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ACRONIMOS



Acrénimos

Muchos compuestos quimicos y diferentes técnicas tienen nombres largos y complejos,
por ello se ha establecido un listado de sus acrénimos para que el lector pueda
consultarlo cada vez que lo crea oportuno y la lectura de esa Tesis Doctoral resulte mas

facil. Los acronimos estan ordenados en orden alfabético.

0D: De dimension cero.

2D: Bidimensional.

3D: Tridimensional.

5-FU: 5-Fluorouracilo.

7. Tiempo de vida.

AC: Acido citrico.

AChE: Acetilcolinesterasa.

ADC: Convertidor digital analégico.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AFP: Alfa-fetoproteina humana.

Ag': Plata elemental.

AgNPs: Nanoparticulas de plata.
Arg-Cdots: Cdots modificados con arginina.
ARNIip: ARN pequefio de interferencia 0 ARN de silenciamiento.
AuNCs: Nanoclusters de oro.

AuNPs: Nanoparticulas de oro.

B, N-Cdots: Nanoparticulas de carbono bifuncionalizadas in situ con acido borénico y

grupos amino.
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Bottom-up: De abajo a arriba, o de tipo “ascendente”.

BPA: Bisfenol A.

BPMA: Bis (3-piridilmetil) amina.

BPS: Bisfenol S.

BSA: Alblumina de suero bovino.

CB: Banda de conductancia.

Cdots: Carbon Dots, o0 nanoparticulas de carbono.
Cl: Conversion interna.

CNT: Nanotubos de carbono.

Cys: Cisteina.

DA: Dopamina.

D-Cdots: Cdots dextrogiros.

DL-Cys: DL-Cisteina (cisteina en mezcla isomérica).

DLS: Dispersién dinamica de luz.
DMF: N, N-dimetilformamida.
D-NPs: Nanoparticulas de doble emisién.

DOX: Doxorrubicina.

Acrdnimos

DSPE-PEG: 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi (polietilenglicol)-

2000]

DSPE-PEG-TCPP: DSPE-PEG modificado con tetrakis (4-carboxifenil) porfirina.

ECL: Electroquimioluminiscencia.

ECV: Enfermedades cardiovasculares.
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Acrénimos

EDA: Etilendiamina.

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

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EDX: Espectroscopia de energia de dispersion de rayos X.

EOC: Fin de conversion.

ESIPT: Transferencia intramolecular de protén en el estado excitado.
FE-SEM: Microscopia electrénica de barrido de emision de campo.
FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

FRET: Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia(o de Forster).
FTIR: Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier.

FWHM: Anchura a media altura.

G-CDs: Cdots en forma de gel.

g-CNQdots: Puntos cuanticos de nitruro de carbono grafitico.

GCE: Electrodo de carbon vitreo.

GOx: Glucosa oxidasa.

GQdots: Puntos cuénticos de grafeno.

GSH: Glutation (forma reducida).

GSSG: Disulfuro de glutation (forma oxidada).

H0>: Peroxido de hidrogeno.

H.S: Acido sulfhidrico.

Hb: Hemoglobina.
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Acrdnimos

Hb-Fe**=0: Ferril hemoglobina.

HCdots: Cdots hidrofobicos.

HCNT: Nanotubos de carbono helicoidales.

Hcy: Homocisteina.

HDD: Disco duro o disco rigido.

HER: Reduccion de la evolucidn del hidrogeno.

Hg®: Mercurio elemental.

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion o rendimiento.
HR-TEM: Microscopia electronica de transmision de alta resolucion.
HSA: Albumina de suero humano.

kDa: Kilodalton.

la: Intensidad de luz absorbida.

IB: InfiniBand.

IDM: Indometacina.

IFE: Efecto de filtro interno.

IMPLY:: Tipo de puerta logica. No se fabrica, solamente se emplea en esquemas.
loT: Internet de las cosas.

IP: Grado de proteccion.

L-Arg: L-Arginina.

L-Asn: L-Asparagina.

L-Cdots: Cdots levogiros.
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Acronimos

L-Cys: L-Cisteina.

L-DOPA: Levodopa.

LED: Diodo emisor de luz.

L-GIn: L-Glutamina.

L-Glu: Acido L-glutamico.

L-GSH: L-Glutation.

L-His: L-Histidina.

L-Lys: L-Lisina.

LOD: Limite de deteccion.

LOQ: Limite de cuantificacion.

L-Ser: L-Serina.

LTP: Fosforescencia a baja temperatura.
m-BiVO4: Vanadato de bismuto monoclinico.
MetHb: Metahemoglobina.

Mg, N-Cdots: Cdots co-dopados con magnesio y nitrégeno.
MIP, MIPs: Polimero(s) de impresion molecular.
MNP: Nanoparticulas magnéticas.

MOFs: Redes metal-orgénicas.

MPA: Acido 3-mercaptopropidnico.

MR: Resonancia magnética.

MWOCNT: Nanotubos de carbono de paredes multiples.
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NAC: N-acetil-1-cisteina.
N-Cdots: Cdots dopados con nitrogeno.

NIR: Infrarrojo cercano.

N,S-Cdots: Cdots codopados con nitrégeno y azufre.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
OP: Plaguicidas organofosforados.

PBNP: Nanoparticulas de azul de Prusia.
PCdots: Cdots sobre papel.

PCP: Pentaclorofenol.

PD: Fotodegradacion.

PEC: Célula fotoelectroquimica.

PEG: Polietilenglicol.

PEI: Polietilenimina.

PET: Transferencia fotoinducida de electrones.
PGA: Amplificador de ganancia programable.

pl: Punto isoeléctrico.

P,N-Cdots: Nanoparticulas de carbono codopadas con fosforo y nitrégeno.

POC: Dispositivos de punto de atencion.

PrHy: Clorhidrato de prometazina.

PSoC: Programmable System on Chip® (microcontrolador).

PVA: Alcohol polivinilico.

Acrdnimos
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Acrénimos

PWM: Pulse-Width Modulation (Modulacion de ancho de pulso).
Qdots: Quantum Dots, 0 puntos cuanticos semiconductores.
QY: Rendimiento cuantico de fluorescencia.

RhB: Rodamina B.

RNasa A: Ribonucleasa A.

RMN: Resonancia magnética nuclear.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

RSD: Desviacion estandar relativa.

RTP: Fosforescencia a temperatura ambiente.

RV: Relajacién vibracional.

So: Estado electrénico fundamental.

S: Espin total.

SERS: Dispersiébn Raman mejorada en superficie.

Sl: Tipo de puerta ldgica, que realiza la funcion booleana igualdad. En la practica se
suele utilizar como amplificador de corriente 0 como seguidor de tension, para

adaptar impedancias.
SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.
SINCs: Nanocristales de silicio.
SLS: Laurilsulfato sodico.
SR: Grupo tiol.
STM: Microscopio de efecto tanel.

SWCNT: Nanotubos de carbono de pared Unica.
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TEM: Microscopia electronica de transmision.

TFD: Terapia fotodinamica.

TMB: 3, 3°, 5, 5’-tetrametilbenzidina.

TNT: Trinitrotolueno.

Top-down: De arriba abajo, o de tipo “descendente”.

TPCA: Acido 5-0x0-3,5-dihidro-2H-tiazol [3,2-a] piridin-7-carboxilico.

TPDCA: Acido 5-0x0-3,5-dihidro-2H-tiazol [3,2-a] piridin-3,7-dicarboxilico.

TPE: Excitacion de dos fotones.

TPF: Fluorescencia de dos fotones.

TTA: 2-Tenoiltrifluoroacetona.

UCNPs: Nanoparticulas de up conversion, o sea de conversion ascendente.
UART: Mddulo receptor-transmisor asincrono universal duplex completo.
UV: Ultravioleta.

UV-Vis: Ultravioleta-visible.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

WCS: Sensores quimicos inalambricos.

XRD: Difraccion de rayos X.

XPS: Espectrometria fotoelectronica de rayos X.

Acrdnimos

Y: Tipo de puerta ldgica, mas conocida por su nombre en inglés AND, que realiza la

funcién booleana de producto l6gico.
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Acrénimos
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OBJETIVOS



Objetivos
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Obijetivos

Los Cdots han ganado importancia por sus caracteristicas dentro de las Nanociencias y
Nanotecnologias Analiticas, es decir la sintesis de estos nanomateriales y el uso de
particulas de tamafio nanométrico (1-100 nm en alguna de sus dimensiones) en el

ambito de la Quimica Analitica.

Esas nanoparticulas, alternativas a otras ya desarrolladas y que reducen los problemas
de toxicidad y contaminacion que presentan, poseen muchas ventajas: en primer lugar,
una luminiscencia intensa y ajustable. Ademas de luminiscencia del tipo “down-
conversion” los Cdots presentan luminiscencia “up-conversion”. Las nanoparticulas de
carbono resultan interesantes por su inercia quimica, se prestan a una facil
funcionalizacion, tienen alta resistencia a la fotooxidacion, baja toxicidad, buena
biocompatibilidad; por Gltimo, aunque no menos importante, una atenuacion eficiente

de su luminiscencia tanto por aceptores como por donores de electrones en disolucién.

Todas estas cualidades de los Cdots se valoran ain mas si se consideran los
inconvenientes de los materiales de reconocimiento usados habitualmente en sensores,
tales como largos tiempos de respuesta, baja sensibilidad y selectividad unida a su
escasa estabilidad. Hay que considerar también el interés creciente que los Cdots estan
adquiriendo en el &mbito de la nanotecnologia; su auge en los ultimos afios, ha llevado
al desarrollo de numerosas aplicaciones revolucionarias, a la integracion de los
resultados de investigacion en nuevos materiales y dispositivos tecnolégicos y a la
solucién de problemas con los materiales sensores actuales. Realmente el empleo de las
nanotecnologias y nanomateriales puede conducir a una verdadera revolucion en la
preparacion de sensores luminiscentes. Las nanoparticulas y nanoestructuras presentan
nuevas funcionalidades, un rendimiento superior e impulsan la innovacién en un gran
namero de tecnologias. Por lo tanto, creo en una necesaria investigacion para el
desarrollo y la bisqueda de nuevas nanoparticulas alternativas, que presenten nuevas
propiedades y reduzcan los problemas de toxicidad y contaminacién. Entre las nuevas
nanoparticulas alternativas y especialmente entre los diferentes tipos de nanoparticulas
de carbono, los denominados Cdots estan siendo usados en la deteccion de analitos,
sobre todo metales y biomoléculas. La deteccion de metales suele ocurrir por atenuacion
de la luminiscencia de las nanoparticulas debida a varias posibles interacciones con el
ion metélico; ese fendmeno puede ademas ser aprovechado para poder detectar otros
analitos, que a su vez interaccionan con el metal permitiendo la recuperacion de la

luminiscencia de las nanoparticulas y pudiendo ser detectados asi de manera indirecta.
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Asimismo, la atenuacion de la luminiscencia de las nanoparticulas puede ser atenuada
de manera mas significativa por los productos de la reaccion que ocurre entre el analito

de interés y otras sustancias presentes.

Partiendo de estas hipotesis, justifico el trabajo de investigacion llevado a cabo para la
presente Tesis Doctoral que fundamentalmente incluye el empleo de estrategias
novedosas mediante el empleo de Cdots, nanoparticulas tan valiosas que, a mi juicio,
pueden constituir un interesante progreso dentro del campo de las fases sensoras

luminiscentes.

La presente Tesis Doctoral se desarrolla en el campo de los nanosensores con deteccién
Optica basados en técnicas luminiscentes, capaces de monitorizar in situ, en tiempo real
y en entornos o microentornos la concentracion de especies de interés en el campo
biomédico y ambiental. En concreto, se centra en el desarrollo de procedimientos para
la medida Optica de tipo luminiscente de analitos de interés clinico y ambiental en

disoluciones acuosas.

Para ello se van a realizar ensayos de analitos, tales como biotioles, hemoglobina y
metales pesados, basados en la medida de la luminiscencia de disoluciones acuosas de
las nanoparticulas de carbono y los dichos compuestos de interés, obtenida a partir de
un espectrémetro de luminiscencia y un dispositivo portatil de fabricacion propia que se
prevé implementar mediante el uso de diferentes técnicas de inteligencia artificial. El
disefio de un instrumento portatil en el que se implementen los procedimientos de
calculo junto los sensores permitira una medida de luminiscencia de facil uso y bajo

coste.

Para lograr el objetivo general se plantean un conjunto de objetivos especificos, con la
finalidad de desarrollar diferentes aspectos del mismo:

o Sintesis de los Cdots utilizando rutas de tipo hidrotermal, basadas en

reacciones quimicas a partir de diferentes moléculas precursoras de carbono.

o Funcionalizacion de la superficie de los Cdots con grupos aminos, seguida de

su caracterizacion mediante técnicas espectroscopicas.

22



Obijetivos

Desarrollo de procedimientos para la determinacion de analitos de interés
clinico y biomédico mediante los Cdots sintetizados en funcion de los cambios

luminiscentes producidos por los analitos.

Disefio y fabricacion de un prototipo de instrumentacion portatil para las

medidas de las propiedades luminiscentes de las nanoparticulas desarrolladas.
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Para entender mejor el trabajo de investigacion que ha sido llevado a cabo durante estos
cuatro afios, creo que es importante explicar los conceptos que estdn en la base de la
investigacion: los fundamentos cientificos y tecnolégicos, asi como el estado del arte en la
Quimica Analitica en el campo de los (bio)sensores basados en nanoparticulas de carbono

luminiscente o que de alguna manera las involucran.

En primer lugar, y por partir del principio, hay que contextualizar la Nanociencia y la
Nanotecnologia Analiticas, que es el ambito que desarrolla esta investigacion. Comentaré los
diferentes tipos de nanoparticulas, haciendo hincapié en las nanoparticulas de carbono, o
Carbon Dots (Cdots), que fueron sintetizadas y caracterizadas para luego ser empleadas en
diversos (bio)sensores. Por eso fue importante conocer su utilidad en el campo de los

sensores quimicos.

Como en esta investigacion se tratd sobre sensores quimicos de tipo Optico, concretamente de
luminiscencia, es oportuno comentar los fundamentos de la fotoluminiscencia, asi como las
similitudes y diferencias entre los diferentes tipos de luminiscencia, antes de dar una vision
méas amplia del impacto practico de los Cdots en las metodologias analiticas. Los Cdots
suelen ser wusados en la deteccion (bio)quimica de tipo fotoluminiscente vy
electroquimioluminiscente. Los Cdots tienen también aplicaciones biomédicas, entre ellas la

bioimagen y el tratamiento del cancer.

Dulcis in fundo, trataré el papel relevante que los Cdots se estan ganando en el &mbito de la
Nanociencia y de la Nanotecnologia como herramientas analiticas. Describiré de la manera la
mas exhaustiva posible el estado del arte en el uso de los Cdots en sensores Opticos, y
también de su empleo en reacciones cataliticas, aplicaciones interesantes, pero menos

pertinentes en mi investigacion.

1. Nanociencia y Nanotecnologia Analiticas

Durante los dltimos 20 afios, la investigacion y desarrollo en el campo de los sensores ha
crecido exponencialmente en términos de inversion financiera, literatura publicada y en el
namero de investigadores activos. Es sabido que un sensor proporciona informacion fisica,

quimica y/o bioldgica acerca de nuestro entorno, pudiendo ser definido como un dispositivo
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capaz de registrar de forma directa, continua y reversible un parametro fisico (sensor fisico) o

la concentracion o presencia de una especie quimica (sensor quimico).

Las diferentes legislaciones fomentaron una enorme demanda de sensores necesarios para la
supervision de nuestro entorno y en este sentido, una nueva revolucion esta teniendo lugar en
la investigacion de sensores con una gran demanda de dispositivos en biomedicina, estudios
ambientales y agroalimentaria [1,2]. El desafio en la investigacion de sensores se puede

resumir en las siguientes expectativas:

a) La busqueda y seleccion de los materiales apropiados, asi como el desarrollo de nuevos
procesos de reconocimiento de analitos y de los mecanismos de transduccion que permitan

obtener las sefiales analiticas.

b) EIl desarrollo de nuevos materiales y matrices que inmovilicen de forma efectiva el

sistema receptor y, de este modo, conseguir una funcion respuesta estable y reproducible.

c) Procesos y disefios de fabricacion basados en las nuevas tecnologias de impresion que
permitan la fabricacién automatizada de sensores rebajando costes, posibilitando la
miniaturizacion y el multiplexado y aumentando de esa manera la reproducibilidad de los

Mmismos.

El disefio de un sensor con propoésitos analiticos y con una amplia variedad de campos de
aplicacion (diagnostico clinico, determinacion de agentes contaminantes, control de calidad,
etc.) presenta dos aspectos muy criticos que deben ser considerados. Por una parte, la
especificidad: el sensor deberd interaccionar selectivamente con el analito a determinar,
evitando o previniendo las posibles interferencias que den lugar a resultados erréneos. De
otra, la sensibilidad: la sefial observada deberd ser suficientemente sensible como para
permitir la cuantificacion del analito a bajas concentraciones en mezclas complejas. Ademas,
y de manera no menos importante, la viabilidad de un sensor esta directamente relacionada
con la reproducibilidad del ensayo y con la reversibilidad, caracteristica importante, aunque
no esencial para un sensor. De los diferentes tipos de sensores, los luminiscentes presentan
numerosas ventajas entre las que se encuentran precisamente su alta sensibilidad y
especificidad. Su mecanismo de actuacion tiene lugar en dos pasos: una primera fase de
deteccion del analito por una molécula o material receptor (fase de reconocimiento) que
modifica una propiedad, dptica en nuestro caso, y en segundo lugar la transduccion de la
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informacion desde esa respuesta Optica, asi una variacion de alguna caracteristica estacionaria

o temporal de la luminiscencia, a una sefial eléctrica (fase de transduccion).

Este tipo de actuacion les permite, a su vez, ser integrados en sistemas supramoleculares y
macroscopicos, que facilitan su manipulacién y su aplicabilidad, sin modificar su mecanismo
de accion. Una caracteristica adicional de estos sensores es la posibilidad de incorporar
practicamente cualquier biopolimero o sistema mimético implicado en un reconocimiento
molecular, lo que ha impulsado el desarrollo de un gran nimero de sensores que incluyen el
uso de anticuerpos y sus fragmentos, proteinas que enlazan ligandos, enzimas, péptidos,
polimeros sintéticos, etc. Sin embargo, a pesar de las potenciales ventajas de los sensores
quimicos de naturaleza Optica, la investigacion en este campo ha estado frenada por
numerosos obstaculos, fundamentalmente por la escasez de compuestos luminiscentes
disponibles y los problemas derivados de la limitada estabilidad de las fases sensoras
desarrolladas. Con objeto de mejorar las prestaciones de los sensores dpticos y con la idea de
buscar soluciones a estos inconvenientes, se esta realizando hoy en dia un gran esfuerzo

investigador, buscando materiales sensores mas robustos y apropiados.

1.1. Contextualizacién de Nanociencia y Nanotecnologia

El primero que especuld con la posibilidad de manipular objetos de tamafio nanométrico fue
Richard Feynman en la conferencia impartida en la reunién anual de la American Physical
Society en Caltech el 29 de diciembre de 1959 bajo el titulo “There is plenty of room at the
bottom”. Sin embargo, s6lo en 1981 se registrd el primer verdadero impulso préctico a la
nanotecnologia con el desarrollo del primer microscopio efecto tinel (STM) por Binnig y
Rohrer, a través del cual fue posible “observar” y manipular la materia hasta los &tomos
individuales. Tuvimos que esperar el afio 1990 para que lo que Feynman habia previsto se
convirtiera en realidad. En ese afio, investigadores de IBM gracias a un STM modificado
lograron crear el logotipo de la empresa utilizando atomos individuales de xendn en una
superficie de niquel [3]. En los ultimos afios ha tenido lugar un espectacular desarrollo de
herramientas y procesos en el ambito de la llamada Nanotecnologia. Este desarrollo deriva
del hecho de que cuando los materiales son sintetizados o manipulados a escala nanométrica
pueden presentar nuevas propiedades, funcionalidades y un rendimiento superior para

numerosas aplicaciones.
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Por ejemplo, la relacion &rea/volumen es baja en sistemas macroscopicos, donde las
propiedades quimicas y fisicas estan determinadas por la estructura del material como un
todo, mientras que es alta en nanomateriales. En tales estructuras, las caracteristicas de las
superficies seran, por lo tanto, dominantes e influyen en sus propiedades dpticas, propiedades
fisicas como adhesividad, humectabilidad, friccion o reactividad quimica, entre otras [3]. Este
aspecto resultd esencial para impulsar la innovacion en un gran numero de tecnologias,
dispositivos y sistemas, favoreciendo el desarrollo sostenible y la necesaria competitividad en
sectores tales como medicina, transporte, energia, electronica, foténica y construccion, entre
otros muchos [4,5]. Especialmente, el empleo de nanotecnologias puede conducir a una
verdadera revolucion en el campo de la biomedicina [6-10]. Recientemente, los
nanomateriales se han utilizado para construir electrodos modificados y (bio)sensores para el
andlisis de muchas sustancias inorganicas y organicas, incluidas trazas de sustancias
peligrosas para el medio ambiente [11]. Dichos sensores pueden mostrar ventajas, como, por
ejemplo, alta sensibilidad, tiempo de andlisis corto, bajo coste, preparacion y tratamiento
sencillos [12, 13]. Las interacciones anfitrion-huésped se utilizaron también para construir
dispositivos a nanoescala con deteccion electroquimica. Recientemente, muchos
investigadores intentaron desarrollar nanocompuestos macrociclicos (p. ej., ciclodextrinas,
calixarenos, pilararenos) y nanomateriales de carbono (p.ej., grafeno, carbon dots, nanotubos
de carbono) para muchas aplicaciones [14]. Otros tipos de nanocompuestos estan formados
por nanomateriales de carbono y polimeros conductores: conjuntos tales como grafeno-
poli(o-aminofenol),  grafeno-poliluminol,  grafeno-poli(o-fenilendiamina), fibras de
carbono/polipirrol o polianilina injertada en nanofibras de carbono integradas en nanotubos
de carbono. Algunos de estos nanocompuestos presentan efectos sinérgicos que surgen de las
diferencias en la estructura y propiedades de los respectivos materiales constituyentes. Los
nanocompuestos estan teniendo aplicaciones en la fabricacion de sensores y biosensores,
materiales anticorrosivos, supercondensadores, farmacos y catalisis [11]. La fusién de la
nanotecnologia con la biologia ha incrementado el interés de la investigacién para el disefio y
la busqueda de nanomateriales funcionales que imiten las caracteristicas cataliticas de las
enzimas. Por ejemplo, 6xidos de metales pesados (FezOs, MnO2, Co304, CuO, TiO2, V20s),
sulfuros metalicos (CuS, FeS, CdS, MoS;) y nanomateriales de carbono (nanoductos de
carbono, éxido de grafeno, nanotubos de carbono) que poseen una actividad intrinseca similar
a la peroxidasa y tienen un potencial prometedor en (bio)sensores para la remediacion
ambiental [15,16].

32



Introduccién

Los electrodos nanoestructurados ya se han aplicado ampliamente con fines analiticos [17-
19]. Los electrodos de nanoparticulas metalicas permiten la reduccion del limite de
cuantificacion para ciertos analitos: el uso de electrodos de carbon vitreo (GCE) modificados
con una capa de nanoparticulas de niquel o su oOxido, por ejemplo, ha permitido reducir
significativamente los limites de determinacion de glucosa, en comparacion con los obtenidos
con un electrodo normal de niquel [20]. Los electrodos de nanoparticulas metéalicas
modificadas con enzimas son sistemas altamente selectivos en los que el metal actia como un
mediador entre el sitio activo de la enzima y la superficie del electrodo, lo que facilita el
proceso de transferencia electronica: por ejemplo, se han fabricado electrodos de
nanoparticulas de oro modificadas con la enzima glucosa oxidasa para la determinacion de
glucosa [21]. Finalmente, las capacidades cataliticas de las nanoparticulas pueden acelerar las
reacciones redox de muchos analitos y hacer que los procesos redox sean reversibles donde
no lo son [20]. Un ejemplo de esta utilidad es la determinacion de dopamina (DA) en
presencia de &cido ascorbico, mediante analisis voltamétrico con un electrodo de
nanoparticulas de oro que ejerce un efecto catalitico sobre el acido ascorbico desplazando su
oxidacion hacia potenciales menos positivos [22]. Numerosas publicaciones y libros
describen los métodos de fabricacién de los nanomateriales, que se clasifican en dos
estrategias basicas: top down o bottom up [23]. En el enfoque top down, a partir del material
precursor se puede llegar a las dimensiones deseadas, mediante técnicas de reduccion y
miniaturizacion. Estos procesos se aplican sobre todo en la industria de la microelectrénica.
Las propiedades fisico-quimicas de estos materiales nanoestructurados no difieren tanto del
patrén de partida, con la excepcidn de las que cambian a partir de un cierto tamafio [24]. Los
métodos de sintesis bottom up, por otro lado, permiten la creacion de componentes
nanométricos, explotando las capacidades de autoensamblaje de atomos o moléculas
individuales. Existe la posibilidad de distinguir entre tres tipos diferentes de autoensamblaje,
dependiendo del tipo de constituyentes elementales utilizados (4&tomos, moléculas y
agregados). De hecho, se puede hablar de autoensamblaje quimico, fisico y coloidal [3]. Las
nanoestructuras obtenidas tienen propiedades especificas utilizables en diversas aplicaciones
[23].
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1.2. Tipos de nanoparticulas

Las nanoparticulas magnéticas (MNP) se podrian usar como nanozimas, pero existen
problemas asociados con su aplicacion. Algunos de estos materiales, tales como las
nanoparticulas de BiFeOs, FeS o los complejos G-cuadruplex-hemina, tienen procesos de
sintesis complicados. Ademas, dado que las MNP son catalizadores heterogéneos, deben estar
bien dispersas en disolucion acuosa, y ser eliminadas adecuadamente por un iman: ambas son
operaciones que requieren tiempo [26]. Otros nanomateriales son las nanoparticulas de up-
conversion (UCNPs), una clase de nanocristales de lantanidos co-dopados, que poseen
muchas propiedades atractivas, como alta fotoestabilidad, estabilidad térmica, mejores
relaciones sefial/ruido y baja toxicidad. Podrian ser una alternativa como donores de energia a
los colorantes fluorescentes [27]. Sin embargo, las UCNPs también presentan algunas
limitaciones, como sintesis complicada, alto costo y el efecto del sobrecalentamiento con el
laser infrarrojo cercano (NIR) de potencia relativamente alta (102-10° mW cm) sobre tejidos
biolégicos o células que es necesario usar para originar la sefial [28, 29]. Dentro de las
nanoparticulas luminiscentes, las mas desarrolladas y estudiadas hasta el momento son las
nanoparticulas de oro (AuNPs) y las conocidas como Quantum Dots (Qdots), habiéndose
presentado ambas como una interesante alternativa para el diagndstico médico o el
seguimiento de procesos biologicos. Las nanoparticulas de metales nobles han emergido
como materiales prometedores con una excelente actividad mimética de la peroxidasa debido
a sus propiedades fisicas y quimicas Unicas, tanto por separado o como en aleaciones
nanoestructuradas (Au@Pt; AgM (M = Au, Pd, Pt), Au@PtAg y AuPd). Sin embargo, sus
aplicaciones practicas a gran escala estan restringidas drasticamente por las desventajas
inevitables de los altos precios y la escasez de los metales nobles [15]. Los nanoclusters de
oro (AuNCs) han mostrado muchas ventajas en la deteccidn y el etiquetado de moléculas
debido a su buena estabilidad, excelentes propiedades fluorescentes, baja citotoxicidad y
biocompatibilidad. Se pueden sintetizar mediante la reduccion quimica de sales de oro en
presencia de agentes estabilizantes, por ejemplo, albimina sérica bovina o tiolatos.
Acompafiados de colorantes u otras nanoparticulas fluorescentes, se han empleado para la
construccion de sondas fluorescentes ratiométricas como referencia de la sefial [30]. Las
AuNPs combinan estabilidad quimica con una alta actividad catalitica para diferentes
procesos quimicos y electroquimicos [31]. Atribuido a la oscilacion colectiva de los
electrones de conduccion libres inducidos por un campo electromagnético interactivo, las

AUNPs poseen propiedades dpticas Unicas.
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El color de las AuNPs en disolucidn esta determinado por su tamafio y forma [32]. Este tipo
de nanomaterial también tiene afinidad por muchas moléculas bioldgicas, que se unen a las
AuNPs sin ver disminuida su actividad biologica [33]. Por ejemplo, una superficie de
carbono vitreo se ha modificado con una capa de AuNPs unidas a peroxidasa de rabano
picante para obtener un sensor electroquimico para peroxido de hidrégeno [34]. Combinando
un dispositivo analitico microfluidico basado en papel (WPAD) y la técnica de impresion
molecular, se ha fabricado una célula fotoelectroquimica (PEC) de radiacion visible para la
deteccidn de pentaclorofenol (PCP) en un electrodo de trabajo de papel decorado con AuNPs
utilizando nanoparticulas de ZnO funcionalizadas con polipirrol [35]. Las AuNPs poseen dos
propiedades dependientes del tamafio: el color y la transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET). EI cambio de color se verifica cuando las AuNPs pasan de estar
dispersas a un estado agregado, debido a las interacciones con otras nanoparticulas, tales
como los Cdots [10]. Por otra parte, las AuNPs mediante un mecanismo FRET atendan la
fluorescencia de los Cdots [10]. Ademas, es sabido que las AuNPs tienen altos coeficientes
de absortividad molar, una ancha banda de absorcién, por lo tanto, podrian aplicarse como
aceptores eficientes para la mayoria de fluoréforos [27]. Los ensayos basados en AuNPs han
recibido una atencion considerable para la determinacion de biomoléculas tioladas [26, 28].
Hasta ahora, la mayoria de los sensores colorimétricos basados en nanoparticulas metalicas se
centran en AuNPs [16], aunque su selectividad puede verse influenciada por algunos
compuestos quimicos [36]. El oro y la plata tienen casi idénticos parametros de red y, en base
a estas similitudes, se podria esperar que las nanoparticulas de plata (AgNPs) siendo
relativamente mas baratas tuvieran un empleo mas extendido en los sensores colorimétricos
[28]. No obstante, debe indicarse que la facil oxidacion de la superficie de las AgNPs es una
desventaja intrinseca, que compromete seriamente su aplicacién en sistemas reales. Hasta
ahora, se han reportado muchos enfoques para obtener AgNPs estables a través del
recubrimiento superficial con moléculas bioldgicas, pequefias moléculas organicas y/o
mediante su deposicién sobre materiales de carbono. Sin embargo, por otro lado, el
recubrimiento de dicho metal reduce su rendimiento catalitico, debido al bloqueo de los sitios
activos de la superficie. Por lo tanto, es deseable desarrollar AgQNPs no tensioactivas con una
alta superficie activa y buena estabilidad. Por ejemplo, se ha desarrollado un sistema
colorimétrico (AgNPs-N-GQdots-TMB-H20>) para la deteccion de GSH en muestras de
sangre [16].
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Los Qdots han demostrado ser superiores a los colorantes fluorescentes organicos, debido a
su alta luminiscencia, excelente fotoestabilidad, emision ajustable por tamafio y alto
rendimiento cuantico (QY) [37]. Por eso, se utilizan habitualmente como donores de energia
en los sistemas basados en el fendmeno de FRET [27]. Siguen teniendo un interés
significativo debido a sus propiedades electro-Opticas unicas [37]. Descubiertos durante la
década de los 80, son semiconductores con excitones confinados en las tres dimensiones
espaciales. Tienen altos coeficientes de extincion y, por lo tanto, se usan para aplicaciones
Opticas [38]. Qdots como ZnS, ZnSe, CdS, CdSe y nanocristales de silicio (SINCs) se estan
usando ampliamente como materiales fluorescentes, pero su efecto citotoxico y la
degradacion de la capa exterior pueden causar muchas reacciones indeseables in vivo [5]. De
entre los Qdots, los SINCs han sido objeto de particular interés en los altimos afios como
agentes de formacién de imagenes, ya que exhiben una biocompatibilidad favorable, baja
citotoxicidad e incluso auto-eliminacion. A pesar de que tienen esta serie de ventajas, algunos
inconvenientes dificultan el uso de SINCs en aplicaciones practicas. Por ejemplo, la mayoria
de los SINCs actuales requieren rutas de al menos dos pasos para hacerlos dispersables en
agua: primero la sintesis de SiNCs hidrofobos mediante métodos fisicos o quimicos
sofisticados, y luego su recubrimiento con moléculas hidrofilicas. Esta metodologia sintética
logra éxito en la produccion de SINCs fluorescentes con un gran potencial interés en
bioimagen; sin embargo, implica un conjunto de procedimientos relativamente complicados
que son dificiles de reproducir. Se ha reportado el desarrollo de un método rapido de un solo
paso en microondas para la sintesis de Qdots fluorescentes de silicio. Este método es simple y
rentable. Hasta ahora, las aplicaciones de los SINCs fluorescentes se han centrado en
bioimagen con pocos estudios acerca de deteccion quimica, asi, por ejemplo, se ha reportado
una estrategia para la deteccion rapida de Hg?* en disoluciones acuosas, basada en SiNCs
fluorescentes sin etiquetas dispersables en agua [39]. Por otra parte, se ha publicado que los
Qdots presentan baja estabilidad y una emision intermitente (fenémeno conocido como
blinking) [37, 40]. El sistema hibrido de ZnS dopados con manganeso Yy recubiertos de &cido
3-mercaptopropionico (MPA-Mn: ZnS Qdots) ha sido desarrollado como interruptor
fosforescente off-on basado en un mecanismo quimico redox para la deteccion de glutation
(GSH) en alimentos, vino y muestras bioldgicas [41]. Es importante tener en cuenta que, a la
hora de realizar investigacion sobre estos temas, es preciso minimizar la toxicidad de las
nanoparticulas empleadas como (bio)sensores, siendo éste uno de los grandes problemas que

presentan las nanoparticulas mencionadas anteriormente, pues debido al contenido de metales
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toxicos, como plomo, cadmio, oro, plata y silicio [42], éstas son perjudiciales para la salud y
el medio ambiente [28, 29, 43, 44].

Ello supone una seria limitacion para su uso en aplicaciones biomédicas tanto in vivo como in
vitro [37, 40]. Ademas, los métodos de preparacion de los Qdots son a menudo complicados
y lentos [27, 37, 40, 43]. Por estos motivos es necesaria investigacion sobre el desarrollo de
nuevas nanoparticulas, alternativas a las ya desarrolladas y que reduzcan los problemas de
toxicidad y contaminacion [43, 45]. En este sentido, los Cdots constituyen uno de los
nanomateriales, de muy reciente aparicion, mas prometedores para solventar dichos
problemas. Los Cdots son uno de los muchos nanomateriales basados en carbono, que han
atraido mas atencion desde su descubrimiento [42]. Aunque todos estos materiales exhiben
fotoluminiscencia en la parte visible del espectro, difieren en varias caracteristicas tales como
forma, hibridacion del carbono, el grado de cristalinidad y el origen de la fluorescencia [46].
Los nanotubos de carbono (CNT) son estructuras huecas que pueden incluir liquidos o gases
y, por lo tanto, se pueden usar en catalisis heterogénea y para almacenamiento de energia [24,
26]. Sus propiedades eléctricas también son especialmente interesantes, ya que dependiendo
de su didmetro y del angulo de enrollamiento de la estructura tubular, pueden tener
comportamiento metalico o semiconductor [3]. Tanto los nanotubos de carbono de pared
Gnica (SWCNT) como los nanotubos de carbono helicoidales (HCNT) deben ser
funcionalizados en la superficie para mejorar su solubilidad en agua. Por otra parte, su
purificacion es un proceso laborioso [26]. Se ha establecido un sistema de deteccion para el
analisis de GSH mediante el uso de un novedoso nanomaterial fluorescente de carbono: los
puntos cuanticos de nitruro de carbono grafitico (g-CNQdots). Sin embargo, la sintesis de g-
CNQdots requiere condiciones estrictas tales como una temperatura muy alta (550 °C) y
tratamiento con &cidos fuertes [29]. Ademas, el estudio de este nanomaterial todavia se
encuentra en una etapa muy temprana, y aspectos como QY Yy dispersabilidad deben ser
mejorados [28]. Debido a su gran area superficial especifica, gran resistencia mecanica y bajo
costo de fabricacion, el grafeno se consideré un soporte bidimensional (2D) ideal para
nanoparticulas metalicas. Ademas, los materiales de la familia del grafeno presentan
propiedades interesantes que serian favorables para el disefio de miméticos enzimaticos
basados en nanomateriales. Las areas abiertas de grafeno son facilmente accesibles a los
sustratos con una pequefia barrera de difusion y transporte, mientras que su rica quimica de

superficie asegura la estabilidad de los sistemas compatibles [15].
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Ha sido reportada la fabricacion de un nuevo tipo de nanomateriales con un tamafo inferior a
100 nm, llamados puntos cuanticos de grafeno (GQdots) [13, 47]. Generalmente estan
compuestos de una o dos nanolaminas de grafeno con una distribucion de tamafo
principalmente en el rango de 3-20 nm. Los GQdots son altamente luminiscentes como
resultado del confinamiento cuantico y los efectos de borde. Las cantidades de grupos que
contienen oxigeno, los defectos estructurales y los elementos dopantes también contribuyen
considerablemente a las propiedades de luminiscencia de los GQdots. Los GQdots
sintetizados contienen s6lo atomos de carbono y oxigeno; estudios recientes muestran que los
GQdots dopados con heteroatomos como nitrogeno, boro, azufre, fldor y cloro pueden
sintonizar efectivamente su banda prohibida y densidad electrdnica, asi como mejorar su QY
y su actividad quimica [47]. Tienen mayor area de superficie, mayor diametro y mejores
propiedades para injertar en superficie en comparacion con los convencionales Qdots y los
Cdots. Ademas, los GQdots muestran una excelente solubilidad en agua, baja toxicidad, alta
estabilidad, buena biocompatibilidad y resistencia a largo plazo al fotoblanqueo [13, 16, 47].
Esos GQdots dopados con heteroatomos se han aplicado en campos distintos, tales como en
el desarrollo de células de combustible, la optoelectrénica, la bioimagen y los (bio)sensores.
Se considera un material prometedor para reemplazar los nanocristales semiconductores
utilizados cominmente en una serie de aplicaciones relacionadas con la biodeteccion. En los
ultimos afios se han desarrollado varias técnicas novedosas de deteccion de biotioles basadas
en GQdots [13, 16, 48, 49]. Mientras tanto, varios trabajos han sugerido que las propiedades
Opticas del grafeno podrian ajustarse a través de las interacciones con los lantanidos, tales
como Er, Yby Eu. Por ejemplo, se han preparado GQdots de europio a partir de un complejo
tridimensional (3D) de europio y grafeno usando H2SO4 concentrado y HNOs [47]. También

es importante sefialar la combinacion del grafeno con las AuNPs y las AgNPs [9, 16].

