medio orgénico). La relacion molar de los precursores Cd/Se utilizada es de 0,95, ya
que los quantum dots obtenidos en esas condiciones presentan ademas de unas buenas

propiedades luminiscentes, un tamafio de particula uniforme.

La caracterizacion exhaustiva mediante estudios de Espectrofotometria
Molecular, Fluorescencia Molecular y Microscopia de Transmision Electronica sirve
para comprobar que la distribucion de las nanoparticulas es homogénea, conocer la
longitud de onda de emision fluorescente de los quantum dots, asi como el tamafio y
concentracion de estas nanoparticulas respectivamente [54]. Este proceso es necesario
para poder realizar modificaciones posteriores a las nanoparticulas con objeto de

solubilizarlas en medio acuoso.
C.3.2. Estudios en fase organica.

Una vez comprobado el comportamiento espectrofotométrico del TBPE en
funcién de la concentracion de MeEf y del pH del medio, se procedi6 a evaluar si hay
un proceso FRET entre los QDs (Donor) y el complejo coloreado TBPE-MeEf (especie

aceptora).
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Para ello se llevaron a cabo varios experimentos:

a) Comprobacion que el compuesto TBPE-MeEf no presenta fluorescencia
intrinseca: Se registraron los espectros de emision fluorescente de cuatro
disoluciones preparadas mezclando 500 pL TBPE 10uM con 3 adiciones
sucesivas de 5, 10 y 20 puL de MeEf, 3 mM en CHCls.

25

——TBPE
1 ——TBPE+Adicion 1

[N]

Uil
)”V '\ TBPE+Adicion 2

TBPE+Adicion 3

-
n

Emisién (u.a.)

Longitud de Onda (nm)

Figural?7. Espectros de emision fluorescente del aceptor (TBPE-MeEF) sélo y

en presencia de cantidades crecientes de MeEf, (Aexc=280 nm).

b) En un primer lugar se llevd a cabo el espectro de fluorescencia de los QDs en
cloroformo, observando que presenta una emision fluorescente con un maximo
de emision a 600 nm (Aexc= 280 nm). Este espectro presenta un alto grado de
solapamiento con el espectro de absorbancia de la MeEf-TBPE (recogido en la
Figura 10). Se cumple pues uno de los requisitos necesarios para asegurar que

tenga lugar un proceso FRET entre ambas especies.

En la Figura 17 se recogen los espectros de absorbancia medidos a 10 minutos tras
mezclar las especies quimicas. Se observa como no se forma una especie que presente

fluorescencia intrinseca apreciable, que pueda interferir en la emision de los QDs.

c) Comprobacién de que se esta produciendo FRET. Se llevé a cabo la preparacion
de una disolucion que contenga mezcla QDs +TBPE, sobre la cual se hicieron
adiciones crecientes de MeEf, para estudiar la evolucion de las caracteristicas
tanto espectrofotométricas como luminiscentes de la mezcla tras las adiciones.

Asimismo se realiz6, a modo de blanco, la misma mezcla, pero en lugar de
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realizar adiciones de MeEf, se realizan adiciones de cloroformo, para comprobar
que en caso de observar algin cambio este no sea debido a un efecto de dilucion.

Para ello se mezclan 400 pL QDs 5uM + 200 pL TBPE 10 pM y se realizan adiciones

de MeEf 5mM como se representa en la siguiente tabla:

Tabla 1. Resumen de los volimenes afiadidos y de las concentraciones finales de MeEf

en disolucion.
V Disolucion V adicion V afladido total [MeEf] en disolucién | emisién
(nL) (ML) (nL) (»M) (u.a)
600 0 0 0 582
605 5 5 41.32 547
610 5 10 81.97 492
615 10 20 162.60 450
625 30 50 400.00 421
655 20 70 534.35 424
675 30 100 740.74 407
705 50 150 1063.83 437

Proof of FRET
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Figura 18. Evolucion de la emision fluorescente de los QDs+TBPE al aumentar la

concentracion de MeEf en el medio.

Como se puede observar en la Figura 18, la sefial de emision fluorescente de los QDs,
disminuye a medida que aumenta la concentracion de MeEf en el medio debido a la
reaccion entre la MeEf y el TBPE vy el consiguiente aumento en la absorbancia.