1.3. Nanoparticulas de carbono (Cdots)

Los Cdots son una clase de nanomateriales de carbono con tamafios tipicamente inferiores a
10 nm, que fueron obtenidos por primera vez en 2004, durante la purificacion mediante
electroforesis preparativa de SWCNT fabricados por métodos de descarga de arco por Xu et
al. [5, 27, 42, 50-58].
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Este interesante descubrimiento en el &mbito de la nanociencia que despertd gran interes se
refiere a una de las formas alotropicas del carbono de tamafio nanométrico [57, 59]. Aunque
el carbono se considera habitualmente que tiene baja solubilidad en agua y baja fluorescencia,
en forma de Cdots muestra una intensa luminiscencia y buenos QY, lo que justifica el gran
interés que desperto [60]. En el escaso tiempo transcurrido desde su aparicion, se ha realizado
un gran avance en la sintesis, propiedades y aplicaciones de los Cdots. Esas nanoparticulas se
diferencian en la composicion elemental de los Qdots tradicionales, que generalmente estan
compuestos de metales pesados. Los Cdots no tienen esencialmente elementos metalicos
involucrados, lo que los dota de baja toxicidad [55]. Aunque no se conozca exactamente su
estructura, generalmente los Cdots son nanoparticulas pseudo esféricas de 2-10 nm de
didmetro, o sea de dimensidn cero (0D) [58, 61]. El nucleo de los Cdots puede ser amorfo o
cristalino, compuesto prevalentemente de carbono grafitico (sp?) o laminas de grafeno/oxido
de grafeno rodeados por diversas unidades funcionales de carbono hibridado tipo diamante
(sp®) [53, 57, 61, 62]. Mediante medidas de resonancia magnética nuclear (RMN) se ha
demostrado que los 4&tomos de carbono de los Cdots son de tipo sp? hibridados con dtomos de
carbono no saturados sp®, lo que indica que los Cdots son sistemas conjugados [46]. Los
abundantes grupos carboxilo e hidroxilo en la superficie de los Cdots le imparten una alta
solubilidad en agua y son grupos quimicamente reactivos adecuados para la funcionalizacién
0 pasivacion de la superficie [53]. Por otra parte, los Cdots muestran una fotoluminiscencia
intensa y ajustable por lo que presentan interés en aplicaciones en energia y catalisis [53, 63,
64]. Es importante destacar que los Cdots exhiben una amplia gama de espectros de emision
dependientes de la excitacion, que son sensibles a los entornos locales de los Cdots, haciendo
posible las diversas aplicaciones en deteccion [56, 62]. A esto hay que afiadir que los Cdots
ademas de luminiscencia tipo down-conversion presentan luminiscencia up-conversion lo que
permite su uso en sistemas analiticos y bioldgicos [64]. En comparacion con los
semiconductores tradicionales tipo Qdots y colorantes organicos, los Cdots son superiores en
términos de mayor solubilidad en agua, robustez, inercia quimica, facil funcionalizacion, alta
resistencia a la fotooxidacion, baja toxicidad y buena biocompatibilidad [14, 26-29, 37, 40,
44, 50-55, 58, 59, 61, 62, 64-77]. De aqui resultan sus potenciales aplicaciones en etiquetado
bioldgico, sensores, bioimagen, liberacion de farmacos, biomedicina, catélisis y deteccion
[10, 27, 42, 43, 46, 48, 51-54, 64, 67, 70, 72, 78, 79]. Mientras tanto, en comparacion con
otros nanomateriales fluorescentes de carbono como el grafeno y los g-CNQdots, los Cdots
tienen muchas més fuentes de materias primas, un QY bastante alto y muy buena
dispersabilidad en medio acuoso [28, 29, 64, 79].
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Los Cdots generalmente heredan los grupos funcionales (principalmente carboxilo, carbonilo,
amino, amida e hidroxilo) de sus precursores; por lo tanto, tienen la capacidad de unirse con
iones metalicos, lo que resulta en la atenuacion de su luminiscencia a través del mecanismo
de transferencia de electrones del estado excitado [74]. Por lo tanto, los Cdots se han
utilizado como sondas fluorescentes para detectar algunos cationes metalicos (Hg?*, Fe®*,
Ag*, Cu?*, Pb?*, Sn?*) y biomoléculas (L-Cys, hemoglobina, GSH), entre otros analitos [29,
80]. La luminiscencia de los Cdots puede ser atenuada de manera eficiente tanto por
aceptores como por donores de electrones en disolucion lo que sefiala que los Cdots
fotoexcitados son buenos aceptores y donores de electrones y, por tanto, buenos reactivos
basados en atenuacion [51,81-84]. Hasta la fecha, se han desarrollados varios métodos para la
sintesis de Cdots, como es la ablacién con laser, la descarga de arco, la liberacién o
exfoliacién electroquimica, la oxidacion quimica o electroguimica, la deshidratacion térmica,
la irradiacidn con haz de protones, la combustién, el tratamiento por ultrasonidos, reflujo en
acidos y varios métodos con microondas [40, 52, 58, 70, 76]. En la Gltima década, se han
explorado una variedad de enfoques para fabricar Cdots, que generalmente se pueden
clasificar en dos grupos principales, segun los cambios de tamafio que ocurren en el material
precursor antes y después de la reaccion: métodos top-down o bottom-up [52, 55, 57]. Los
materiales precursores se convierten en Cdots usando condiciones oxidantes a temperatura
ambiente o usando diversos enfoques que necesitan altas temperaturas, tales como los
métodos hidrotermales y de microondas [61]. Los métodos top-down implican reducir
materiales de carbono macroscépicas, como el grafito, las fibras de carbono o los CNT, en
nanoparticulas individuales a través de descarga de arco, ablacion laser, oxidacion
(electro)quimica y el tratamiento con plasma [57, 70]. Los enlaces C=C o C-OH en los
materiales de partida pueden oxidarse a grupos carbonilo o carboxilo mediante el uso de
acidos fuertes de caracter oxidante (sulfurico o nitrico) u otros agentes oxidantes como H203,
mientras que el material se transforma en nanoparticulas. Las condiciones de sintesis
complicadas, que requieren tiempo y consumo de energia, el coste elevado de los materiales
de partida y/o de la instrumentacién, y la dificultad en la preparacién de Cdots en grandes
cantidades y de alta calidad, suelen ser los problemas encontrados con mas frecuencia en los
enfoques top-down [54]. Por el contrario, los enfoques bottom-up han llamado mucho la
atencion, ya que los procesos sintéticos no crean contaminacion y los compuestos de partida

pueden reaccionar de manera flexible.
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En pocas palabras, los enfoques bottom-up llevan a cabo la sintesis de pequefias moléculas
individuales a complejos méas grandes por polimerizacion y el ensamblaje a través de fuerzas
secundarias tales como van der Waals y enlaces de hidrogeno [55]. Los enfoques bottom-up
incluyen la descomposicion térmica, la combustién y la deshidratacion de precursores
moleculares adecuados (como sacéaridos, acidos organicos, aminoacidos, polietilenglicol y
polietilenimina), la polimerizacién hidrotermal asistida por microondas, la descomposicion
sin disolventes, la sintesis solvotermal, la pirdlisis en microondas de una disolucion de
carbohidratos: todos estos enfoques recientemente desarrollados se consideraron vias
disponibles debido a que estos méetodos tienen ventajas de procedimientos sintéticos simples,
bajo costo y amplia tolerancia del precursor [54, 57, 71]. Para ser mas especificos, la sintesis
basada en calentamiento por microondas utiliza las transiciones internas de rotacion de las
moléculas precursoras que se acoplan con la radiacion electromagnética externa. Por lo tanto,
la eficiencia de calentamiento no estd relacionada con la conductividad térmica de los
precursores. Por lo tanto, en comparacion con otros metodos, el tratamiento térmico asistido
por microondas ahorra tiempo y energia, e incluso podria evitar reacciones secundarias
indeseables o facilitar nuevas rutas de reaccion [57]. Generalmente, el QY de
fotoluminiscencia de los Cdots obtenidos con estos métodos es muy bajo [42, 71]. En las
primeras investigaciones, el tratamiento de Cdots por &cidos o bases fuertes fue necesario
para obtener nanoparticulas con una intensa fluorescencia [50]. Mas tarde, los Cdots
fluorescentes se sintetizaron directamente a partir de etanol mediante un método de un solo
paso con facilidad. Actualmente, se eligen algunos adecuados precursores moleculares
econdmicos y biocompatibles, con pasivadores superficiales suaves o incluso sin pasivadores
para sintetizar Cdots de mejor fotoluminiscencia en un solo paso [52, 73]. De hecho, todos
los Cdots obtenidos a partir de los métodos bottom-up se pueden considerar como productos
de la carbonizacion incompleta de carbohidratos [50]. La ultima tendencia se ha centrado en
un proceso “verde” para preparar Cdots mediante la carbonizacién de biomasa natural, tal
como los posos del café, hierba, cascara de sandia y el zumo de naranja, como fuente de
carbono [57, 58, 61, 70, 74]. Entre todas esas metodologias de sintesis, la carbonizacién
hidrotermal el método mas simple y econdmico para preparar Cdots funcionalizados en un
solo paso a partir de numerosos precursores debido a su bajo precio, eficiencia energética y
facil tratamiento posterior [40, 44, 56, 58, 68]. El desarrollo de Cdots para el analisis
(bio)quimico ha tenido un inicio relativamente tardio en comparacion con sus aplicaciones
intensivas en bioimagen, y a los aln anteriores estudios centrados en sistemas de

determinacion de iones metélicos.
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Sin embargo, al aprovechar todas las ventajas de las propiedades unicas de los Cdots, los
sensores opticos basados en ellos han logrado un progreso rapido en los ultimos afios [43]. Se
han publicado en la literatura métodos eficientes que permiten la produccion de Cdots a gran
escala a partir de recursos de carbono baratos [26]. Aunque estos Cdots fluorescentes se
pueden obtener a partir de materias primas “verdes”, la mayoria de ellos tienen luminiscencia
azul y la banda principal de emision de fluorescencia se centra en 410-440 nm. Esto es
desfavorable para la deteccion Optica y la obtencién de imagenes de muestras biologicas
debido a su fluorescencia intrinseca en esta region, mientras que el QY de fluorescencia de
los Cdots luminiscentes de la region de longitud de onda larga generalmente no es lo
suficientemente alto (a menudo menor del 3%) para las aplicaciones cientificas de tipo
biolégico [70]. Aunque se haya sefialado el hecho de que las moléculas reactivas que
contienen grupos -OH, -COOH y -NH> dan lugar a Cdots con una alta fotoluminiscencia, la
relacion entre las estructuras de las moléculas reactivas y las propiedades fisico-quimicas de
los Cdots aun no esta clara [85]. Para controlar las propiedades fisicoquimicas de los Cdots,
se realiza la pasivacion y la funcionalizacion de la superficie, generalmente mediante
reactivos de pasivacion superficial [42, 58]. Sin embargo, la pasivacion puede ser automatica,
cuando los Cdots se sintetizan mediante carbonizacién hidrotermal a alta temperatura o
asistida por microondas con diferentes precursores de carbono [58, 74]. Los QY maximos de
los Cdots han alcanzado el 35% en comparacion con el sulfato de quinina [29]. Ahora es
ampliamente reconocido que el estado de la superficie de los Cdots desempefia un papel clave
en el incremento de su fluorescencia. Desde este punto de vista, la quimica de superficie de
las nanoparticulas (funcionalidad exterior) controla su comportamiento hacia el entorno
exterior y puede conducir a un comportamiento predecible en interfaces biolégicas [46]. Lo
interesante de los Cdots es que, dependiendo de la fuente y el procedimiento utilizado para su
sintesis, los grupos funcionales en su superficie se pueden ajustar [62, 64]. Entonces, tanto la
introduccién como el enriquecimiento de grupos quimicos especificos en la superficie de los
Cdots puede ser una forma facil de mejorar la fotoluminiscencia [5]. Sin embargo, la
modificacion de la superficie de los Cdots con polimeros o pequefias moléculas organicas
suele ser complicada debido a que no todos los Cdots tienen grupos reactivos en la superficie.
Ademas, la union covalente es el método habitual para unir moléculas funcionales a la
superficie de los Cdots hidréfilos, lo que puede comprometer en gran medida las propiedades
de fluorescencia de los Cdots [64]. No hay que olvidar la purificacion inevitable de los Cdots
funcionalizados resultantes [66].
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Para mejorar el QY de los Cdots y conseguir nanoparticulas muy luminiscentes, han sido
reportados muchos métodos, tales como la adicion de diferentes fuentes de nitrogeno. El
dopado con nitrogeno permite también mejorar la sensibilidad y selectividad de los Cdots
[52, 80]. Incluso se puede afirmar que el dopado con nitrogeno es crucial para la formacion
de Cdots con alta fotoluminiscencia [85]. Los Cdots dopados con nitrogeno (N-Cdots) han
recibido mucha atencion debido a sus propiedades y aplicaciones especificas, una de las
cuales es la fotoluminiscencia altamente potenciada. Los métodos mas comunes para la
sintesis de Cdots/N-Cdots son la oxidacion quimica, la sintesis ultrasdnica, la carbonizacion
hidrotermal, la sintesis solvotermal, la sintesis en microondas y la ablacion con laser. De
estos, la carbonizacion hidrotermal es uno de los métodos mas sencillos. Ha demostrado ser
una ruta quimica ecoldgica, simple, asequible y blanda para la sintesis de Cdots/N-Cdots en
medios acuosos, que puede proporcionar excelentes sondas fluorescentes para aplicaciones en

bioimagen [72].

La sintesis de Cdots dopados con nitrogeno se puede clasificar en tres categorias segun las

fuentes de nitrégeno usadas:

1) A partir de pequefias moléculas organicas, tales como levodopa (L-DOPA), citrato de

amonio, N, N-dimetilformamida (DMF), urea o0 aminoacidos.
2) A partir de moléculas inorganicas, tales como NaNH y amoniaco acuoso.
3) A partir de fuentes naturales, tales como zumo de fresa, hierba o seda natural [54].

Ademas, se ha reportado el uso del &cido citrico (AC) como fuente de carbono para producir
Cdots con una alta fotoluminiscencia [50, 79]. Efectivamente, es bien sabido que los quelatos
metalicos poseen alta estabilidad térmica por sus anillos similares a los anillos aromaticos, y
se ha demostrado que los grupos funcionales del AC, tales como grupos hidroxilo y
carboxilo, podrian protegerse por quelaciéon en el proceso de la reaccion quimica. Asi, la
quelacion del AC por parte de iones metalicos divalentes (por ejemplo, Mg, Zn y Ti) puede
proteger sus grupos carboxilo durante el proceso de deshidratacion y carbonizacion, asi como
pueden actuar como donores 0 aceptores de electrones para mejorar la fotoluminiscencia
global [55]. Aun asi, el dopado con heterodtomos, tales como N, S, P, B y F, especialmente el
dopado o el co-dopado con nitrégeno se ha considerado como un enfoque mas efectivo para
cambiar la banda prohibida, evitar la auto-atenuacion, ajustar las propiedades Opticas y
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eléctricas, y también mejorar la actividad quimica para aplicaciones préacticas [42, 55, 66, 68,
70].

En este sentido, ha sido reportada una doble estrategia de dopado, para obtener Cdots con una
fotoluminiscencia mucho mas intensa: el uso de hidroxido de magnesio como agente de
quelacion combinado con un agente de pasivacion de nitrégeno [50, 55]. Al emplear estos
métodos, el QY de los Cdots puede alcanzar valores tan altos como el 83%, que es
comparable al QY presentado por los Qdots. Es digno de mencidn también que se obtiene un
QY extremadamente alto, del 94 %, mediante pirolisis de AC y junto con etilendiamina
(EDA) en un autoclave [85]. Sin embargo, la produccion de Cdots con una alta
fotoluminiscencia generalmente requiere condiciones de reaccion intensas o tiempos de
reaccion largos, lo que no es ventajoso para la produccion masiva de Cdots [55]. Igualmente,
la sintesis de Cdots dopados puede presentar inconvenientes como necesidad de alta
temperatura y un tiempo prolongado de reaccion [42]. Una de las principales desventajas de
los Cdots dopados con nitrogeno es su banda principal de emision de fluorescencia centrado
en la region de longitud de onda corta [70]. Por otro lado, la quiralidad existe también en las
estructuras nanoscopicas. Sin embargo, pocas investigaciones basadas en la quiralidad de los
Cdots han sido reportadas. Las propiedades quirales en Cdots aumentan aln mas su
versatilidad, lo cual es extremadamente importante tanto desde el punto de vista fundamental
como tecnoldgico. Los Cdots quirales, es decir los Cdots levogiros (L-Cdots) o dextrogiros

(D-Cdots), podrian presentar una buena capacidad de reconocimiento enantioselectivo [67].

2. Utilidad de los Cdots en sensores quimicos

Los Cdots, que como hemos visto son una clase de nanoparticulas basadas en carbono con un
tamafio inferior a 10 nm, constituyen una plataforma analitica util debido a su
biocompatibilidad y una citotoxicidad potencialmente menor en comparacién con los
convencionales Qdots; ademas hay que destacar que su falta de blinking les proporciona una
ventaja significativa sobre los Qdots desde el punto de vista de las propiedades luminiscentes
[86, 87]. Es importante destacar que las propiedades luminiscentes de los Cdots son
altamente sensibles a su entorno, y esta caracteristica ha proporcionado oportunidades para
diversas aplicaciones de deteccion. Su excelente solubilidad en agua permite el empleo de
Cdots para deteccion en disoluciones acuosas [51, 69, 86].
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Hasta la fecha, los Cdots han sido usados en muchas é&reas: bioimagen, tratamiento
fotodinamico del cancer, catalisis, administracion de farmacos, dispositivos optoelectrénicos
y sobre todo la deteccion opto/electroquimica en (bio)sensores [14]. Ademas, como fue
sefialado anteriormente, la modificacion de la superficie puede dotar a los Cdots de mas
funciones y, en consecuencia, ampliar sus aplicaciones [86]. Debido al hecho de que los
Cdots generalmente no muestran una fluorescencia adecuada, es de interés creciente el
desarrollo de enfoques indirectos para usar estos nanomateriales como sondas fluorescentes.
Por ejemplo, el primer enfoque publicado basado en Cdots para la deteccion rapida y
selectiva de GSH en un solo paso se basa en el uso de nanocompuestos Cdots-MnO; [28].
Los sensores basados en Cdots tienen varias ventajas, tales como alta sensibilidad hacia
diversos analitos diana, deteccion simple y sin necesidad de mas reactivos y un cambio muy
rapido de la sefial de fluorescencia, lo que permite un tiempo de respuesta muy corto [62].
Hasta ahora, la mayoria de los (bio)sensores de este tipo se basan en el quenching de la
fluorescencia de los Cdots activado por los analitos [69]. Sin embargo, estos sensores Gpticos
“apagables” (turn-off) son vulnerables a las interferencias por ligandos o incluso disolventes,
lo que lleva a falsos positivos. Esto puede afectar a la selectividad de la deteccion. Por ello,
los sensores “de encendido” (turn-on) suelen preferirse a los sensores turn-off debido a su
mayor sensibilidad de deteccion [69]. A continuacion, se comentaran los fundamentos de la
luminiscencia, las similitudes y diferencias entre tipos de Iluminiscencia (desde Ila
fluorescencia a la fosforescencia, pasando por la fluorescencia de tiempo de vida) y el
impacto practico que estan teniendo los Cdots hasta la fecha, especialmente en la
metodologia analitica. Los Cdots pueden ser usados para la deteccion (bio)quimica,
electroquimioluminiscente o fotoelectroquimica. Entre las aplicaciones biomédicas de los

Cdots, es de interés su uso en la bioimagen y en el tratamiento del cancer.

2.1. Fundamentos de luminiscencia

Los Cdots son buenos donores de energia y se pueden emplear con facilidad en ciertos tipos
de transferencia de energia en presencia de aceptores adecuados [59]. La luminiscencia es un
fendmeno que ocurre por transferencia de energia y se manifiesta mediante emision de luz.
Uno de los casos méas conocidos es el de la luz emitida por las luciérnagas o por organismos
abisales.
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Dependiendo de la energia que la origine, es posible hablar de varias clases de luminiscencia:
fotoluminiscencia, fluorescencia, fosforescencia, termoluminiscencia, quimioluminiscencia,
triboluminiscencia, electroluminiscencia y radioluminiscencia. Cuando la energia de
excitacion es de origen electromagnético (rayos X, ultravioleta, catodicos) se habla de
fotoluminiscencia. Los rayos X, en particular, producen una intensa luminiscencia. En el caso
de los materiales fotoluminiscentes, la luz es absorbida durante un determinado periodo de
tiempo vy, al ser emitida, lo hace con una longitud de onda mayor de la radiacion incidente,
esto es, con menor energia. Es decir, no se trata de un fendmeno 6ptico de difraccion o
reflexién. En el caso de los Cdots la identidad quimica del heterodtomo dopante influye en la
distribucién de electrones dentro de los Cdots, alterando la energia de banda prohibida y
mejorando asi su fotoluminiscencia [57]. La fluorescencia es la luminiscencia causada Unica
y exclusivamente por radiacion ultravioleta (UV). El término fluorescencia proviene en su
origen del mineral que presenta este fendmeno por naturaleza, la fluorita. No todos los
materiales absorben luz UV de igual longitud de onda. Por ejemplo, algunos sélo son capaces
de hacerlo para rayos UV de longitud de onda corta (254 nm); otros, para longitudes de onda
largas (350-370 nm), mientras que existen materiales que presentan este fendmeno
indistintamente para unas y otras longitudes. Tampoco todos los materiales, aunque tengan el
mismo origen o la misma apariencia, poseen propiedades fluorescentes. Gran mayoria de los
sensores fluorescentes se basan en FRET, un proceso no radiativo dependiente de la
distancia, mediante el cual un donor de estado excitado (generalmente un fluoréforo)
transfiere su energia a un aceptor situado a una proximidad cercana de 1-10 nm en estado
fundamental a través de interacciones dipolo-dipolo de largo alcance [10, 29, 59]. Dicha
plataforma de deteccion basada en FRET normalmente contiene una sonda marcada con un
fluor6foro y un inhibidor para formar un par donor-receptor. Cuando la banda de absorcion
del inhibidor se solapa con la banda de emision fluorescente del donor, la atenuacion répida
inducida por FRET ocurre de forma efectiva [73, 77]. En los sistemas FRET convencionales,
es habitual el empleo de colorantes fluorescentes tanto como donores de energia que como
aceptores, debido a su pequefio tamafio, intensidad de fluorescencia relativamente alta y su
disponibilidad comercial para diversos inmunoensayos [40]. Sin embargo, hay que considerar
que tales sistemas FRET presentan inconvenientes tales como fotoblanqueo, interferencias y
sobre todo la sintesis compleja de los fluordforos, tanto los donores como los aceptores [29,
40].
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En los ultimos afios, han sido desarrollados varios sistemas FRET basados en nanomateriales.
En estos sistemas, los nanomateriales luminiscentes como los Qdots, las nanoparticulas de
silice dopadas con colorantes, las UCNPs y las microesferas marcadas con colorante podrian
aplicarse como donores alternativos a los colorantes fluorescentes [10, 40]. Ademas, las
nanoparticulas de metales nobles, esto es AUNPs y AgNPs, pueden ser usadas para preparar
plataformas sensoras basadas en FRET con la mayoria de los fluoréforos, en las que estos
altimos sirven como donores de energia y las nanoparticulas de metales nobles como
aceptoras, debido a su alto coeficiente de absortividad molar (10° L-mol™*-cm™ o0 mas) o bien
usar la amplia banda de absorcion que se superpone con la emision de los Cdots [27, 88].
Algunos nanomateriales, como los Qdots semiconductores que se utilizan habitualmente
como donores de energia en los sistemas FRET, adolecen de un complicado proceso de
preparacion y una alta toxicidad. Por lo tanto, es necesario encontrar una alternativa mas
segura y sencilla a los Qdots con propiedades fluorescentes comparables. Los Cdots parecen
ser una alternativa prometedora a los Qdots semiconductores debido a su baja toxicidad, alta
estabilidad quimica y bajo riesgo ambiental. La atenuacion eficiente de la fluorescencia por
transferencia de energia entre el emisor OD y los absorbentes 2D aumenta el interés por la
deteccidn 6ptica [77]. Se han realizado esfuerzos para aplicar plataformas sensoras basadas
en FRET para la deteccion sensible de diversos analitos como el H2O2 y los plaguicidas
organofosforados (OP) [73]. En el sistema FRET basado en Cdots con deteccidn ratiométrica,
esas nanoparticulas de carbono no sélo sirven como donores de energia, sino también como
sitio de anclaje para la sonda organica que desempefia el papel de elemento de
reconocimiento especifico y como generador de sefial de respuesta [86]. Aparte de la
luminiscencia convencional de tipo down-conversion, en los Ultimos afios han sido reportadas
investigaciones sobre la luminiscencia up-conversion de los Cdots. La emision de
luminiscencia de tipo up-conversion es un fenémeno éptico interesante en el que la longitud
de onda de emision es mas corta que su longitud de onda de excitacion, que puede ser
particularmente adecuada para la deteccion y la obtencion de imagenes en muestras
biolégicas. Cuando se excita con un laser pulsado de femtosegundos con una longitud de
onda en la region NIR (con baja energia y penetracién profunda), la luminiscencia de
conversién ascendente también se denomina fluorescencia de dos fotones (TPF), cuyo uso en
muestras bioldgicas puede evitar la auto-fluorescencia potencial y la fluorescencia de fondo
de las especies bioldgicas, permitiendo una deteccion sensible y bioimagenes de alta

resolucién.
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Desde el afio 2007, cuando fue descubierta por primera vez la TPF en Cdots, numerosas
investigaciones se refirieron a ella debido a sus propiedades Opticas Unicas y amplias
aplicaciones. Durante la ultima década, la literatura sobre la TPF o la fluorescencia up-
conversion de los Cdots se centrd principalmente en las imagenes celulares. Hasta ahora, solo
un par de articulos se han referido a TPF de Cdots para la deteccion de iones y moléculas
[53]. Fendbmenos tales como el fuerte efecto de filtro interno (IFE) debido a interacciones
moleculares que incluyen las de tipo electrostatico, el apilamiento m-m, y puentes de
hidrogeno permiten el quenching de la fluorescencia de los Cdots codopados con nitrégeno y
azufre (N,S-Cdots) con alta eficiencia por parte del fungicida fluazinam [66]. Entre la
mayoria de las estrategias de deteccion basadas en Cdots, la intensidad de fluorescencia
creciente o decreciente generalmente se define como la sefial que responde a la modificacion
de la concentracién del analito [86]. En general, los Cdots dopados con heterodtomos exhiben
propiedades Opticas mejores en comparacion con los Cdots no dopados, tales como un mayor
QY y tiempos de vida de fluorescencia mas largos, especialmente cuando se usé la estrategia
de funcionalizacién [57]. La fosforimetria presenta una serie de ventajas analiticas frente a la
fluorimetria, entre las que se pueden destacar la sensibilidad, la linealidad de la respuesta y,
especialmente, la selectividad. Dewar en 1894 logré medir las sefiales fosforimétricas a partir
de disoluciones subenfriadas. Se trat0 de la metodologia llamada fosforescencia a baja
temperatura (LTP). Sin embargo, debido a sus muchas desventajas, todas ellas relacionadas
con la necesidad de trabajar en condiciones criogénicas, y al progresivo desarrollo de la
fosforescencia a temperatura ambiente (RTP) a partir del 1967, la LTP no suele ser utilizada
en los trabajos publicados a partir de 1975 [89]. Los diferentes métodos de deteccion
fosforimétrica de tipo RTP atrajeron mucha atencion debido a sus ventajas, como la mayor
diferencia entre los espectros de excitacién y emisién, la mayor duracion de las emisiones, la
ausencia de interferencias por autoemisién (hecho que puede ocurrir en fluorescencia) y por
la luz dispersada de la matriz. Por ejemplo, ha sido reportado un método de deteccién RTP
basado en atenuacién de la fosforescencia de Qdots de ZnS dopadas con Mn por parte de
varios analitos, tales como heparina, glucosa, enoxacina y curcumina [41]. Con respecto a la
termoluminiscencia, esta se presenta Gnicamente cuando ciertos materiales se han calentado a
temperaturas por debajo del rojo, siendo el calor el desencadenante de la emision. La luz
visible generada es inicialmente débil, acentuandose entre los 50 y 100 °C y cesando su

emision a partir de los 475 °C.
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Ciertos materiales no metalicos y facilmente exfoliables poseen la propiedad de emitir luz
cuando son sometidos a acciones mecanicas, por ejemplo, al ser molidos o rayados. Es el
fendbmeno de la triboluminiscencia. Si el efecto es provocado por la accion de corrientes
eléctricas, el fendmeno se denomina electroluminiscencia. La radioluminiscencia, por su
parte, estd motivada por reacciones nucleares. Fue observada por vez primera en el radio,
gracias a las investigaciones de Marie y Pierre Curie. Debido a la complejidad de los
productos de sintesis y consecuentemente a las indeterminadas estructuras quimicas, hay
debates en curso sobre los origenes de las propiedades luminiscentes de los Cdots. La
emision dependiente de la longitud de onda es una propiedad intrinseca de los Cdots que ha
sido ampliamente estudiada y reportada. Aunque el origen de sus propiedades de emision
todavia no se ha justificado completamente, se cree que el origen de la fuerte luminiscencia
de los Cdots deriva de los defectos en su superficie. Estos defectos pueden atribuirse a la
presencia de dominios hibridados sp? y sp®. Mecéanicamente, las emisiones de luminiscencia
en los Cdots se atribuyen a la recombinacion radiativa de los electrones atrapados y los
agujeros en la superficie, donde su gran superficie (respecto al volumen de particulas) y los
diferentes sitios de atrapamiento de energia superficial en los pequefios Cdots se pueden
estabilizar mediante agentes de pasivacidn de la superficie [5]. La luminiscencia de los Cdots
se origina también por trampas de energia emisiva en la superficie, confinamiento cuantico y
grupos funcionales de superficie [59]. Identificar la composicién y determinar las estructuras
quimicas relacionadas es esencial para resolver los origenes de la luminiscencia de los Cdots.
Hasta ahora, los Cdots basados en AC se consideraron generalmente como nanoparticulas
carbonosas, cuyas fuertes propiedades luminiscentes se pueden atribuir a los ndcleos
carbonaceos o las composiciones complejas de los nucleos de carbono y fluoréforos
organicos. Hay estudios sistematicos que demuestran que la formacién de dos fluoréforos
organicos durante el proceso de carbonizacién, como son el acido 5-oxo-3,5-dihidro-2H-
tiazol [3,2-a] piridin-3,7-dicarboxilico (TPDCA) y el acido 5-oxo-3,5-dihidro-2H-tiazol [3,2-
a] piridin-7-carboxilico (TPCA), son el principal origen real de la fluorescencia de N,S-Cdots
a partir de AC fuertemente fluorescentes y con un QY notable. Los fluor6foros organicos
podrian ser también al origen de la luminiscencia de otros tipos de Cdots con altos QY.

Esta hipotesis estaria respaldada por los siguientes fendmenos:

Esos Cdots fueron sintetizados a bajas temperaturas (< 200 °C) en sistemas acuosos,

lo que permite que los compuestos organicos pueden estar presentes.
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Sus QY disminuyen al aumentar la temperatura de sintesis, debido a la
carbonizacién de compuestos organicos, sugiriendo de nuevo que los compuestos

organicos contribuyen a los altos QY de fluorescencia.

Esos Cdots exhiben un fotoblanqueo intenso que es similar al de los fluoréforos
organicos, lo que implica que pueden no ser nanomateriales carbonosos de

naturaleza.

Los contenidos en carbono en esos Cdots son bajos (~50%), mientras que las
relaciones molares de los heteroatomos (X = H, O, N, S y otros) versus carbono
(X/C) son bastante altas (1,10-3,41).

Por lo tanto, no se puede dar por sentado que los Cdots por si sean nanomateriales

luminiscentes [79].

2.2. Similitudes y diferencias entre tipos de luminiscencia

La luminiscencia es un proceso de emision de luz por un material cuyo origen no se debe de
forma exclusiva a una alta temperatura, es una forma de “luz fria” cuya emision es provocada
en condiciones de temperatura ambiente o incluso mas baja. Cuando un material recibe
energia procedente de una radiacion, ésta es absorbida por su estructura electrénica y
posteriormente es emitida cuando los electrones vuelven a su estado original. En funcién de
la radiacién que estimula la emision de luz, tendremos los siguientes procesos luminiscentes:
radioluminiscencia o fotoluminiscencia. La fotoluminiscencia es activada por una radiacion
de origen electromagnético: radiacion UV, rayos X o rayos catodicos. En este ultimo caso, se
habla més propiamente de catodoluminiscencia, que se basa en un bombardeo con electrones
acelerados. La emision de luz ocurre durante un tiempo caracteristico (t) después de la
absorcion de la radiacion y es este parametro el que permite clasificar la luminiscencia en
fluorescencia y fosforescencia. La primera se restringe a la luminiscencia causada por rayos
UV vy se caracteriza por tener T inferior a 0,00000001 segundos (10 segundos); mientras que
la fosforescencia perdura una vez cortada la excitacion. Se considera fosforescencia si t
supera los 108 segundos. Existen materiales que, a pesar de haber retirado la fuente
energética que incide sobre ellos, continGan emitiendo luz durante una fraccion de tiempo,

por lo que es dificil a veces diferenciar los fendmenos de fosforescencia y fluorescencia.
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La diferencia entre ambas, desde el punto de vista de su fundamento fisico-quimico, son las
transiciones electrénicas implicadas en la emision (Si-So en el caso de la fluorescencia y Ti-
So en el caso de la fosforescencia). Han sido reportados Cdots que muestran una emision de
doble banda. Estos Cdots emiten a longitudes de onda de 382 nm y 538 nm, siendo excitadas
a las longitudes de 320 nm y 420 nm, respectivamente. Sin embargo, bajo una excitacion de
365 nm, estos Cdots muestran picos de emision bien resueltos a 435 nm y 538 nm. El pico de
emision a 435 nm muestra una dependencia con la longitud de onda de excitacion, mientras
que el pico de emision a 538 nm es independiente de la longitud de onda de excitacion. La
longitud de onda de emision de 538 nm en estos Cdots se debe a la formacion de estados
moleculares que contienen grupos funcionales oxigenados de doble enlace (CO y COOH) en
la superficie. La emision azul se debe a los diversos estados superficiales que contienen
grupos funcionales de oxigeno tanto de enlace simple como doble en la superficie de los
Cdots. La competencia entre diferentes centros de emision y trampas no radiativas debido a

los diversos grupos funcionales contribuye a las propiedades fluorescentes de los Cdots [61].

2.3. Impacto practico de los Cdots

Los Cdots estan teniendo aplicaciones en diversos campos, tales como bioimagen, catalisis,
dispositivos fotovoltaicos, diagnosticos médicos, quimioluminiscencia y deteccién por
fluorescencia. En particular, los Cdots ofrecen una alternativa a los colorantes organicos y los
Qdots como elementos de deteccion en (bio)sensores &pticos y bioimagen debido
principalmente a su preparacion sencilla, alta fotoestabilidad y excelente biocompatibilidad
[5, 40, 45, 54, 57, 59, 61, 68, 72, 76, 90, 91]. Debido a las muchas propiedades ventajosas de
los Cdots, han sido empleados en muchos (bio)sensores, entre otros para la deteccion de iones
metalicos [5, 45, 54, 73]. También se han usado en la deteccion en muestras reales de varios
otros analitos, tales como glucosa, acido desoxirribonucleico (ADN), proteinas in vitro, COg,
sulfuros, OP, melamina, bifenilos polibromados, glutation (GSH), cisteina y tetraciclinas [27,
45, 54, 73, 76, 77]. Dada su creciente importancia en nanomedicina, los Cdots fueron
empleados con éxito en la administracion dirigida de farmacos [5, 40, 59, 61, 68]. Las
aplicaciones cataliticas de los Cdots incluyen la fotorreduccién de metales y oxigeno [5, 54,
59, 68, 90]. Los Cdots se han integrado con éxito en semiconductores para mejorar su
actividad fotocatalitica, disminuyendo los eventos de recombinacion de electrodos y

ampliando la regién de fotoabsorcion.
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La estructura 1T conjugada de los Cdots puede mejorar la interactividad entre los Cdots y los
semiconductores, lo que da como resultado un compuesto estable. Recientemente, los Cdots
modificados con g-CNQdots fueron usados como eficientes fotocatalizadores para la
preparacion de Ha, asi como para la degradacion de naranja de metilo, rodamina B (RhB),
tetraciclina y fenol [60]. Por otra parte, ha sido ampliamente reportada la utilizacion de Cdots
en dispositivos optoelectrénicos [5, 59, 68, 90]. Los Cdots tienen aplicaciones prometedoras
para la fabricacion de diodos emisores de luz (LED) [54, 61, 76]. Recientemente, para evitar
la atenuacién de la fluorescencia en estado solido, se ha propuesto dispersar los Cdots en
matrices transparentes, tales como silicona, resinas epoxi, poli (metacrilato de metilo),
polivinilpirrolidona, polidimetilsiloxano y en alcohol polivinilico (PVA) [44]. Los Cdots
tienen aplicaciones potenciales en los campos de la conservacion de energia, como en los
dispositivos de conversion/almacenamiento de energia [54, 61]. Un tipo de Cdots en forma de
gel (G-Cdots) ha sido usado como componente de una tinta invisible para las impresoras, que
mostré la aplicabilidad de esos G-Cdots en la vida cotidiana y en las actividades militares
[55]. Hasta ahora, la mayoria de las investigaciones sobre Cdots se han centrado
principalmente en su sintesis y aplicaciones, mientras que sélo unos pocos estudios han
abordado sus posibles consecuencias ambientales, y mucho menos, el impacto comparativo
de los Cdots modificados/dopados. Para evaluar su verdadero potencial, es necesario
caracterizar la fotoluminiscencia de los Cdots en paralelo con una evaluacién de su toxicidad
lo que es relevante para la posible liberacion de Cdots en el ecosistema. Se probd la toxicidad
de estos Cdots en las células bacterianas utilizando Shewanella oneidensis MR-1 como
microorganismo modelo. Curiosamente, los Cdots no mostraron toxicidad en la mayoria de
los casos, y de hecho facilitaron el crecimiento de bacterias [57]. Los Cdots funcionalizados

se utilizaron también para la deteccion selectiva de Escherichia coli [87].

2.3.1. Metodologias analiticas

Un aspecto importante de la quimica de los Cdots en el contexto de las aplicaciones de
deteccion es la observacion de que estas nanoparticulas conservan la “memoria estructural”
de los precursores carbonosos, dotando efectivamente a los Cdots con capacidades de
reconocimiento molecular sobre la base de unidades funcionales de las moléculas
precursoras. Esta notable caracteristica se empled para disefiar variadas modalidades de

deteccion basadas en Cdots [56].
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Como se ha sefialado anteriormente, las metodologias analiticas que han empleado Cdots
como herramienta de deteccion en esta Tesis Doctoral han tratado de aprovechar sus
propiedades luminiscentes. Por lo tanto, s6lo se reportaran ahora los tipos de deteccion mas
pertinentes con la luminiscencia, segun el trabajo experimental desarrollado y descrito en la
Tesis Doctoral, y los antecedentes presentes en la literatura de este &ambito de investigacion al
respecto: la deteccion (bio)quimica, de tipo electroquimioluminiscente y la deteccion

fotoelectroquimica.

2.3.1.1. Deteccion (bio)quimica

De forma similar a los Qdots, se ha prestado gran atencién a la aplicacion analitica de los
Cdots. Sin embargo, la intensidad de luminiscencia de los Cdots es hormalmente mas estable
frente a los cambios del entorno quimico/fisico tales como el pH, la fuerza ionica o incluso la
presencia de otras especies quimicas. Hasta el momento, fueron reportadas sélo algunas
determinaciones directas de analitos mediante Cdots. EI método de deteccion indirecta suele
ser la forma mas adecuada de emplear la ventaja Gnica de estos nanomateriales como sondas
luminiscentes para detectar especies quimicas que no tienen un efecto directo sobre su
fluorescencia y/o fosforescencia [65]. Los Cdots sintetizados a partir de D-glucosa y
espermina fueron capaces de inducir la transicion del ADN de la forma B a la forma Z bajo
condiciones salinas fisioldgicas, lo que sugirié la fabricacion de un (bio)sensor simple para la
deteccién de los dafios estructurales del ADN, cambios que suelen ser producidos por la
radiacion [46]. Los Cdots fueron usados en algunos inmunoensayos: como marcadores
fluorescentes para la deteccion de inmunoglobulinas humanas o antigeno p24; en
combinacidn con aptameros para la deteccion de Salmonella typhimurium; en un ensayo por
inmunoabsorcion para la deteccibn de la alfa-fetoproteina humana (AFP); también
conjugados con estreptavidina para la deteccion de diferentes dianas ademas del antigeno p24
[40].
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2.3.1.2. Deteccion electroquimioluminiscente

Los Cdots han recibido mucha atencion debido también a sus propiedades de almacenamiento
y transferencia rapida de electrones, sobre las que se baso el complejo CQdots/MoS; usado
como catalizador de la reaccién de formacion de hidrégeno (HER) [92]. Se ha descrito
también una plataforma de deteccion electroquimica sensible utilizando el nanocompuesto
WP6-N-CQdots para la modificacion de un electrodo para la deteccidon de trinitrotolueno
(TNT). EI GCE modificado con WP6-N-CQdots ha permitido una buena deteccion
electroquimica. Se obtuvieron dos rangos lineales de 0,0010 a 1,0 uM y de 1,0 a 20,0 pM,
con un limite de deteccion de 0,95 nM (S/N=3). La técnica de deteccion electroquimica
desarrollada se ha aplicado con éxito para la deteccion de TNT en muestras de agua de lago
[14]. También ha sido reportado que un nanocompuesto de Cdots y poli(orto-aminofenol) ha

sido usado como sensor amperométrico para la determinacion de yodato [11].

2.3.1.3. Deteccion fotoelectroquimica

Se ha descrito que los Cdots permiten la reduccion directa de Ag* a plata elemental (AgP)
formando AgNPs espontaneamente. El exceso de Cdots consume el ion Ag* libre en
disolucion, al unirse Ag™ con grupos funcionales en la superficie de los Cdots y, por lo tanto,
inhibe el crecimiento de las AgNPs. Los biotioles pueden coordinarse con Ag™ a través de los
grupos tiol, y luego, el complejo Ag*-biotiol libera gradualmente Ag* para permitir su
reduccién mediante los Cdots y asi facilitar el crecimiento de AgNPs en la superficie de los
Cdots. De este modo, se ha desarrollado un procedimiento colorimétrico para la deteccion
rapida de biotioles basados en la absorcion del plasmén de las AgNPs [91]. También se ha
descrito una ruta novedosa y facil para la sintesis de Cdots 0D y laminas de carbono 2D
parecidas a grafeno, que se basa en la carbonizacién directa de pequefias moléculas organicas
en fase liquida empleando un liquido i6nico como disolvente. EI material de carbono
preparado como tal presenta, una dispersabilidad excelente en disolventes comunes, una facil
capacidad de formacion de peliculas y una buena actividad fotoelectroquimica. También se
ha explorado el efecto sinérgico de Cdots y laminas de carbono para la generacion y el
transporte de cargas electronicas con un rendimiento fotovoltaico mejorado [71].
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2.3.2. Aplicaciones biomédicas

Los Cdots se han usado en muchas aplicaciones biomédicas, dénde han demostrado un alto
potencial para el diagnostico de enfermedades relacionadas con niveles andmalos de varios
analitos, por lo que podrian ser usados como biomarcadores [91]. Entre estos compuestos
estan los biotioles, tales como GSH y Cys. Algunos ejemplos: un quimiosensor para medir el
contenido de GSH de sangre humana total logro resultados consistentes con los del método
clasico de Ellman [26]. Ademas, se demostrd que en presencia de Cys se reducia la eficiencia
de FRET del sistema Cdots-AgNPs y se restauraba la intensidad de fluorescencia de los
Cdots. Sobre la base de este hallazgo, se desarrolld6 un método de “encendido” de la
fluorescencia para la determinacion selectiva de niveles nanomolares de Cys en plasma
humano y muestras de orina: un método simple y selectivo para la determinacion de Cys en el
rango de concentracion de 6,0 a 300 nM, con un limite de deteccidn de 4,0 nM [27]. Una de
las aplicaciones més atractivas de los Cdots en el campo de la deteccion quimica es la
deteccidn de iones metalicos. El desequilibrio de hierro se relaciona con diversos trastornos,
como anemia, enfermedad de Alzheimer y hemocromatosis, y puede servir como un estimulo
biolégico para que hongos comensales, tales como Candida albicans y Cryptococcus
neoformans, se conviertan en patdégenos mas virulentos y causen infecciones secundarias
[72]. Se ha reportado que la aplicacion de sondas fluorescentes, observadas mediante un
microscopio de fluorescencia, puede proporcionar informacion sobre las reservas celulares de
iones metéalicos y sus respuestas a cambios en los estimulos bioldgicos. El alto contenido de
nitrégeno y oxigeno en la superficie de los N-Cdots justifica su alta afinidad con Fe®*
originandose una fuerte atenuacion de la intensidad de fluorescencia de los N-Cdots. [72]. A
continuacién, se comentaran las aplicaciones que los Cdots tienen en propdsitos bioldgicos,

tales como bioimagen y el tratamiento del cancer.

2.3.2.1. Bioimagen

Con el término bioimagen se hace referencia a la observacion con diferentes técnicas de
microscopia de material bioldgico, sobre todo células o partes de ellas. Por ejemplo, los
Cdots pueden infiltrarse en las células y gracias a sus propiedades luminiscentes permiten

visualizarlas.
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Los Cdots abren una nueva via para la obtencion de imagenes de fluorescencia debido a sus
importantes propiedades fisicas y quimicas, tales como longitud de emision sintonizable, alta
estabilidad, solubilidad en agua, biocompatibilidad y baja toxicidad. En particular, se ha
reportado que algunos Cdots tienen capacidades de autoseleccion hacia las células
cancerosas, lo que supone una gran ventaja sobre otros agentes fluorescentes, porque
normalmente los materiales fluorescentes necesitan conjugacion adicional con moléculas
diana para mejorar la selectividad y el contraste de imagenes en el sitio del tumor. Ha sido
reportado también que las nanoparticulas de carbono fluorescentes preparadas a partir de una
relacion molar 6ptima de D-glucosa/acido aspartico (7:3) exhiben una alta capacidad de
focalizacion en las células de glioma C6 [93]. La encapsulacion de Cdots hidrofébicos (H-
Cdots) por polimeros anfifilicos a través de un sencillo procedimiento de autoensamblaje es
un método alternativo al enlace covalente. Por ejemplo, una sonda fluorescente de doble
emision basada en H-Cdots para Cu?* fue preparada encapsulando H-Cdots en micelas
formadas por autoensamblaje de los polimeros anfifilicos 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[metoxi (polietilenglicol)-2000] (DSPE-PEG) y DSPE-PEG modificado
con tetrakis (4-carboxifenil) porfirina (DSPE-PEG-TCPP), respectivamente. La sonda
obtenida se ha usado para obtener imagenes de los cambios del nivel de Cu?* en las células
hepéaticas HL-7702 y HepG2 con éxito [64]. Un tipo de N-Cdots ha sido evaluado usando
microscopia de escaneo confocal de laser como sonda fluorescente para la tincidn selectiva
de células eucariotas utilizando bioimagen de células de levaduras patdgenas [72]. N-Cdots
de naturaleza hidréfila y con grupos funcionales (nitrégeno, carbonilo y &cido carboxilico)
han favorecido su absorcidon efectiva en el interior de las células y en la interaccion
irreversible con el material nuclear, lo que sugirié que se podian utilizar Cdots como potentes
sondas fluorescentes in vitro para la deteccion de infecciones fungicas en muestras biolégicas
[72]. También se ha reportado que se han utilizado células HelLa para probar la viabilidad de
la deteccion celular de GSH por microscopia de fluorescencia confocal. Se observd una
fluorescencia verde brillante en el citoplasma cuando las células HelLa se incubaron con la
sonda de Cdots funcionalizados con bis (3-piridilmetil) amina (BMPA-Cdots) durante 30
minutos. Después de tratarse con iones Cu?*, las células casi no mostraron fluorescencia, y
luego se observo la consiguiente recuperacion de fluorescencia tras la adicion de GSH. Otra
ruta es la basada en BPMA-Cdots/Ag*, que originé una fluorescencia débil con la sonda sola
BPMA-Cdots, y un ulterior aumento de fluorescencia debido a la formacién de complejos
entre la sonda y los iones Ag*. La adicion de GSH produjo una atenuacion de la fluorescencia
[94].
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Sin embargo, existen varios inconvenientes en el desarrollo de Cdots fluorescentes como
sondas de imagenes opticas en células vivas. Asi, los Cdots con longitudes de onda de
emision largas no siempre pueden alcanzar un QY razonable; la luminiscencia azul o verde
que poseen la mayoria de los Cdots con una longitud de onda de emision corta tiene que
superar los problemas de las interferencias de fondo en la creacién de imagenes biologicas.
Ademas, la fluorescencia celular relativamente es otro inconveniente para la aplicacion de los
Cdots en las imagenes de células vivas, aunque se ha reportado que los Cdots pueden cruzar
la membrana plasmatica y mostrar fluorescencia en las células. Para extender las aplicaciones
de los Cdots en bioimagen, se estan realizando gran cantidad de intentos y los estudios se han
centrado principalmente en la funcionalizacién de la superficie de los Cdots. Se ha publicado
que los ligandos positivos, incluidos polietilenimina (PEI), polietilenglicol (PEG) y
organosilanos, se pueden conjugar con los Cdots para aumentar su QY. Teniendo en cuenta
que la mayoria de los procedimientos de sintesis son largos y complicados, se estan buscando
estrategias simplificadas para desarrollar Cdots como sondas fluorescentes para imagenes
celulares que podrian prepararse facilmente en condiciones suaves y para los cuales los
reactivos requeridos estan facilmente disponibles. Por ejemplo, los Cdots modificados con
arginina (Arg-Cdots) tienen una fuerte luminiscencia y podrian usarse para la obtencién de
imagenes celulares bajo microscopia de fluorescencia comdn debido a la alta eficiencia de
captacién celular. La luminiscencia celular muestra un desplazamiento al rojo cuando los
Arg- Cdots entran en las células, y la capacidad de emision de luminiscencia en el rojo

depende de las lineas celulares [45].

2.3.2.2.  Tratamiento del cancer

Los Cdots ofrecen la posibilidad de ser una alternativa atil en el campo de la nanomedicina,
en particular en el diagnostico y en el tratamiento del cancer. Ya se demostrd que los Cdots
cumplen dos criterios basicos para su uso clinico: pueden excretarse rapidamente del cuerpo
y tienen baja toxicidad, a la vez que producen una sefial Optica confiable. El gran area
superficial de los Cdots y la disponibilidad de grupos funcionales carboxilicos en la misma
permiten la preparacion de sondas multimodales y conjugados terapéuticos. Por lo tanto, los
Cdots se pueden usar como agentes terapéuticos. En particular, se estdn usando como
fotosensibilizadores para la terapia fotodinamica y para la terapia fototérmica del cancer.
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La terapia fotodinamica (TFD) se ha convertido en una modalidad prometedora para el
tratamiento del cancer, que implica la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
el tejido. Las porfirinas y sus derivados son ampliamente utilizados como
fotosensibilizadores para TFD. Los fotosensibilizadores desempefian un papel crucial en la
TFD, que produce ROS para destruir las células tumorales por necrosis y apoptosis cuando se
exponen a una longitud de onda de luz adecuada [95]. Sin embargo, la escasa solubilidad en
agua y el corto tiempo de circulacion en sangre limitan severamente la aplicacién de
derivados de porfirinas en TFD. Mientras tanto han sido reportados pocos ejemplos de uso de
Cdots en TFD, quizds por la dificultad de sintetizar Cdots con actividad fotodinamica
intrinseca. Por lo tanto, la sintesis de Cdots que contengan porfirinas con buena solubilidad y
tamafos pequefios podria ser una estrategia alternativa para la aplicacion de porfirinas. Los
Cdots basados en porfirina se han preparado a partir de mono-hidroxifenil-trifenilporfirina y
chitosan, que origina oxigeno singlete citotdxico y poseen buena solubilidad en agua. Esos
Cdots han mostrado una vez mas la importancia de la estructura de las moléculas precursoras
en la preparacion de Cdots funcionales. Ademas, han demostrado una actividad fotodindmica
efectiva en el tratamiento del tumor, gracias a su buena fotoestabilidad, biocompatibilidad,
captacién celular y potente citotoxicidad tras la irradiacion. Los efectos terapéuticos in vivo
validaron que los Cdots basados en porfirina pueden suprimir el crecimiento del tumor sélido
de manera eficiente [96]. La hipoxia, una caracteristica tipica de los tumores solidos,
restringe notablemente la eficacia de la TFD. Un nanocompuesto multifuncional basado en
Cdots dopadas con nitruro de carbono para la disociacion del agua impulsada por la luz se ha
propuesto para resolver este problema. El enfoque basado en la disociacion del agua ha
mostrado un gran potencial para mejorar el nivel intratumoral de oxigeno y finalmente
revertir la resistencia a la TFD desencadenada por la hipoxia y la metastasis tumoral [97].
Varios Cdots con emision en el NIR demostraron tener un muy buen potencial para
aplicaciones en imagenes celulares y terapia fototérmica del cancer [98, 99]. Esto se debe
principalmente a las ventajas de la emision en el rojo, tales como la baja toxicidad
fotoinducida, la capacidad de penetracion en los tejidos profundos y la baja interferencia del
fondo. Entre estos Cdots, uno de tipo carboxilico con emision roja presenté una amplia banda
de absorcion desde la region visible a la NIR (400 nm a 800 nm) y mostré una eficiencia de
conversion fototérmica del 38,5% bajo una irradiacion con laser a 671 nm (2 W-cm). Un
nuevo tipo de nanoparticulas de carbono (llamado CyCdots) con propiedades teragnosticas
intrinsecas fue preparado a partir de un colorante hidréfobo tipo cianina y PEG800 a través

de un proceso solvotermal simple.
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Una fuerte absorcion y emision en el NIR en el rango de 600 a 900 nm, junto con una
absorcion preferencial en los tumores y una alta eficiencia de conversion fototérmica (n =
38,7%), han facilitado la actuacién de CyCdots como agente teragnostico ideal [99]. Ha sido
reportada también la preparacion de Cdots co-dopados con azufre y selenio a través de un
método hidrotermal que producen emisiones infrarrojas cercanas a la longitud de onda de
excitacion NIR de los Cdots, con picos a 731 y 820 nm. Esos Cdots exhiben una eficiencia
significativa en conversion fototérmica del 58,2%, que es el valor mas alto reportado para
nanoestructuras de carbono e incluso comparable con las nanoestructuras de oro. Ademas, los
Cdots tienen una gran seccion transversal de absorcion de dos fotones (30,045 GM), lo que
permite emisiones NIR y la conversion fototérmica de los Cdots a través del mecanismo TPE
[98]. Estas propiedades extraordinarias proporcionan a los Cdots aplicaciones en imagenes
trimodales (imagenes de fluorescencia, imagenes fototérmicas e imagenes fotoacusticas) y en
la terapia fototérmica (un régimen de tratamiento que utiliza agentes fototérmicos para
transferir energia NIR y erradicar células cancerosas) del cancer in vitro e in vivo [98, 99].
También se ha reportado un método simple, barato y ecocompatible para fabricar compuestos
de nanoparticulas de azul de Prusia (PBNP) decoradas con Cdots (Cdots/PBNP) con una
estructura satélite/nicleo. Los Cdots poseen propiedades fotoluminiscentes Unicas y
biocompatibilidad intrinseca; mientras que las PBNP no son toxicas y tienen una buena
capacidad de conversion fototérmica para el tratamiento del cancer. Los Cdots/PBNP poseian
una fotoluminiscencia de emision verde y una fotoabsorcion en el infrarrojo cercano con una
alta eficiencia y estabilidad fototérmica, ademas de tener una biocompatibilidad comprobada.
Ese nanocompuesto fue probado como agente nanoteragndstico para evaluar sus propiedades
efectivas en imagen y ablacion tumoral [100]. También han sido desarrollados Cdots ricos en
nitrégeno pirrélico utilizando una sintesis hidrotermal en un solo paso asistida por
microondas. Una alta concentracion de urea permitio la introduccion de una gran cantidad de
nitrégeno pirrélico en la superficie de los Cdots. Esas nanoparticulas de carga superficial
negativa demostraron tener una alta eficiencia fototérmica (54,3%) y fotoluminiscencia en el
NIR exhibiendo un pico de absorcion a 650 nm. Tienen potencial para ser utilizados como
herramientas multifuncionales para imagenes celulares, administracion de farmacos y como
agentes fototérmicos en el tratamiento del cancer [101]. Sin embargo, los Cdots desarrollados
suelen tener una absorcién relativamente baja en la regién NIR; lo que restringe una mayor
aplicacion en biomedicina. El desarrollo de nanoflores de C-dots@Au a través de la
deposicion de una capa de oro sobre los Cdots podria disminuir esta limitacion [90].
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Otra herramienta terapéutica importante que ofrecen los Cdots es su capacidad de servir
como nanotransportadores para el suministro de medicamentos, por su captacion eficiente en
los sitios de tumores solidos. Es importante destacar que los Cdots pueden conjugarse con
diversos compuestos para el transporte activo. Han sido reportados varios enfoques sobre el
uso de los Cdots fluorescentes verdes como transportadores del farmaco anticancerigeno
doxorrubicina (DOX), entre ellos mediante el marcaje de la DOX con un colorante
fluorescente rojo en las cadenas de PEG sobre la superficie de las nanoparticulas o a través de
enlaces no covalentes entre sus residuos aminicos y los grupos carboxilo nativos de los Cdots
[95, 102]. Ese enlace no covalente sensible a estimulos entre el nanotransportador y la
molécula de farmaco es suficientemente estable en sistemas bioldgicos complejos [102]. Los
conjugados mostraron una liberacion prolongada de DOX dependiente del tiempo a pH acido.
Es decir, aprovechando la diferencia de pH entre las células cancerosas y normales simularon
la captacién lisosomica en las células cancerosas. Ademas, la liberacién pudo controlarse
mediante imagenes Opticas utilizando el FRET entre Cdots y DOX [95]. Una de esas
estrategias para promover la potencial aplicacion clinica de los Cdots en los teragnosticos del
cancer se basa en que los Cdots que emiten en el verde con una superficie rica en carboxilo se
han usado como un agente de administracion de farmacos rastreable para el tratamiento de
cancer localizado en un modelo de raton [102]. De forma similar, el oxaliplatino se ha
conjugado con Cdots y el sistema hibrido preparado se ha ensayado con éxito como agente
teragndstico in vivo [95]. Ha sido reportado también el desarrollo de una formulacion de
Cdots altamente fluorescentes en un hidrogel a base de chitosan cargado con un farmaco
anticancerigeno modelo, el 5-fluorouracilo (5-FU). Los Cdots quedan firmemente enlazados
dentro de la matriz del hidrogel a través de interacciones no covalentes durante el proceso de
interaccion electrostatica. Ademas, estos hidrogeles podian encapsular 5-FU a través de
interacciones hidrofdébicas, para formar 5-FU@ Cdots-HY. De esta forma, es posible
combinar las ventajas de ambos componentes (Cdots y 5-FU) en una plataforma comin para
monitorizar la captacion celular y los efectos terapéuticos. Los estudios in vitro han revelado
los aspectos multifuncionales de 5-FU@Cdots-HY en el control de la captacion celular y de
la sucesiva apoptosis en células A549. La fluorescencia verde de los Cdots en el complejo 5-
FU@Cdots-HY ha ayudado en la evaluacién cualitativa y cuantitativa de la captacion celular.
Ademas de esto, la fluorescencia de los Cdots se puede utilizar para detectar la apoptosis

inducida por 5-FU, eliminando la necesidad de colorantes.

60



Introduccién

La induccion de la apoptosis en células tratadas con 5-FU@Cdots-HY se evidencio por los
cambios en las distribuciones del ciclo celular y la visualizacion de cuerpos apoptoticos
caracteristicos mediante microscopia electronica de barrido de emisién de campo (FE-SEM)
[103].

Los Cdots no fueron usados sélo como transportadores para la liberacion dirigida de
farmacos sino también como vectores no virales de acidos nucleicos. Por ejemplo, se ha
reportado el desarrollo de un nanotransportador de ARN pequefio de interferencia (ARNIp)
eficiente para la terapia de interferencia en células de cancer gastrico. Los Cdots fueron
sintetizados por microondas en un solo paso con AC como fuente de carbono y triptéfano
como fuente de nitrégeno y agente de pasivacion. Tras adsorcion con PEI, las nanoparticulas
obtenidas (Cdots@PEI) fueron usadas para liberar el ARNip de survivina en la linea celular
MGC-803 de cancer gastrico humano. Los resultados logrados indicaron que esos
nanoportadores podrian utilizarse en una amplia gama de sistemas de administracion de
ARNIip para el tratamiento del cancer [104]. Otro ejemplo: fue reportada una nueva estrategia
para sintetizar Cdots fluorescentes con altos QY mediante el uso de RNasa A como plantilla
biomolecular bajo irradiacion de microondas. Los nanoclusters asi preparados
(RNasaA@Cdots) se demostraron adecuados para la obtencion de imagenes de fluorescencia
in vivo y el tratamiento simultdneo de tumores en los ratones nude que sufren

inmunodeficiencia [105].

3. Cdots en la Nanociencia y Nanotecnologias Analiticas

Se comenzé la Introduccion de esta Tesis Doctoral comentando la definicion de Nanociencia
y Nanotecnologias Analiticas, o sea la sintesis de productos y uso de herramientas de tamafio
nanometrico en el contexto de la Quimica Analitica. Entre estos nanomateriales, en los
Gltimos afios los Cdots por sus caracteristicas ganaron importancia dentro de la Nanociencia y
Nanotecnologias Analiticas. En el ambito de la Quimica Analitica, son muchas las
propiedades de los Cdots que se estan utilizando para el desarrollo de herramientas Gtiles para
afrontar nuevos retos en el andlisis. En concreto, los Cdots estan siendo herramientas

analiticas sobre todo en los sensores de tipo 6ptico, en particular de tipo luminiscente.
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Aun asi, los Cdots no estan siendo explotadas solo por sus propiedades luminiscentes:
efectivamente, ha sido reportado en la literatura su empleo también en técnicas separativas,

reacciones cataliticas e incluso como analito.

3.1. Cdots como herramienta analitica

Debido a las muchas ventajas de los Cdots, hay un gran interés en la sintesis de nuevos tipos
y en ampliar su uso en analisis y deteccion [37]. La capacidad de ajuste facil de la
fluorescencia de los Cdots ha llevado al desarrollo de una gran cantidad de quimiosensores y
biosensores para una serie de analitos [5]. En la actualidad, los sensores de fluorescencia son
la herramienta mas ampliamente aceptada para la deteccion de analitos bioldgicos [106]. Por
lo tanto, es normal que los Cdots estén teniendo mas aplicaciones con diferencia en este tipo
de optosensores, con respecto a su empleo en sensores fosforimétricos y colorimétricos. El
tipo de deteccién méas comun en el que estan involucrados los Cdots es del tipo turn-off, o sea
que su interaccion con el analito produzca una atenuacion significativa (quenching) de su
luminiscencia. Eso ocurre sobre todo por fendmenos de transferencia de carga (tales como
FRET), por IFE, o por influencia del pH [54]. En uno de esos casos, un tipo de N,S-Cdots
han mostrado una deteccion altamente selectiva hacia el GSH frente a otros biotioles como
Cys y homocisteina (Hcy) [68]. Menos comunes son los sistemas turn-on, en los que las
interacciones del analito con los Cdots producen un aumento de su luminiscencia. Por
ejemplo, fue reportada la sintesis de un aducto Cdots-MnO; a partir de una reaccion redox en
fase acuosa entre KMnOs y Cdots moderadamente fluorescentes. En ese aducto ocurrié un
fendmeno FRET en el cual se transfirié energia de los Cdots al MnO>, que dio lugar a que el
aducto solido no fuera fluorescente. El aducto no fluorescente tal como se obtuvo pudo usarse
para la deteccién de N-acetil-1-cisteina (NAC) a través del dicho fendmeno de fluorescencia
turn-on. El sistema FRET se alter6 también en medio &acido, y los Cdots recuperaron su
fluorescencia. A partir de esos resultados, el aducto Cdots-MnO, se empled para realizar
operaciones ldgicas preliminares, es decir, Sl e Y usando H* y NAC como entradas. Debido a
su répida respuesta y facilidad de operacion, el aducto generado in situ podria ser util para
disefiar un dispositivo molecular para la investigacion biomédica. También se utilizd ese

sistema para disefiar puertas logicas utilizando KMnO4 y NAC como entradas [59].
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Sin embargo, debido a la falta de selectividad que solian tener esos primeros sistemas de
deteccidn, se hicieron estudios para desarrollar sistemas sensores de mayor selectividad [65,
74]. Los mas habituales son los sistemas que funcionan como interruptores luminiscentes,
Ilamados turn-off/turn-on. En este enfoque, los Cdots primero sufren una atenuacion de su
luminiscencia por interacciones con un analito, luego la recuperan cuando se introduce un
segundo analito que, por mayor afinidad con el primero, permite romper la interaccion que
éste tenia con los Cdots. Los sistemas turn-off/turn-on suelen aprovechar que la
luminiscencia de los Cdots es atenuada por iones metalicos, siendo posible su determinacion
y la de especies que interaccionan con ellos. Por ejemplo, se construyé un quimiosensor
fluorescente de doble canal basado en Cdots funcionalizados con Bis (3-piridilmetil) amina
(BPMA), llamados BPMA-Cdots, que pudo detectar de forma discriminatoria el GSH de sus
analogos Cys y Hcy basandose en dos respuestas fluorescentes distintas de la sonda BPMA-
Cdots para Cu?* y Ag", respectivamente. Entonces, se logrd la deteccion selectiva de GSH
relacionando la concentracion de GSH vy la recuperacion de fluorescencia del complejo
BPMA-Cdots/ Cu?*. La adicion de GSH en el sistema BPMA-Cdots/ Cu?*indujo la reduccion
de Cu?*a Cu*, lo que podria bloquear eficazmente el proceso de transferencia fotoinducida de
electrones (PET) y producir la siguiente recuperacion de fluorescencia. Mientras que la
introduccién de GSH en el sistema BPMA-Cdots/ Ag" desencadend la coordinacion
competitiva para Ag* entre BPMA y GSH, y finalmente el GSH retird los iones de plata de la
sonda, con lo que la fluorescencia volvié a su estado débil original. Los ensayos del
quimiosensor fluorescente de doble canal para la deteccion selectiva de GSH mostraron
buena estabilidad y reproducibilidad, y cubrieron un amplio rango lineal hasta 13,3 uM con
un limite de deteccion inferior a 42 nM. Ademas, fue utilizado para controlar el nivel de GSH
en células vivas [94]. Esto es s6lo un caso de los muchos reportados en la literatura donde los
biotioles fueron detectados de manera indirecta por los Cdots a través de interacciones con
iones metalicos, tales como Hg?"y Cu?* [70]. Estos sistemas de deteccion han sido empleados
para la deteccién indirecta también de otros analitos, tales como iones sulfuro en presencia de
iones Hg?* 0 Ag*, OP o iones cobalto [36, 73, 76]. Ademas, ha sido reportado el desarrollo de
un sensor de fluorescencia basado en el control del grado de pasivacién de la superficie de
Cdots para la deteccion de GSH. En comparacion con otros métodos analiticos de
fluorescencia, ese sensor de fluorescencia no se puede clasificar dentro de los sistemas de
tipo turn-off o turn-on. Es un nuevo método analitico de fluorescencia dénde el analito diana
controla indirectamente el grado de pasivacién de la superficie de los Cdots para que se
pudiera realizar su deteccion [29].
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Mientras, en los sensores de tipo colorimétrico, el cambio de color puede ser producido por
una reaccion quimica entre los Cdots y el analito [32]. Los Cdots podrian también actuar
como mimético de una enzima cuyo sustrato es el compuesto de interés, 0 en inmunoensayos
[40]. En ambos casos, se trata de un tipo de deteccion indirecta. Por ejemplo, se ha
demostrado que los Cdots tienen una actividad intrinseca tipo peroxidasa. Es decir, en
presencia de H20> los Cdots pueden catalizar la oxidacion de los sustratos de la peroxidasa y
producir la tipica reaccion colorimétrica. Esas propiedades cataliticas de los Cdots han
permitido la deteccion colorimétrica de H2O>, glucosa y biotioles en muestras biologicas [26,
91]. Se sabe que los Cdots son a la vez excelentes aceptores y donores de electrones por lo
gue como agentes oxidantes o reductores dan lugar a reacciones que pueden ser explotadas
para deteccion electroguimica y en catdlisis [91]. Los Cdots en combinacién con materiales
semiconductores han permitido la exploracion de numerosas vias alternativas de
fotodegradacion (PD) [75]. Por ejemplo, se ha demostrado que los Cdots pueden realizar la
modulacién dindmica del proceso de transferencia de electrones y energia en la interfaz
Cdots-TiO2 mediante un método dependiente del voltaje. También ha sido sintetizado el
fotocatalizador Cdots/ m-BiVOs en el que los Cdots muestran la capacidad de mejorar la
actividad fotocatalitica sin tener influencia negativa en las facetas activas del vanadato de

bismuto monoclinico (m-BiVO4) [92].

3.1.1. Cdots como sensores Opticos

Tras hacer una revision general sobre el uso de los Cdots como herramienta analitica,
trataremos con mas detalles su empleo en sensores 6pticos. En primer lugar, veremos algunos
ejemplos de sensores del tipo turn-off. De particular importancia es la aplicacion de Cdots de
alta fluorescencia sin ninguna modificacién de la superficie para la determinacion sensible y
selectiva de hemoglobina (Hb) en presencia de H>O,. Aunque la Hb misma pudo atenuar la
fluorescencia de los Cdots, basandose en el IFE de la proteina que afecta los espectros de
excitacion y emision de los Cdots, la presencia de H2O2 dio como resultado una mejora
adicional de la sensibilidad de la deteccion de Hb. El ensayo se basa en la reaccion de Hb con
H20, que genera ROS que incluian radicales hidroxilo (OH’) y superdxido (O2) con la
degradacion del grupo hemo y/o liberacion de hierro de la Hb y la posterior reaccion de
radicales hidroxilo, como fuertes agentes oxidantes, con los Cdots que dio como resultado un

alto quenching de la fluorescencia.
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La sonda propuesta se uso para la determinacion de Hb en el intervalo de concentracion de 1-
100 nM con un limite de deteccion de 0,4 nM. El método se ha aplicado con éxito a la
determinacion de Hb en muestras de sangre humana [65]. Ademas, se ha descrito la sintesis
de N,S-Cdots mediante pirolisis asistida por microondas de AC y N-acetil-L-cisteina. Como
su emision es atenuada de manera eficiente por Cré*, los N, S-Cdots se emplearon para la
deteccion de Cr®* incluso en imagenes celulares [42]. Més recientemente ha sido reportada la
preparacion de un sensor en papel basado en Cdots, cuya fluorescencia se atenué de manera
selectiva y eficiente a través de la PET entre los grupos amino primarios y el analito TNT,
que pudo ser detectado in situ en aguas subterraneas sin ningun otro paso de procesamiento
[37]. Entre los sensores del tipo turn-on, ha sido reportado un sensor basado en
nanoparticulas de carbono bifuncionalizadas in situ con &cido borénico y grupos amino (B-N-
Cdots) para deteccion fluorescente de la molécula neurotransmisora DA. Ese dispositivo
analitico ha demostrado tener una sensibilidad dos 6rdenes de magnitud mas alta que los
otros sensores fluorescentes descritos para DA. La fiabilidad analitica de este sensor de DA
fue comprobada en muestras de suero humano [69]. Otro método de fluorescencia
ultrasensible para la deteccion de la DA se basa en Cdots dopados con azufre sin ninguna
funcionalizacion de la superficie, que fueron muy eficientes en la deteccién de la DA en
agua, plasma sanguineo e incluso en células PC12 vivas bajo un ambiente hipéxico; ademas
proporcionaron informacion sobre la liberacion de DA dependiente de Ca?* dentro de las
células neuronales [107]. Dentro de los sistemas turn-off/turn-on se puede clasificar un
sistema sensor para detectar Cys incluso a niveles nanomolares. Primero se investigd la
interaccidn de Cdots preparados a partir de zumo de naranja con AgNPs. Las AgNPs atentan
eficientemente la fluorescencia de los Cdots como resultado de la FRET. Luego, se descubrid
que la Cys permite recuperar la fluorescencia de los Cdots debido a la adsorcion competitiva
de este compuesto sobre los AgNPs [27]. Un sensor de gran relevancia para la deteccion
sensible y selectiva de Hg?* y Cys fue desarrollado basandose en un tipo de Cdots co-dopados
con magnesio y nitrégeno (Mg-N-Cdots), que actuaron como un interruptor fluorescente. Se
usd6 AC como fuente de carbono para preparar los Cdots. Se eligi6 Mg(OH)> como agente
para proteger los grupos carboxilo del AC por quelacién durante el procedimiento de
deshidratacion y carbonizacion. La EDA como reactivo de pasivacion de superficie fue capaz
de proporcionar atomos de nitrégeno. Teniendo en cuenta que la EDA es volatil, su dosis se
redujo a 0,5 puL en ese sistema, una cantidad mucho menor que en trabajos reportados. Los
Mg-N-Cdots sintetizados por el método hidrotermal poseian una alta intensidad de

fluorescencia.
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Sin embargo, después de la adicion de Hg?*, la fluorescencia de la solucion acuosa de Mg-N-
Cdots se atenuo drasticamente, lo que pudo atribuirse a la formacion de un complejo no
fluorescente entre Mg-N-Cdots y Hg?*. La fluorescencia de la disolucion acuosa de Mg-N-
Cdots que contenia Hg?* pudo recuperarse gradualmente en presencia de Cys, debido a la
afinidad de union mas fuerte de Hg?" hacia Cys que hacia Mg-N-Cdots. La sonda
fluorescente fue usada para detectar Hg?* en muestras reales de agua con resultados
satisfactorios. Ademas, una compuerta légica del tipo IMPLY fue construida usando Hg?*/
Cys como entradas y la sefial de fluorescencia de Mg-N-Cdots como salida [52]. Se describen
a continuacién dos ejemplos de sensores ratiométricos de fluorescencia basados en Cdots. En
el primero se prepard un sensor de fluorescencia de tipo ratiométrico de impresion molecular
basado en nanoparticulas de doble emision (D-NPs) a 460 nm y 580 nm que usaba Cdots y
AuUNCs para la deteccion de bisfenol A (BPA). La viabilidad del método desarrollado se
evalu6 con éxito mediante el analisis de BPA en muestras reales (agua y alimentos enlatados)
[30]. Por otra parte, tenemos un sensor fluorescente ratiométrico basado en Cdots en el que el
dispositivo analitico (Cdots-FITC) fue fabricado conjugando una fluoresceina sensible a pH,
el isotiocianato de fluoresceina (FITC), en la superficie de los Cdots. Ese sensor de pH tuvo
una caracteristica tipica de las sondas ratiométricas: que la relacién de dos intensidades de
emision era independiente de su concentracion. Fue usado, por ejemplo, para medir acidos
muy débiles, tales como acido borico e hidrocloruro de hidroxilamina, en muestras de agua
de grifo y agua de lago [86]. Entre las aplicaciones de Cdots en sensores Opticos de
fotoluminiscencia, hay que mencionar el uso como sonda para determinar el contenido en
agua en disolventes organicos de N,S-Cdots con una fuerte emisién de luz azul encapsulados
en redes metal-organicas (MOFs) de europio (Eu-MOF) emisoras de luz roja que forman un
nanohibrido emisor de luz de dos colores (Eu-MOFs/N,S-Cdots) [108]. También fue
reportada la sintesis de Cdots modificados con restos amino con la capacidad de interactuar
con el ADN y cuyo uso se propone para la deteccion de dafios en el ADN. Ese sensor ha sido
probado en el andlisis del ADN genémico de células PC-3 y ADN aislado de tejidos de
melanoma [46]. Los Cdots han sido ampliamente usados en imagen celular, en particular para
sefialar la presencia de iones metélicos en células eucariotas y procariotas [72]. Se ha
publicado una estrategia de sintesis en fase solida en un solo paso de Cdots fluorescentes
modificados con colistina (Cdots@colistina) para la deteccidn selectiva de bacterias Gram
negativas como E. coli. También se han empleado esos Cdots para la determinacion selectiva
de Fe®* en orina humana, jugo de manzana y agua del grifo [87].
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Otro ejemplo es un nuevo tipo de Cdots (Cdots-Fla) para la deteccion de Pb?*, que fue
sintetizado a través de una ruta hidrotermal en un solo paso utilizando extractos de
flavonoides de hojas de Ginkgo biloba como material de partida. Estos Cdots-Fla han
demostrado ser una buena sonda para imagen de fluorescencia de Pb?* intracelular. Las
capacidades de estos Cdots-Fla se mejoraron al incorporarlos en hidrogel de agarosa (Cdots-
AHG). Ese conjugado permiti6 tanto la determinacion como la eliminacion de Pb?* del agua
[74]. Un uso combinado de medidas fluorimetricas y colorimétricas ha sido propuesto en una
bioplataforma sin etiquetas para la deteccion sensible de OP a través de esos dos canales
basados en el quenching controlado por acetilcolinesterasa (Achk) de Cdots fluorescentes.
Ese sensor presenta una buena sensibilidad para la deteccion rapida de paraoxon, como
analito modelo, con un limite de deteccion de 0,4 ng-mL™ [36]. Hay que mencionar también
un sensor colorimétrico para determinar selectivamente y facilmente Cd?*. Su mecanismo de
deteccidn es de tipo operacional, basado en la dependencia del color de la agregacién de
nanoparticulas. Se han preparado con éxito nanoparticulas de oro recubiertas con Cdots
dopados con nitruro de grafito (Au@g-CN Cdots), con numerosos grupos heptazina,
carboxilo e hidroxilo en la superficie. Eso refuerza la adsorcion de los iones Cd?" a través de
un “efecto cooperativo”. Como consecuencia, los iones Cd?* pueden ser detectados incluso a
simple vista. Esta capacidad de deteccion visual proporciona un método robusto para detectar
iones Cd?* in vivo en tejidos de érganos de ratones [32]. Hasta aqui se han recogido los
principales tipos de sensores Opticos basados en Cdots reportados en la literatura. Aun asi, los
Cdots se han utilizado en muchos otros tipos de sensores, incluso de fluorescencia en los que
se antoja complicado clasificar la interaccion entre los Cdots y el analito dentro de las
categorias principales antes comentadas. Por ejemplo, se ha desarrollado un sistema
conjugado (PCdots -Au®") basado en Cdots sobre papel (PCdots) como un sensor de
fluorescencia que puede distinguir entre el azufre organico e inorgénico presentes en analitos
en base al cambio en las propiedades de fotoluminiscencia. Este sistema mostré un aumento
de la fotoluminiscencia para azufre organico y disminucién de fotoluminiscencia en analitos
inorganicos conteniendo azufre. El sensor fue usado con éxito en el andlisis de muestras
reales como leche [5]. Un ejemplo de sensor basado en TPF es el conjugado de Cdots de
doble emision (Cdots 1/Cdots 2) fabricado a partir de la combinacién de los Cdots 1
funcionalizados con PEI con los Cdots 2 modificados con carboxilo. El conjugado Cdots 1/
Cdots 2 fue desarrollado como un nuevo sensor de conmutacion dual de TPF para la
deteccion reversible y simultanea de Cu?* y Hg?* sobre otros iones metalicos y moléculas
biolégicas en muestras reales de agua y fluidos bioldgicos con altas recuperaciones [53].
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Mediante la evaluacion de la intensidad de emision de fluorescencia de Cdots sintetizados a
partir de clorofila, se ha desarrollado una plataforma basada en FRET para la determinacion
de OP, tales como el paraoxdn. Aunque el mecanismo es complejo y constaba de varios
pasos, la aplicacion a muestras de agua de grifo y de rio revelé que esta plataforma es precisa
y da resultados reproducibles [73]. También se ha reportado un nuevo sensor fluorescente
selectivo para UO,?*, Sm®" y Eu®* basado en un hibrido Cdots-aerogel preparado mediante
carbonizacién in situ de 2-tenoiltrifluoroacetona (TTA), un quelante de alta afinidad para
metales pesados [56]. Fueron también sintetizadas nanoparticulas de carbono codopadas con
fosforo y nitrogeno (P,N-Cdots) como sensor de fluorescencia altamente selectivo para la
deteccion de iones Co?* en agua de rio mediante un protocolo hidrotermal de un solo paso
empleando piridoxal-5-fosfato y etanodiamina [76]. De aplicacion reciente es también el
aptasensor de fluorescencia para la determinacion sensible de bisfenol S (BPS) mediante
FRET entre el emisor OD (Cdots) y el absorbente 2D (nanoplacas de MoSy) gracias a la
discriminacion especifica y efecto protector del aptamero anti-BPS en el MoS; estratificado
[77]. Una de las ultimas fronteras en el uso de Cdots en sensores dpticos es su combinacion
con polimero(s) de impresién molecular (MIPs). Como ejemplo, ha sido reportado un sensor
Optico basado en Cdots recubiertos con un MIP para la determinacion selectiva y sensible de
clorhidrato de prometazina (PrHy) que mostrd resultados satisfactorios en muestras reales
[58].

3.1.2. Cdots en reacciones cataliticas

Debido a la abundancia de grupos funcionales en la superficie, los Cdots podrian combinarse
facilmente con otros compuestos y mejorar sus propiedades cataliticas, o incluso actuar como
catalizadores principales, gracias por ejemplo a sus propiedades miméticas de la actividad
enzimatica. Ha sido reportado un sensor colorimétrico para GSH dénde los Cdots se han
usado como catalizadores miméticos de peroxidasa. Los radicales cationicos libres de color
azul se generaron simplemente mediante una reaccion de oxidacion de la 3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidina (TMB) por H>O: catalizada por los Cdots. Como aplicacion préctica, este
quimiosensor se usé para medir el contenido de GSH en sangre humana total [26]. Los Cdots

se consideran nanomateriales prometedores también para el disefio de fotocatalizadores.
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Con la contribucion de la gran cantidad de restos funcionales en su superficie, tales como
grupos -OH, C=0, -COOH, los Cdots en combinacion con otros materiales semiconductores
como CsNs, TiO2, NiP y BiVOs pueden mejorar la absorcion de la luz, asi como la
recoleccion de la respuesta de la luz visible para mejorar las propiedades fotocataliticas [75].
En estos sistemas, los Cdots también juegan un papel importante en el aumento de la
eficiencia de separacion fotoinducida de los pares electron - hueco con una excelente
velocidad de transferencia de carga [109]. Por ejemplo, se ha publicado la fabricacion de un
sistema m-conjugado Cdots/MoS, como catalizador de tipo HER. Después de la irradiacion
con luz visible durante 30 minutos, el compuesto Cdots/ MoS, (como Cdots/ MoS2-L30)
realiz6 una mejor actividad HER, caracterizada por un pequefio sobrepotencial de ~ 0,125 V
a 10 mA cm?, una alta densidad de corriente, una pequefia pendiente de Tafel de 45 mV/
década y estabilidad a largo plazo en H.SO4 0,5 M. Este tipo de mejora de la actividad hacia
la HER puede deberse a la alta eficiencia de transferencia de carga, la disminucion de S** y el
aumento de S,?" y S* después del tratamiento con luz [92]. Ademas, se sintetizé con éxito el
complejo N-Cdots/ g-CNQdots impulsado por luz visible mediante la carga de los N-Cdots
en las capas intermedias y sobre la superficie de g-CNQdots via polimerizacidn. La actividad
fotocatalitica de este compuesto fue significativamente mas alta que la de sus componentes
individuales hacia la degradacion de la indometacina (IDM) bajo irradiacion con luz visible
[60]. Recientemente, se ha preparado un nanocompuesto de Cdots y hematita (Cdots-Fe203)
como fotocatalizador para la descomposicion del agua impulsada totalmente por luz visible
sin necesidad de agente secuestrador y/o polarizacion externa [109]. Otro enfoque novedoso
se ha adoptado para preparar un compuesto de Cdots y dioxido de titanio (P25/Cdots) que
mostré una mejor mineralizacion fotocatalitica hacia la RhB con respecto al semiconductor
comercial P25 a base de TiO2 [75].
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Durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral se han necesitado diversos
materiales, instrumentos y se han aplicado diversas metodologias analiticas. Para su

descripcion se han dividido en cinco categorias principales:
1. Productos quimicos.
2. Materiales.
3. Instrumentacion y software.
4. Metodologias.
5. Rendimiento cuéntico de fluorescencia de los Cdots.