Para confirmar que no se trata de un posible efecto de dilucidn por tratarse de adiciones
sucesivas sobre la misma disolucion, se repite el experimento en las mismas
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condiciones, pero en este caso, las adiciones son de cloroformo.

obtenidos se presentan en la Figura 19.

Mezcla (QDs-TBPE)+ Adiciones de Cloroformo

Volumen 600 pL
—— Volumen 605 uL
Volumen 610 pL
Volumen 620 pL
Volumen 650 pL
—— Volumen 670 uL
Volumen 700 uL
Volumen 750 pL

540

560 580 600 620 640 660 680
Longitud de Onda (nm)

Los resultados

Figura 19. Evolucion de la emision fluorescente de los QDs+TBPE al realizar adiciones

de Cloroformo en lugar de MeEf.

Como se observa en la Figura 19, no se observan efectos de dilucion significativos, al

realizar las sucesivas adiciones de cloroformo sobre la disolucion de QDs con TBPE.

Esto confirma que el descenso observado en la sefial luminiscente con la adicién de

MeEf (Figura 18) se debe al fendmeno de transferencia de energia, entre los

QDs(Donor) y el complejo formado por la reaccion de TBPE-MeEf (Aceptor).

En la Figura 18 se observa cémo la sefial desciende hasta que a partir de una

concentracion de MeEf empieza a mantenerse constante. Esto puede deberse a que se

haya consumido todo el TBPE, que en estas condiciones es el reactivo limitante. Este

hecho se observa de forma mas clara en la Figura 20.
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Figura 20. Emision Fluorescente de QDs+TBPE (605nm) frente a la concentracion de

MeEf.
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Sin embargo, realizando una representacion unicamente de la sefial respecto de emisién
luminiscente frente a la concentracion de MeEf en disolucion para las concentraciones

mas bajas, se observa cOmo ésta representacion presenta cierta linealidad.

Emisién vs [MeEf]

600 4
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y=-0.9001x+617.18
R?=0.9732
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Figura 21. Emisién QDs-TBPE frente concentraciones de MeEf en el rango lineal

previo a la saturacion.

Asi pues, una vez demostrado que tiene lugar un proceso FRET de los QDs al TBPE en

fase organica en presencia de MeEf, se contintian los experimentos en fase acuosa.
C.3.3. Solubilizacién de los QDs en medios acuosos.

Los QDs sintetizados segun el procedimiento anteriormente descrito son
solubles en disolventes organicos, aunque insolubles en medios acuosos. Como ya se ha
comentado anteriormente a lo largo de la introduccion de la presente memoria la
modificacion de la superficie de los quantum dots puede tener lugar siguiendo diferentes
esquemas (ver figura 7). Particularmente, las nanoparticulas utilizadas en este trabajo
han sido modificadas siguiendo la estrategia de “interaccion con un polimero

anfifilico”.

La solubilizacion de los quantum dots en medio acuoso mediante la interaccién

con un polimero anfifilico requiere la sintesis previa de este, ya que no se dispone de un

reactivo comercial que proporcione buenos resultados [53]. En la sintesis del polimero
anfifilico PMA75C12 se utiliza como monomero el anhidrido poli (isobutileno-alt-
maleico). Cada mondmero consta de un anillo anhidrido. La sintesis estd basada en la
reaccion de los grupos amino de la dodecilamina con los anillos anhidrido del

monomero. La estequiometria ha sido elegida de forma que el 75% de los anillos
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anhidrido disponibles reaccionen con los grupos amino de la dodecilamina. A
continuacidn, el polimero todavia tiene el 25% de los grupos anhidrido que pueden
reaccionar con otros grupos. Todos los disolventes empleados en la sintesis son

anhidridos con objeto de evitar la apertura de los anillos anhidrido.

El proceso de modificacion de los quantum dots por interaccion con el polimero
anfifilico (PQDs) requiere conocer el tamafio de las nanoparticulas asi como su
concentracion (que se lleva a cabo segun el procedimiento descrito en la seccion C.1.6.
En primer lugar se mezcla la disolucién de concentraciones conocidas de nanoparticulas
de un tamafio determinado con la cantidad necesaria de polimero y se somete a un
proceso de agitacion para favorecer la interaccion hidrofdbica entre las cadenas de
trioctilfosfinas y el polimero. Con objeto de estabilizar la estructura se afiade finalmente
una disolucion de bis-hexametilentriamina 0.02 M que actGa como entrecruzador y

proporciona estabilidad a la estructura final.