En este Capitulo Il se presenta la informacion metodoldgica.

1. Productos quimicos

Todos los productos quimicos utilizados en el desarrollo de esta Tesis Doctoral fueron
de calidad analitica y se utilizaron sin ulterior purificacion. Entre ellos tenemos: acido
citrico anhidro, fosfato disddico, hidroxido sédico, acido clorhidrico del 37%, &cido
nitrico del 69%, cloruro sédico, tricloruro de hierro anhidro y cloruro estannoso
dihidrato, reactivos adquiridos en Panreac Quimica SLU (Barcelona, Espafia). El
hidroxido de magnesio, etilendiamina, dihidrogenofosfato de sodio, Trizma base, DL-
cisteina, L-glutation, hemoglobina en polvo, perdxido de hidrégeno al 30% (v/v) y
tartrato antimonil potasio fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid,
Espafia). Por otra parte, han sido usadas disoluciones patron 1,000 + 0,002 g L IC de
nitrato de aluminio nonahidrato, nitrato de bario, nitrato de cadmio tetrahidrato, nitrato
de cobalto hexahidratado, nitrato de cromo nonahidrato, nitrato mercurico en agua,
nitrato de plomo en agua, nitrato de cinc hexahidrato en acido nitrico 0,5 M; también ha
sido utilizada una disolucion patrén de acido selenioso en acido nitrico 1 M. Todos
estos reactivos fueron suministrados por Panreac Quimica SLU (Barcelona, Espafia).
Las disoluciones patron 1000 mg L™ de nitrato de calcio y nitrato clprico en &cido

nitrico 0,5 M fueron adquiridas en Merck (Darmstadt, Alemania).
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El tampon fosfato (dihidrogenofosfato de sodio/ fosfato disddico 0,02 M, pH 1,5-12,5)
se prepar0 por disolucion de los reactivos necesarios en agua y el pH se ajustd mediante
la adicion de &cido clorhidrico y/o hidréxido sédico. EI tampdn Tris-acido clorhidrico
10 mM pH 7,5 se preparé mediante la disolucion en agua del Trizma base necesario y el
pH se ajustd mediante la adicion de &cido clorhidrico 0,1 M. La disolucion de cloruro
sodico 3 M se prepard disolviendo el peso necesario del reactivo comercial en agua.
Normalmente, las soluciones de trabajo de los analitos y los interferentes se prepararon
todos los dias por dilucion en agua de los respectivos patrones comerciales. La
concentracion final de las disoluciones de trabajo de los metales fue 10 mM para Ca?*,
Co?*, Cr¥, Cu?", K*, Na* y Se*"; de 4,8 mM para Pb?* y de 8,9 mM para Cd?*. Por otra
parte, la concentracion final de las disoluciones de trabajo de Ba?* y Hg®*
correspondieron con las de su estandar (7,3 y 5,0 mM, respectivamente). La disolucion
de Fe®* 10 mM fue preparada disolviendo en &cido nitrico el cloruro férrico anhidro en
polvo. Las disoluciones de antimonio (I11) y estafio (II) 10 mM fueron preparadas a
partir de reactivos sélidos comerciales (tartrato antimonil potasio y cloruro estannoso,
respectivamente). En este caso el medio acido de las disoluciones patrén interfirio en las
medidas porque el exceso de acidez presente produjo una atenuacion de la fluorescencia
de las nanoparticulas originando un artefacto. El tartrato antimonil potasio fue disuelto
en agua, mientras el cloruro estafioso fue disuelto en acido clorhidrico 5 M. Hay que
destacar que fue afiadido hidréxido soédico 1 M a las muestras antes de la adicién de
Sn?* 10 mM, una concentracion suficiente a neutralizar el medio y evitar la atenuacion

de la intensidad de la fluorescencia originando un falso positivo.

2. Materiales

Para la purificacion de los Cdots han sido usadas las membranas de dialisis de 1 y 3,5
kD Spectra/ Por® (Spectrum Laboratories Inc., CA, EE.UU.), y también los filtros de
nylon 0.2 pu 17 mm pK 100 F2613-2 (Symta S.L.L., Madrid, Espafia).

76



Materiales y Métodos

3. Instrumentacion y software

Todas las soluciones acuosas se prepararon en agua purificada (resistencia 18,2
MQ-cm) obtenida de una estacion Milli-RO 12 plus Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EE.UU.). Las medidas de fosforescencia y de fluorescencia se realizaron en el
espectrometro de luminiscencia Cary Eclipse Varian (Agilent Technologies, Santa
Clara, EE.UU.) equipado con una lampara flash de xendn pulsante a 80 Hz y con una
anchura de pulso de 2 ps. El espectrometro estuvo controlado por un ordenador con un
procesador Intel Pentium 4 con 250 Mb de memoria RAM vy sistema operativo
Windows 2000; ademas estuvo equipado con el software Cary Eclipse Win-FLR. Las
medidas de absorcion fueron realizadas utilizando un espectrofotometro de matriz de
diodos Agilent 8453 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.), controlado por
un ordenador Pentium MMX 200 provisto de un disco duro (HDD) de 4,3 Gb, CD-
ROM 40x, 64 Mb de RAM Yy sistema operativo Windows 95, mediante una interface
InfiniBand (IB) HP y cables con grado de proteccion (IP) HP. Los espectros UV-Vis se
recolectaron en el rango de 250-800 nm mediante el software UV-Visible ChemStation
Software Rev. A.08.03 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). Los datos
experimentales fueron almacenados tras las medidas y a continuacion tratados mediante
el software correspondiente y Microsoft Excel. En los experimentos descritos en la
presente Tesis Doctoral han sido usados también otros instrumentos y aparatos de
laboratorio: pHmetro Crison micropH 2000 (Hach Lange Espafia, Barcelona) para
medir el pH; horno Venticell VC55 (MMM Group, Munich, Alemania) y microondas
Start Milestone (Gomensoro S.A. Instrumentacion Cientifica, Madrid, Espafia) en la
sintesis de los Cdots; centrifuga Digicen 20 (Ortoalresa, Madrid, Espafia) y liofilizador
LyoQuest (Azbil Telstar Technologies SLU, Terrassa, Espafia) para la purificacion de
los Cdots. También ha sido usado un bafio de ultrasonidos con calefaccion Ultrasons
HD 5 litros (JP Selecta S.A., Barcelona, Espafia) para disolver algunos reactivos con
mas eficacia. La estufa ULM500 (Memmert, Schwabach, Alemania) ha sido empleada

para evaporar las suspensiones de Cdots y asi poder calcular su peso seco.
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4. Metodologias

4.1. Espectrofluorimetria

Por el principio de exclusién de Pauli, en un atomo no puede haber dos electrones con
los cuatro nimeros cuanticos iguales, es decir que los dos electrones de un orbital dado
deben tener espines en direcciones opuestas, por lo tanto, el espin total (S) debe ser
igual a cero. Debido a esto, el estado fundamental no tiene un espin electronico neto y
tal estado es denominado estado singlete. Mientras, cada estado molecular electronico
tiene varios estados vibracionales asociados. En el estado electronico fundamental casi
todas las moléculas se encuentran en su estado vibracional mas bajo a temperatura
ambiente. Al excitar con una radiacion de la zona del UV o el visible, se provoca que la
molécula sea excitada a un estado vibracional superior de un estado electronico
excitado. La pérdida del exceso de energia vibracional y electronica en la molécula
ocurre inmediatamente, y ésta es absorbida por otras moléculas (experimentalmente
moléculas del disolvente que se encuentran en constantes colisiones elasticas con la
molécula excitada). La desactivacion no radiante del estado excitado de la molécula se
Ilama relajacion vibracional (RV) cuando ésta pierde la energia vibracional dentro de un
cierto estado electronico dado y conversion interna (Cl) cuando sufre una transicion de
un estado electrénico superior a uno mas bajo con la misma multiplicidad de espin sin
emitir radiacion. RV y CI llevan a la molécula al nivel vibracional mas bajo de su
estado singlete excitado més bajo en un periodo de 10** a 102 s, Se trata del fendmeno
conocido como absorcion, que trataré méas adelante. Muchas moléculas regresan de
nuevo al estado fundamental electrénico por desactivacion térmica; sin embargo, en
algunas moléculas, concretamente aquellas con estructura rigida, el retorno desde el
estado excitado singlete mas bajo del estado electrénico ocurre por mecanismos mas
lentos que la RV y la Cl. Uno de éstos implica emision directa de radiacion visible o
UV, cuyas frecuencias y longitudes de onda vienen dadas por la diferencia de energia
entre el estado singlete excitado méas bajo y el estado electrénico fundamental. La
transicion radiativa entre estos estados ocurre entre 10 y 107 s después de la

excitacion inicial y se Ilama fluorescencia.
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El hecho de que el estado fundamental electronico de la molécula tenga varios niveles
vibracionales causa que su fluorescencia no ocurra a una sola longitud de onda, lo cual
difiere por lo sugerido en la ecuacion de Planck. De hecho, la fluorescencia se
manifiesta sobre un amplio rango de longitudes de onda los cuales corresponden a
varias transiciones vibracionales que son componentes de una Unica transicion
electronica. Desde el estado triplete excitado mas bajo, las moléculas pueden pasar al
estado electronico fundamental (So) con o sin emision de radiacion. Esta emision
radiativa involucrada en la transicion al estado fundamental electronico mas bajo se
Illama fosforescencia. Esta transicién esta prohibida por la ley de conservacion del
momento angular y se caracteriza por su larga duracion (10 — 10 s). Algunas moléculas
0 bien fluorescen o bien fosforescen, lo cual las hace complementarias, en vez de
competitivas, desde un punto de vista analitico. Sin embargo, algunas especies
moleculares tienen la capacidad de fluorescer y fosforecer al mismo tiempo. En este
caso, segun lo que establece la regla de Hund, la energia asociada con un estado de
espines paralelos es siempre mas baja que uno con los espines antiparalelos. Debido a
que el estado triplete siempre se encuentra en un estado de menor energia que el estado
singlete mas bajo, la fosforescencia ocurre a longitudes de onda mayores que la
fluorescencia. Las medidas de fluorescencia y fosforescencia fueron realizadas mediante
dos modos diferentes: barrido y cinética. En el primero, usado para determinar el
comportamiento luminiscente de las nanoparticulas, la longitud de onda de excitacidén
fue ajustada a 340 nm, midiendo la emision en el rango 360-650 nm. Esos parametros
fueron establecidos para los experimentos descritos en el Capitulo Il de la presente
Tesis Doctoral. Mientras, en los experimentos descritos en el Capitulo IV de esta Tesis
Doctoral los espectros de emision se midieron en un rango de longitud de onda de 350 a
650 nm. Por otra parte, en los ensayos descritos en el Capitulo V las muestras fueron
excitadas a 390 nm y los espectros de emision se midieron en un rango de longitud de
onda de 400 a 700 nm. Las rendijas de entrada y salida fueron ajustadas a 20 nm, el
tiempo promedio a 0,1 segundos, el intervalo de datos a 1,000 nm y el voltaje a 1000 V.
La posibilidad de trabajar con rendijas mas anchas fue empleada principalmente porque
los efectos debidos a la luz dispersada no se dieron apenas en fosforimetria. EI modo
cinético de las medidas fue usado concretamente en las muestras experimentales,

permitiendo maltiples medidas de las que luego se empled un valor promedio.
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Con respecto al modo barrido, las longitudes de excitacion y de emision se
establecieron en 360 y 442 nm, respectivamente; el tiempo promedio a 0,05 segundos;
en algunos casos, para los experimentos de optimizacion del tiempo, fueron ajustados el
tiempo de duracion del ciclo y la detencion del tiempo de medida a 1 y 50 minutos,
respectivamente. Para las medidas de fosforescencia el tiempo de retraso fue ajustado a
0,150 ms. Todas las mediciones se realizaron en una celda de cuarzo de trayectoria
Optica de 10 mm. Los datos experimentales fueron guardados al momento de las

medidas y tratados mediante el software correspondiente y Microsoft Excel.

4.2. Espectrofotometria UV-Vis

La absorcion es el resultado de la interaccion del campo eléctrico asociado a la luz con
los electrones menos energéticos de la molécula en cuestidn, en este caso, la molécula

absorbente.

La interaccion del campo eléctrico altera la distribucion electrénica de dicha molécula y
provoca que la energia sea cedida por el campo eléctrico de la onda y se utilice en la
promocion energética de dichos electrones. Esta absorcion de energia se produce en un
tiempo del orden de 10°° s. La intensidad de luz absorbida (l.) viene dada por la ley de

Lambert-Beer:
la=1lo-lt=1o- (1-10°%C)

Donde loe It son las intensidades de luz incidente y transmitida, respectivamente. Por su
parte ¢ es la absortividad molar, la cual representa la probabilidad de absorcion para
cada especie molecular, C es la concentracion de la sustancia absorbente (mol L) y b
es el espesor en centimetros del recipiente de la muestra. La energia de la luz viene dada
por la ecuacion de Planck:

E = Nhv =Nhc/ A

Donde E es la energia asociada a la frecuencia (v) y longitud de onda (A), ¢ es la

velocidad de la luz y N es el nimero de Avogadro.
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El hecho de que los niveles de energia moleculares estén cuantizados prevé que una
especie molecular dada absorbera luz solo si E coincide con la diferencia de energia

entre el estado electronico fundamental y el estado electrénico en la molécula excitada.

5. Rendimiento cuantico de fluorescencia de los Cdots

El rendimiento cuéntico de fluorescencia (QY) de los Cdots se determind mediante el
método de la pendiente descrito en la literatura [110, 111]. El sulfato de quinina en una
disolucion acuosa de H.SO4 al 95 %, cuyo rendimiento cuéntico reportado en la

literatura es de 0,54 ha sido elegido como estandar para medir el QY de los Cdots.

Para estos experimentos, se prepararon una disolucion de sulfato de quinina 0,4 nM y
varias disoluciones de Cdots, de manera que todas ellas tenian una absorbancia menor
de 0,05 a las longitudes de onda de 290 nm (Capitulo V) o 348 nm (Capitulo 1V).

Las graficas se trazaron utilizando la intensidad de la fluorescencia integrada frente al
valor de la absorbancia. Para calcular el rendimiento cuéntico se utilizé la siguiente

ecuacion:

my (My)?
o = @ ()
R R

Siendo @ el rendimiento cuantico, m la pendiente y 7 el indice de refraccion. Se
establecieron los subindices “R” y “X” para referirse al estandar y a las muestras,

respectivamente. Para estas soluciones acuosas, nx/nr = 1.
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1. Introduccion

1.1. ¢Qué son los Cdots? Propiedades y ventajas sobre otros nanomateriales

Las nanoparticulas o puntos cuanticos de carbono (Cdots) recibieron ese nombre en
2006 [27, 52]. Estos Cdots han llamado la atencion en los Gltimos afios en la Quimica
Analitica y en Bioanalitica debido a sus propiedades Opticas Unicas y a sus propiedades
fisicoquimicas y fotoquimicas. Por ejemplo, los Cdots muestran una fotoluminiscencia
dependiente del tamafio y propiedades de luminiscencia de up conversion debido a un
proceso multifoténico, que conduce a la emision de tipo anti Stokes. En comparacién
con los que tienen s6lo down conversion, los materiales up conversion tienen muchas
ventajas para futuras aplicaciones biologicas, como la mayor profundidad de
penetracion bajo irradiacion de tipo NIR y la ausencia de autofluorescencia en los
tejidos bioldgicos [84]. Se conoce cominmente que los efectos cuanticos, el estado de la
superficie y los nucleos carbogénicos son los factores principales que afectan a la
emision de los Cdots [68]. La dependencia de la temperatura podria atribuirse al estado
de los canales no radiativos en la superficie. Se activardn mas canales no radiativos a
una temperatura mas alta, y mas electrones excitados regresaran al estado fundamental a
través de un proceso no radiativo, lo que resultard en una disminucion de la intensidad
de fluorescencia. Esta caracteristica sensible a la temperatura ha hecho de los Cdots
buenos candidatos para el disefio de dispositivos de monitorizacion de temperatura [68].
Por otra parte, los Cdots se pueden usar en aplicaciones biolgicas o ambientales [84].
En particular, a la vista del cambio de la intensidad de la fluorescencia que muestran en
el proceso de deteccion, los Cdots estan siendo utilizados como sondas fluorescentes
para detectar cationes metalicos (Hg?*, Fe3*, Ag*, Cu?*, Pb?*, Sn**) y biomoléculas,
tales como L-cisteina (L-Cys), homocisteina (Hcy) y glutation (GSH). Los Cdots
ofrecen potenciales ventajas tales como originar procedimientos de deteccion de alta
sensibilidad, econémicos y convenientes [80]. Si bien estos materiales basados en Cdots
son muy prometedores en nanotecnologia y nanomedicina, todavia se necesita mucho
trabajo para explorar todo el potencial de estos nanomateriales en el desarrollo de
sensores inteligentes avanzados [6, 84].
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En comparacion con los Quantum dots (Qdots) basados en metales pesados y con los
colorantes fluorescentes organicos, los Cdots han generado enormes expectativas en
biosensores Opticos y en bioimagen debido a que sus propiedades fotofisicas se les
asemejan en muchos aspectos pero resultan superiores en otras cualidades tales como
alta estabilidad quimica, la ausencia de blinking (parpadeo), bajo riesgo ambiental, baja
toxicidad (debido a la ausencia de iones metalicos tdxicos) incluso a nivel celular, bajo
costo, alta y excelente fotoestabilidad, alto rendimiento cuéntico, resistencia al
fotoblanqueo, emision de luminiscencia altamente estable que es sintonizable porque
depende de la longitud de onda de excitacion, simplicidad de sintesis y facilidad de
funcionalizacion de la superficie, sin incurrir en la escasez elemental y sin la necesidad
de etapas de preparacion estrictas, intrincadas, tediosas, costosas y/o ineficientes [26-29,
48, 52, 68, 70, 91]. Mientras tanto, en comparacién con otros nanomateriales de carbono
fluorescentes como el grafeno y los puntos cuanticos de nitruro de carbono grafitico (g-
CNQ@D), los Cdots tienen ain mas ventajas, debido a la existencia de grupos carboxilo y
amino en su superficie [28, 29]. Ademas, se sabe que los Cdots son excelentes aceptores
y donores de electrones, o sea que tienen un potencial prometedor como agentes
oxidantes o reductores [91]. Estas caracteristicas Unicas han originado un gran interés en
el uso de Cdots en bioensayos y biosensores, sondas fluorescentes, bioimagen,
deteccién quimica y fotocatalisis [29, 52, 70]. Entre las estrategias de sintesis de los
Cdots, el enfoque hidrotermal demostré ser facil y eficaz para producir Cdots
fluorescentes, siendo un método simple, rentable, a gran escala y respetuoso con el
medio ambiente [68, 91]. Para mejorar ain mas las propiedades luminiscentes y ampliar
el rango de aplicacion de los Cdots, estos han sido modificados normalmente mediante
funcionalizacion de la superficie y el dopado con heterodtomos, especialmente
nitrégeno, azufre o elementos metélicos. Por ejemplo, el dopado con nitrdgeno puede
llevar consigo un aumento sustancial de la luminiscencia y mejorar el rendimiento

cuéntico de los Cdots funcionalizados [52].

1.2. ¢Qué son los biotioles? Caracteristicas, interés de su deteccion, tipos de
deteccion.

Los biotioles (Figura 1) son biomarcadores que juegan un papel importante en una gran
cantidad de procesos bioldgicos.
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Por lo tanto, es de gran interés el desarrollo de métodos sensibles, selectivos y rapidos
para su determinacion en muestras bioldgicas [43]. Los biotioles mas importantes son la
L-cisteina (L-Cys), homocisteina (Hcy) y glutation (GSH). La L-cisteina es el Unico
aminodacido que contiene azufre (en forma de tiol) de los veinte aminoacidos necesarios
para la biosintesis de proteinas [27, 49, 52]. También es un precursor necesario para la
biosintesis de GSH. Los enlaces disulfuro, que pueden formarse entre dos residuos de
L-Cys tras la oxidacion de sendos grupos tioles, desempefian funciones estructurales
esenciales en muchas proteinas [27]. La L-Cys esta involucrada en muchos procesos
fisiologicos importantes, tales como el mantenimiento de la homeostasis redox
bioldgica, la desintoxicacion y el metabolismo [41, 52, 80]. También es conocida como
componente principal de los aminotioles presentes en el suero humano [70]. La Hcy es
un aminoacido que difiere de la cisteina en un puente metileno adicional (-CH>-). La
concentracion intracelular de Hcy en condiciones normales se mantiene baja. Los
biotioles resultan ser componentes de muchas proteinas y moléculas en los sistemas
biologicos y desempefian un papel fundamental en el sistema de defensa antioxidante
celular por su participacion en reacciones redox reversibles. El glutation en su forma
reducida es un importante tripéptido (y-glutamil-L-cisteinilglicina) que se produce de
forma enddgena a partir de glicina, L-Cys y acido L-glutdmico (L-Glu) [28, 29, 41].
Tiene una amplia utilidad en plantas, mamiferos, hongos y algunos organismos
procaridticos [26]. Es la molécula intracelular de tipo tiol no proteico mas abundante,
desempefia funciones clave en muchos procesos fisiolégicos, por ejemplo, en la
regulacion génica y del crecimiento celular, la transduccion intracelular de sefiales, la
funcion de las proteinas y el metabolismo xenobidtico [28, 29, 41, 68]. El GSH ayuda a
mantener las funciones normales del sistema inmunol6gico. Por cierto, las personas
infectadas con el VIH tienen una disminucién de GSH en plasma que puede potenciar la
replicacién del VIH y acelerar la progresion de la enfermedad. Desde luego, la
deficiencia de GSH contribuye a la depresion general de las funciones inmunitarias
[91]. Es preciso destacar que el GSH es un antioxidante endogeno esencial en la defensa
de los componentes celulares contra ROS, radicales libres y per6xidos electrofilos y en
el mantenimiento de las actividades redox intracelulares [28, 41]. Si las células estan
bajo estrés oxidativo, se rompera el equilibrio entre el GSH y su forma oxidada, el
disulfuro de glutation (GSSG). Bajo el efecto de la GSH reductasa, el GSSG se
transforma rapidamente en GSH para aliviar el estres oxidativo de las células [94].
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Todo ello sin olvidar que el GSH es un sustrato o cofactor para varias enzimas
protectoras, como la peroxidasa [26, 29, 68]. Ademas, debido a sus importantes
propiedades antioxidantes, el GSH se esta usando ampliamente en alimentos saludables,

industria de cosméticos y productos farmacéuticos [29].

0o o o SH o O
H HS\/\)k

HS/\‘)\OH HQJ\;/\/U\NLH/N\)J\OH OH
NH, NH, Ho o NH,

L-Cys GSH Hcy

Figura 1. Biotioles mas importantes.

La alteracion de la concentracién de biotioles en el cuerpo humano se ha relacionado
con varias enfermedades [91]. Especificamente, la deficiencia de Cys da como resultado
una serie de trastornos, tales como edema cerebral, lesiones cutaneas, dafio hepatico,
enfermedades cardiovasculares, retraso del crecimiento, enfermedad de Alzheimer;
también causa debilidad, letargo y adelgazamiento, asi como despigmentacion del
cabello [27, 41, 52, 80, 91], mientras que los niveles elevados de Cys se asocian con la
neurotoxicidad [27, 49, 52]. Los niveles elevados de Hcy en plasma estan asociados con
el desarrollo de demencia en la enfermedad de Alzheimer. También parecen predecir de
una manera particularmente fiable las enfermedades cardiovasculares y la osteoporosis
[49, 91]. Ademas, enfermedades de enorme importancia clinica estan correlacionadas
con el estado redox intracelular (relacion GSSG/GSH). Por ejemplo, un nivel
anormalmente bajo de GSH se puede asociar con una amplia gama de patologias que
incluye el céancer, las enfermedades cardiovasculares (ECV), el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedades neurodegenerativas (tales como la
de Parkinson y la de Alzheimer), el autismo y el retraso del crecimiento de los nifios, el
envejecimiento, la dermatosis, la insuficiencia hepética, algunas enfermedades de la

sangre, diabetes mellitus y otras [26, 28, 29, 94].
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Hasta la fecha, existe un creciente interés en detectar el GSH en muestras de sangre para
diagnosticar con precision algunas enfermedades en una etapa temprana. Por lo tanto, es
necesario explorar un método eficiente para la deteccion sensible y selectiva de GSH en
muestras de sangre humana [16]. Simultaneamente, el GSH es un componente natural
de nuestra dieta y desempefia importantes funciones fisiolégicas in vivo, como
nucleofilo eliminador de radicales libres. Se confirmd que las frutas frescas, verduras y
carnes recién cocidas contienen un alto contenido de GSH. Por otra parte, el GSH
también esté presente en los vinos, donde puede actuar como antioxidante, atrapando las
quinonas y evitando la pérdida del aroma afrutado [41]. Debido a sus importantes
funciones, se han realizado grandes esfuerzos para desarrollar métodos eficientes de
monitorizacion y control del contenido de GSH en muestras no sélo bioldgicas, sino
también de alimentos y vino. Se han desarrollado varios métodos de deteccion de
biotioles a lo largo de los afios, tales como métodos electroquimicos, colorimétricos,
fluorescentes, cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), dispersion Raman
aumentada en superficie (SERS) y espectrometria de masas. Fueron desarrolladas
también varias técnicas novedosas de deteccidn de biotioles basadas en pequefias sondas
moleculares disefiadas racionalmente, como la de transferencia de energia de resonancia
de fluorescencia (FRET) mediada por balizas moleculares, o materiales avanzados
como nanoparticulas de up conversion (UCNPs), QDs, nanoclusters, nanoparticulas de
oro (AuNPs), etc. Sin embargo, algunos de estos métodos presentan una baja
sensibilidad de deteccién, emplean instrumentacién compleja, procedimientos de ensayo
complicados, materiales costosos o toxicos. Ademas, el etiquetado y la sintesis de
sondas fluorescentes organicas como posibles fluor6foros son técnicamente exigentes,
requieren mucho tiempo y costes significativos; ademas muchas de las moléculas de
colorante orgéanico pueden sufrir fotooxidacion [49]. Entre los procedimientos
reportados, los basados en colorimetria y fluorescencia que explotan la fuerte afinidad
de los biotioles por los cationes metalicos y las nanoparticulas metéalicas tienen ventajas
aparentes sobre otros métodos en términos de sensibilidad y facilidad de operacion. El
desarrollo de sondas de tipo Optico para la deteccidn de biotioles esta siendo un area de
investigacion activa debido a su importancia bioldgica [27, 91]. La mayoria de los
sistemas de deteccion de tioles bioldgicos mediante los Cdots involucran iones
metalicos, como Hg?*, Ag* y Cu?*[68, 70, 94].
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La deteccion selectiva de GSH en presencia de Cys sigue siendo un desafio, ya que
todos los biotioles tienen un comportamiento quimico parecido porque incorporan

grupos tiol, carboxilicos y amino [68, 94].

1.3. ¢Cdmo se determinan los biotioles mediante los Cdots?

Los Cdots han mostrado un gran potencial en biosensores y bioimagen como nuevo
nanomaterial luminiscente. Los avances logrados recientemente promueven su
aplicacion préactica en la deteccion de analitos de interés quimico/biolégico. Hasta la
fecha, varios articulos han reportado sistemas para la deteccion fluorescente de GSH
basada en Cdots [94]. Incluso se ha reportado el uso de Cdots como catalizadores
mimeéticos de la peroxidasa en un sensor colorimétrico para GSH que tiene aplicaciones
practicas [26]. Los Cdots podrian ser los nanomateriales mas prometedores para
cuantificar la concentracién de GSH incluso en trazas [28, 29]. Por lo tanto, existe un
gran interés en desarrollar nuevos ensayos selectivos de GSH basados en Cdots
biocompatibles, teniendo en cuenta que la investigacidn sobre ensayos basados en Cdots
para la deteccién de GSH se encuentran en una etapa muy temprana [28, 94]. Aun asi,
no faltan ejemplos de sensores quimicos para deteccién del GSH que estan basados en
Cdots. Por ejemplo, los Cdots codopados con nitrégeno y azufre (N,S-CQD)
sintetizados a partir de L-Cys y una disolucién acuosa de amoniaco mostraron una alta
selectividad hacia el glutation incluso entre otros biotioles, como Cys y Hcy. Las
interacciones entre glutation y N,S-CQD deben ser de tipo electrostatico [68]. Se ha
publicado también un interesante quimiosensor de doble canal fluorescente basado en
Cdots funcionalizados con BPMA, que puede detectar de forma selectiva el GSH entre
sus analogos Cys y Hcy, mediante dos respuestas de fluorescencia distintas de la sonda
BPMA-CQDs hacia Cu?* 0 Ag* [94]. Entre los sensores fluorimétricos cuyo mecanismo
de deteccidn no se puede clasificar dentro de los tipos tradicionales turn-off y turn-on,
se ha reportado un sensor de fluorescencia que se basa en el control del grado de
pasivacion de la superficie de Cdots para la deteccion de GSH. Por cierto, se encontro
que la intensidad de la fluorescencia de los Cdots obtenidos pirolizando directamente el
acido citrico (AC) aumentaba en gran medida después del tratamiento de pasivacion de

la superficie con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) [29].
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Hasta ahora, la mayoria de los biosensores de tipo Optico se basan en la atenuacion de la
fluorescencia de los Cdots activados por los analitos, y estos sensores dpticos de tipo
turn-off son vulnerables a las interferencias. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para
explorar el potencial completo de los Cdots en el desarrollo de sensores inteligentes
avanzados [91]. Tambien se ha publicado un tipo de Cdots obtenidos a partir de AC y
reactivo de Biuret. Como biosensores fluorimétricos sin etiqueta, son capaces de una
deteccion rapida y sensible de Hg?* y L-Cys en un amplio rango de concentraciones. La
deteccion de Hg?* se basa en su efecto de atenuacion de la fluorescencia de los Cdots,
mientras que la deteccion de L-Cys se debe a la union entre L-Cys y Hg?" a través de un
enlace entre entre el grupo tiol (SR) de la Cys molecular y el catién metalico Hg?*. L-
Cys interactia con Hg?" preferentemente que con los Cdots y elimina Hg?* de la
superficie de los Cdots, por lo que puede restablecerse la fluorescencia del sistema.
Ademas, este sensor basado en Cdots ha sido utilizado para la identificacion visual y la
cuantificacion de Hg?*y L-Cys en muestras reales de agua y aplicado con éxito para
imagenes de fluorescencia de las células NIH-3T3 [48]. Otro sensor de fluorescencia se
basa en un tipo de Cdots dopados con nitrgeno. Esas nanoparticulas pueden formar un
complejo estable no fluorescente con el ion mercurio (NCD-Hg?"). Luego, la
fluorescencia del sistema NCD-Hg?" puede ser recuperada completamente con la
adicion de L-Cys debido a la disociacion del complejo NCDs-Hg?* y a la formacion de
otro complejo mas estable entre mercurio y L-Cys. Por lo tanto, tales Cdots dopados con
nitrégeno pueden usarse como una sonda fluorescente de tipo turn-off efectiva para la
deteccion rapida, bastante selectiva y sensible de Hg?*. Curiosamente, ese sistema
NCDs-Hg?" puede emplearse convenientemente como un sensor turn-on fluorescente
para la deteccion altamente selectiva y sensible de L-Cys [80]. Otro sensor para
deteccién fluorimétrica de mercurio y cisteina se basa en Cdots co-dopados con
magnesio y nitrogeno (Mg-N-CQD) [52].

1.3.1. Uso del ion Hg?* para la deteccion de biotioles mediante Cdots

Como ha sido indicado anteriormente, los Cdots han sido usados para detectar iones
metéalicos, tales como Hg?*, aprovechando la atenuacion de su luminiscencia tras la

interaccion con los cationes metalicos.
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Entre esos, hay que destacar el Hg?*, que es el cation que presentd la afinidad mas alta
con los Cdots en los sistemas sensores estudiados en esta Tesis Doctoral, 0 sea el mas
adecuado para ser usado para detectar biotioles en esos mismos (bio)sensores
fosforimétricos, y también por la importancia que presenta su deteccion en el medio
ambiente y en sistemas bioldgicos. Efectivamente, el cation Hg?* resulta ser la forma
inorganica mas estable del mercurio, siendo uno de los contaminantes mas peligrosos y
omnipresentes. Hg?* esta considerado como uno de los cationes mas peligrosos y
toxicos para la salud humana, ya que presenta la caracteristica de la bioacumulacion, o
sea puede finalmente acumularse en el cuerpo como resultado de beber agua
contaminada o comer alimentos contaminados [52, 80]. Por ejemplo, el nivel de
concentracion maxima recomendado de Hg?* en el agua potable es de 0,002 mg L™
(9,97 nmol L. El mercurio absorbido puede ocasionar incluso a bajas concentraciones
dafio cerebral, insuficiencia renal, pérdida de vision y audicidn, trastornos del sistema
nervioso, y finalmente la muerte [41]. El conocido caso de la enfermedad de Minamata,
sindrome neurolégico grave y permanente causado por un envenenamiento por
mercurio, descrita por primera vez en Japon en 1956, subray6 la necesidad de métodos
analiticos para la deteccion de Hg?* que fueran baratos y rapidos. Recientemente, para
la deteccion de Hg?" fueron empleados nanomateriales basados en metales nobles,
ADNzimas, proteinas, pequefias moléculas organicas fluorescentes, QDs y finalmente
los Cdots [52]. Aqui trataré sobre los sistemas de deteccion de Hg?* basados en Cdots.
¢Qué tipo de interaccion quimica estan en la base de esos sistemas de deteccion? Este
fendmeno puede atribuirse a la interaccion entre Hg?* y los grupos carboxilato,
hidroxilo y amino de los Cdots. Esa fuerte afinidad de union junto con una cinética de
quelacion rapida cambian la estructura electronica de los Cdots y afectan a la
distribucién de los excitones. Eso da lugar a un mecanismo de transferencia de carga
que acelera la recombinacién no radiativa de los excitones a través de un proceso
efectivo de transferencia de electrones, lo que lleva a una disminucion sustancial de la
fluorescencia de los Cdots [52,80]. Si bien los sistemas de deteccién demostraron buena
sensibilidad y selectividad, normalmente no es asi, dado que los sistemas turn-off suelen
tener el inconveniente de las interferencias, lo que conlleva una baja selectividad.
Ademas, se ha explotado la mayor afinidad de union del Hg?* con los biotioles con
respecto a los Cdots y asi lograr un (bio)sensor de tipo turn-off/turn-on que aparte de la
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posibilidad de la deteccion de dos analitos presenta normalmente una mayor

selectividad con respecto a un sistema de un solo canal.

El proceso de recuperacion de la luminiscencia fue debido a la formacion del enlace
Hg?*-SR, que fue mucho mas fuerte que la interaccion electrostatica entre Hg?* y los
Cdots [80]. Por lo tanto, los cationes Hg?* tendieron a liberarse mediante un proceso de
desorcion reversible de la superficie de los Cdots a medida que aumenta la
concentracion de Cys provocando un cambio de luminiscencia off-on de los Cdots. Por
otro lado, debido a la fuerte capacidad reductora de la Cys, el Hg?* se redujo a mercurio

elemental (Hg®) durante la reaccion de combinacion [41].

1.4. Interés en el desarrollo de sensores fosforimétricos para la determinacion de los

biotioles

Las reacciones especificas entre las sondas épticas y los tioles se asociaron con el
marcado aumento/disminucion de las sefiales fluorescentes o colorimétricas. Esto hizo
que la deteccién fuera principalmente de tipo fluorimétrico o colorimétrico; menos
comunes fueron los sistemas sensores basados en fosforimetria, por la menor frecuencia
con la que ese fendbmeno ocurre con respecto a la fluorescencia o a la absorcion. La
deteccién mediante la fosforescencia a temperatura ambiente (RTP) atrajo mucha
atencién cuando fue descubierta debido a sus ventajas, como la mayor separacion entre
los espectros de excitacién y emision, el tiempo de vida mas largo, ausencia de
interferencia de la autofluorescencia y de la luz dispersada. Se ha reportado sobre una
serie de métodos de RTP basados en atenuacion de la fosforescencia de QDs, tales
como el sistema hibrido MPA-Mn: ZnS QDs-KMnQg4, basado en un mecanismo redox.
Ese sensor fue empleado como interruptor fosforescente turn-off/ turn-on para la
deteccion facil, sensible y selectiva de GSH en alimentos, vino y muestras bioldgicas
[28, 41]. Actualmente son muy pocas las aplicaciones de la fosforimetria en sensores
basados en Cdots, a pesar de las ventajas proporcionadas, como son una sintesis
sencilla, baja emisién de fondo y mejoras en la selectividad de la deteccion por el
retraso que existe entre el tiempo de medida respecto a la excitacion. Ademas, son
pocos los compuestos que fosforescen en comparacién con los que tienen fluorescencia

0 absorben la radiacion [112].
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Aun asi, los sensores de tipo fosforimétricos presentan una mejor selectividad en la

deteccidn y un mayor interes para publicacion y patentabilidad.

2. Objetivos

El objetivo del trabajo de investigacion que se presenta en este capitulo consiste en el
desarrollo de un método de deteccion Optica basado en las propiedades luminiscentes de
los Cdots, capaz de monitorizar in situ, en tiempo real y en entornos o microentornos la

concentracion de biotioles, concretamente Cys, Hcy y GSH.
Para lograr el objetivo general se abordaron los siguientes objetivos concretos:
e Sintesis y caracterizacion de los Cdots.

e Desarrollo de procedimientos analiticos para la determinacion de biotioles

mediante los Cdots sintetizados.

3. Sintesis y funcionalizacién de los Cdots

Las diferentes técnicas propuestas para realizar la sintesis de Cdots se recogen en
recientes revisiones [7]. La mayor parte de aplicaciones en biomedicina hacen uso de
Cdots libres, esto es en suspension coloidal, que se obtuvieron cuando se emplearon
rutas sintéticas conocidas como bottom-up, a partir de moléculas precursoras: fuentes de
carbono tales como AC, écido fenilborénico, glucosa, etc. De esas rutas, fue seguida la
hidrotermal, asequible en nuestro laboratorio y conocida por los integrantes del grupo

de investigacion.

Concretamente, se llevaron a cabo tres tipos de sintesis distintas, todas ellas de un solo
paso, para preparar Cdots solubles en agua:

Sintesis 1. El primero fue a partir de una solucién acuosa de AC en presencia de
etilendiamina (EDA) durante 5 horas a 200 °C, de acuerdo con la literatura [52].
Primero, el AC (420 mg) fue disuelto en agua. A continuacion, fue afadida la EDA (535

pL).
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La mezcla resultante fue introducida en una bomba hidrotermal de acero forrada de
Teflon. La bomba fue puesta en un horno a 200 °C durante 5 horas, para que tuviera
lugar la reaccién hidrotermal. Los Cdots sintetizados fueron guardados hasta su uso. La
reaccion de la EDA como reactivo de pasivacion de la superficie proporcion6 atomos de
nitrégeno [52] que con los grupos -COOH de la superficie de los Cdots, permitié una
modificacion covalente de los Cdots que amplio la funcionalidad y las aplicaciones de

este material. Fue estimado un rendimiento del 9,6%.

Sintesis 2. Han sido utilizados como precursores una solucién acuosa de AC e
hidroxido de magnesio en presencia de EDA a 150 °C durante 8 horas. Brevemente, el
AC (1 g) vy el hidroxido de magnesio (0,5 g) fueron disueltos en agua (1 mL). El
hidroxido de magnesio fue elegido como agente de quelacidn para proteger los grupos
carboxilo del AC durante el procedimiento de deshidratacion y carbonizacion [50]. A
continuacion, fue afadida la EDA (0,5 mL). La mezcla resultante se transfiri6 a una
autoclave de acero inoxidable forrada de Teflon. La bomba fue puesta en un horno a
150 °C durante 8 horas, para que ocurriera el proceso hidrotermal. A continuacién, la
autoclave se enfrio a temperatura ambiente y la suspension coloidal de Cdots fue
recuperada, centrifugada (3.500 RPM, 10 minutos) y sometida a dialisis en membrana
de 1 kD para su ulterior purificacion, durante por lo menos 24 h y cambiando el agua
tres veces. Los Cdots fueron guardados hasta su uso. Fue estimado un rendimiento del
0,7%.