C.3.4. Estudio en fase acuosa.

Para realizar la comprobacion de que se produce el fendmeno de transferencia de
energia en disolucion acuosa desde los QDs (donadores) al TBPE en presencia de MeEf,
se decide abordar el estudio siguiendo el mismo procedimiento que para fase organica,
(en este caso seleccionando un pH=5.5, debido a que el objetivo final de esta

metodologia seria el analisis de MeEf en orina, un matriz eminentemente acida).

Por tanto, utilizando el procedimiento anteriormente descrito en el apartado C.3.2, se
solubilizaron los QDs de CdSe/ZnS en fase acuosa, y se realizd6 un calibrado

convencional (afiadiendo MeEf a una disolucion que contiene QDs+TBPE).

En un primer lugar se llevé a cabo la medida del espectro de fluorescencia de los PQDs
en medio acuoso (pH=5.5) observando que éstos presentan una emisién fluorescente
con un maximo de emision a 600 nm (Aexc=280 nm). Este espectro presenta un alto
grado de solapamiento con el espectro de absorbancia de la MeEf-TBPE (recogido en la
Figura 10). Se cumple pues uno de los requisitos necesarios para asegurar que tenga

lugar un proceso FRET entre ambas especies.
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Hay que destacar, en este momento, que el objetivo planteado es comprobar si se
produce el proceso FRET en medio acuoso. Por ello, se utilizan concentraciones de
MeEf elevadas, para asegurar que en caso que se produzca algun cambio en la emisién

luminiscente de los PQDs, este se apreciaria.
Asi pues, se preparo un calibrado externo convencional de la siguiente manera.

500uL de PQDs(3.5uM) se mezclan con 100uL de TBPE (20uM)] y con 50uL de
MeEf de distintas concentraciones (0, 0.1, 0.5, 3 y 5mM)

Tabla 2. Resumen de resultados obtenidos para la prueba en fase acuosa pH=5.5.

lo (PQDs+TBPE) | I (tras adicién) | [MeEf][(mM) 1/10
947 810 0 0.86
726 636 0.5 0.88
777 689 1 0.89
819 775 3 0.95
869 869 5 1

Se midio6 la emision fluorescente (Aexc=280 nm; Aem= 600 nm) delas disoluciones asi

preparadas, encontrando los resultados que se recogen en la Tabla 2 y la Figura 22.
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Figura 22. Cociente Intensidad Final : Intensidad Inicial frente concentraciones
de MeEf pH=5.5.
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Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto que se produce el fenémeno de
transferencia de energia, entre los PQDs y el TBPE en presencia de MeEf, lo cual se
traduce en una disminucion en la | de emision fluorescente de los PQDs como
consecuencia del correspondiente aumento en la absorbancia de la especie indicadora a
595 nm (ver Figura 12). Una vez demostrado que tiene lugar un fenémeno tipo FRET
se procedié a encapsular el colorante indicador TBPE en el recubrimiento polimérico
entre las cadenas de polimero anfifilico para mejorar la eficiencia del proceso de

transferencia de energia.

C.4. ENCAPSULAMIENTO DEL TBPE.

Como se ha comentado previamente, en el apartado referido al proceso de
solubilizacion de QDs, con objeto de dar estabilidad a los QDs en medio acuoso se
utiliza un polimero anfifilico para recubrir su superficie. El objetivo perseguido en este
apartado, sera encapsular dentro de las cadenas alifaticas de dicho polimero a las
moléculas de TBPE, para asi favorecer el fendmeno de transferencia de energia y

mejorar el proceso que tiene lugar y que se observa estando las 3 especies en disolucion.

Asi pues, el recubrimiento de los QDs se llevd a cabo siguiendo el procedimiento
descrito en la seccion experimental, pero, en el primer paso de evaporacion de
disolvente en el que se encuentran los QDs y polimero en disolucién afiadiendo una
cantidad definida de TBPE. Se persigue asi atrapar el colorante organico entre las
cadenas alifaticas que recubren al QD. A continuacién, se redisuelve y se afiade el
entrecruzador de la manera descrita anteriormente.

:};-\ =~ Evaporation
—~ N\
f*g +o (4

Evaporation

£

Figura 23. Esquema del proceso de solubilizacion y encapsulamiento.

Con este proceso, se pretende mejorar la eficacia del proceso de transferencia de energia
debido a la menor distancia que existira entre QD (Donor) y TBPE (Aceptor).
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hu
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Figura 24. Representacion esquematica del proceso de transferencia de energia.

Como se observa en la Figura 24, el objetivo es que el TBPE, quede encapsulado dentro
del recubrimiento polimérico que protege la superficie del QD, debido a la afinidad que

dicha molécula organica presenta con las cadenas alifaticas del polimero.

Se evaluaron distintas relaciones molares TBPE:Polimero. Concretamente las
siguientes: 0.05%; 0.1%; 0.5%; 1%.

La ultima relacion ensayada es 1%, debido a que a concentraciones tan altas de TBPE la

disolucion toma un color verdoso, y apenas se aprecia la emision de los QDs.

C.4.1. Efecto de la adicion de MeEf sobre PQDs-TBPE

Se ha investigado el efecto provocado por la presencia de MeEf sobre la fluorescencia
de los PQDs funcionalizados con TBPE. Para ello, se evaluaron sistemas indicadores
obtenidos a partir de relaciones PQDs:TBPE del 0.5 %, 0.1% y 0.05%. Hay que sefalar
gue no se observaron cambios significativos en el comportamiento de la sefial
luminiscente para los PQDs-TBPE preparados con las distintas relaciones antes
sefialadas, por lo que, a modo de ejemplo, se muestran los resultados para PQDs-TBPE
0.05% .

Nota: es preciso recordar que la notacion: 0.05%, indica 0.05 mol TBPE/100 mol
Polimero, siendo los moles de polimero, los necesarios para producir el recubrimiento

en el proceso de solubilizacion de los QDs.
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Los resultados preliminares obtenidos de este estudio han demostrado que, como cabria
esperar, la emision fluorescente de los PQDs aumenta en presencia de concentraciones
crecientes de MeEf, sin embargo, desafortunadamente, los resultados previos han dado

lugar a un pobre comportamiento lineal y una baja sensibilidad analitica.
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Figura 25. Cociente Intensidad Final frente a Intensidad Inicial frente
concentraciones de MeEf crecientes pH=12.

Asi pues, los estudios realizados ponen de manifiesto que parece que existe un proceso
de transferencia de energia entre los PQDs y el TBPE incorporado en el recubrimiento
polimérico en presencia de MeEf en el medio. Sin embargo, por el momento no se ha
alcanzado el desarrollo de la metodologia adecuada para la determinacion de MeEf

utilizando QDs como donor en el fendmeno de transferencia de energia.

C.5. INMOVILIZACION SOBRE UN SOPORTE SOLIDO:
DESARROLLO DE UNA FASE SENSORA

Finalmente se ha investigado, de forma alternativa, un procedimiento sencillo de
inmovilizacion de los QDs coloidales (en medio organico) sobre soporte sélido
(membrana de filtracion de naturaleza de PTFE), con objeto de desarrollar una

verdadera fase sensora, para la determinacion de MeEf.
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El procedimiento desarrollado consistio en depositar una gota de disolucion coloidal de
QDs en cloroformo sobre la membrana de PTFE de 4,5 cm de diametro y 0,2 mm de
diametro de poro. Tras dejar la membrana durante aprox. 10 minutos (para permitir la
evaporacion del disolvente) se lleva a cabo la coinmovilizacion de la especie indicadora
TBPE junto con los QDs.

Para ello, una gota de disolucién de TBPE en metanol se deposita en el centro de la
membrana de PTFE y se deja evaporar el disolvente.

Se evalu6 la posibilidad de utilizar la membrana asi preparada para llevar a cabo la
determinacion de trazas de MeEf en muestras acuosas midiendo el cambio en la
fluorescencia de los QDs debido al proceso FRET que tiene lugar entre los QDs vy el
producto formado al reaccionar la MeEf y el TBPE co-inmovilizado con los QDs en la

membrana.