Sintesis 3. Mientras, los Cdots 3 fueron sintetizados a partir de una disolucion de 10 g
de AC en 10 mL de agua, a la que fueron afiadidos a continuaciéon 5 mL de EDA. La
mezcla resultante fue depositada en una bomba hidrotermal de acero forrada de Teflon.
La autoclave fue puesta en un horno a 180 °C durante 8 horas, para que ocurriera el
proceso hidrotermal. El sobrenadante con los Cdots fue sometido a purificacion como se
describe mas arriba. Fue estimado un rendimiento del 0,2%. Dos alicuotas de la
suspension resultante de Cdots tras su purificacion fueron filtradas a traves de una

membrana microporosa de 0,2 pum.
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4. Caracterizacion de los Cdots

Una vez sintetizados los Cdots, antes de optimizar sus propiedades luminiscentes se
decidio caracterizarlos adecuadamente. A tal fin, fue calculado su peso seco, y fueron
registrados también los espectros de absorcion y de luminiscencia de los Cdots. A

continuacion, fueron reportados los resultados obtenidos.

4.1. Calculo del peso seco de los Cdots

El peso seco de los Cdots 1 fue calculado en miligramos por mililitro de disolucion. Fue
encontrado que los Cdots 1 tenian un peso seco de 86,86 mg mL™. El peso seco de los
Cdots 2 y 3 fue calculado de la misma manera, logrando caracterizar un peso seco de
14,23 mg mL * y 4,30 mg mL * para los Cdots 2 y 3, respectivamente. También hubo
que sefialar que un lote de Cdots 3 sintetizado en un segundo momento tuvo una
concentracion de 572,27 mg mL™, segun el céalculo del peso seco. Sin embargo, esos
Cdots apenas fueron usados en los experimentos reportados en este capitulo. Fueron

empleados en experimentos descritos en los capitulos sucesivos.

4.2. Caracterizacién espectroscopica de los Cdots

Antes de registrar los espectros de luminiscencia de los Cdots, fueron preparadas las
disoluciones de Cdots 1 y 2. Entonces, la disolucion madre fue preparada dispersando
los Cdots (10 pL) en agua (6 mL). Luego, una alicuota de la disolucion de Cdots asi
preparada (70 pL) se diluyé a 6 mL con tampdn fosfato (dihidrogenofosfato de sodio/
monohidrogenofosfato de sodio 0,02 M, pH 7,4) para lograr una concentracion final de
2,8 x 10° mg mL? de Cdots. Antes de realizar experimentos con los Cdots, fue
registrado el espectro de absorcion de una alicuota (3 mL) de esta disolucion de Cdots
para poder establecer los pardmetros de su luminiscencia. Los Cdots preparados
mostraron un espectro de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) con una banda a 350

nm (Figura 2).
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Figura 2. Espectro de absorcidén de los Cdots.

Segun estudios anteriores, los Cdots exhibieron luminiscencia azul bajo luz de
excitacion ultravioleta (UV) a una longitud de onda de 350 nm. Esa banda puede
atribuirse a la transicion n — « * de los enlaces C=0 [65, 84]. La banda de absorcion es
indicativa del sistema aromatico @ con conjugacion extendida en las estructuras de los
Cdots, donde se atribuyeron a la transicion n-n * del enlace C = N o C = O, de una

manera parecida a otros Cdots encontrados en la literatura [52, 113, 114 ].

A continuacion, fueron registrados los espectros de luminiscencia de esa disolucién

(Figura 3). Se puede observar una banda con un maximo a 442 nm.
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Figura 3. Espectro de luminiscencia de la disolucién de los Cdots 1. Longitud de onda de
excitacion A = 340 nm (ver Capitulo II, Apartado 4.1).

A pesar de que la forma del espectro fuese muy parecida entre los dos tipos de Cdots, la
intensidad de luminiscencia de los Cdots 2 fue mucho mas alta con respecto a la de los
Cdots 1. Efectivamente, un maximo de 680 a.u. fue encontrado alrededor de la longitud
de onda de 442 nm (Figura 4). El aumento de intensidad con respecto a la registrada
para los Cdots 1 fue del 266 %.
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Figura 4. Espectro de luminiscencia de los Cdots 2.
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Fueron obtenidos también los espectros RTP de excitacion y emision de otra disolucion
con una concentracion 5,6 x 102 mg mL™ de Cdots 2 (Figura 5).
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Figura 5. Espectros RTP de excitacién y emisién de los Cdots 2. El tiempo de retraso
(delay) ha sido establecido en 0,150 ms. Las rendijas de entrada y salida fueron ajustadas a
20 nm (ver ver Capitulo 11, Apartado 4.1).

Se pudo apreciar la baja emision de fondo y el retraso que permitié en el tiempo de

medida respecto a la excitacion.

Para la mayoria de los Cdots, la longitud de onda de emision dependié de la longitud de
onda de excitacion, es decir, con el aumento de la longitud de onda de excitacion, la
banda de emisién maxima se desplaz6 a una longitud de onda més larga y la intensidad
maxima disminuyo [26, 29]. Esto se atribuyd a la distribucion de los diferentes sitios de
captura emisiva, es decir las trampas de energia en la superficie de los Cdots [27, 70].
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5. Optimizacion del sistema de deteccion de los biotioles basados en Cdots

Una vez sintetizados y caracterizados los Cdots, llegdé el momento de analizar sus
propiedades luminiscentes y optimizarlas para poder usar los Cdots en la deteccion de
los biotioles. En primer lugar, la concentracion de los Cdots fue optimizada a partir de
una disolucion madre de Cdots en agua, para que su luminiscencia pudiera ser medida
experimentalmente sin ser afectada por la autoabsorcion. Luego, fue examinada la
estabilidad de la luminiscencia de los Cdots, que fue establecida en 40 minutos. Se sabe
que el comportamiento luminiscente de los Cdots sufre una dependencia del pH, por lo
tanto, fue estudiada dicha influencia del pH. Entre el tampon Tris-HCl a pH 7,5 y el
tampdn fosfato 20 mM a pH 7,4, se escogio este ultimo. Después se comprobd que a pH
7,4 los Cdots presentaron propiedades luminiscentes mas significativas. Al contrario, las
pruebas realizadas demostraron que no hubo una influencia significativa de la fuerza
ionica de la disolucién sobre las propiedades luminiscentes de los Cdots. Finalmente,
los Cdots fueron ensayados frente a varios iones metalicos, para observar una posible
interaccion que pudiera atenuar su luminiscencia. Concretamente, entre Fe3*, Cu?*,
Zn?*, APy Hg?" fue ese Gltimo el que produjo una atenuacion mas significativa y
dependiente de forma lineal con el aumento de su concentracion, por lo tanto, el ion
Hg?* fue escogido para ser parte de un sistema de deteccion de los biotioles junto a los
Cdots.

5.1. Concentracion de los Cdots

La concentracion de los Cdots utilizados debié seleccionarse cuidadosamente para
aplicaciones practicas. Hubo que tener en cuenta que la atenuacion por autoabsorcion se
ha observado a menudo en los materiales luminiscentes de carbono. Cuando la
concentracion fue lo suficientemente alta, se produjo una atenuacion por colision y la
intensidad de la fotoluminiscencia disminuy6 [80]. Fue preparada una disolucion madre
de los Cdots (10 pL) en agua (6 mL). A continuacion, fueron preparadas cuatro

diluciones de esta disolucion madre:
1) 0,2 mL madre, 500 pL de tampdn fosfato, 5300 pL agua.

2) 0,4 mL madre, 500 pL de tampon fosfato, 5100 pL agua.
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3) 1,0 mL madre, 500 pL de tampon fosfato, 4500 uL agua.
4) 1,4 mL madre, 500 pL de tampon fosfato, 4100 pL agua.

Cada disolucion fue dividida en dos alicuotas. A una fue afiadido Hg?* 50 uM (30 pL);
a la otra, una cantidad igual de agua (blanco). Fueron obtenidos los resultados
siguientes: 1) I/lo= 121/265 a.u. = 0,457; 2) 1/lo = 168/369 a.u. = 0,455, 3) I/lo = 252/537
a.u. = 0,469; 4) 1/lo = 323/633 a.u. = 0,510, siendo Io e I la intensidad de luminiscencia
antes y después de la adicion de mercurio, respectivamente. Las muestras a la que fue
afiadido el blanco tuvieron valores que no difirieron de manera significativa del Io.
Como vemos la atenuacién es mayor con la disolucién de Cdots mas concentrada por lo
que fueron seleccionadas las condiciones de la muestra 4 para todos los restantes

experimentos.

5.2. Estabilidad de la luminiscencia de los Cdots

En los ensayos de estabilidad de la luminiscencia de los Cdots, primero fue afiadida una
concentracion constante (49 pM) de Hg?* 5 mM (30 pL) a las alicuotas de la disolucion
de Cdots. Se decidi6 medir las muestras después de 30 minutos de incubacion. Luego,
fue adicionada una concentracién constante (50 uM) de una disolucién 5 mM (30 pL)
de biotioles (L-GSH o L-Cys). Hay que destacar que las muestras fueron siempre
dejadas en el frigorifico tras la adicion del analito GSH, que se puede estropear a
temperatura ambiente. A continuacion, fueron realizadas las medidas del tiempo de
reaccion, segun el protocolo establecido. A concentracion constante de biotiol, la
intensidad de luminiscencia de los Cdots aumenté hasta los 40 minutos (Figura 6).
Pasado este tiempo, empezé a disminuir. Por lo tanto, el tiempo para alcanzar una sefial

estable de la luminiscencia de los Cdots fue establecido en 40 minutos.
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Figura 6. Intensidad de luminiscencia a concentracion constante (50 uM) de los biotioles
L-Cys (azul) y L-GSH (verde), a partir de una solucion Cdots/ Hg?* 50 uM.

5.3. Dependencia del pH en el comportamiento luminiscente de los Cdots

Para estudiar la influencia del pH se utiliz6 el tampdn fosfato. Para ello se prepararon
tampones fosfato de pH comprendido entre 1,5y 12,5 y se oper6 de la forma siguiente.
La disolucién de Cdots fue preparada con 70 pL de su disolucién madre, 1 mL de
tampdn fosfato de pH en el rango 1,5-12,5 llevando con agua hasta un volumen de 6
mL. Los espectros fueron registrados en las condiciones establecidas. Luego, fueron
afiadidos 60 pL de Hg?" 5 mM (98 pM) a las muestras dejandolo incubar durante 10
minutos tras lo cual se volvié a registrar el espectro. Finalmente, fue afadida una
alicuota (120 pL) de L-Cys con lo que la concentracién de analito resulta ser 196 puM.
Las muestras fueron dejadas en incubacion durante 10 minutos y finalmente medidas a
las condiciones establecidas. La recuperacion més significativa ocurrié cuando fue
usado un valor de pH de 7,4. Por lo tanto, se decidié usar el tampon fosfato 20 mM a pH
7,4 en todos los experimentos (Figura 7).
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Figura 7. Estudio de la intensidad de luminiscencia en funcion del pH de una disolucién de
Cdots solos (en azul), tras adicion de Hg?" 98 pM (en rojo) y L-Cys 196 uM (en verde).

Aunque la disolucion de Cdots solos presentd una luminiscencia méas fuerte a un pH
ligeramente acido (6,5), la atenuacién por parte del mercurio fue minima y la adicion de
Cys produjo una ulterior disminucién de la luminiscencia. Todas esas eran evidencias
que a pH &cido no ocurrieron las reacciones entre Cdots y Hg?*, y entre ese ion metalico
y el aminoacido L-Cys. Mientras que si ocurrieron a pH superiores a 7,5 aunque con
una recuperacion de la luminiscencia inferior a la observada a un pH neutro tal como
7,4-7,5. A valores de pH fuertemente basicos (11,5-12,5) los resultados obtenidos
sugirieron que la estabilidad del sistema sensor se vio afectada por esas condiciones
demasiado drasticas. Efectivamente, a pH bajo, la mayoria de los grupos funcionales
deben estar protonados y la competencia de H* con el Hg?* disminuyo el nimero de
sitios activos. Sin embargo, en condiciones alcalinas, el Hg?* reacciona con el OH"para
formar el intermediato transitorio Hg(OH)2, que se convirtid facilmente en HgO
insoluble. En consecuencia, el efecto de atenuacion del Hg?* se habria reducido
significativamente bajo condiciones acidas o alcalinas [48].

5.4. Influencia de la fuerza i6nica sobre la luminiscencia de los Cdots

La disolucién de Cdots fue preparada segun el protocolo establecido, dividida en siete
alicuotas y diluida al 50 % con una disolucién salina de NaCl desde 0,1 hasta 3,0 M.
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Como se pudo observar (Figura 8), la fuerza ionica tuvo un efecto relativamente
pequefio en la intensidad de la luminiscencia de los Cdots sin una tendencia clara,
incluso a una alta concentracion, como ha sido reportado previamente en la literatura
[48].
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Figura 8. Efecto de la fuerza idnica sobre la intensidad de fosforescencia de los Cdots.

5.5 Optimizacion de la concentracion de iones metalicos

Es sabido que la luminiscencia de los Cdots se ve afectada en presencia de iones
metalicos [68, 70, 94]. Normalmente, la interaccidn con ellos produce una atenuacion de
la luminiscencia de los Cdots que puede ser usada para detectar los iones metalicos o
especies capaces de interaccionar con ellos. A tal propoésito, se decidié ensayar los
Cdots con diferentes iones metalicos, para poder escoger entre ellos el que originase una
interaccion més fuerte con los Cdots, antes de poder llevar a cabo la deteccion de los
analitos mediante luminiscencia. Entonces, fue preciso realizar un estudio de la
influencia de diversos iones metalicos responsables de atenuar su luminiscencia. Los

iones metalicos ensayados fueron Fe3*, Cu?*, Zn?*, APF* y Hg?".
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Los experimentos de atenuacion de la luminiscencia de los Cdots con metales fueron
realizados segun los protocolos que se indican a continuacion (desde el apartado 5.5.1
hasta el 5.5.5.).

5.5.1. Estudios de la atenuacion por Fe®*

Fueron realizados dos estudios de la atenuacion por Fe®*, usando como soluciones
amortiguadoras el tampon Tris-HCI pH 7,5 y el tampdn fosfato 20 mM pH 7,4. En
primer lugar, fue preparada una solucién 10 mM de FeCl; en agua. A las alicuotas de
los Cdots en disolucion acuosa, tamponadas 1:5, fueron afiadidos 40 uM (10 pL) de la
disolucion de Fe®*. La fosforescencia fue medida tras 5 minutos de incubacion. Los
espectros de fosforescencia fueron registrados a las longitudes de excitacion y de
emision de 340 nm y 442 nm, respectivamente. El proceso fue repetido hasta llegar a
una concentracion 196 pM de Fe®*. A continuacion, se pueden observar las graficas que
ilustran las variaciones de la intensidad de luminiscencia a concentraciones crecientes

de Fe**de la disolucién de Cdots tamponada a pH 7,5 con Tris-HCI (Figuras 9 y 10).
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Figura 9. Atenuacion de la intensidad de luminiscencia a concentraciones crecientes de Fe*
de una disolucion de Cdots 1 (2,5 mL) tamponada con Tris-HCI pH 7,5 (0,5 mL).
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Figura 10. Reduccion de la la intensidad de la luminiscencia (lo — 1) de una disolucion de
Cdots 1 tamponada con Tris-HCI pH 7,5 después de la adicién de concentraciones
crecientes de Fe**.

Aunque en las muestras tamponadas con Tris-HCI pH 7,5 la adicion de Fe** a las
muestras de Cdots en disolucién produjo una atenuacion mas alta de su luminiscencia
con respecto a las muestras tamponadas a pH 7,4 con tampén fosfato 20 mM (Figuras
11 y 12), en ambos casos la atenuacién no se pudo considerar de interés comparada con

la producida por otros iones metéalicos.
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Figura 11. Atenuacion de la intensidad de luminiscencia a concentraciones crecientes de
Fe** de una disolucion de Cdots 1 (2,5 mL) tamponada a pH 7,4 con tampon fosfato 20 mM
(0,5 mL).
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Figura 12. Reduccion de la la intensidad de la luminiscencia (lo — I) de una disolucién de
Cdots 1 tamponada a pH 7,4 con tampén fosfato 20 mM después de la adicion de
concentraciones crecientes de Fe®".

5.5.2. Estudios de la atenuacion por Cu?*

A continuacion, se estudié el efecto de concentraciones crecientes de Cu?* sobre la
intensidad de la luminiscencia de los Cdots, en tampdn Tris-HCI pH 7,5 (Figuras 13 y
14) y a pH 7,4 con tampon fosfato 20 mM (Figuras 15 y 16). Fue preparada una
disolucién de Cu?* 10 mM a partir del respectivo patron. Fueron afiadidas a la
disolucion de Cdots varias alicuotas (33 uM; 10 pL) a concentraciones crecientes, hasta

llegar a una concentracion 164 uM de Cu?*.
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Figura 13. Atenuacion originada por Cu®* sobre la intensidad de luminiscencia de una
disolucién de Cdots 1 tamponada con Tris-HCI pH 7,5.
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Figura 14. Reduccion de la la intensidad de la luminiscencia (lo — I) de una disolucion de los
Cdots 1 tamponada con Tris-HCI pH 7,5 tras la adicion de Cu®".
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Figura 15. Atenuacion originada por Cu®* sobre la intensidad de luminiscencia de Cdots 1 a
pH 7,4 con tampdn fosfato 20 mM tras adicion de Cu?*.
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Figura 16. Reduccion de la la intensidad de la luminiscencia (lo — 1) de una disolucién de
Cdots 1 tamponada a pH 7,4 con tampon fosfato 20 mM y tras afiadir Cu?".

La interaccion entre Cdots y Cu?*produjo una atenuacion mas fuerte de la luminiscencia
de los Cdots que con Fe®*. En las muestras tamponadas con Tris-HCI pH 7,5 la
atenuacion significativa fue observada a partir de una concentracion 99 puM, mientras
que en las que contenian tampdn fosfato, la atenuaciéon ocurrié de forma significativa

s6lo a una concentracion relativamente alta de cobre (160 uM).

5.5.3. Estudios de la atenuacion por Zn?*

Ha sido estudiado también el efecto del i6n Zn?* sobre las propiedades luminiscentes de
una disolucién de Cdots, tamponada con Tris-HCl a pH 7,5 (Figuras 17 y 18) y con
tampén fosfato 20 mM a pH 7,4 (Figuras 19 y 20). Para ello, fue preparada una
disoluciéon 10 mM de Zn?* a partir del respectivo patron. Fueron afiadidas a la
disolucién de Cdots varias alicuotas (33 pM; 10 pL) de Zn?* a concentraciones

crecientes, hasta llegar a una concentracion 164 pM.
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Figura 17. Atenuacion originada por Zn?* sobre la intensidad de luminiscencia de Cdots 1 a
pH 7,5 con tampdn Tris-HCI mM tras adicion de Zn*".
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Figura 18. Reduccidn de la la intensidad de la luminiscencia (lo — 1) de una disolucion de
Cdots 1 tamponada con Tris-HCI pH 7,5 antes y después de la adicion de Zn*".
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Figura 19. Atenuacion originada por Zn®* sobre la intensidad de luminiscencia de Cdots 1 a
pH 7,4 con tampdn fosfato 20 mM tras adicion de Zn?".

250
[ ]
200 +
150 —+
lo-1
100 —+
50 + °
[ ]
o .
O . T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zn?* [uM]

Figura 20. Reduccidn de la la intensidad de la luminiscencia (lo — 1) de una disolucion de
Cdots 1 tamponada a pH 7,4 con tampédn fosfato 20 mM antes y después de afiadir
concentraciones crecientes de Zn?",

Se pudo observar que se produjo atenuacion de la luminiscencia de los Cdots en las
muestras tamponadas a pH 7,5 con Tris-HCI tras la adicion de Zn?*. La diferencia de
intensidad resulto significativa a concentraciones del ion metélico por encima de 90
HM.

113



Capitulo 11

Mientras, en las muestras tamponadas a pH 7,4 con tampén fosfato, se pudo observar
como la atenuacion de la luminiscencia de los Cdots en presencia de iones Zn?* ocurrio

solo a concentraciones mayores de 164 M.

5.5.4. Estudios de la atenuacion por APR*

Ha sido estudiado también el efecto del ion AP* en la intensidad de luminiscencia de la
disolucion de Cdots tamponada a pH 7,5 con Tris-HCI (Figuras 21 y 22) y a pH 7,4 con
tampdn fosfato 20 mM (Figuras 23 y 24). Fue preparada una disolucion 10 mM de AP*
a partir del respectivo patron. Fueron afiadidas a la disolucion de Cdots varias alicuotas
(33 uM; 10 pL) de APR* a concentraciones crecientes, hasta llegar a una concentracion
164 puM.
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Figura 21. Atenuacion originada por AI** sobre la intensidad de luminiscencia de Cdots 1 a
pH 7,5 con tampdn Tris-HCI mM tras adicion de AI**,
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Figura 22. Reduccion de la la intensidad de la luminiscencia (lo — I) de una disolucién de

Cdots 1 tamponada con Tris-HCI pH 7,5 antes y después de la adicién de concentraciones
crecientes de A",
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Figura 23. Atenuacion originada por AI** sobre la intensidad de luminiscencia de Cdots 1 a
pH 7,4 con tampdn fosfato 20 mM tras adicion de Al*.
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Figura 24. Reduccion de la la intensidad de la luminiscencia (lo — 1) de la disolucion de
Cdots 1 solos tamponada a pH 7,4 con tampon fosfato 20 mM y de la misma muestra tras
afiadir concentraciones crecientes de AI*".

En las muestras tamponadas a pH 7,5 con Tris-HCI se pudo observar que la atenuacion
resultd significativa a concentraciones de AIP* superiores a 120 pM. Al contrario,
cuando la disolucion fue tamponada a pH 7,4 con tampén fosfato 20 mM apenas hubo
atenuacion de la luminiscencia de los Cdots, incluso a la concentracion maxima de AP*
ensayada. Tal como ocurrid en los ensayos con Cu?" y Zn?*, el Tris-HCI fue mejor

solucién amortiguadora con respecto al tampén fosfato.

5.5.5. Influencia de la concentracion de Hg?*

La disolucion de Cdots (2,8 x 10 mg mL™) fue preparada como se ha descrito antes. A
esa disolucion se afiadieron diferentes alicuotas de la solucion patron de Hg?* 5 mM, de
manera que las concentraciones de Hg?* en la muestra fueran 0, 17, 33, 50, 66 y 82 UM,
respectivamente. A continuacion, la intensidad de la luminiscencia de las disoluciones
se determind después de 5 minutos de reposo. En los experimentos donde el Hg?* fue
usado como ion metélico para ensayar su capacidad de atenuar la luminiscencia de los
Cdots, fueron observados resultados muy distintos con respecto a la solucién
amortiguadora usada. Es decir, cuando las disoluciones de Cdots fueron tamponadas a
pH 7,5 con Tris-HCI, el ajuste lineal de los datos experimentales no fue suficientemente
fiable para considerar reproducible el experimento (Figuras 25 y 26).
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Ademas, la atenuacion se produjo sélo a partir de una concentracion de Hg?* 50 uM,
con una diferencia de luminiscencia que no fue significativa incluso a la concentracion

méaxima ensayada.

500 1 L
®
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300 : : : 1 : 1 : I
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Figura 25. Atenuacion originada por Hg** sobre la intensidad de luminiscencia de Cdots 1 a
pH 7,5 con tampén Tris-HCI mM tras adicion de Hg?".
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Figura 26. Reduccion de la la intensidad de la luminiscencia (lo — I) inicial lo de la
disolucion de Cdots 1 solos tamponada a pH 7,5 con Tris-HCI y la luminiscencia | de la
muestra tras la adicion de concentraciones crecientes de Hg?".
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Mientras, en las disoluciones tamponadas a pH 7,4 con tampdn fosfato 20 mM el ajuste
lineal de los datos experimentales fue suficientemente fiable para comprobar la

reproducibilidad del experimento (Figuras 27 y 28).

La atenuacion de la luminiscencia se considero significativa, ocurriendo tras la adicion
de tan solo 17 pM de Hg?*. Ademas, fue observada una diferencia de mas de 300 a.u.
con respecto a la luminiscencia inicial de los Cdots solos. Mas importante aun, la
concentracion optima de mercurio fue establecida en 50 pM. Esa concentracion fue la
mas baja dénde los valores de las medidas de la intensidad de luminiscencia fueron

aproximadamente la mitad con respecto a la disolucién de Cdots solos.
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Figura 27. Atenuacion originada por Hg?* sobre la intensidad de luminiscencia de Cdots 1 a
pH 7,4 con tampdn fosfato 20 mM tras adicion de Hg®. En el inserto se muestran la
ecuacion de calibrado y el coeficiente de correlacion R2.
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Figura 28. Reduccién de la la intensidad de la luminiscencia (lo — 1) inicial lo de la
disolucion de Cdots 1 solos tamponada a pH 7,4 con tampén fosfato 20 mM vy la
luminiscencia | de la muestra tras adicion de concentraciones crecientes de Hg?*. En el
inserto se muestran la ecuacion de calibrado y el coeficiente de correlacion R2

Los resultados obtenidos fueron valorados ain mas tras la comparacion con los de los
otros iones metalicos ensayados. Efectivamente, el Fe** no logré producir una
atenuacion significativa de los Cdots; en las muestras tamponadas con Tris-HCI pH 7,5
una atenuacion significativa fue observada a partir de una concentracion de Cu?* o Zn?
por encima de 90 uM; mientras, fue necesaria una concentracion de AI** mas alta (120
M) para lograr una atenuacion significativa de la luminiscencia de los Cdots. La buena
reproducibilidad, junto con la atenuacion significativa de la luminiscencia y la
optimizacion de su concentracion, mas baja con respecto a los otros iones metalicos
ensayados, determinaron la decision de escoger el ion Hg?* para ser usado en los
sistemas de deteccion de biotioles basados en Cdots luminiscentes y por lo tanto el uso
de tampon fosfato 20 mM a pH 7,4 como disolucion amortiguadora.

6. Caracterizacion analitica

A continuacion, se describe el estudio de los parametros analiticos de los sistemas de
deteccion de biotioles basados en Cdots tras la optimizacion.
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6.1. Efecto de la concentracion del ion Hg?* sobre la luminiscencia de los Cdots

Para poder describir los efectos del ion Hg?* sobre la luminiscencia de los Cdots, fue
realizada una curva de calibrado de disoluciones tamponadas a pH 7,4 con tampon
fosfato de los Cdots 1 (resultados no mostrados) y de los Cdots 2 a concentraciones
crecientes de Hg?*, hasta llegar a una concentracion de Hg?* 120 uM en las muestras. El
experimento fue realizado como descrito en el subapartado 5.5.5, dejando espacio en
este apartado para la discusion de los resultados obtenidos. Como se pudo observar, la
adicion de Hg?* a la muestra produjo una atenuacion de la luminiscencia de los Cdots
que presentd un rango lineal significativo hasta llegar a una concentracion 58 uM del

ion metalico (Figura 29).

800 —

) vy =-8,849x+730,1
* = R?=0,993
> = =0,
£ c
3
600 — . o
5 £
s . E
“ |
§ 400 — * 0 20 Hg? [uM] 40 60
i *
£
£ *
3 .
200 — *
L 3
* * < o *
4] ' t ' t
0 40 80 120
Hg?* [uM]

Figura 29. Curva de calibrado de la atenuacién de la intensidad de luminiscencia de los
Cdots 2 a concentraciones crecientes de Hg?*. En el inserto se muestran la funcién de
calibrado en el rango lineal hasta 58 uM vy el coeficiente de correlacion R

Ese fendmeno de atenuacién o quenching de luminiscencia ocurrié por un proceso de
transferencia de carga entre los iones mercurio y los Cdots, conforme con casos

parecidos reportados en la literatura [52, 80].
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6.2. Sistemas en disolucion basados en Cdots y Hg?* para la deteccion fosforimétrica
de biotioles

Actualmente son muy pocas las aplicaciones de la fosforimetria en sensores basados en
Cdots, a pesar de las ventajas proporcionadas, como son una sintesis sencilla, baja
emision de fondo y mejoras en la selectividad de la deteccion por el retraso que permite
en el tiempo de medida con respecto a la excitacion. Ademas, son pocos los compuestos
que fosforescen en comparacién con los que tienen fluorescencia o absorben la
radiacion [112]. Entonces, hay mas interés para publicacion e incluso patentabilidad de
los sensores fosforimétricos basados en Cdots. Los biotioles juegan un papel importante
en una gran cantidad de procesos biologicos. Pueden ser considerados como
biomarcadores de varias enfermedades, tales como el Alzheimer o algunos tipos de
cancer [26, 28, 29, 94]. Por lo tanto, resulta importante el desarrollo de métodos
sensibles, selectivos y rapidos para la determinacion de compuestos tales como Cys,

Hcy y GSH en muestras biologicas [43].

Se sabe que la fosforescencia de los Cdots resulta atenuada por iones metéalicos, siendo
posible su determinacion y la de especies que interaccionen con ellos (sistema turn-
off/turn-on) [48, 80, 94]. En este estudio (Figura 30) se utiliza la rapida atenuacion
(turn-off) de la fosforescencia de los Cdots mediante Hg?* para la determinacion de los

biotioles (turn-on).
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Figura 30. Sistema de deteccidn del tipo turn-off/turn-on.

Como puede observarse, los Cdots excitados a una longitud de onda de 340 nm emiten
luminiscencia a una longitud de onda de 442 nm. Tras la adicion de iones Hg?*, ese
proceso se ve atenuado por un fendmeno de transferencia de carga entre los Cdots y el
Hg?*. Sin embargo, en presencia de alguno de los biotioles, tales como L-GSH, L-Cys o
Hcy, ocurre una reaccién que da lugar a un enlace fuerte entre tiol e ion metélico [80].
La consecuencia mas importante de ese proceso es que los Cdots recuperan su
luminiscencia y asi sefialan la presencia de biotioles en las muestras. Han sido
preparados dos sistemas de deteccidn en disolucion, conteniendo el primero Cdots 1
(Figura 31) y el segundo Cdots 2 (Figura 32). Ambas disoluciones han sido dejadas en
incubacion durante 10 minutos tras la adicion de Hg?* 50 pM. Luego, fueron afiadidas
concentraciones crecientes de una disolucion madre 5 mM de L-Cys, hasta llegar a una
concentracion 97 UM de L-Cys para ambas muestras. Los experimentos fueron
realizados por triplicado. La intensidad de la fosforescencia de las disoluciones se midid
después de 10 minutos de reposo. EI mismo protocolo fue usado para la determinacién
de la DL-Cys y del GSH.
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En el ensayo de los Cdots 1 (Figura 31), se pudo observar una cierta diferencia entre el
isomero L de la cisteina y la mezcla isomérica. En esa ultima el aumento de la
luminiscencia no fue significativo incluso a la concentracion mas alta ensayada.
Mientras, la adicion de L-Cys produjo una subida bastante rapida de la intensidad de la
luminiscencia, que llegd a ser significativa a 40 UM para luego mantenerse estable. El
GSH caus06 una subida de la intensidad de la luminiscencia a una concentracion entre 20

y 60 UM, para luego seguir subiendo de manera no significativa.
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Figura 31. Aumento de la intensidad de luminiscencia del sistema de deteccion en
disolucion Cdots 1/ Hg?* 50 uM tras adicionar los biotioles L-Cys (en azul), DL-Cys (en
rojo) y GSH (en verde).

En el ensayo de los Cdots 2 (Figura 32), se pudo notar como a partir de una
concentracion 25 puM de DL-Cys el aumento de la intensidad de luminiscencia del
sistema de deteccion es constante y sobre todo significativa. Mientras, L-Cys y GSH
tuvieron un comportamiento muy parecido, con una subida hasta una concentracion de
60 pM para luego mantenerse estable. Para los tres biotioles, a una concentracion igual
a la de Hg* (50 uM) la luminiscencia de los Cdots presentd una intensidad
significativamente mas alta con respecto a la inicial. Con respecto a los Cdots 1, los

resultados obtenidos fueron mejores.
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Figura 32. Aumento de la intensidad de luminiscencia del sistema de deteccién en
disolucion Cdots 2/ Hg®* 50 pM tras adicionar los biotioles L-Cys (en azul), DL-Cys (en
rojo) y GSH (en verde).

A continuacion, se muestra la grafica de la recuperacion de la luminiscencia para las
mismas muestras (Figura 33). Los tres biotioles consiguieron una recuperacion
significativa de la luminiscencia de los Cdots a partir de una concentracion 25 uM,
bastante inferior a la de Hg?* presente en las muestras (50 uM). El comportamiento de
los biotioles a concentraciones mayores de 50 uM fue diferente: mientras la intensidad
de luminiscencia en presencia de la mezcla isomérica de la cisteina siguié subiendo, el
isomero L y el GSH no produjeron ulteriores subidas de la intensidad de la
luminiscencia, quedandose estable. Resulta curioso que la L-Cys tenga un

comportamiento mas parecido al GSH que a su mezcla isomérica.
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Figura 33. Recuperacion de la luminiscencia I/lo del sistema de deteccién en disolucién
Cdots 2/ Hg*" 50 pM a concentraciones crecientes de los biotioles L-Cys (en azul), DL-Cys
(en rojo) y GSH (en verde). Tiempo de reaccion: 50 minutos.

6.3. Estudio de la selectividad de los sistemas en disolucion basados en Cdots y Hg?*

para la deteccion fosforimétrica de biotioles

Antes de estudiar la selectividad del sistema sensor Cdots/Hg?"*, es decir los efectos de
algunos posibles interferentes de los analitos (biotioles) frente a los mismos fueron
preparadas las disoluciones de los Cdots 1 y 2, respectivamente. Luego, a las alicuotas
de las muestras fue afiadido Hg?* 50 uM (30 pL). A continuacion, las muestras fueron
dejadas en incubacion durante 30 minutos. Entonces, primero fueron medidos los
blancos, luego fue afiadida a las muestras una concentracion 50 pM (30 pL) de los
analitos L-Cys y L-Glutation (L-GSH) y de algunos posibles interferentes: los
aminoécidos L-Glutamina (L-GIn), L-Arginina (L-Arg), L-Asparagina (L-Asn), L-
Lisina (L-Lys), L-Serina (L-Ser), L-Histidina (L-His). El tiempo de incubacion fue de
30 minutos. Las medidas fueron realizadas por duplicado segun las condiciones
establecidas (Figuras 34 y 35).
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Figura 34. Recuperacion de la fosforescencia con respecto al sistema de deteccion en
disolucion Cdots 1/ Hg* 50 uM de los analitos (L-Cys y L-GSH) y de los posibles
interferentes (L-GIn, L-Arg, L-Asn, L-Lys, L-Ser, L-His), todos ellos a una concentracion 50
UM.
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Figura 35. Recuperacion de la fosforescencia con respecto al sistema de deteccion en
disolucion Cdots 2/ Hg* 50 uM de los analitos (L-Cys y L-GSH) y de los posibles
interferentes (L-GIn, L-Arg, L-Asn, L-Lys, L-Ser, L-His), todos ellos a una concentracion 50
KM,

En ambas graficas se observo que la recuperacion de la fosforescencia ocurrié sélo en

presencia de los analitos, ademas de forma significativa.
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Por lo tanto, se pudo afirmar que ambos sistemas sensores presentaron selectividad
tanto para L-Cys que para el L-GSH. La adicion de compuestos parecidos a los analitos
y que habrian podido ser considerados posibles interferentes no produjo en absoluto un
aumento significativo de la intensidad inicial de la luminiscencia con respecto a los
sistemas de deteccion en disolucion de Cdots/ Hg?* 50 pM. Efectivamente, solo los
aminodacidos con grupos tiol (Cys y GSH) dieron una sefial de luminiscencia mejorada,
mientras que casi no hubo cambios observables al agregar otros aminoacidos sin grupos
tiol a una concentracion idéntica. Este resultado confirmd que la restauracion de la
luminiscencia fue causada por la fuerte interaccion entre grupos tiol y Hg?*, de manera
analoga a casos parecidos descritos en la literatura [48, 80]. En el sistema sensor Cdots
2/ Hg** los valores medidos para todos los interferentes ensayados fueron incluso
inferiores al lo del sistema de deteccion. Esas dos evidencias demostraron que el ion
Hg?* entre todos los compuestos ensayados presentd una afinidad significativa sélo para
los biotioles. Comparando los dos sistemas de deteccidn, mientras el sistema Cdots 2/
Hg?" presentd una luminiscencia mas intensa que la medida tras adicionar cada uno de
los posibles interferentes de los biotioles, en el sistema Cdots 1/ Hg?* eso ocurrié sélo
para la L-GIn. Ademas, la desviacion estandar de las medidas pertinentes a ese sistema
de deteccidn resulté generalmente mas alta con respecto a las medidas experimentales
realizadas para el sistema de deteccion Cdots 2/ Hg?*. Eso fue un indice de la mejor
reproducibilidad del experimento llevado a cabo con el sistema de deteccion Cdots 2/
Hg?". En los experimentos llevados a cabo con los Cdots sintetizados con anterioridad
se pudo notar una mayor diferencia en el comportamiento evidenciado en presencia de
los analitos, eso se pudo explicar por la presencia de hidroxido de magnesio como
precursor utilizado en la sintesis de los Cdots 2. Ese compuesto funciond como agente
quelante del otro precursor: el AC [52], impidiendo la carbonizacion de los grupos
carboxilicos del &cido, el hidréxido de magnesio permitié obtener Cdots con
propiedades luminiscentes mejoradas, una de ellas la capacidad de transferencia de
carga con los iones metalicos. Por esa razon, si bien los Cdots 2 normalmente
presentaron una intensidad de luminiscencia mas alta con respecto a los Cdots 1,
también presentaron una mejor capacidad de interaccionar con el ion Hg?" por lo tanto
la recuperacion de su luminiscencia tras la adicion de cualquiera de los analitos resultd

inferior a la que presentaron los Cdots 1.
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El experimento de recuperacion de la fosforescencia de los sistemas de deteccion en
presencia de los posibles interferentes L-GIn y L-Arg fue realizado por triplicado y
segun el protocolo establecido (Figuras 36 y 37). El tiempo de incubacién de las
muestras tras la adicion de Hg?* fue de 150 minutos, mientras las muestras fueron
dejadas en incubacion durante 30 minutos tras la adicion de los aminoacidos L-GIny L-
Arg.
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Figura 36. Recuperacion de la luminiscencia con respecto al sistema de deteccion en
disolucion Cdots 1/ Hg 50 uM de los posibles interferentes L-Gln y L-Arg a una
concentracién 50 pM.
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Figura 37. Recuperacion de la luminiscencia con respecto al sistema de deteccion en
disolucion Cdots 2/ Hg 50 uM de los posibles interferentes L-GIn y L-Arg a una
concentracion 50 uM.
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Para ambos sistemas de deteccion, lo primero que se pudo observar es que la adicion de
ambos compuestos produjo un ligero descenso de la intensidad de luminiscencia con
respecto a las condiciones de partida. Eso significé que tanto la L-GIn como la L-Arg no
consiguieron originar una interaccion fuerte con el Hg?*, por lo tanto, el ion metalico
siguid teniendo una mayor afinidad para los Cdots, cuya luminiscencia se vio atenuada
por la interaccion con el cation divalente Hg?*. Ademas, la desviacion estandar fue
menor en este experimento realizado por triplicado con respecto al mismo parametro
estadistico calculado para las medidas experimentales realizadas por duplicado (ver
Figuras 34 y 35). Por ese motivo, los resultados obtenidos en esos experimentos se
pudieron considerar mas fiables con respecto a los resultados obtenidos en los

experimentos de selectividad llevados a cabo previamente.

También los experimentos para validar la recuperacién de la fosforescencia de otros dos
posibles interferentes, los aminoacidos L-Asn y L-Lys, fueron realizados por triplicado

y segun el protocolo establecido (Figuras 38 y 39).

1,2 +
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0,4 +

Hg L-Asn L-Lys

Figura 38. Recuperacion de la luminiscencia con respecto al sistema de deteccion en
disolucion Cdots 1/ Hg 50 puM de los posibles interferentes L-Asn y L-Lys a una
concentracion 50 uM.
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Hg L-Asn L-Lys

Figura 39. Recuperacion de la luminiscencia con respecto al sistema de deteccidon en
disolucion Cdots 2/ Hg 50 pM de los posibles interferentes L-Asn y L-Lys a una
concentracién 50 pM.

Al contrario que la L-GIn y la L-Arg, la L-Asn y la L-Lys produjeron un aumento de la
intensidad de la luminiscencia con respecto al sistema Cdots/ Hg?* en disolucion,
aungue ese incremento no fue significativo. La desviacion estandar de las medidas
realizadas por triplicado resultdé muy baja, conforme a una mejor fiabilidad de las
medidas realizadas por los sistemas de deteccion que entonces presentaron buena
reproducibilidad. Las diferencias entre los dos sistemas de deteccion fueron minimas,

no significativas.

6.4 Determinacion del analito L-Cys mediante los sistemas en disolucion basados
en Cdots

Fue obtenida la funcion de calibrado del sistema en disolucion Cdots/ Hg?* para la
deteccion de L-Cys, mediante un experimento realizado por triplicado (Figura 40).
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Figura 40. Recuperacion de la luminiscencia I/1o del sistema en disolucién Cdots 2/ Hg** 50
UM tras la adicion de concentraciones crecientes de L-Cys. El tiempo de incubacion fue de
10 minutos.

Se pudo observar una recuperacién de la luminiscencia de los Cdots a partir de una
concentracion 24 uM del analito, que se pudo considerar significativa a partir de una
concentracion 40 uM. Esos datos estuvieron conformes al tiempo de reaccion y ademas
dejaron retratada la mayor afinidad entre la L-Cys y el ion Hg?*con respecto a los Cdots.
Incluso la reaccion que dio lugar a un enlace fuerte entre tiol y metal ocurri6 a
concentraciones de L-Cys significativamente inferiores a las de Hg?*. Por ultimo, pero
no menos importante, se pudo afirmar que ese sistema de deteccion presentd buenas

caracteristicas analiticas, tales como sensibilidad y reproducibilidad.

6.4.1. Ensayos de selectividad del sistema en disolucion basado en Cdots en la
deteccidn del analito L-Cys en presencia de posibles interferentes

Para evaluar la especificidad del sistema basado en Cdots y Hg?* para la deteccion de L-
Cys, se llevaron a cabo ensayos en presencia de otros aminoacidos. El experimento de
recuperacion de la fosforescencia de los interferentes L-Ser, L-His y L-Lys fue
realizado por triplicado y segun el protocolo establecido (Figuras 41-46). Luego, fue
afiadida L-Cys 50 uM a las muestras. El tiempo de incubacién fue de 10 minutos.
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Los resultados obtenidos confirmaron que la presencia de otros aminoacidos no mostrd
una interferencia evidente en la luminiscencia de los sistemas de deteccion Cdots/ Hg?",
es decir, solo la adicién de L-Cys con su grupo tiol pudo dar como resultado la mejora
de la luminiscencia. Se sabe que la recuperacién de la luminiscencia ocurrio tras
formacion de un enlace covalente Hg-SR, como fue el caso de la L-Cys. Por lo tanto, la
influencia de otros aminoacidos sin grupos tiol fue limitada. En consecuencia, el sistema
Cdots/ Hg?* fue considerado adecuado para la deteccion de L-Cys en presencia de otros

aminodcidos, de acuerdo con otros ejemplos reportados en la literatura [13].

2,4

/o 1,2 +

Hg L-Ser L-Ser + L-Cys L-Cys

Figura 41. Recuperacion promedio de la fosforescencia con respecto al sistema en
disolucion Cdots 1/ Hg** 50 uM (en azul) tras adicion de L-Ser 50 uM (en rojo) y después de
afiadir a la muestra el analito L-Cys (en violeta), comparada con la muestra Cdots 1/Hg*/ L-
Cys 50 uM (en verde).
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1,

Hg L-Ser L-Ser + L-Cys L-Cys

Figura 42. Recuperacién promedio de la fosforescencia con respecto al sistema en
disolucion Cdots 2/ Hg?* 50 uM (en azul) tras adicion de L-Ser 50 pM (en rojo) y después de
afiadir a la muestra el analito L-Cys 50 uM (en violeta), comparada con la muestra Cdots
2/Hg?*/ L-Cys 50 uM (en verde).

1/1,

Hg L-His L-His + L-Cys L-Cys

Figura 43. Recuperacion promedio de la fosforescencia con respecto al sistema en
disolucion Cdots 1/ Hg?* 50 uM (en azul) tras adicion de L-His 50 uM (en anaranjado) y
después de afiadir a la muestra el analito L-Cys 50 uM (en verde), comparada a la muestra
Cdots 1/Hg*/ L-Cys 50 uM (en verde oliva).
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2,0 +

1,5 |

1/l 1,0 —:
) _: I
0,0 |

L-His L-His + L-Cys L-Cys

Figura 44. Recuperacién promedio de la fosforescencia con respecto al sistema en
disolucion Cdots 2/ Hg** 50 uM (en azul) tras adicion de L-His 50 pM (en anaranjado) y
después de afiadir a la muestra el analito L-Cys (en verde), comparada a la muestra Cdots
2/Hg?"/ L-Cys 50 uM (en verde oliva).

2,4
1,8 |

o 12 +

0’6 J
0 -

Figura 45. Recuperacion promedio de la fosforescencia con respecto al sistema en
disolucion Cdots 1/ Hg?* 50 uM (en azul) tras adicion de L-Lys 50 uM (en anaranjado claro)
y después de afadir a la muestra el analito L-Cys (en verde), comparada a la muestra Cdots
1/Hg?*/ L-Cys 50 pM (en verde oliva).

L-Lys L-Lys + L-Cys L-Cys
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3,0 +

2,0 +

1/,

1,0 +

0,0

Hg L-Lys L-Lys + L-Cys L-Cys

Figura 46. Recuperacién promedio de la fosforescencia con respecto al sistema en
disolucion Cdots 2/ Hg?* 50 uM (en azul) tras adicion de L-Lys 50 pM (en anaranjado claro)
y después de afiadir a la muestra el analito L-Cys (en verde), comparada a la muestra Cdots
2/Hg?"/ L-Cys 50 uM (en verde oliva).

Tanto la adicion de L-Ser como de L-His al sistema en disolucién Cdots 1/ Hg?" no
produjo un aumento de la intensidad de la luminiscencia, incluso en presencia del
analito L-Cys. Mientras, en el sistema Cdots 2/ Hg?*, tanto la L-Ser como la L-His en
ausencia del analito no dieron lugar a una recuperacién de la fosforescencia, pero lo
hicieron en presencia del analito, logrando valores parecidos a las muestras a las que fue
afiadido sélo el analito. En conclusion, L-Ser y L-His no interfirieron con el analito, que
pudo asi interaccionar con el ion Hg?* permitiendo que los Cdots pudieran recuperar su

luminiscencia.

La adicion de L-Lys al contrario afectd de otra manera a los sistemas en disolucién. En
el sistema basado en los Cdots 1 ocurri6 un aumento no significativo de la
luminiscencia tras la adicién de L-Lys, una intensidad que sin embargo incluso
disminuyo en presencia del analito y del posible interferente y que era 2,4 veces inferior
a la intensidad del sistema de deteccion tras haber afiadido el analito solo. En el sistema
Cdots 2/ Hg?* la adiciéon de L-Lys produjo un aumento de la luminiscencia, cuya
intensidad presentd un incremento significativo afiadiendo también el analito L-Cys,

con valores significativamente no muy superiores con respecto al sistema al que fue
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adicionado el analito solo. Por lo tanto, tampoco la L-Lys pudo ser considerada un

interferente del analito L-Cys.

6.5. Detecciéon del analito L-GSH mediante los sistemas en disolucion basados en
Cdots

Para obtener la funcion de calibrado del sistema Cdots/Hg?* para la deteccion del GSH,

fueron realizados ensayos por triplicado, segun el protocolo establecido (Figura 47).
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Figura 47. Curva de calibrado del sistema en disolucion Cdots 2/ Hg** 50 puM a
concentraciones crecientes de L-GSH hasta 30 uM. En el inserto se muestra la ecuacion de
calibrado, el coeficiente de correlacion R?, el limite de deteccion (LOD) y el limite de
cuantificacion (LOQ). Para méas detalles sobre estos parametros analiticos, ver los
subapartados 6.6 y 6.7 del presente capitulo.

En ambos casos se pudo observar un aumento significativo de la luminiscencia en
presencia del analito L-GSH, cuyo LOD fue establecido en una concentracion 13 pM.
Por lo tanto, a partir de esa concentracion la deteccion del L-GSH se pudo considerar
significativa. El sistema demostrd asi ser sensible. Observando la ecuacién de calibrado,

se pudo constatar la reproducibilidad del ensayo.
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6.5.1. Ensayos de selectividad del sistema en disolucion basado en Cdots en la
deteccion del analito GSH en presencia de posibles interferentes

En los ensayos de selectividad, fue afiadido Hg?* 50 mM a todas las muestras de la
disolucion de Cdots 2. Tras 45 minutos de incubacion fueron medidas tres de ellas.
Luego, fue adicionado el analito GSH 50 uM a todas las muestras; a continuacion,
fue afiadido un interferente a cada muestra (aparte una, que fue tomada como
control). Concretamente, los posibles interferentes ensayados fueron L-GIn, L-Arg,
L-Asn, DL-Cys, Hcy, L-Glu, manosa, galactosa, D-manitol y L-Lys (Figura 48).
Todos esos compuestos fueron adicionados a una concentracion 50 uM en las

muestras. El tiempo de incubacién fue de 30 minutos.
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Figura 48. Intensidad de la luminiscencia con respecto al sistema en disolucion Cdots
2/Hg**/ GSH (50 uM) tras adicion de posibles interferentes (50 puM).

La intensidad de luminiscencia del sistema de deteccion tras la adicién del analito solo
(GSH) fue mas alta con respecto a todas las muestras donde a continuacion fue

adicionado también un posible interferente.
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Entre los interferentes ensayados se incluyeron no sélo aminoacidos (L-GlIn, L-Arg, L-
Asn, DL-Cys, Hcy, L-Glu, L-Lys) sino también carbohidratos (manosa, galactosa, D-

manitol). Por lo tanto, la selectividad del ensayo resulté evidente.

6.6. Limite de deteccion (LOD)

En Quimica Analitica, el LOD se define como la concentracidbn minima de analito
distinguible de la correspondiente sefial del blanco con un cierto nivel de confianza.

Viene normalmente expresado como:

K X SspraL

LOD =
b

Eso es, el producto de la desviacion estandar de la sefial del blanco por un valor
numérico elegido segun el nivel de confianza K que se desee frente a la pendiente b de
la curva de calibrado. En los experimentos descritos en la presente Tesis Doctoral, fue
escogido un valor de 3 como nivel de confianza. Fue reportado en la literatura que el
LOD de los sensores basados en Cdots para deteccion de biotioles y Hg?* estaba dentro
de un rango entre nM y mM [28, 48, 68, 70, 84, 91]. El sistema de deteccion basado en
Cdots descrito en el presente capitulo de esta Tesis Doctoral tuvo un LOD de 73 1,7 uM
para el GSH, que por cierto esta dentro del rango encontrado en la literatura. Ese
sistema demostrd asi ser sensible, aunque existian varios sensores que tuvieron un limite

de deteccidn incluso en el rango nanomolar [43, 49].

6.7. Limite de cuantificacion (LOQ)

El LOQ (el acronimo es en inglés) se establece como el limite inferior de
concentraciones por debajo del cual las medidas no ofrecen un determinado nivel de
confianza. Esto es, el LOQ es el primer valor de la concentracion del analito que puede
determinarse con precision y exactitud en una muestra, bajo las condiciones
experimentales establecidas. El LOQ se expresa en las mismas unidades de

concentracion empleadas para el analito de la muestra.
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En este trabajo de investigacion el LOQ ha sido calculado mediante la misma ecuacion
del LOD, utilizando un valor de K = 10. Concretamente, los sistemas de deteccion
basados en Cdots descritos en este capitulo de la presente Tesis Doctoral tuvieron LOQ
de 5,8 UM (GSH).

6.8. Comparacion de los sistemas en disolucién basados en Cdots con los sensores

encontrados en la literatura para la deteccion de los biotioles

Se ha comparado los parametros analiticos de los sensores fosforimétricos basados en
Cdots para determinacion de biotioles desarrollados en este capitulo con los de otros

procedimientos analiticos encontrados en la literatura (Tablas 1 y 2).
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Tabla 1. Sensores basados en Cdots para deteccion de biotioles.

50 "M (GSH) 0,1-0,6 UM Plasma humano Ninguna Fluorimetria [10]
enriquecido
Muestras de
40 nM 6,0-300 nM plasma y orina Ninguna Fluorimetria [27]
humanas (solas y
enriquecidas)
Penicilamina, ureasa,
Proteinas y albimina de suero Colorimetria
50 nM 0-30 uM suplementos bovino (BSA), — y [63]
. - fluorimetria
dietéticos pepsina, glucosa
oxidasa (GOx)
Suero humano
7. 5
86 nM 10x10 Ml’l x10 (enriquecido con Ninguna Fluorimetria [70]
Cys)
i r I;)/ILEIF\)/IH(;);—(I)); 0-150 UM (pH 3,0); E;?tg;f)?l;g I(c:)énltﬁ:sn Cys y metionina Fluorimetria y [78]
70). 0-10 uM (pH 7,0). MCF-7 fotoluminiscencia
623';_5 ;‘2"3(:]‘“/' 1-10 UM (L-Cys);  Suero (biotioles);
(H)(I:Sy)" 16‘; 8 1M 0,2-2,5 uM (Hcy); células HelLa - Fluorimetria [115]
(GSH). 0,1-2,0 puM (GSH). (imagen).
0.6 M . 1-200 uM En disolucion y S
(fluorescencia); ] Fluorimetria y
(fluorescencia); 5- ensayos . .
2,8 uM . . L Ninguna resonancia [116]
. 200 pM (resonancia  citotoxicidad en "
(resonancia " ] magnética (MR)
" magnética). células tumorales
magnética).
57 (GSH); 72 i Agua de grifoy de . . .
nM (Cys). 25-500 nM (GSH) rio (enriquecidas) Ninguna Fluorimetria [117]
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Tabla 1. Sensores basados en Cdots para deteccién de biotioles (continuacion).

0,5uM ) . - N

(GSH) 0,5-80 uM En disolucion Cys Fluorimetria ~ [118]

22 nM (GSH) O’i'&oo Sangre entera humana Ninguna Fluorimetria ~ [119]
Hasta . - . . .

15nM 9741 uM Disolucién Ninguna Fluorimetria ~ [120]
Plasma humano (muestras solas y . . .

0,3 UM (Cys) 2-10 uM enriquecidas) Ninguna Fluorimetria ~ [121]
0,1-60 uM Agua, comida y muestras . . .

20 nM (GSH) (GSH) biologicas (plasma raton) Ninguna Fluorimetria ~ [122]
0-10 uM Suero diluido raton (muestras . . .

20 nM (GSH) (GSH) enriquecidas) Ninguna Fluorimetria ~ [123]

1,7 uM 13-30 uM . L . . . Este

(GSH) (GSH) En disolucion Ninguna Fosforimetria trabajo
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El LOD de los sensores basados en Cdots para deteccion de biotioles estuvo dentro de
un rango entre nM y mM. De entre los sistemas de deteccion descritos en ese capitulo,
el ensayo para determinacién del GSH tuvo un LOD de 1,73 uM, por lo tanto, se
encuentra dentro del rango encontrado en la literatura. EI rango dinamico lineal
encontrado para una deteccion fiable del analito GSH esta en un rango micromolar,
como la mayoria de los procedimientos analiticos reportados. Los sistemas sensores
basados en Cdots descritos en la presente Tesis Doctoral no fueron ensayados en
muestras reales. En la literatura hubo otros sensores que no tuvieron aplicaciones en
muestras reales, pero otros fueron capaces de detectar a los analitos de interés:
principalmente en muestras de agua, sangre, o en células durante experimentos de
bioimagen. Hay que destacar que la mayoria de los sensores descritos en este apartado
no presentaron interferencias significativas. Sin embargo, hubo algunos casos de
interferencias significativas debidas a Cys en dispositivos analiticos para la
determinacion de GSH. Los ensayos descritos en este capitulo fueron de tipo
fosforimétrico, mientras casi todos los sensores basados en Cdots para la determinacién

de biotioles fueron de tipo fluorimétrico.

También han sido comparados los parametros analiticos de los ensayos basados en
Cdots para la deteccion fosforimétrica de biotioles con los que fueron reportados para
otros sistemas de deteccién de los mismos analitos (Tabla 2). Actualmente resulta
menos frecuente el empleo de otras metodologias para la deteccion de biotioles, a pesar

de tener LOD mas en el rango nanomolar que en el micromolar.
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11,5 nM (Cys); 16,1 nM
(Hcy); 15,5 nM (GSH).

Determinacion fosforimétrica de biotioles con Cdots

Suero humano

Tabla 2. Otras metodologias para deteccién de biotioles.

Recuperacion (%): 97,1- 0,02-20 uM (muestras BSA Absorcion  [124]
105,3 (Cys). RSD (%): enriquecidas)
2,2-3,8 (Cys).
6 1M 0-100y100-1pm  magen celulas Ninguna ~ Fluorimetria  [125]
tumorales
0,2-30 uM (GSH); Suero humano
0.1uM S::S)H Cyse 0,5-22 UM (Cys); (muestras - Fluorimetria  [126]
Y): 0,5-24 uM (Hcy). enriquecidas)
Imagen células Acido sulfhidrico N
0,3 UM (Cys) 0-7 uM (Cys) vivas HEK293 (H:S): GSH. Fluorimetria  [127]
Imagen células ) . Lo
50 nM (Cys) 0-10 uM (Cys) vivas (levadura) GSH; Hey; H2S. Fluorimetria  [128]
0,8 nM (Cys). Suero humano al
Recuperacion (%): 96,3- 20 n(l\(/I: 5;) kM 5% (muestras Ninguna Fluorimetria  [129]
108,2 ¥s enriquecidas)
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Por cierto, el rango dinamico lineal de esos dispositivos analiticos suele ser menor con
respecto a los sistemas de deteccion basados en Cdots. Han sido reportadas aplicaciones
practicas en imagen de células y en muestras de suero humano. Mientras, los sensores
basados en Cdots encontraron mas aplicaciones y presentaron menos interferencias
significativas con respecto a las otras metodologias analiticas usadas para deteccion de
los biotioles. Los compuestos que dieron con mas frecuencias interferencias
significativas fueron el GSH y el HsS, que al contrario no fueron reportados como
posibles interferentes en los sensores basados en Cdots. En ambas categorias de
dispositivos analiticos las medidas fueron principalmente de tipo fluorimétrico. La
diferencia fue encontrada en el mecanismo que produjo la deteccién por fluorescencia.
Esas metodologias se basan en la transferencia intramolecular de proton en el estado
excitado (ESIPT) de algun fluoroforo [127, 128], mientras en los sensores basados en
Cdots la deteccion estd basada principalmente en la FRET entre fluorocromos. Por lo
tanto, se puede afirmar que la creacion de sistemas en disolucion basados en Cdots para
la deteccion fosforimétrica de biotioles llevada a cabo como parte integrante del trabajo
de investigacion descrito en la presente Tesis Doctoral cabe considerarla como de

interés para la deteccion de esos biomarcadores.

6.9. Sistemas en disolucién basados en Cdots para deteccion de L-Cys: ventajas e

inconvenientes

Los sistemas de deteccion de L-Cys que han sido creados durante el desarrollo de la
presente Tesis Doctoral se basan en la mayor afinidad entre L-Cys y el ion Hg?* con
respecto a los Cdots, como descrito anteriormente con mas detalles (ver subapartado
6.2). Esos sistemas en disolucion presentan varias ventajas. En primer lugar, los ensayos
de esos sistemas de deteccion han mostrado buenas caracteristicas analiticas, tales como
sensibilidad y reproducibilidad. Los resultados obtenidos en los estudios de
especificidad han confirmado que la presencia de otros aminoécidos no interfiere de
manera evidente en la deteccidn, es decir, solo la adicion de L-Cys (que tiene un grupo
tiol) puede dar como resultado la mejora de la luminiscencia de los Cdots en los

sistemas en disolucion (ver Figuras 34, 35y 41-46).
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En consecuencia, esos sistemas basados en Cdots son adecuados para la deteccion de L-
Cys en presencia de otros aminoacidos, de acuerdo con otros ejemplos reportados en la
literatura [13]. Sin embargo, esos sistemas de deteccion presentan algunos
inconvenientes. Por ejemplo, los sistemas de Cdots y Hg?" en disolucion no fueron
ensayados en muestras reales. Mientras, en la literatura hay ejemplos de sensores
basados en Cdots para deteccion de L-Cys. Otro inconveniente podria ser el uso de
mercurio (metal toxico) en el sistema de deteccion, aunque sea efectivo y usado en otros

sensores parecidos [13, 52, 80].

6.10. Sistemas en disolucién basados en Cdots para deteccion de GSH: ventajas e

inconvenientes

En esos sistemas de deteccidn, se puede observar un aumento significativo de la
luminiscencia en presencia de GSH, cuyo LOD fue establecido en una concentracion
1,73 puM. Los sistemas basados en Cdots han demostrado asi tener buena sensibilidad,
aunque han sido reportados varios sensores con un LOD incluso en el rango nanomolar.
Observando la ecuacion de calibrado, se puede constatar la reproducibilidad del sistema
de deteccion. En los estudios de selectividad, la intensidad de luminiscencia de los
Cdots en las muestras en disolucion tras la adicién del analito solo (GSH) ha resultado
mas alta con respecto a todas las muestras donde ha sido afiadido también algun posible
interferente. Han sido ensayados diferentes compuestos, tales como aminoacidos (L-
GlIn, L-Arg, L-Asn, DL-Cys, Hcy, L-Glu, L-Lys) y carbohidratos (manosa, galactosa,
D-manitol). Por lo tanto, la selectividad del sistema de deteccion hacia el GSH result6
evidente. Tampoco este sistema ha sido ensayado en muestras reales, al contrario de
otros sensores encontrados en la literatura. Por lo tanto, no se conocen las prestaciones
de este sistema fosforimétrico en la deteccion del GSH en agua, comida y suero. Por
cierto, el uso de un metal toxico para la salud humana como el mercurio para la
deteccion del GSH podria ser un inconveniente, de la misma manera que el sistema para
deteccion de L-Cys desarrollado en la presente Tesis Doctoral y muchos dispositivos
analiticos usados en la deteccion de GSH que han sido reportados en la literatura [115,
117, 122, 123].
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Dispositivo portatil para determinacion de Hb mediante Cdots

SENSOR LUMINISCENTE BASADO
EN CARBON DOTS PARA LA
DETERMINACION DE
HEMOGLOBINA'Y SU
IMPLEMENTACION EN UN
DISPOSITIVO PORTATIL
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1. Introduccidn

1.1. Lahemoglobina: interés de su determinacion

La hemoglobina (Hb) es una de las proteinas mas ampliamente distribuidas en el campo
biologico: esta presente en los globulos rojos de todos los vertebrados y en el plasma de
muchos invertebrados [65, 130-132]. La Hb desempefia un papel vital en el transporte
del oxigeno molecular a través de la sangre desde los drganos respiratorios (pulmones o
branquias) a las distintas partes del cuerpo y a su vez del diéxido de carbono hacia los
pulmones [65, 133-137]. La masa total de eritrocitos de un ser humano adulto contiene
unos 600 g de Hb capaces de transportar 800 mL de oxigeno. La Hb también actla en la
generacion de energia y la transmision de electrones; ademas puede interactuar
especificamente con otros gases, tales como CO y NO [138, 139]. La Hb es una
metaloproteina tetramérica (Figura 1): es decir, su molécula tiene una estructura
cuaternaria compuesta de cuatro subunidades de proteinas globulares, cada una de las
cuales contiene un grupo hemo no proteico [132]. Efectivamente, estos grupos hemo
contienen un atomo de hierro en estado ferroso quelado a cuatro anillos de
protoporfirina (Figura 2) [135, 140]. La Hb tiene un punto isoeléctrico (pl) de 6,8 y un
peso molecular de aproximadamente 65 kDa [136, 137, 138]. Cada grupo hemo se
localiza en una zona determinada de una de las cadenas polipeptidicas. EI hemo se
combina de forma reversible con el oxigeno molecular y con una molécula de diéxido
de carbono. Este grupo hemo es el responsable del color rojo de la Hb. Efectivamente,
la sangre tiene un color rojo claro cuando la hemoglobina esta unida al oxigeno
(oxihemoglobina), mientras pasa a un pigmento cereza brillante combinado con CO
(carboxihemoglobina), lo que origina intoxicacién. El color es chocolate en la
metahemoglobinemia y verde en la sulfohemoglobinemia. La Hb es el principal
componente proteico de los globulos rojos y resulta incluso la proteina mas abundante
en el suero humano [141]. Su nivel es muy importante para indicar algin problema de
salud: una cantidad anormalmente alta o baja de Hb en el suero puede dar lugar a
diversas enfermedades, tales como la policitemia vera, que es una enfermedad de la
medula dsea que lleva a un aumento anormal de la cantidad de células sanguineas, y la
anemia, enfermedad que se define por una disminucién en el nimero de glébulos rojos

en la sangre o en los niveles de hemoglobina respecto a los valores normales [137].
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Figura 2. Estructura del grupo hemo de la Hb.

La cantidad de Hb en la sangre puede indicar también la existencia de otras patologias
graves (leucemia, enfermedades cardiacas, hipertension, etc.) con posible resultado de
muerte; mientras que su nivel normal muestra el buen funcionamiento del organismo
[65, 132-134, 138]. En general, el nivel de Hb se expresa como su cantidad en gramos/
decilitro (g/dL) de sangre total y normalmente esta entre 13,0-17,5 g/dL para hombres
adultos; 12,0-15,3 g/dL para mujeres adultas; 14,0-24,0 g/dL para recién nacidos y 9,0-
13,0 g/dL para lactantes [131]. La edad, sexo, dieta y medio ambiente, son las variantes

fisioldégicas méas importantes que influyen en la cantidad de Hb en la sangre.
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Por ejemplo, la concentracion de Hb en nifios es muy parecida para ambos sexos. En los
varones, después de la pubertad aumenta y se mantiene asi. En las mujeres sucede lo
mismo, pero estos valores son menores con respecto a los hombres. La prueba de Hb
fue una de las primeras realizadas en los laboratorios de patologia y evolucioné en las
Gltimas décadas. De acuerdo con las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), la Hb puede usarse como un biomarcador Unico para el diagnostico de la
anemia. La prueba de Hb también es muy importante durante el embarazo, ya que se ha
asociado con un mayor riesgo de parto prematuro [142]. La determinacion de la Hb en
la sangre fue una parte importante de la prueba de envenenamiento en casos criminales,
lo cual fue de gran importancia para la ciencia forense [139]. Hoy en dia, la
determinacion de Hb juega un papel crucial en la identificacion de enfermedades como
anemia (nivel bajo de Hb) o policitemia (nivel alto de Hb) [132]. Por lo tanto, el analisis
cuantitativo facil y preciso de Hb en el diagnostico clinico es esencial para evaluar la
extension de enfermedades y asi poder intervenir para su control [132, 133]. La
determinacion de la concentracién de Hb se utiliza en gran medida en los analisis de
sangre para el diagnostico de enfermedades como la anemia (talasemia, enfermedad de
células falciformes), cardiopatias, leucemia y pérdida excesiva de sangre [131, 141].
Cabe mencionar que alrededor de dos mil millones de personas, principalmente mujeres
y nifios, padecen anemia en todo el mundo [65]. La liberacién de Hb a la orina resulta
comunmente asociada con enfermedades renales cronicas, infecciones y malaria [135].
Ademas, la concentracion de Hb es un indicador importante en bromatologia para la
evaluacion de la calidad de la carne [140]. Para estos propdsitos, el cooximetro de
laboratorio y los dispositivos de punto de atencion (POC) se utilizan cominmente para
medir el nivel de Hb. Mas recientemente, los pulsioximetros disponibles

comercialmente permiten la medida continua no invasiva de hemoglobina [131].

1.2. Métodos para determinacion de Hb

Existen diversos métodos analiticos para la determinacion de la Hb [139], aunque los
mas utilizados se fundamentan en la capacidad de la Hb o alguno de sus derivados (tales
como la oxihemoglobina o la cianometahemoglobina) para absorber radiacién, que
puede ser medida en un espectrofotometro.
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La reaccion basica en la produccion de cianometahemoglobina da lugar a la conversion
de la Hb en metahemoglobina por el ferrocianuro y la subsiguiente combinacion de la
metahemoglobina con cianuro potasico para formar cianometahemoglobina. La OMS
document6 en detalle numerosos métodos disponibles para la estimacion del nivel de
Hb en sangre, cada uno de los cuales posee sus propias ventajas y limitaciones. La
técnica de la hematina acida de Sahli, la técnica de Hoppe-Seyler, la técnica de
cianometahemoglobina de Lovibond-Drabkin, la técnica de SLS sin cianuro utilizada en
la mayoria de los analizadores de hematologia, se basan todas ellas en el principio
colorimétrico [142]. Entre todos estos métodos, los basados en la absorcion (con los
reactivos de van Kampen y Zijlstra) son los mas populares y se adoptan ampliamente en
los laboratorios clinicos y bioldgicos. Sin embargo, debido al uso de un reactivo muy
toxico como es el cianuro de potasio, el proceso es complicado bajo el punto de vista de
higiene y seguridad [137]. Aun asi, el método de cianometahemoglobina es considerado
como la técnica mas precisa y ampliamente utilizada para medir la Hb [1]. Este método
resulta el mas recomendado por su bajo costo, la estabilidad de las soluciones de
cianometahemoglobina y la posibilidad de derivar todos los tipos de Hb (con excepcion
de la sulfohemoglobina) a cianometahemoglobina. Otro método es el de Sahli, que se
basa en la conversion de la Hb en hematina acida. Sin embargo, los valores promedio de
Hb obtenidos son en general menores con el método de Sahli que con el de la
cianometahemoglobina. Ademas, las diferencias entre ambos métodos son
estadisticamente significativas. Sin embargo, esos métodos no son adecuados para la
determinacion de bajas concentraciones de Hb, lo que resulta de gran importancia para
el diagndstico clinico; por ejemplo, para detectar hemolisis o describir cambios
discretos en los niveles de Hb en la sangre, caso de que los haya. Por lo tanto, existe
interés de un sistema de medida de Hb en sangre humana, que sea simple,
razonablemente preciso y mas sensible que los métodos tradicionales [65]. Los métodos
de determinacion reportados en la literatura incluyen principalmente cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), espectroscopia de absorcion ultravioleta y analisis
por fluorescencia [135, 138, 140]. Aunque estos métodos tienen una alta precision, son
costosos o0 requieren un tratamiento matematico complejo. Por lo tanto, estos métodos
estan sujetos a un cierto grado de restricciones en la aplicacion practica [139]. Debido a
su importancia en los procesos bioquimicos y fisioldgicos, en los ultimos afios han sido

reportados varios métodos analiticos novedosos para la determinacion sensible de Hb,
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incluidos métodos fluorimétricos, electroquimicos, colorimétricos, quimioluminiscentes
e inmunoensayos [65, 133-135, 137, 138, 140, 141].

Sin embargo, algunos de estos métodos para la deteccion sensible de Hb requieren
reactivos toxicos, equipos y materiales costosos (tales como aptameros o anticuerpos),
una preparacion complicada de la sonda, el uso de colorantes fluorescentes que sufren
fotodecoloracion, un complicado tratamiento previo de las muestras y un limite de
deteccién de Hb relativamente mas alto [65, 130, 133, 134, 138, 141]. Durante los
altimos afios, la hemoglobina atrajo a la comunidad de investigacién de (bio)sensores
[142]. Con las nanotecnologias en rapido desarrollo, los investigadores ahora estan
creando sistemas de determinacion con materiales de tamafio nanométrico, como
nanoparticulas, nanovarillas, puntos cuanticos (Qdots), nanotubos de carbono (CNT),
etc. Estos sistemas han demostrado ser capaces de proporcionar mejores rendimientos,
como una mayor sensibilidad y una mayor selectividad, limite de deteccion inferior,
etc., en comparacion con los sistemas de deteccion convencionales. Por ejemplo, los
nanoclusters de oro (AuNCs) son un tipo de nanomateriales de nuevo desarrollo. Su
fluorescencia puede ser atenuada por varias especies, como mercurio, cobre, peréxido
de hidrogeno (H20>), azufre, etc., y estas interacciones ya se han aplicado en esquemas
de deteccion relacionados [137]. Ademas, la.  combinacion de
electroguimioluminiscencia (ECL) y Qdots semiconductores ha ofrecido una nueva
oportunidad para la resolucién final del desafio de determinacion de la Hb [139]. En
comparacion con las técnicas mencionadas anteriormente, se realiz6 una investigacion
limitada en la deteccion de Hb mediante el uso de Cdots fluorescentes con
espectrometria de fluorescencia. Debido a las ventajas distintivas de facil operacién, alta
sensibilidad y selectividad, las sondas fluorescentes basadas en Cdots para la
determinacion de Hb se convierten en alternativas validas. Hasta la fecha, han sido
reportadas relativamente pocas sondas fluorescentes basadas en Cdots para deteccién de
Hb, que es lograda especialmente mediante la estrategia del quenching de la
fluorescencia [65, 133]. A pesar de la reciente mejora en la determinacion de Hb, existe
necesidad de desarrollar ensayos sencillos, sensibles, eficientes, rentables,
razonablemente precisos, ecocompatibles y faciles de usar para la deteccion incluso en
trazas de la Hb para medir el contenido de Hb en orina y sangre para el diagndstico
clinico [133, 134, 137, 138].
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Sin embargo, la identificacion rapida, sensible y selectiva de Hb en muestras biologicas
para el diagnostico sigue siendo un desafio, debido al tratamiento complicado de las

muestras y la necesidad de dispositivos baratos [135].

1.3. Ventajas de la deteccion luminiscente basada en Cdots con respecto a otras

estrategias

La intensidad de fluorescencia de los Cdots suele mostrar una mayor estabilidad que
otros nanomateriales, tales como nanoparticulas de oro (AuNPs) o Qdots, frente a los
cambios en el entorno quimico o fisico, como el pH, la fuerza i6nica o incluso la
presencia de muchas especies quimicas. Hasta ahora, ha sido reportada la deteccion de
unos pocos analitos usando solo los Cdots [65]. Por lo tanto, el método de deteccion
indirecta podria ser una forma prometedora de emplear la ventaja Unica de estos
nanomateriales como sondas luminiscentes, para detectar especies quimicas que no
tienen un efecto directo en su fluorescencia [65]. En los experimentos descritos en este
capitulo ha sido utilizada la rapida atenuacion de la luminiscencia (quenching “turn-
off”), en la cual se producen desactivaciones radiativas 0 no radiativas de la
luminiscencia de los Cdots proporcionales a la concentracion del analito de interés, en
este caso la Hb. Cabe destacar que ese fendmeno se ve amplificado por la presencia de
H202 en el sistema sensor en disolucién. Hasta la fecha, han sido reportados
relativamente pocos sensores basados en Cdots para la deteccion de Hb, todos ellos son
de tipo fluorimétrico [65, 133, 134, 143]. Recientemente se ha descrito el fenémeno de
fosforescencia a temperatura ambiente para los Cdots tanto en disolucion como en
estado solido [144]. El empleo de la fosforescencia a temperatura ambiente (RTP) como
técnica de medida ofrece diversas ventajas sobre la fluorescencia, incluida una mayor
selectividad, una mejor tiempo de vida de emisién y la eliminacion de interferencias
espectrales por luz dispersa o autofluorescencia. Por otra parte, los sensores basados en
luminiscencia son de gran interés debido a su sensibilidad y simplicidad, a veces en
combinacion con teléfonos inteligentes, lo que resulta en dispositivos portétiles [145,
146]. El estudio que se describe en el presente capitulo se centra en el uso de la
intensidad y el tiempo de vida de RTP, lo que permite una determinacion sensible,
rapida y confiable de la concentracion de analito [147, 148].
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Existen diferentes métodos para obtener la velocidad de disminucion del estado
excitado, que es una medida del tiempo de vida de la luminiscencia, algunos de ellos
basados en analisis del dominio de frecuencia, que requieren instrumentacion costosa o
pasos complejos de procesamiento de sefial [149, 150]. Otros utilizan técnicas directas
en el dominio del tiempo, que, en la mayoria de los casos, requieren circuitos complejos
de lectura de alta velocidad debido a su corto tiempo de vida [151, 152]. Sin embargo,
estas soluciones van en contra de la tendencia actual hacia sensores quimicos
inalambricos (WCS) que, dentro del paradigma de Internet de las cosas (loT), tiene
como objetivo hacer una realidad la determinacion (bio)analitica ubicua [153]. Este
estudio presenta el desarrollo y la validacion de un WCS que utiliza la medida de
fosforescencia a temperatura ambiente de bioanalitos, la hemoglobina en este caso
particular, basado en un algoritmo basado en Windows implementado en un dispositivo
reconfigurable [154]. En consecuencia, se pretende en este trabajo el desarrollo de un
método de bajo costo, simple y sensible para la determinacion de bajos niveles de Hb
mediante el uso de un sistema sensor basado en Cdots y H20O. en disolucién, tanto

utilizando un espectrofotometro de luminiscencia como un dispositivo portatil.

1.4. Mecanismos de deteccion de Hb basados en Cdots y H.O>

Aunque la Hb en si misma es capaz de atenuar la fluorescencia de los Cdots, basandose
en un efecto de filtro interno (IFE) que afecta tanto a los espectros de excitacion como a
los de emision de los Cdots, la presencia de H202 mejora ain mas la sensibilidad de la
deteccién de Hb [65]. Un estudio publicado indica que la adicién de H20. conduce a
una atenuaciébn mas pronunciada de la intensidad de fluorescencia basada en la
formacion de radicales hidroxilo mediante la reaccion de Fenton. Este radical tiene un
potencial de reduccion muy alto, de 2,74 V, lo que lo convierte en un agente oxidante
muy eficiente: oxida eficazmente el grupo emisivo de la superficie de los Cdots dopados
con nitrégeno (N-Cdots), y eso da lugar a la atenuacion de la intensidad de
fluorescencia de los N-Cdots [143]. De acuerdo con los resultados reportados en la
bibliografia y las observaciones experimentales de este estudio, Barati et al. [65] han
propuestos un mecanismo para la atenuacion de la fluorescencia por Hb del sistema
sensor Cdots/H20:.

157



Capitulo IV

Vale la pena mencionar que la adicion de tiourea, como eliminador de radicales libres, a
la mezcla de reaccion que contiene Cdots/H202 y Hb previene el proceso de atenuacion;
€S0 apoya aun mas que esta atenuacion es causada por el radical hidroxilo [65]. En este
capitulo se presenta el estudio de esa reaccion y su empleo para la determinacion de Hb,
primero en el espectrometro de luminiscencia y luego mediante un dispositivo movil

puesto a punto en nuestro laboratorio.

2. Objetivos.

El objetivo del trabajo de investigacion descrito en este capitulo de la presente Tesis
Doctoral ha consistido en el desarrollo de un sistema sensor en disolucion basado en las
propiedades luminiscentes de los Cdots, con el propdsito de que ese sistema sensor
fuera capaz de monitorizar la concentracion de Hb tanto en un espectrofotometro de
luminiscencia como en un dispositivo portatil. Tras haber sintetizado y caracterizado
luminiscentemente los Cdots, se optimizaran las variables de la reaccion, tales como
pH, concentracion de reactivos y tiempo de respuesta. Del mismo modo, una vez
optimizadas las variables de la reaccién se optimizaran algunas de las variables del
sistema instrumental portatil, tales como voltaje del diodo emisor de luz (LED),
sensibilidad del fotodiodo, ajuste del rango de medida mediante sistema electronico

reconfigurable y tiempo de medida.

3. Caracterizacion y propiedades 6pticas de los Cdots sintetizados.

3.1. Caracterizacion de los Cdots

En el Capitulo 111 de esta Tesis Doctoral se describe la sintesis de los Cdots a partir de
acido citrico y etilendiamina (para méas detalles, ver apartado 3 de ese Capitulo). En
concreto, los que hemos denominado Cdots 3 se obtienen a partir de mezcla en agua de
10 g de é&cido citrico y 5 mL de etilendiamina que se calienta a 180°C en un bomba de
acero de 50 mL forrada de Teflon. Tras enfriar a temperatura ambiente, se centrifuga la
disolucion a 3500 rpm durante 10 minutos.
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Los Cdots se purificaron mediante dialisis utilizando una membrana de 1kD. El
rendimiento calculado tras liofilizar es del 0,2 %. De manera general, la formacion de
Cdots dopados con nitrégeno implica principalmente dos procesos: condensacion y
carbonizacién. Durante estos procesos, los grupos carboxilo e hidroxilo del acido citrico
y los grupos amino de la etilendiamina experimentan reacciones complejas de
condensacion y carbonizacion, que implican una condensacion intramolecular para
formar tanto fluoréforos, moléculas pequefias como el 4&cido 5-o0xo-1,2,3,5-
tetrahidroimidazo[1,2a]piridin-7-carboxilico (Figura 3) asi como Cdots dopados con
nitrégeno que contienen un nucleo de carbono [155]. Se supone que los fluoroforos

moleculares resultantes se ubican en la superficie y / o dentro de los Cdots.

Figura 3. Acido 5-0x0-1,2,3,5-tetrahidroimidazo[1,2a]piridin-7-carboxilico.