La Figura 27 muestra una fotografia con el aspecto de las membranas de PTFE antes y

después de la inmovilizacion de los QDs y TBPE.

Figura 27. Fluorescencia Membrana Inicial y Final (iluminadas con luz UV
255nm).

Para llevar a cabo las medidas de emision fluorescente de los QDs inmovilizados en la

membrana se empled un sistema de fibra 6ptica como el que se muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Sistema de fibra oOptica para la medida de la luminiscencia de la
membrana de PTFE con los QDs y TBPE inmovilizados

Finalmente, la Figura 29 recoge los resultados preliminares obtenidos tras la incubacion
de la membrana sensora con una disolucién de MeEf. Como puede observarse, tiene
lugar un proceso de disminucién en la emisién fluorescente de los QDs imovilizados

como consecuencia del aumento de la absorbancia del TBPE en presencia de la MeEf.
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Figura 29. Variacion de la emision fluorescente de los QDs inmovilizados en la
membrana de PTFE en presencia de concentraciones crecientes de MeEf
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D.CONCLUSIONES
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De los resultados obtenidos a lo largo del presente trabajo se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1. En una primera etapa se realizd un estudio de la evolucion de las caracteristicas
espectrofotométricas de un colorante indicador, TBPE, sensible a la MeEf, en
presencia y ausencia del analito, asi como el cambio de las mismas en funcién del
pH, para seleccionar asi las condiciones de pH y el tiempo de reaccién 6ptimos para

poder abordar el estudio basado en transferencia de energia.

2. Se estudio el sistema QDs-TBPE, para comprobar que tiene lugar un fenémeno de
transferencia de energia en presencia de MeEf. Estas pruebas se llevaron a cabo
tanto en disolucion acuosa como en medio organico. Se ha observado que, en efecto,
entre el colorante (actuando como aceptor) con los quantum dots (que actuan como
donadores) tiene lugar un proceso de transferencia de energia, que puede ser
utilizado para llevar a cabo el desarrollo posterior de una fase sensora de MeEf

fotoluminiscente.

3. Se ha comenzado a desarrollar un método de determinacién de la MeEf en medios
acuosos, encapsulando el TBPE, en las cadenas alifaticas de polimero y midiendo el
cambio en la emisién luminiscente de los QDs debido al fendmeno de transferencia
de energia entre Donor-Aceptor que tiene lugar en presencia de concentraciones
crecientes de MeEf. Es preciso trabajar en el sistema para mejorar las propiedades

de sensibilidad y reproducibilidad de las medidas.

4. Finalmente, en una etapa posterior, se ha estudiado la co-inmovilizacién, en una
membrana de PTFE, del indicador espectrofotométrico (sensible a cambios en la
concentracion de MeEf del medio) con los QDs luminiscentes para el desarrollo de
un sistema fluorescente con transferencia de energia. Se ha observado que, en
efecto, tras la inmovilizacion del TBPE con los QDs tiene lugar un proceso de
transferencia de energia, que cambia con la presencia de MeEf, y que puede ser
utilizado para llevar a cabo el desarrollo posterior de una fase sensora de MeEf

fotoluminiscente.
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Por otro lado, las conclusiones de aprendizaje derivadas de la realizacion del presente

Proyecto Fin de Master se resumen a continuacion:

1. Llevar a cabo busquedas bibliograficas en bases de datos cientificas y ser capaz
de gestionar adecuadamente la informacién obtenida, mejorando asi la capacidad

de analisis y sintesis.

2. Mejorar la capacidad para el trabajo en grupo, asi como para relacionarse con
cientificos que trabajan en otros campos, aspecto indispensable para llevar a

cabo investigacion multidisciplinar de calidad.

3. Interpretar la informacion obtenida en el laboratorio con las distintas técnicas de
andlisis seleccionadas para resolver eficientemente problemas analiticos, y
desarrollar la capacidad de tomar decisiones en funcion de los resultados de

obtenidos.

4. Familiarizacion con la sintesis, manipulacion y caracterizacion de nanoparticulas

luminiscentes para analisis quimico.
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