El tamafio, la morfologia y la estructura de los Cdots sintetizados se estudiaron
mediante diversas técnicas como son: microscopia electrénica de transmision de alta
resolucion (HR-TEM), espectrometria infrarroja de transformada de Fourier (FTIR),
difraccion de rayos X (XRD), espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS) y
dispersion dindmica de luz (DLS). La imagen HR-TEM de los Cdots muestra que son
esféricos y con un grado de aglomeracion bajo (Figura 4A). El histograma de
distribucion del tamafio de particula obtenido a partir de la imagen HR-TEM (ver
inserto Figura 4A) muestra que el tamafio de los Cdots se distribuye en un rango
estrecho de 1 a 5 nm, con un tamafio de particula promedio de 2,5 nm y un tamafio

normal de particula obtenido por medidas de DLS (Figura 3B).
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Los datos de DLS (Figura 4B) indican un radio hidrodinamico promedio de 10 nm. Esta
diferencia es normal ya que cuando una particula se mueve en un medio liquido
adquiere carga eléctrica. Esta capa influye en el movimiento de la particula, por lo que
el didmetro de la particula medido por DLS, que se conoce como didmetro
hidrodinamico, habitualmente es superior al didmetro que se mide con un microscopio
electronico de transmision (TEM). El grosor de esa capa depende de diversos factores,
entre otros de la conductividad eléctrica del liquido en que estan dispersos los Cdots. El
analisis elemental por EDX indica que la composicion de los Cdots muestra la presencia
de C, Ny O, es decir que dichos elementos estan presentes en la composicion de los
Cdots (Figura 4C). Adicionalmente, informacion sobre la composicion elemental de los
Cdots se obtuvo mediante XPS. Esta técnica permite registrar los espectros de los
fotoelectrones inducidos por fotones de rayos X al incidir sobre la muestra. Esta
espectroscopia es semicuantitativa y de baja resolucion espacial, es habitual un error del
10%, y se emplea para estimar la estequiometria, asi como el estado quimico y la
estructura electronica de los elementos presentes en los Cdots en nuestro caso. Los
datos obtenidos para la composicion elemental de los Cdots indican la presencia de un
pico de carbono (Cls) a aproximadamente 284 eV, un pico de oxigeno (Ols) a
aproximadamente 530 eV y un pico de nitrdgeno (N1s) a aproximadamente 398 eV.
Ademas, la cuantificacion atdmica muestra el 69,37% de C1s, 16,62% de Olsy 14,02%
de atomos de N1s (Figura 4D). Por otra parte, el patron XRD de los Cdots (Figura 4E)
muestra un pico de difraccion ancho a 2® = 20,5° lo que sugiere que los Cdots
sintetizados son un material amorfo como era de esperar. El espectro FTIR de los Cdots
(Figura 4F) muestra bandas caracteristicas de estiramiento de COOH a 3440 cm? y
1637 cm?; la de flexion de NH a 1585 cm ; el estiramiento de C— N a 1122 cm *; y el
estiramiento asimétrico y simétrico de CH a 2950 y 2820 cm™, respectivamente. Estos
datos sugieren la presencia de diferentes grupos funcionales como -OH, -COOH y -NH>
en la superficie de los Cdots [156].
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Figura 4. Caracterizacion de los Cdots. A) imagen HR-TEM. B)
Distribucién del tamafio de los Cdots. C) Espectro EDX. D)
Espectros XPS: pico C1s: 284 eV; pico N1s: 398 eV y pico O1s: 530
eV. E) Patron XRD y F) Espectro FTIR de los Cdots.

3.2. Propiedades opticas de los Cdots sintetizados.

La presencia de diferentes grupos en la superficie de los Cdots tales como hidroxilo,
amino o carboxilo mejora su estabilidad y modula las propiedades luminiscentes, lo que
ayuda a encontrar nuevas aplicaciones analiticas para los Cdots. Los Cdots sintetizados
muestran un espectro de absorcion UV-Vis con una banda centrada a 350 nm y atribuida
a una transicion n — « * de enlaces C=0 [65] (Figura 5A) y un espectro de emision que

va de aproximadamente 400 a 550 nm con un comportamiento de emision
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independiente de la excitacion y una longitud de onda de luminiscencia maxima a 442
nm con una anchura a media altura (FWHM) de alrededor de 110 nm (Figura 5B).
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Figura 5. A) Espectros de absorcion UV-Vis normalizados de una disolucion de Cdots (2,8 x
10° mg mL™?, linea azul), de una disolucion de Hb 0,2 pM (linea verde) y de una disolucion de
Cdots y Hb (linea amarilla) en tamp6n NaH:PO4/Na,HPO, 0,02 M pH = 4,7. B) Espectros de
fosforescencia a temperatura ambiente de los Cdots (2,8 x 10° mg mL™): espectro de
excitacion (linea azul) y espectro de emision (linea roja). C) Decaimiento de
fotoluminiscencia normalizada para diferentes concentraciones de Hb. Se eliming el

desplazamiento de las curvas.

Debe tenerse en cuenta que los Cdots sintetizados exhiben dos procesos de
fotoluminiscencia que compiten simultaneamente (es decir, emision de fluorescencia y
de fosforescencia), ambos emitiendo aproximadamente en mismo rango espectral. En el
estudio realizado por Yan et al. [157] sobre Cdots sintetizados a partir de acido citrico y
etilendiamina, al igual que en este estudio, se atribuye la fosforescencia observada tanto
a los grupos carbonilo arométicos presentes como a la estructura grafitica de los Cdots
que es similar a la estructura de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos
bien conocidos por su emisién fosforescente. El rendimiento cuantico (QY) de
fluorescencia relativa de los Cdots ha sido calculado como descrito en otra parte (ver
Capitulo 11, Apartado 5). EI QY de fluorescencia relativa de los Cdots obtenido usando
sulfato de quinina como estandar es 0,41 + 0,05 como el promedio de tres medidas
(Tabla 1).

162



Dispositivo portatil para determinacion de Hb mediante Cdots

Tabla 1. Rendimiento cuantico de fluorescencia (QY) de los Cdots.

Muestra Amax absorcion (nm) Amax emision Rendimiento cuintico (®)
Sulfato de quinina 348 450 0,54 (100%)
Cdots 3 350 450 0,41 (76%)

4. Mecanismo de atenuacion de la luminiscencia de los Cdots por Hb.

El espectro de la Hb presenta una banda significativa a 407 nm y otra menor a 280 nm.
Por su parte, la disolucién acuosa de Cdots luminiscentes tras la adicion de Hb muestra
una superposicién en los espectros de absorcion por lo que hay una atenuacion rapida y
un pequefio desplazamiento al rojo en sus espectros de emisién. La atenuacion se
atribuye al efecto de filtro interno (IFE) por la superposicién parcial de los espectros de
Hb con los espectros de emisién de Cdots [158]. Para confirmar este mecanismo,
ademas de la superposicion en los espectros, se calcula el tiempo de vida del sistema.
Esto se confirma por el tiempo de vida de fosforescencia calculada con el instrumento
portatil que se puso a punto en este estudio y que se describird mas adelante (ver Figura
4C). Utilizando una ventana de tiempo de T1 = T2 = T3 = 1,5 s y un tiempo de retraso de
ta = 1 ms se calculd una vida media de T = 228,8 + 4,5 ms. Estos resultados muestran
que el instrumento portatil desarrollado es capaz de medir tiempos de vida de
fosforescencia, lo cual es muy interesante para futuras aplicaciones de deteccion en
sensores. Por otra parte, la adicion de H>O> a la disolucion que contiene Cdots y Hb
aumenta drésticamente la atenuacion de la luminiscencia de Cdots. Barati et al. [65] han
sugerido para explicar este efecto del peréxido de hidrégeno un mecanismo de
atenuacion diferente del IFE. En resumen, en un primer paso, Hb reacciona con H20:
generando especies reactivas de oxigeno (ROS), principalmente hidroxilo (‘OH) y
radicales superdxido (037), que dan lugar a la degradacién del grupo hemo y la
liberacion de hierro. La posterior oxidacion de los hidroxilos superficiales de los Cdots
modifica la estructura de la superficie, lo que lleva a una atenuacion de la luminiscencia
[159].
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Para determinar si los Cdots podrian utilizarse como una sonda de luminiscencia para la
deteccion directa de Hb, en primer lugar se han registrado los cambios en la intensidad
de la absorcion de los Cdots tras la adicion gradual de Hb en el rango de 0 a 0,2 uM
(Figura 6).
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Figura 6. Espectros de absorcion de los Cdots solos (1) y de la disolucién Cdots/ H,O, 0,5
mM al agregar diferentes concentraciones de Hb. De abajo a arriba: 0 (2); 0,025 (3); 0,05
(4); 0,075 (5); 0,1 (6); 0,125 (7); 0,150 (8); 0,175 (9) y 0,2 uM (10).

Como se ve, la adicion de Hb apenas induce un aumento en la intensidad de la
absorcion acompafiado por la aparicion de una segunda banda a 407 nm. Si se mira el
espectro de absorcion de Hb, se observa que esa banda a 407 nm se corresponde con la
absorcion de la Hb, lo que confirma la superposicion espectral con el espectro de los
Cdots. Por otra parte, el espectro de la absorcion de una mezcla de Cdots y Hb presenta
una banda intensa a 407 nm y otra menos significativa a 350 nm que se refieren a la
absorcion de la Hb y de los Cdots, respectivamente (Figura 7). Sin embargo, la
absorcion se detiene de manera significativa por la mezcla de Hb y H20.. Ademas, no
se observa ningun cambio espectral evidente en los espectros de absorcion de los Cdots
solos o en presencia de H.O> 0,5 mM. Estas observaciones obviamente indican que el
proceso de atenuacion sigue un mecanismo diferente en presencia de H2O-, en el que la
reaccion entre Hb y H>O> probablemente juega un papel importante. Por lo que vemos
en bibliografia, se ha prestado mucha atencion a la reaccion de H.O, con una sustancia

rica en hierro como es la Hb.
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Efectivamente, ha sido reportado que la Hb podria actuar como un catalizador biolégico
de tipo Fenton, donde el ion Fe?* descompone el H,0O: para formar metahemoglobina
(MetHDb), radical hidroxilo (OH") y anién hidroxilo.

Absorbance (a.u.)

0 = : .
200 400 600

Wavelength (nm)

Figura 7. Intensidad de absorcion normalizada de los Cdots en solucion tampén
NaH;PO4/Na;HPO,4 0,02 M (pH = 4,7) en presencia de Hb (0,2 uM), una combinacién de
H.0; (0,5 mM) y Hb (0,2 uM), Cdots y H,O2 0,5 mM, los Cdots 3 solos (en violeta, azul,
rojo y verde, respectivamente).

Ademas, ha sido reportado que la reaccion de Hb con un ligero exceso molar de H20>
conduce a la degradacién del hemo y la liberacion de hierro, que promoveria la
formacidn de radicales hidroxilo en la reaccion de Fenton. Ademas, ha sido reportada la
formacion de Hb-Fe**=0 como oxidante fuerte intermedio durante la reaccion de Hb
con un ligero exceso de H20.. También ha sido detectada la formacion de radicales
superoxido (0,) por la reaccion de la ferril-Hb con el H>O». Sin embargo, de acuerdo
con la reaccion de Haber-Weiss, los radicales hidroxilo pueden generarse a partir de la
interaccion entre el superdxido y el H20> catalizados por ciertos iones de metales de
transicion, especificamente el hierro [65, 143]. Por otra parte, recientemente ha sido
reportado el uso de Cdots como sondas de fluorescencia para detectar los reactivos
involucrados en las reacciones de Fenton o similares a Fenton, sugiriendo que la
oxidacion del Fe** a Fe3* por H,0>, y la posterior transferencia de electrones entre el
estado excitado de los Cdots y los iones Fe** complejados en su superficie da como

resultado una fuerte atenuacion de la fluorescencia [65].
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Debido a que la Hb es una metaloproteina de hierro bien conocida, ha sido investigada
la respuesta fluorescente de los Cdots con concentraciones variables de iones Fe?* y
Fe3*. El resultado ha sido que en presencia de H20, y Fe?* la fluorescencia de los Cdots
se atenuda casi por completo. Por lo tanto, se puede concluir que los radicales hidroxilo
generados a partir de H,O, en presencia de Fe?* son responsables de la atenuacion de la
fluorescencia [65]. La naturaleza de oxidantes fuertes de las ROS esta bien
documentada [65, 143]; asimismo se ha informado que las propiedades luminiscentes de
los Cdots se ven muy afectadas por el estado de su superficie [5, 46, 65, 68]. Por lo
tanto, se puede suponer que la oxidacion de los grupos hidroxilo de la superficie de los
Cdots por los radicales hidroxilos generados en disolucion puede modificar la superficie

de los Cdots y conducir a la atenuacién de su luminiscencia.

5. Optimizacién del sistema en disolucion basado en Cdots y H.O, para

determinacion de la Hb.

Antes de poder usar el sistema en disolucion Cdots/ H20; para la determinacién de Hb,
se estudio el efecto de algunos factores influyentes como son el tiempo de reaccion, el

pH y la concentracién de H20,.

En primer lugar, se estudi6 el tiempo de equilibrio (resultados no mostrados),
encontrando que 6 minutos son suficientes para obtener medidas estables. La influencia
del pH en la respuesta ha sido investigada en el rango entre 1,5 y 9,5 utilizando
tampones NaH:POs/ Na,HPOs 0,02 M). La mayor atenuacion ocurre a pH 4,
disminuyendo drésticamente tanto en medios mas &cidos como bésicos (Figura 8A). Del
mismo modo, la concentracion de H>O> ejerce un gran efecto sobre la atenuacion de la

luminiscencia, siendo 0,5 mM el valor éptimo (Figura 8B).
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Figura 8. A) Dependencia del pH de la atenuacion de la luminiscencia. Cdots 2,8 x 10° mg
mL™*; H,0, 0,5 mM; Hb 1 uM en tampones de fosfato 0,02 M. B) Influencia de la
concentracion de H,O; en la atenuacion de la luminiscencia. Cdots 2,8 x 10 mg mL™; Hb 1
UM en tampédn fosfato 0,02 M (NaH2PO, / Na;HPO4) pH = 4,7.

6. Determinacién de la Hb en el sistema sensor Cdots/ H.O, en espectrometro de

luminiscencia.

Para estudiar la dependencia de la atenuacion de luminiscencia con la concentracion de
hemoglobina realizando las medidas en el espectrometro de luminiscencia, se
prepararon una serie de soluciones de los Cdots (35 pL) y H20. (100 pL) de sus
disoluciones madre y se diluyeron a 3 mL con tampon fosfato (NaH2PO4/ Na;HPO4
0,02 M, pH 4,7) para lograr una concentracion final de 2,8 x 102 mg mL* de Cdots y
0,5 mM de H.O. Después, se afiadieron diversas concentraciones de Hb a esas mezclas
anteriores a partir de una solucion madre de Hb 300 uM. Las alicuotas fueron dejadas
en el frigorifico tras la adicién de los reactivos (es decir, H2O. y Hb, respectivamente) y
entre las medidas. La intensidad de emision de luminiscencia de estas disoluciones de 3
mL se midio después de 6 minutos de reposo a temperatura ambiente utilizando una
celda de cuarzo estandar de 10 mm. La funcion de calibrado se obtuvo utilizando una
funcién tipo Stern-Volmer a partir del valor promedio de tres medidas independientes.
Se ensayaron dos tipos de Cdots, los que hemos Ilamado en el Capitulo 111 Cdots 2 y
Cdots 3, que son los que hemos utilizado es este capitulo. Con los Cdots 2 se ha
obtenido una funcién de calibrado lineal que obedece la ecuacién y = -0,206x+ 0,937,
con un rango dindmico lineal hasta 3 uM y un coeficiente de correlacion de 0,968
(Figura 9).
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Figura 9. La dependencia de la intensidad de luminiscencia utilizando Cdots 2 con la
concentracion de Hb (hex = 340 nm; Aem = 442 nm).

En el caso de utilizar los Cdots 3 la funcion resulta ser y = -2,142x + 0,921, con un
rango dindmico lineal hasta 0,3 uM, y un coeficiente de correlacion de 0,921. El sistema
de deteccion muestra una alta reproducibilidad, con una desviacidén estandar relativa
(RSD) del 0,7% (n = 3) para una concentracién de 0,3 pM. Observamos que el sistema

basado en los Cdots 3 resulté mas sensible (Figura 10).

* y=-2,142x + 0,921
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Figura 10. La dependencia de la intensidad de la luminiscencia al agregar diferentes
concentraciones de Hb (de arriba a abajo: 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 y 3 uM; Xex = 340 nmM; dem =
442 nm) en el rango lineal hasta 0,3 uM. El recuadro muestra la funcion de calibrado y el
coeficiente de correlacion R%

168



Dispositivo portatil para determinacion de Hb mediante Cdots

Se ha calculado el LOD utilizando el criterio estandar LOD = 3o/pendiente, donde o es
la desviacion estandar (n = 10) de la diferencia en intensidad de luminiscencia entre la
disolucion de Cdots y el blanco. EI LOD resulté ser de 0,02 puM.

7. Desarrollo del prototipo de instrumentacién portatil para medidas de

luminiscencia

En el desarrollo de prototipos de instrumentacion portatil basados en microcontrolador,
como es el caso aqui presentado el método de trabajo fue el denominado up-down con
multiples pasos a etapas anteriores del disefio para mejora y realimentacion (Esquema
1).

Diseiio blogues

rocesamiento sefal de Eleccion componentes Simulacion mediante
Establecimiento . comerciales idoneos PSPICE
ey ooty acuerdo con los )
caracteristicas técnicas requerimientos para cada blogue o comportamiento
= subsistema electrénico eléctrico disefio

sensores desarrollados

Disefio planos para las
placas de drcuito
impreso (software de
ayuda al disefio}

Grabado algoritmo de
control y procesado de
sefal sobre dispositivo

Montaje subsistemas
del prototipo en zocalos
de prueba de circuitos

Esquema 1. Pasos a seguir para el desarrollo del instrumento portétil.

En este caso los pasos a seguir fueron:

- Establecimiento de unas especificaciones lo méas concretas posibles del instrumento,
en lo referente a caracteristicas técnicas, nivel de resolucion y rangos de medida y de
operacion, asi como la ergonomia del mismo, indicando interfaces con el mundo

exterior.

- Disefio con ayuda del computador de los distintos bloques de procesamiento de la

sefial de acuerdo con los requerimientos especificos de los sensores desarrollados.

- Elecciéon de los componentes comerciales idoneos para cada bloque o subsistema

electroénico.
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- Simulacién mediante PSPICE del comportamiento eléctrico del disefio, para su mejora

y la evaluacion a priori de los posibles puntos débiles del mismo.

- Montaje de los subsistemas del prototipo, tanto de manera individual como sus
interacciones, en zocalos de prueba de circuitos. En este paso, fueron medidas las

distintas magnitudes de interés en cada uno de ellos para refinar y mejorar el disefio.

- Una vez obtenidos resultados satisfactorios en los zdcalos de prueba, con software de

ayuda al disefio, se disefiaron los planos para las placas de circuito impreso.

- Paralelamente a estos 4 ultimos pasos, con herramientas de simulacion, emulacion y
programacion de microcontroladores y los circuitos programables reconfigurables, se

procedio a grabar el algoritmo de control y procesado de sefial sobre este dispositivo.

7.1 Configuracion de medida para el dispositivo portatil

La configuracion de medida consiste basicamente en tres bloques principales: una
fuente luminosa de excitacion, un fotodiodo y el controlador analdgico / digital
reconfigurable. Se utilizé como fuente de excitacion (A = 365 nm) de los Cdots el LED
UV EOLD-365-525 (OSA Opto Light, Berlin, Alemania), ubicados en una camara
oscura especialmente disefiada para este proposito. La emision de luminiscencia se
midi6 utilizando un fotodiodo S2387-66R (Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu,
Japdn) alineado perpendicularmente a la emisién del LED UV, como se puede ver en el

diagrama de bloques del instrumento desarrollado (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de blogues del dispositivo desarrollado que muestra el médulo
electronico y la configuracion de medida.

Para considerar solo el efecto de la luminiscencia de los Cdots, se coloco un filtro
optico (KOOD International, Japon) directamente frente al fotodiodo para evitar la
influencia de reflejos de luz indeseables. EI control del LED de excitacion y la
adquisicion de la sefial del fotodiodo se llevaron a cabo utilizando un Programmable
System-on Chip 5LP (Cypress Semiconductor, California, USA), en concreto el kit de
desarrollo CY8CKIT-010. Este Programmable System-on-Chip (PSoC) tiene una
arquitectura reconfigurable que integra un dominio analégico programable junto con un
potente motor de procesamiento de sefiales (Arm® Cortex®-M0 + de 32 bits), que
permite el acondicionamiento de sefiales analdgicas y el procesamiento digital, y
proporciona una interfaz de control de comunicacion. El diagrama de bloques del
instrumento desarrollado que se esquematiza en la Figura 11 muestra que sélo el
modulo fotoelectronico (LED y fotodiodo) y el médulo Bluetooth son componentes
fuera del chip. Por lo tanto, la sefial obtenida del fotodiodo esta totalmente condicionada
utilizando el dominio analdgico del PSoC antes de su conversion al dominio digital.

7.2. Algoritmo de medida

La intensidad de fosforescencia y el tiempo de vida del decaimiento de luminiscencia se
obtienen siguiendo un método similar al propuesto por Lopez-Ruiz et al. [154], que se
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basa en la integracion de la sefial de luminiscencia en tres ventanas de tiempo diferentes
(Figura 12).
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Figura 12. Esquema de medida basado en las tres ventanas de tiempo.

Primero, antes de la excitacion dptica de la muestra, la sefial obtenida del fotodiodo se
integra en la ventana de tiempo T1. Durante este intervalo, el valor de la sefial es casi
constante y corresponde al desplazamiento debido a la corriente oscura del fotodiodo.
En segundo lugar, la muestra se excita 6pticamente después de lo cual, una vez que la
luminiscencia alcanza el estado estacionario, la sefial se integra en una ventana de
tiempo T2. Finalmente, el LED se apaga nuevamente y, después de esperar un tiempo de
retraso tq para evitar la luminiscencia de fondo, la sefial se integra nuevamente en la
ventana de tiempo T3, que es lo suficientemente amplia como para cubrir todo el tiempo
de decaimiento. Por lo tanto, tanto el desplazamiento (1) como la intensidad de la

luminiscencia en estado estacionario excitado (12) se pueden obtener de la ecuacion (1).
D; .
I = 7 = 1,2 (1)

siendo Di el resultado de la integracion de la sefial en la ventana de tiempo Ti.
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Ademas, ya se ha demostrado que para una ventana de tiempo mucho mas larga que el
tiempo de vida, T3>1, el valor de la vida media de un exponencial de enésimo orden se
puede obtener suponiendo una disminucion mono-exponencial con un tiempo de vida t
teorico. Por lo tanto, la integracion de la disminucion en la ventana de tiempo T3 da

como resultado:

T3
D; = f (Le=W/D + [))dt = Lt + 1,(T; — t) (2)
td

siempreque Ts » Tyt; K T.

Luego, el tiempo de vida puede ser determinado de las ecuaciones (1) y (2):

D
Dy — = (T5 — ta)
T= : 3)

Dy
T;

Ademas, también hemos obtenido la relacion de cambio en la amplitud de la
disminucion de la fosforescencia al objeto de calcular la concentracion del analito. Para
eso, ha sido utilizada el area medida en la ventana de tiempo T3, como se indica en la

ecuacion (4).

D
IO_D3O_T_11 T3
LD by )
t 3; ", '3

siendo lo la amplitud en ausencia del analito e I;i la amplitud obtenida para una

concentracion de analito dada.

7.3. Implementacién del prototipo y su aplicacion

Como se ha descrito anteriormente, el algoritmo de medida de la intensidad de
fosforescencia y el tiempo de vida se implementd en un dispositivo reconfigurable cuya

configuracion de hardware completa se muestra a continuacion (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de bloques del instrumento desarrollado que muestra la parte
electronica y la configuracion de medida.

Este disefio se implementd utilizando el entorno de disefio integrado PSoC Creator
Integrated Design Environment (IDE), que permite configurar los diferentes modulos de
hardware e implementar el firmware. Como se ve en la Figura 11, el controlador del
LED responsable de controlar la fuente de excitacion se implementd a través del
mddulo Pulse-Width Modulation (PWM). Este modulo genera dos sefiales digitales que
estan conectadas a dos interruptores activados por hardware para encender/apagar el
LED. Esta implementacion basada en interruptores permite monitorear los intervalos de
tiempo en los que el LED de excitacion se enciende/apaga con mucha precision. La
sefal obtenida del fotodiodo se amplifica (Av = 4 V/V) utilizando un amplificador de
ganancia programable (PGA) para adaptar la sefial al rango dinamico del modulo
convertidor digital analégico (ADC), que se ha configurado de un solo extremo. El
ADC convierte la sefial registrada desde el fotodiodo al dominio digital a una velocidad
de muestreo de 250 kHz y una resolucion de 12 bits, generando una interrupcion de fin
de conversion (EOC) cada vez que se completa una nueva conversion. Por lo tanto, la

integracion de la sefial en cada ventana de tiempo resulta en las ecuaciones (5) y (6):

T
N=7s Ti-Fs
D; = ZVADCj'TSzFS'ZVADCjJ =12 (5)
=0 =0
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T3
N=1s T3Fs
D, D,
D; = Z (VAch - T_1) Ts = Fs - Z (VAch _T_1) (6)
j=0 j=0

siendo Tsy Fs el periodo y la frecuencia de muestreo, respectivamente y Vang; el valor

de la conversion jt.

Una vez que el tiempo de vida se calcula utilizando la ecuacion (3), se envia mediante la
interfaz Bluetooth, implementada como un modulo Bluetooth de baja energia (BLE)
externo basado en el SoC CC2541 (Texas Instrument, Texas, EE. UU.). Un mddulo
receptor-transmisor asincrono universal daplex completo (UART) es la interfaz con el
modulo BLE, que trabaja como esclavo de un dispositivo central/master. En este trabajo
el dispositivo master es un smartphone que utiliza una app para visualizacién de datos y
realizar nuevas medidas. Finalmente, fue implementado el dispositivo portatil que se

muestra a continuacién (Figura 14).

Sample

(a) Photodiode LED (b)

Electronics location

Figura 14. Modelo 3D (a) y vista real (b) del instrumento portétil final.

El dispositivo movil demostré ser mucho méas sensible que el espectrémetro de
luminiscencia para las medidas de la atenuacion de luminiscencia del sistema sensor
Cdots/H20; por parte del analito Hb.
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Por lo tanto, se decidié emplear una concentracion inferior de analito. El dispositivo
portatil fue disefiado para una curva de calibrado de Hb hasta 150 nM. El ensayo fue
realizado por duplicado y en continuo, tomando 10 valores para cada muestra, que fue

preparada como descrito anteriormente.

8. Resultados y Discusion

8.1. Caracterizacion analitica del sensor implementado en el instrumento portatil

para la determinacion RTP de la Hb

La viabilidad del instrumento desarrollado se probo utilizando los Cdots como una
sonda fosforescente y midiendo el cambio en la atenuacion de la fosforescencia en
presencia de Hb a diferentes concentraciones de ensayo. Se establecio la ecuacidn de
Stern-Volmer basada en la intensidad (lo / 1) usando la ecuacion (4) para diferentes
concentraciones de Hb. Esta representacion permite establecer una funcion de calibrado
para determinar la concentraciéon de analito (Hb) a partir de la relacién entre la
intensidad en ausencia de Hb y la intensidad medida para una determinada
concentracion de Hb. La funcién de calibrado obtenida en este caso se muestra en la

ecuacion (7).

Iy
7= 320-107%-Hb+1; R?=10,9976 )

El rango dindmico lineal es de 19 nM a 125 nM vy el coeficiente de correlacion de
0,9976. EI LOD se calculd utilizando los criterios estandar LOD = 3¢ / pendiente,
donde o es la desviacion estandar (n = 20) de la diferencia en la intensidad de
luminiscencia entre una solucion de Cdots y un blanco, y el limite de cuantificacion
(LOQ), calculado como 10c / pendiente. Con estos criterios, el valor del LOD fue de
6,2 nM y el LOQ de 18,8 nM. La concentracion de Hb podria extrarse utilizando esta
funcién de calibrado y la relacion de intensidades previamente medida. Finalmente, la
interfaz Bluetooth envié este valor a la aplicacion de Android (Figura 15). La
aplicacion, ademas de funcionar simplemente visualizando este valor, sirve para realizar

nuevas medidas.
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Figura 15. (A) Representacion de Stern-Volmer basada en intensidad (lo/l)
para diferentes concentraciones de Hb. El recuadro muestra una fotografia
con iluminacion UV de diferentes concentraciones de Hb. (B) Captura de
pantalla de la aplicacion que muestra el resultado de una medida.

8.2. Estudio de interferencias

Uno de los principales desafios en la determinacion de Hb es la selectividad requerida
en presencia de iones interferentes y diversas especies biolégicamente importantes que
se encuentran cominmente en muestras reales y que pueden dificultar la aplicacion
analitica a la determinacion de Hb. Para evaluar si este enfoque es suficientemente
selectivo para la Hb, se registro la atenuacion de una suspension de Cdots en presencia
de diferentes especies interferentes, tanto moléculas como iones (concentracién final 10
MM) habitualmente encontrados en muestras de sangre, en concreto: &cido ascorbico,
glucosa, acido urico, K*, Mg?*, Na" y Ca®". Ninguna de estas especies provocd un
efecto discernible sobre la respuesta de fosforescencia de los Cdots/ H.O, para la

determinacion de Hb (Figura 16).
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Figura 16. Selectividad del ensayo RTP. Respuesta de interferentes (10 uM
para &cido ascorbico, glucosa y &cido Urico y 0.1 mM para cationes) y respuesta
de Hb (100 nM) en presencia de interferentes.

Estos resultados confirman que ni los analitos inorgéanicos u organicos encontrados en la
sangre interfieren con nuestro ensayo, validando la selectividad del sistema de

fosforescencia hacia la Hb.

8.3. Aplicacién al analisis de muestras reales.

A pesar de la buena selectividad de los Cdots fosforescentes para determinar Hb en
presencia de iones interferentes, el problema de las interferencias inespecificas es dificil
de abordar debido a la complejidad compositiva inherente de las muestras bioldgicas
reales. Para validar la selectividad del ensayo propuesto para la determinacion de Hb en
sangre, se analizaron muestras de dos voluntarios humanos sanos después de una gran
dilucion de las muestras para reducir cualquier interferencia. Ademas, la cuantificacion
después de la adicion de una cantidad conocida de Hb (0,040 y 0,080 uM) en las
muestras de sangre diluida mostré un buen porcentaje de recuperacion (Tabla 2). Estos
resultados demostraron la buena precision de los Cdots fosforescentes para la

determinacion de Hb en sangre humana.
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Tabla 2. Determinacion de Hb en muestras de sangre reales.
Concentracion de Hb

. Recuperacion
Muestra Detectado Sangre Afadido Recuperado P

(%0)

(UM) (mM) (LM) (LM)
_ 0,040 0,052 93,6
Voluntario 1 0,050 10,500 0,080 0,085 105.9
_ 0,040 0,038 95,0
Voluntario 2 0,045 9,450 0,080 0,087 108,4

8.4. Comparacion de métodos basados en sensores para determinacion de Hb

Se han comparado sensores para deteccion de Hb encontrados en la literatura, basados
en Cdots o en otras metodologias, con los descritos en este capitulo de la Tesis
Doctoral. A continuacién se muestran dos tablas de comparacién de parametros
analiticos de los sensores estudiados, tales como el rango dinamico lineal y el LOD. La
primera se refiere a los sensores basados en Cdots para la determinacién de Hb, incluso
los descritos en ese capitulo de la presente Tesis Doctoral (Tabla 3). Como se puede ver,
hay muy pocos sensores basados en Cdots para la deteccion de Hb que han sido
reportados en la literatura. EI LOD que presentan estos dispositivos analiticos oscila
normalmente entre 0,1 y 20 nM. EI sensor implementado en el instrumento portatil
presenta un LOD de 6,2 nM, por lo tanto cabe dentro del rango encontrado en la
literatura. El rango dindmico lineal para una deteccién fiable de Hb del sensor usado en
el espectrometro de luminiscencia esta en el rango micromolar, mas amplio con
respecto a los sensores parecidos, cuyo rango normalmente abarca concentraciones
nanomolares del analito, como el sensor implementado en el instrumento portétil. Por
otra parte, las aplicaciones del sensor han sido primero utilizando disoluciones estandar
del analito y luego en un ensayo en muestras reales. Han sido reportados en la literatura
otros sensores que han sido capaces de detectar al analito, principalmente en muestras
de sangre humana. Todos los sensores basados en Cdots para determinacion de la Hb no
muestran interferencias, porque no eran significativas o por no haber sido realizados
estudios de selectividad. Las medidas han sido principalmente de tipo fluorimétrico.
Mientras, hay que destacar que los sensores descritos en este trabajo han sido los Unicos
capaces de detectar el analito mediante medidas de tipo fosforimétrico, tanto en el

espectrometro de luminiscencia como en el instrumento portatil.
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La determinacion fosforimétrica de la Hb basada en el sistema Cdots/H2O>, aunque no
tenga la mayor sensibilidad ni selectividad, tampoco necesita materiales caros y una
preparacion complicada del sistema sensor, y proporciona un analisis simple y facil. En
particular, su implementacion en un instrumento portatil ha resultado prometedora, por
su buena sensibilidad a bajas concentraciones de analito comparable con los sensores
reportados en la literatura. Por cierto, harian falta mas estudios para aplicaciones en

muestras reales.

180



Dispositivo portatil para determinacion de Hb mediante Cdots

Tabla 3. Sensores basados en Cdots para deteccion de la Hb.

6,2 nM

portatil).

(instrumento

(instrumento

portétil).

0,4nM 1-100 nM hS angre Ninguna Fluorimetria [65]
umana
0,1 nM; RSD ) Sangre y orina . . p
(%): 0,4-3,7. 1-4000 nM humanas Ninguna Fluorimetria [133]
20 pM (Xem= 386
nm); 2 nNM (hem= 0,1-300 NM (Aem=
530 nm); 20 nM 386 nm); 5-500 nM Sangre . . .
(I530/l410). RSD (Aem= 530 nm); 50- humana Ninguna Fluorimetria [134]
(n=3; %): 2,7- 500 nM (Is30/l410).
4,1.
0-10 uMm
- (concentracion En disolucion Ninguna Fluorimetria [143]
maxima ensayada)
0,02 uyM 0,06-3 uM
(espectrometro de  (espectrometro de En disolucion
luminiscencia); luminiscencia); 19- y en muestras Ninauna RTP Este
125 nM de sangre g trabajo
humana
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La otra tabla (Tabla 4) se refiere a metodologias que no usaron Cdots para la
determinacion de la Hb. Como se puede ver de la tabla, el uso de otros sistemas
sensores diferentes de los Cdots para la deteccion de la Hb sigue siendo mayoritario, al
contrario de lo que ocurre con otros analitos, tales como los biotioles (ver Capitulo 111,
subapartado 6.8). Como se puede observar, el LOD de los sensores basados en otras
metodologias cabe dentro del rango UM y nM, con mas frecuencia en ese ultimo. Esos
sensores demuestran tener buena sensibilidad, sin embargo también los sensores
basados en Cdots alcanzan esos LOD, incluso los sensores descritos en este capitulo de
la presente Tesis Doctoral. Lo mismo ocurre con el rango dinamico lineal. En ambos
casos suele ser bastante amplio, entre uM y nM, conforme con el respectivo LOD. Las
aplicaciones practicas han sido realizadas principalmente en muestras de sangre
(humana y bovina), aunque hayan sido reportados dispositivos analiticos a los que han
faltado aplicaciones en muestras reales. La Unica interferencia significativa ha sido
encontrada para tres sensores, en dos de ellos ha sido debida a Fe**. Lo que comporta
que también existen dispositivos analiticos capaces de determinar la Hb mediante otras
metodologias con muy buena selectividad. Desde luego (cuales son esas otras
metodologias? Una explicacion es necesaria, ya que se trata de la Unica diferencia
significativa entre las dos categorias de dispositivos analiticos. Mientras los sensores
basados en Cdots se basan en sus propiedades Opticas, principalmente la fluorimetria
como se ha podido comprobar anteriormente, las metodologias para determinar la Hb
sin el empleo de Cdots se basan también en medidas electroquimicas. Por lo tanto, se
puede afirmar que la propuesta de un sensor luminiscente basado en Cdots para
deteccién de la Hb y su implementacion en un instrumento portatil llevada a cabo como
parte integrante del trabajo de investigacion descrito en la presente Tesis Doctoral cabe
dentro de las metodologias analiticas de interés para la deteccion de ese biomarcador.
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Tabla 4. Otras metodologias para deteccién de la Hb.

1,0-x 10720 - -
7,8x10M mg LY, v Sangre bovina . o
(SIN=3,3). 1,0 XLI'? mg enriquecida Ninguna Electroquimica [130]
0,001 mg mL*! 0,0(rﬁ:_llmg :ﬁg}i Ninguna Electroquimica [132]
1,8-2510 ug ]
- L~ Muestras de
1
(B(ljgﬁ?y% 13 (BODIPY sangre
ng ml 4);1,3-100  humana (solas Fe?*y Fe%* Fluorimetria [135]
-1
(BODIPY 5). ug L e
(BODIPY enriquecidas)
5).
. 04)"
0.4 nM; RSD (%): 1-250 nM Sangre Ninguna Fluorimetria [137]
0,03 uM 0,1-20 uM En disolucion Ninguna Fluorimetria [138]
2,6 x 1019 M; 1,0% 109 - . L . Electroquimiolu-
RSD (%)=39. 50x10oM Endisolucion Ninguna miniscencia [139]
Hb extraida de
204,5 ng mL* Ooin?_‘? mg sangre de Ninguna Electroquimica [140]
cerdo
6,7 x10° mg L* 1,0x10%  Sangre bovina
(SIN=3); RSD 1,0 x 102 (muestras Ninguna Electroquimica [141]
(%): 3,3-4,6. mg L? enriquecidas)
Sangre pura
RSD (%): 0,1-1,2 . enriduecida . Electroquimica  [142]
bovina
En disolucion
5nM - y en sangre Ninguna Fluorimetria [160]
humana
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Tabla 4. Otras metodologias para deteccién de la Hb (continuacion).

82 (+ 4,2) nM; Sangre . .
RSD (%): 3,1. 0,1-10 uM humana Ninguna Amperometria [161]
1x10%-1 Sangre L
- mg mL-* humana - Electroquimica [162]
>10 uM - En disolucion - Colorimetria [163]
Glucosa, EDTA,
Br, I, Mg?* (a
una concentracion
igual a la de Hb);
COs%, HCOs,
Pb?*, C204% (a
una mitad de la
Sangre concentracion de . .
1,55 nM 15,5-620 nM humana Hb); Cys, Zn?* (a Colorimetria [164]
una concentracion
10 veces inferior a
la de Hb); Fe®*,
Cu? (auna
concentracion 500
veces inferior a la
de Hb).
Muestras
microdializa-
0,64 nM 1-120 nM das de Ninguna Colorimetria [165]
cerebro de
rata
Muestras
7.8nM 25-3000nM  POvInas e Ninguna Fluorimetria [166]
enriquecida
Sangre . . .
3nM 9-540 nM humana Ninguna Fluorimetria [167]
Citocromo C,
Muestra de protoporfirina N
2nM 4-440 nM orina humana X, mioglobina Fluorimetria [168]
y hemo.
40,0 nM 50-4000nM  En disolucién Ninguna Fluorimetria [169]
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8.5. Sensor basado en Cdots y H20. para la determinacion de la Hb en

espectrometro de luminiscencia: ventajas e inconvenientes

El sistema sensor basado en Cdots y H>O; desarrollado para la determinacion de la Hb
en disolucion mediante medidas de RTP en un espectrometro de luminiscencia se basa
en un mecanismo de atenuacion de la RTP de los Cdots debido a la oxidacion de los
grupos hidroxilo de su superficie por las ROS, tales como radical hidroxilo y
superoxido, generados tras la reaccion entre Hb y H.O> como descrito anteriormente
con mas detalles (ver subapartado 1.4). Ese sistema sensor, optimizado para la deteccion
de Hb a pH 4 y un tiempo de reaccion de 6 minutos, presenta varias ventajas. Su
preparacion resulta sencilla, el analisis rapido, pero aun mas importante es que ese ha
sido el dnico sensor fosforimétrico capaz de determinar la Hb debido a sus buenas
caracteristicas analiticas, tales como sensibilidad y reproducibilidad. Por ejemplo, ese
sensor presenta un rango lineal mas amplio con respecto a los otros sensores basados en
Cdots reportados en la literatura [65, 133, 134, 143]. Sin embargo, ese sensor presenta
algunos inconvenientes. Por ejemplo, el dispositivo analitico no ha sido ensayado en
muestras reales, aunque la idea inicial era de hacerlo. Al contrario, en la literatura hay
ejemplos de sensores basados en Cdots para deteccién de Hb en muestras reales. Otro
inconveniente podria ser la falta de estudios de selectividad, aunque haya sido reportado
que el efecto de muchos posibles interferentes en la deteccion de Hb mediante otro

sensor basado en un mecanismo parecido haya sido desdefiable [65].

8.6. Sensor implementado en un instrumento portéatil basado en Cdots y H.O- para

determinacion de la Hb: ventajas e inconvenientes

La implementaciéon del sensor para determinacion de Hb en un instrumento portatil
presenta varias ventajas. La mas evidente es su uso para realizar medidas in situ sin
necesidad de instrumentacion compleja: el indispensable utilizo de un dispositivo
electrénico (smartphone, laptop o incluso un ordenador de escritorio) para el
procesamiento y tratamiento de los datos resulta un alivio comparado a la necesidad de
un espectrémetro de luminiscencia. Desde el punto de vista analitico, ese dispositivo ha
permitido aumentar la sensibilidad de las medidas de hasta tres grados de magnitud
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comparado con el sensor basado en el método tradicional, o sea permite determinar Hb

a concentraciones en el rango nanomolar.

Entonces, el LOD vy el rango lineal caben dentro este intervalo de concentraciones, el
méas comun para los sensores basados en Cdots y para algunos dispositivos analiticos
que detectan Hb mediante otras metodologias [65, 133, 134, 137-139, 160, 161, 164-
169]. Observando la funcién de calibrado, se puede constatar la 6ptima reproducibilidad
del sistema sensor, que permite obtener diez medidas a la vez. Hay que destacar que, tal
como el sistema sensor usado en el espectrometro de luminiscencia, este sensor se basa
en la fosforimetria, siendo el Unico capaz de detectar la Hb mediante medidas
fosforimétricas. Mientras, los otros sensores basados en Cdots y algunos dispositivos
analiticos basados en otras metodologias suelen detectar la Hb mediante fluorimetria
[65, 133-135, 137, 138, 143, 160, 166-169]. Desde luego, ese sensor ha sido ensayado
en muestras reales, por lo tanto se conocen las prestaciones de este sistema
fosforimétrico en la determinacion de la Hb, por ejemplo en muestras de sangre humana
que es justamente donde se ha ensayado. Un estudio de mayor amplitud mostraria la
utilidad de esta propuesta metodologica. Suponiendo que el sistema fuera selectivo,
conforme a lo que ha sido reportado en estudios previos, se ha decidido obviar ulteriores
estudios de selectividad también para el sistema sensor implementado en el instrumento
portatil [65].
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Como resultado del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral, se alcanzan las siguientes

conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Se han sintetizado y purificado diversos carbon dots (Cdots) utilizando distintas
fuentes de carbono. Los Cdots se han caracterizado en cuanto a tamafio, forma y

composicion utilizando diversas técnicas espectroscopicas y de superficie,

Se han estudiado las caracteristicas espectroscopicas de los Cdots, en concreto
su absorcién UV-Vis y luminiscente, demostrando que presentan emision
fluorescente y fosforescente. Esta Gltima caracteristica ha sido muy poco
estudiada en Cdots y se ha utilizado como propiedad analitica en esta Tesis

Doctoral.

Se ha estudiado la atenuacion de la fosforescencia de los Cdots por metales
pesados, en concreto Fe(l11), Cu(ll), Zn(I1), Al(I11) y Hg(ll), y la influencia de

diversas variables sobre esta atenuacion.

Se ha disefiado un procedimiento fosforimétrico en disolucion para la
determinacion de biotioles de tipo turn-off / turn-on, basado en la rapida
atenuacion (turn-off) de la fosforescencia de los Cdots mediante Hg(ll) y su
recuperacién (turn-on) en presencia de los analitos. Estos biotioles presentan

gran interés como biomarcadores de varias enfermedades.

Se ha estudiado el mecanismo de atenuacion y recuperacién de fosforescencia de

los Cdots en presencia de los biotioles glutation, L-cisteina y homocisteina.

Se han optimizado las variables de las diferentes reacciones involucradas, asi la
influencia del pH, el tiempo de reaccién y la presencia de diversos potenciales

interferentes, tales como aminoéacidos y carbohidratos.

Estos procedimientos presentan buenas caracteristicas analiticas, tales como
reproducibilidad, sensibilidad y selectividad. Asi, se alcanza un rango lineal
significativo hasta una concentracién 58 UM del analito L-cisteina (L-Cys) y un
limite de deteccion (LOD) de 12,7 uM para el analito glutation (GSH).

Se ha estudiado el uso de los Cdots sintetizados para la determinacion de
hemoglobina (Hb), analito clinico de gran interés. El procedimiento se basa en la
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9)

10)

11)

12)

13)

14)
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atenuacion de fosforescencia de los Cdots en disolucion en presencia de

perdxido de hidrégeno y de hemoglobina.

Se ha estudiado el mecanismo de esta reaccion. En un primer paso, la Hb
reacciona con H>O. generando especies reactivas de oxigeno (ROS),
principalmente hidroxilo (‘OH) y radicales superoxido (03 ). La posterior
oxidacion de los grupos hidroxilo de la superficie de los Cdots por los radicales
hidroxilos generados en disolucion modifica la estructura de la superficie, lo que

lleva a una atenuacion de la luminiscencia de los Cdots.

Tras optimizar las variables que influyen en la reaccion, ha sido propuesto un

método de determinacion de hemoglobina con buenas caracteristica analiticas.

El método analitico fosforimétrico puesto a punto para hemoglobina ha sido
implementado en un instrumento portéatil de disefio propio para la medida tanto

de la intensidad como del tiempo de vida de la fosforescencia.

El problema que presentan los Cdots como reactivo analitico es que son un
material y no un compuesto quimico definido. Esto significa que la variabilidad
que pueden presentar de un lote de sintesis a otro obligaria a una calibracién
frecuente; problema mas acuciante si se trata de usar una instrumentacion
portatil. Se ha abordado el problema en esta Tesis Doctoral desarrollando un
instrumento portatil basado en electrénica reconfigurable, que hace posible
adaptar el dispositivo instrumental a la variabilidad inherente en la respuesta

Optica de los Cdots procedentes de diferentes sintesis.

Con esta finalidad se ha disefiado y desarrollado un instrumento portétil con
capacidad de transmisién inaldmbrica para la determinacién de hemoglobina
utilizando un analisis en el dominio de tiempo para obtener tanto la intensidad
de fosforescencia como la vida Util de un decaimiento exponencial de la
luminiscencia, evitando el uso de instrumentacion rdpida o componentes

electrénicos de alto rendimiento.

El instrumento portéatil ha permitido una mejora significativa en la sensibilidad y
reproducibilidad del sistema sensor. Asi, se ha alcanzado un limite de deteccion
de 6,2 nM, llegando el rango lineal hasta una concentracién de 125 nM.



Conclusiones

15) Se ha desarrollado una aplicacion para teléfono movil capaz de recibir las
sefiales generadas por el instrumento portatil y calcular la concentracion de
hemoglobina. Por ultimo, se ha aplicado el procedimiento a la determinacion de

hemoglobina en sangre procedente de dos voluntarios sanos.
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Por ultimo, pero no menos importante, se ha decidido incluir en la presente Tesis

Doctoral tres anexos.

El primero (Anexo 1) es un articulo, concretamente la publicacion original de la que el
Doctorando es el primer autor y que incluye parte de los resultados de la Tesis Doctoral.
Por lo tanto, es l6gico incluirlo como anexo a la misma, en formato electronico (PDF),

tal como se puede consultar por la red desde el dia 26 de abril de 2020.

Mientras, el segundo anexo (Anexo I1) es otro articulo, publicado en la misma revista
donde se publicé el Anexo I, del que el susodicho Doctorando no es el autor principal,
sino coautor. Por cuestiones de normativa, ese articulo se va a presentar en forma de

manuscrito, tal como ha sido enviado a la revista para su publicacion.

Asimismo, el tercer anexo (Anexo Ill) se va a presentar en su formato original, que
como los dos primeros difiere del que se ha decidido adoptar para la redaccion de la
presente Tesis Doctoral, y también por esa razon van como anexos a la misma. El
Anexo Ill se refiere al Documento de Actividades del Doctorando, que refleja las
actividades a las que el Doctorando ha participado, tales como conferencias, cursos,
congresos y redaccion como primer autor de un articulo cientifico en un medio de

impacto contrastado.

Para que conste:

Anexo I: Portable Instrument for Hemoglobin Determination Using Room-
Temperature Phosphorescent Carbon DOtS...........ccocvvviiiiiiiiei e 213

Anexo IlI: Carbon dots as sensing layer for printed humidity and temperature sensors
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Abstract: A portable reconfigurable platform for hemoglobin determination based on inner filter
quenching of room-temperature phosphorescent carbon dots (CDs) in the presence of HyO; is
described. The electronic setup consists of a light-emitting diode (LED) as the carbon dot optical exciter
and a photodiode as a light-to-current converter integrated in the same instrument. The reconfigurable
feature provides adaptability to use the platform as an analytical probe for CDs coming from different
batches with some variations in luminescence characteristics. The variables of the reaction were
optimized, such as pH, concentration of reagents, and response time; as well as the variables of the
portable device, such as LED voltage, photodiode sensitivity, and adjustment of the measuring range
by a reconfigurable electronic system. The portable device allowed the determination of hemoglobin
with good sensitivity, with a detection limit of 6.2 nM and range up to 125 nM.

Keywords: carbon dots; hemoglobin determination; luminescence; room temperature phosphorescence;
portable instrumentation

1. Introduction

In recent years, optical chemical sensing has been a growing research area in many scientific fields as
an alternative to expensive and complex conventional analytical procedures [1]. These sensors are based
on the monitoring of different optical parameters to obtain the analyte information, such as absorption [2],
luminescence intensity [3], luminescence lifetime [3,4], or refractive index [5]. Luminescence-based sensors
are highly interesting due to their sensitivity and simplicity, sometimes in combination with smartphones,
resulting in portable devices [6,7]. In addition, detection by phosphorescence at room temperature (RTP)
offers several advantages over fluorescence, including improved selectivity, a lower emission lifetime,
and elimination of spectral interferences from light scattering or autofluorescence.

The present study focuses on the use of the intensity and lifetime of RTP, which allows a sensitive,
fast, and reliable determination of the analyte concentration [8,9]. Different methods exist to obtain
the decay rate of the excited state, which is a measure of luminescence lifetime, some based on
frequency domain analyses, which require costly instrumentation or complex signal processing steps,
such as that proposed by Franke et al. [10] or Chen et al. [11]. Others follow direct time-domain

Nanomaterials 2020, 10, 825; d0i:10.3390/nan010050825 www.mdpi.com/journal/nanomaterials
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techniques, which, in most cases, require high-speed complex readout circuits due to their short
lifetimes [12,13]. However, these solutions disrupt the current trend of wireless chemical sensors
(WCS), which, within the Internet of Things (IoT) paradigm, aims to make ubiquitous analytical
bio-chemical sensing a reality [14]. This paper presents the development and validation of a WCS that
uses room-temperature phosphorescence determination of bio-analytes, hemoglobin in this particular
case, based on a windows-based algorithm implemented in a reconfigurable device [15].

Hemoglobin (Hb) is a protein that plays a vital role in transporting molecular oxygen through
the blood from the respiratory organs (lungs or gills) to the various parts of the body and, in turn,
the main portion of CO, from the different organs of the body to the respiratory organs. Hb is a
tetrameric metalloprotein that has a quaternary structure composed of four globular protein subunits,
each of which contains a non-protein heme group with an iron atom in the ferrous state chelated to
four rings of protoporphyrin. Currently, the measurement of Hb plays a crucial role in identifying
diseases such as anemia (low Hb level) and polycythemia (high Hb level). The Hb test is also very
important during pregnancy, since these diseases are associated with an increased risk of premature
birth. Different procedures have been proposed for Hb determination in clinical diagnosis such
as optical [16,17], electrochemical [18], or liquid chromatography [19]. A widely used method
is the spectrophotometric procedure based on the Van Kampen-Zijlstra reagent, although it uses
the toxic alkaline cyanide as a reagent among other disadvantages [20]. Several carbon dot (CD)
fluorescent sensors for Hb determination have been published in recent years [21,22]. Therefore, easy,
environmentally friendly, and precise assays for the quantitative analysis of Hb is of interest for clinical
and physiological diagnosis.

Among the current luminescent nanoparticles (NPs) used in these kind of applications, novel CDs
have attracted the interest of many researchers due to their unique properties such as tunable
photoluminescence, wavelength-dependency excitation, good photostability, water solubility, low toxic
effects, and biocompatibility [23,24]. These properties, together with the CDs’ ability to interact with
analytes causing a luminescence quenching, makes CDs a perfect candidate for analyte and bio-analyte
determination [3,15,25]. Recently, the phenomenon of phosphorescence at room temperature has been
described in both solutions and solid state for CDs [26].

Nevertheless, the variability in the optical properties in every batch synthesis of CDs is one of
the limiting factors, when using them is considered for portable instruments, since it would involve
multiple calibration steps, firmware updates, or even hardware changes. To overcome these limitations,
we considered the use of reconfigurable electronics, which makes it possible to adapt the WCS to the
inherent variability in the optical response of different batch syntheses. The feasibility of this approach
has been successfully demonstrated for diverse analog sensing applications, such as temperature
monitoring and electrochemiluminescent determination [27,28]. To that end, we present a portable
instrument with wireless transmission capability for Hb determination using a time domain analysis to
obtain both phosphoresce intensity and the lifetime of a luminescence exponential decay, avoiding the
use of fast instrumentation or high-performance electronics components.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents and Materials

All the chemicals used in this study were of analytical quality and were used without further
purification. Anhydrous citric acid, sodium hydrogen phosphate, sodium hydroxide, and hydrochloric
acid were purchased from Panreac Quimica SLU (Barcelona, Spain). Sodium dihydrogen phosphate,
ethylenediamine, hemoglobin powder, and hydrogen peroxide 30% (v/v) were purchased from Sigma
Aldrich Merck (Madrid, Spain). The phosphate buffers (0.02 M NaH,PO4/Na,HPO, pH 1.5-9.5) were
prepared by dissolution of the needed reagents in water, and the pH was adjusted by adding 1 M or 0.2 M
HCl and NaOH. The working solutions of HyO, and hemoglobin were prepared daily with the dilution of
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the standards in water. All the aqueous solutions were prepared in purified water (resistance 18.2 MQ)-cm)
obtained from a Milli-RO 12 plus Milli-Q station (Millipore, Bedford, MA, USA).

2.2. Instrumentation

Microwave MicroSYNTH (Milestone Srl, Sorisole, BG, Italy) was used for CD synthesis.
High-resolution transmission electron microscopy (HR-TEM) images were obtained from an FEI
TITAN G2 60-300 field-emission instrument (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) equipped
with a HAADF detector. The samples were prepared at room temperature in air by depositing a
drop of aqueous solution of CDs on a commercial 400 pm mesh carbon Cu-grid. Fourier transform
infrared spectra (FTIR) were obtained using a Spectrum Two FTIR spectrometer (PerkinElmer Inc.,
Waltham, MA, USA). The X-ray diffraction (XRD) was carried out on a D2 phaser diffractometer
(Bruker, Karlsruhe, Germany). X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) analyses were done on a
Kratos Axis Ultra-DLD (Kratos Analytical, Manchester, UK). All of these studies were performed at
the Centre of Scientific Instrumentation (University of Granada, Spain). Dynamic light scattering
(DLS) measurements were done on a Zetasizer Nanoseries, Nano-Z590 (Malvern Panalytical, Malvern,
Worsts, UK).

Phosphorescence measurements were obtained with a Cary Eclipse UV-Vis fluorescence
spectrophotometer (Varian Iberica, Madrid, Spain) equipped with a xenon discharge lamp (peak power
equivalent to 75 kW), Czerny-Turner monochromators, and an R-928 photomultiplier tube, which is
red sensitive (900 nm), with manual or automatic voltage controlled by Cary-Eclipse software (Agilent,
Santa Clara, CA, USA, Cary OS/2 software) for Windows 95/98/NT systems. For the spectra of RTP,
the samples were excited at 340 nm and the emission spectra were measured in a wavelength range
of 350 to 650 nm, integration time (t;) of 5 ms, and delay time (¢;) of 0.2 ms in phosphorescence
mode. The photomultiplier voltage was 800 V, and the excitation and emission slits were 10 nm.
All measurements were made in a quartz cell with a 10 mm optical path. The UV-Vis spectra were
collected using an Agilent 8453 diode array spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). The pH was measured using a Crison micropH 2000 pH meter (Hach Lange Spain, Barcelona,
Spain). Finally, a proprietary portable device was used to measure the luminescence attenuation at
increasing concentrations of hemoglobin.

2.3. Synthesis of the CDs

In this paper we used one-pot synthesis to prepare soluble CDs in water without any surface
modification by hydrothermal treatment. An aqueous mixture of 10 g of citric acid and 5 mL of
ethylenediamine was heated at 180 °C in a 50 mL Teflon-lined steel autoclave for 8 h. After cooling to
room temperature, the resultant yellow solution was centrifuged at 3500 rpm for 10 min. The CDs were
purified by dialysis (cut-off 1 kD) for 24 h to remove unreacted materials. The CDs, synthesized as
a pale-yellow powder (0.2% yield calculated after lyophilization), were stored at room temperature
until their use. A standard solution of 0.24 mg-mL~' CDs was prepared in water with the help of an
ultrasonic bath sonicator.

2.4. Measuring Setup for the Portable Device

The measuring setup basically consisted of three main blocks: an exciting light source, a photodiode,
and the reconfigurable analog/digital controller. The UV LED EOLD-365-525 (OSA Opto Light, Berlin,
Germany) was used as the excitation source (A = 365 nm) of the CDs, which were located in a dark
chamber specially designed for this purpose. The luminescence emission was acquired using a photodiode
52387-66R (Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu, Japan) aligned perpendicularly with respect to
the emission pattern of the UV LED (as shown in Figure 1). To consider only the effect of the CDs
luminescence, an optical filter (KOOD International, Japan) was placed directly in front of the photodiode
to avoid the influence of undesirable light reflections.
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Figure 1. Block diagram of the developed device showing the electronics module and the
measurement setup.

The control of the excitation LED and the acquisition of the signal from the photodiode were
carried out using a programmable system-on-chip (5LP, Cypress Semiconductor, San Jose, CA, USA),
specifically the CYS8CKIT-010 development kit.

This low-power system-on-chip (SoC) has a reconfigurable architecture that integrates a
programmable analog domain together with a powerful signal processing engine (32-bit Arm®
Cortex®-M0+), which allows both analog signal conditioning and digital processing, and provides
a communication control interface.

The block diagram of the developed instrument is schematized in Figure 1. As can be seen,
only the photoelectronic module (LED and photodiode) and the Bluetooth module were the out-of-chip
components. Thus, the signal obtained from the photodiode was fully conditioned using the
analog domain of the PSoC before its conversion to the digital domain using an Analog-to-Digital
Converter (ADC).

2.5. Measurement Algorithm

The phosphorescence intensity and lifetime of the luminescence decay were obtained following a
method similar to that proposed by Lopez-Ruiz et al. [13], which is based on the integration of the
luminescence signal over three different windows of time, as schematized in Figure 2. First, before the
optical excitation of the sample, the signal obtained from the photodiode is integrated over the time
window T7j. During this interval the value of the signal is almost constant and corresponds to the offset
due to the photodiode dark current. Secondly, the sample is optically excited after which, once the
luminescence reaches the steady state, the signal is integrated over a time window T5. Finally, the LED
is turned off again and, after waiting a delay time ¢; to avoid the background fluorescence, the signal is
integrated again over the time window T3, which is wide enough to cover the whole decay time.
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Figure 2. Measurement scheme based on three time windows.

Therefore, both the offset (I;) and intensity of the luminescence in excited steady state (I) can be
obtained from Equation (1).
D; .
Ii = -, 1
T;
where D; is the result of the integration of the signal over the time window T;.
Moreover, it has already been demonstrated that for a time window much longer than the lifetime,
T3 > 7, the value of the mean lifetime of an n''-order exponential can be obtained assuming a
mono-exponential decay with notional lifetime 7 [20]. Thus, the integration of the decay over the time
window T3 results in

1,2 1)

T3
D3 = f (Ize_(t/ﬂ + Il)dt = ht+L(Ts— td) 2)
td

provided that T3 > tand t; < 7.
Then, the lifetime can be determined from Equations (1) and (2) as follows:

D3 — (T3~ ty)

Furthermore, we also obtained the ratio of change in the amplitude of the phosphorescence decay
in order to calculate the concentration of the analyte. For that, we used the area measured over the
time window T3, as indicated in Equation (4).

D
Iy, Ds—7Ts

=75 4)
i Dy - %'Ta

where I is the amplitude in absence of the analyte, and I; this e amplitude obtained for a given
analyte concentration.

2.6. Room-Temperature Phosphorescence Hb Determination

The typical procedure was carried out as follows: A series of solutions from 0.24 mg-mL~! CDs to
15 mM H;0O, were prepared and diluted to 3 mL with phosphate buffer (0.02 M NaH;PO4/NayHPOy,
pH 4.7) to achieve the final concentration of 2.8 x 1073 Ing-mL‘1 of CDs and 0.5 mM H,0O,. Next,
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increasing volumes of the 300 uM Hb stock solution to calibrate or Hb containing the sample were
added to previous solutions, and the RTP intensities of the solutions were determined after 5 min at
room temperature using standard 10 mm quartz cells. The average of the data from three independent
measurements were obtained. The same procedure was applied to the preparation of the samples for
Hb determination using the portable device.

2.7. Real Sample Measurement

Blood samples were obtained from laboratory volunteers; 10 uL of sample were diluted to 7 mL with
Milli-Q water and incubated for 30 min to release the Hb from the red blood cells. After centrifugation at
3000 rpm for 10 min, 10 pL of the sample were added to 3 mL of buffer solutions with of 2.8 x 1073 mg-mL_l
CDs and 0.5 mM HyO,. Then, the procedure for Hb determination was applied.

3. Results and Discussion

3.1. Carbon Dot Characterization

In general, the formation of CDs doped with N mainly involves two processes: condensation and
carbonization. = During these processes, the carboxyl and hydroxyl groups of citric acid
and the amino groups of ethylenediamine undergo complex condensation and carbonization
reactions involving intramolecular condensation to form small-molecule fluorophores, such us
5-ox0-1,2,3,5-tetrahydroimidazo[1,2a]pyridine-7-carboxylic acid [29] as well as carbon core-containing
nitrogen-doped carbon dots. The resulting molecular fluorophores are hypothesized to be located on the
surface and/or inside the CDs.

The size, morphology and structure of the synthesized CDs were studied by HR-TEM, EDX, XPS,
FTIR, and XRD. The HR-TEM image of the CDs (Figure 3A) shows that the CDs were spherical with a
low degree of agglomeration. The particle size distribution histogram was obtained from HR-TEM
and presented in Figure 3A. The sizes of CDs were distributed in a narrow range of 1-5 nm with an
average particle size of 2.5 nm in HR-TEM, and particle sizes of CDs obtained by DLS measurement
(Figure 3B) were shown to be ~10 nm, which is the normal size of CDs. Elemental analyses by EDX
were performed to discover the composition of the CDs, showing that C, N, and O atoms were present
in the composition of CDs (see Figure 3C). XRD was carried out, as seen in Figure 3E. A diffraction
peak was observed at 2& = 21.5°, which is typical for the amorphous crystal phase.

The FTIR spectrum of the CDs (Figure 3F) showed the characteristic bands of COOH stretching at
3440 cm~! and 1637 cm™!; NH bending at 1585 cm™!; C-N stretching at 1122 cm~!; and CH asymmetric
and symmetric stretching at 2950 and 2820 cm™, respectively. These data suggest the presence of
different functional groups such as -OH, -COOH, and -NH, on the surface of CDs [30].

Additionally, the elemental composition of the CDs was performed by XPS surface analysis.
As expected, the obtained data for the elemental composition of the CDs indicate the presence of a
carbon peak (Cls) at about 284 eV, an oxygen peak (Ols) at about 530 eV, and a nitrogen peak (N1s) at
about 398 eV. Additionally, the atomic quantification shows 69.37% C1s, 16.62% O1s, and 14.02% N1s
atoms, (Figure 3D).

3.2. Optical Properties of the Synthesized CDs

The presence of different surface groups such as hydroxyl, amine, or carboxyl on CDs improves
their stability and modulates the luminescent properties, paving the way for new sensing applications.
The prepared CDs showed a UV-Vis absorption spectrum with a maximum at 350 nm, attributed to the
n—7t * transition of C=0 bonds [31] (Figure 4A), and an emission spectrum ranging from approximately
400 to 550 nm, with an emission behavior independent of the excitation, and a maximum luminescence
wavelength at 442 nm, with a full width at half maximum (FWHM) of around 110 nm (Figure 4B).
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Figure 3. Characterization of carbon dots (CDs). (A) HR-TEM image; (B) CDs size distribution using
DLS; (C) EDX spectrum. (D) XPS spectra: Cls peak: 284 eV; N1s peak: 398 eV, and Ols peak: 530 eV.
(E) XRD pattern and (F) FTIR spectrum of CDs.
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excitation spectrum and red line emission spectrum. (C) Normalized photoluminescence decay for
different Hb concentrations. The offset of the curves was removed.
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It must be taken into account that for the synthesized carbon dots, they exhibited two
photoluminescence processes that competed simultaneously (that is, fluorescence and phosphorescence
emissions), both emitting near the same spectral range.

Yan et al. [32], in his study of the same CDs studied by us from citric acid and ethylenediamine,
attributes the observed phosphorescence to both the aromatic carbonyl groups present and to the
graphitic structure of the CDs, which is similar to the aromatic polycyclic structure; these polycyclic
aromatic hydrocarbons are a family of compounds well known for their phosphorescent properties.

The relative fluorescence quantum yield (QY) of the CDs was determined using a slope method
described in the literature [33]. The relative QY fluorescence of the CDs obtained using quinine sulfate
as standard was 0.41 + 0.05 as the average of three measurements.

3.3. The Mechanism of Quenching Carbon Dots Luminescence by Hb

The Hb spectrum presented a significant band at 407 nm and another minor band at 280 nm.
The aqueous solution of luminescent CDs upon addition of Hb showed an overlap in the absorption
spectra, a quenching, and a small red-shift in their emission spectra. The quenching was attributed to
the inner filter effect (IFE) by the partial overlap of the Hb spectra with the CDs emission spectra [34].
To confirm this mechanism, in addition to the overlap in the spectra, we calculated the lifetimes of the
system. This was confirmed by the phosphorescence lifetime calculated with the portable instrument
(see Figure 4C), in which these decays had a mean lifetime of T = 228.8 + 4.5 ms, which was calculated
using a time window of T1 = T, = T3 = 1.5 s and a time delay of t; = 1 ms. These results show that
the developed portable instrument is capable of measuring phosphorescent lifetimes, which is very
interesting for future sensing applications.

Moreover, the addition of HyO, to the solution containing CDs and Hb dramatically increased the
luminescence quenching of CDs. Barati et al. [31] suggest a different quenching mechanism from IFE.
In short, in the first step, Hb reacts to HyO, generating reactive oxygen species (ROS), mainly hydroxyl ocOH
and superoxide O~ radicals, which occurs with heme group degradation and iron release. The subsequent
oxidation of the surface hydroxyls of the CDs modifies the surface structure, leading to luminescent
quenching [35].

3.4. Assay Optimization

Firstly, a study of the effect of the solution reaction time, pH, and H,O, was conducted.
The equilibration time was studied, finding that 6 min is sufficient to obtain stable measurements.
The influence of pH on the response was investigated in the range of 1.5-9.5 (0.02 M NaH,PO,/Na, HPO,
buffer). As shown in Figure 5A, the greatest attenuation occurred at pH 4, dramatically decreasing in both
more acidic and basic media. Likewise, the concentration of H,O, exerted a great effect on the attenuation
of luminescence (Figure 5B), with 0.5 mM being the optimal value.

3.5. Prototype Implementation and App Application

As described above, the phosphorescence intensity and lifetime measurement algorithm was
implemented in a reconfigurable device whose full hardware configuration is shown in Figure 6
and implemented in the portable device in Figure 7. This design was implemented using the PSoC
Creator Integrated Design Environment (IDE), which makes it possible to configure the different
hardware modules and implement the firmware. As seen in Figure 1, the LED driver responsible
for controlling the excitation source was implemented through a pulse-width modulation (PWM)
module. This module generates two digital signals, which are connected to two hardware triggered
interrupts to turn on/off the LED. This implementation based on interruptions makes it possible to
monitor the time intervals in which the excitation LED is turned on/off very accurately. The signal
obtained from the photodiode is amplified (A, = 4 V/V) using a programmable gain amplifier (PGA)
to adapt the signal to the dynamic range of the analog digital converter (ADC) module, which was
configured as singled-ended. The ADC converts the signal recorded from the photodiode to the digital
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domain at a sampling rate of 250 kHz and a resolution of 12 bits, generating an end of conversion
(EOCQ) interruption every time that a new conversion is completed. Therefore, the integration of the

signal over each time window yields Equations (5) and (6) as follows:

N=ri TiFs
D; = Z VapcjTs = Fs: Z Vapc;, i=1,2
i=0 i=0
T
N=7 T5-Fs
Dq Dy
D3 = (Vapc, = =) Ts =Fs- )  (Vapcj— =)
;J Coh =0 T h

®)

(6)

where T and Fs are the sampling period and the sampling frequency, respectively, and Vapc; is the

value of the j conversion.
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Figure 5. (A) pH dependence of luminescence quenching; 2.8 x 1073 mg-mL~! CDs, 0.5 mM H,0,,
1 uM Hb in 0.02 M phosphate buffers. (B) Influence of HyO, concentration on luminescence quenching;
2.8 x 1073 mg-mL~! CDs, 0.15 uM Hb in 0.02 M NaH,PO,/Na,HPO, pH = 4.7 buffer.
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Figure 6. Diagram block of the developed instrument showing the electronics part and the
measurement setup.
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Figure 7. A 3D model (A) and real view (B) of the final portable instrument.

Once the lifetime is calculated using Equation (3), it is sent by the Bluetooth interface, implemented
as an external Bluetooth Low-Energy (BLE) module based on the CC2541 system-on-chip (SoC)
(Texas Instrument, Dallas, TX, USA). A full-duplex universal asynchronous receiver-transmitter
(UART) module is the interface with the BLE module, which works as a slave of a central/master device.
In this work, the master device is a smartphone that runs an app for data visualization and triggers
new measurements.

3.6. Interference Study

One of the major challenges in the determination of Hb is the selectivity required in the presence
of interfering ions and various biologically important species commonly found in real samples that
may hamper the analytical application to Hb sensing. To evaluate whether this approach is highly
specific for Hb, the quenching of CD suspensions was recorded in the presence of different interfering
species, both molecules and ions (final concentration of 10 uM) typically found in blood samples,
i.e., ascorbic acid, glucose, uric acid, K¥, Mg2+, Na*, and Ca2?*. None of these species elicited a
discernible effect on the phosphorescence response of CDs/H,O, for the determination of Hb (Figure 8).
These results confirm that neither inorganic nor organic analytes found in blood interfere with our
assay, validating the selectivity of the phosphorescence system towards Hb.

0.8
= 0.6 1

0.4

0.2

Figure 8. Selectivity of RTP assay. Response of interferents (10 uM for ascorbic acid, glucose, and uric
acid and 0.1 mM for cations) and response of Hb (100 nM) in the presence of interferents.
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3.7. Analytical Characterization of the Portable Luminescent Instrumentation

The feasibility of the developed instrument was tested using the CDs as a phosphorescent
probe and measuring the change in quenching phosphorescence in the presence of Hb at different
assay concentrations.

Furthermore, we extracted the intensity-based (Ip/I) Stern—Volmer plot using Equation (4) for the
different Hb concentrations. This plot makes it possible to define a calibration function to determine
the concentration of analyte (Hb) from the ratio between the intensity in the absence of Hb and the
intensity measured for a certain concentration of Hb. The calibration function obtained in this case is
indicated in Equation (7), a linear dynamic range from 19 nM to 125 nM and a correlation coefficient of
0.9976. The LOD was calculated using the standard criteria, namely LOD = 30/slope, where o is the
standard deviation (1 = 20) of the difference in luminescence intensity between a CD solution and a
blank solution; in this case, the criterion for the quantification limit (LOQ) was 100/slope. With this
criterion, the value of the LOD was 6.2 nM, and the LOQ was 18.8 nM. Then, the Hb concentration
could be extracted using this calibration curve and the ratio of intensities previously measured. Finally,
this value was sent by the Bluetooth interface to the Android app (Figure 9). The app, in addition to
simply working as a display of this value, is also used to trigger new measurements. A comparative
study of different analytical performance for colorimetric and fluorimetric detection of GSH is presented
in Table 1.

170 = 320-107%-Hb + 1; R*> = 0.9976 7)

3.8. Application to Real Sample Analysis

Despite the good selectivity of phosphorescence CDs to detect Hb in the presence of interfering ions,
the problem of unspecific interferences is hard to tackle due to the inherent compositional complexity of
real biological samples. To validate the selectivity of the proposed assay for Hb determination in blood,
samples from two healthy human volunteers were analyzed after a large dilution of samples to reduce
any interference. Moreover, the quantification after addition of a known amount of Hb (0.040 and
0.080 uM) in the diluted blood samples showed a good recovery percentage (Table 2). These results
demonstrated the good accuracy of phosphorescence CDs for Hb determination in human blood.

| 33l Phosphorescent CDots

Hb

107 nM

Last read
Tue Jan 14 14:53:27 2020

Start

50 100 150

Figure 9. (A) Intensity based (Iy/I) Stern—Volmer plot for different concentrations of Hb. Inset shows a
UV-illuminated photograph of CDs with different concentrations of Hb. (B) App screenshot showing
the result of one measurement.
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Table 1. Comparison of performance of proposed method for Hb with literature.

Method Materials Linear Range (nM) LOD (nM) References
Colorimetry Curcumin nanoparticles 15.5-620 1.55 [16]
Colorimetry G-quadrupolex DNAzymes 1-120 0.64 [36]
Fluorimetry =~ Molecular Imprinting Polymers 25-3000 7.8 [21]
Fluorimetry Terbium complexes 9-540 3 [37]
Fluorimetry CdHgSe QDs 4-440 2 [38]
Fluorimetry CDs 1-4000 0.12 [39]
Fluorimetry BSA-AuNCs 1-250 0.36 [17]
Fluorimetry AuNCs 10-2000 5 [22]
Fluorimetry Silicon nanoparticles 50-4000 40.0 [40]

RTP CDs 19-125 6.2 This work

Table 2. Hb determination in real blood samples.

Concentration of Hb

Samples Detected Blood Added Recovered Recovery %
(uM) (mM) (uM) (uM)
0.040 0.052 93.6
Volunteer 1 0.050 10.500 0.080 0.085 105.9
0.040 0.038 95.0
Volunteer 2 0.045 9.450 0.080 0.087 108.4

4. Conclusions

The determination of Hb was carried out using a portable reconfigurable device developed in
our laboratory for the room-temperature phosphorescence measurement of CDs. The development
sensor combines the nanoparticles with the RTP detection, resulting in a significant improvement in
the selectivity and sensitivity of the detection of Hb.

The portable device allowed for the determination of Hb with good sensitivity, and a detection
limit of 6.2 nM for Hb was reached within a linear range up to 120 nM in concentration.
The analytical applicability of the portable instrument was successfully demonstrated by blood
analysis. The adjustment of the measuring range using a reconfigurable electronic system has great
potential for future applications. This instrument offers the advantages of versatility, portability and
accuracy for RTP measurements.
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Abstract: This work present an innovative application of Carbon dots (Cdots) nanoparticles as
sensing layer for relative humidity detection. The developed sensor is based on interdigitated
capacitive electrodes screen printed on a flexible transparent (polyeth)ylene ter(ephthalate) (PET)
film. Cdots are deposited on top of these electrodes. An exhaustive characterization of the
nanoparticles has been conducted along with the fabrication of the sensor structure. The
accompanied experiments give all the sensibility to the Cdots, showing its dependence with
temperature and exciting frequency. To the best of our knowledge, this work pave the path to the
use of these kind of nanoparticles in printed flexible capacitive sensors aimed to be employed in the
continuously expanding Internet of Things ecosystem.

Keywords: capacitive sensors; moisture content; nanomaterials; screen printing; printed electronics

1. Introduction

The increasing demand in sensors and actuators in the last decades has motivated the research
of new sensing materials, which fulfil the desired requirements such as cost-effective materials, high
sensitivity and high selectivity to the parameter of interest, among other characteristics [1].
Furthermore, though the sensing material improvement is of principal interest not least is the
selection of the substrate that supports it. This selection determines the integration of the sensor with
the environment where the magnitude to measure must be acquired. Ideally, the inclusion of sensor
systems must be transparent to the controlled processes and above all, it should not influence the
design of the process or system to be controlled.

In this context, the development of relative humidity (RH) sensors attracted considerable
attention given their importance for various processes in the food industry and industrial processes
[2-5]. In particular, the interdigitated electrode (IDE) has been extensively investigated to detect
capacitive humidity sensors [6-8]. Many materials have been used to manufacture flexible relative
humidity sensors in IDE systems, such as carbon nanotubes (CNTs) [9], metal and organic
frameworks (MOFs) [10] and different polymers or oxides [11-13].

In this sense, nanomaterials (metal nanoparticles, semiconductor quantum dots, carbon dots,
nanotubes, and nanocrystals) can be used as novel sensing elements and they allow us to build
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

85
86

87

88
89
90
91
92

Nanomaterials 2020, 10, x FOR PEER REVIEW 2 0f9

devices much smaller than before. There are many examples in the literature where this kind of
materials is employed for different sensing applications. For example, CNTs and graphene derivates
have been utilized for gas [14-16], temperature [17,18] and relative humidity (RH) sensing [12,19].
They offer high sensitivity and flexibility to the sensor but they lack of selectivity: they response to
almost everything [20]. Other wide use nanomaterials are metal nanoparticles, which have used for
not only electrodes [21] but also together with CNTs to tune their selectivity [22,23]. Recently, new
nanoparticles called Carbon dots have emerged and attracted growing interest in chemistry physics
and materials science. Carbon dots (Cdots) exhibit excellent properties, which included aqueous
solubility, good electronic conductivity, low toxicity and biocompatibility [24]. They can be
synthesised using a simple, cost-effective and environmentally friendly method at large scale.
Although these Cdots-based materials hold great promise in bioimaging, drug delivery, sensors,
photocatalysis and optoelectronics [25], much work is still necessary to explore the full potentials of
these nanomaterials in the development of advanced smart sensors, new avenue for creating simple,
selective, and non-invasive real-time analysis, as they can satisfy the growing demand for rapid and
cost-effective quantitation [26].

In this work, we demonstrate the potential use of Cdots as sensing layer for capacitive RH and
temperature sensors. The designed sensors are manufactured on a flexible substrate by means of
printed electronics (PE), which allows its integration in almost any device or artefact, enabling its
pervasiveness (understood as the ability to be integrated into any element of the environment), and
a desired feature for the well-known Internet of Things (IoT) ecosystem. Indeed, thanks to PE, the
sensors fulfil most of the desired features of the IoT paradigm, where each physical entity can be
connected to its environment and share parameters of its surroundings and self-status, and
therefore, they will contain more than one sensor. For these huge amount of needed devices, it is
expected by 2020 to have more than 75 billion connected things [1,27], it is mandatory to achieve a
cost-effective and large-scale manufacturing. Moreover, other desirable features are conformability
(for adapting the electronics to the surfaces shapes) and environmental friendliness (for the
reduction of generated wastes during the whole product life). All these features can be achieved by
using PE [28,29]. The sensor described in this work corresponds to such devices incorporating a
novel sensing element: a Cdots-based layer. It is the first time that their electrical properties towards
environmental conditions have been explored to the best of our knowledge. We have also performed
such analysis over frequency in order to gain a better insight of its response and try to exploit it
better as in previous works [9,30].

The exhaustive presentation of the work introduced in this section is structured in the following
sections. Section 2 presents all de materials and methods used for developing the RH sensor: from
the tools and instruments for the synthesis of the Carbon Dots to the fabrication and deposition
technologies for the interdigitated electrode (IDE) capacitive sensor. The document continues in
Section 3 showing the results obtained from de devices under test (DUT), describing the conducted
experiments. A detailed discussion of these results shows the skills of these RH sensors indicating its
dependence and behaviour with temperature changes. Finally, Section 4 contains the conclusion of
this work where its strengths are remarked

2. Materials and Methods
2.1 Carbon Dots Synthesis

2.1.1 Synthesis of Carbon dots

The Cdots were prepared according to the procedure described by Salinas-Castillo et al. [4, 5].
Rapid procedure with a dissolved citric acid and PEI in water, then, it was placed in microwave and
heated at 180 °C for 5 min at 850 W potential. The solution was dyalized using spectraZpro dialysis
membrane 1 KDa cut-off. The solution was characterised by several techniques and obtained results
agrees with previous reference.
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2.1.2 Instrumentation

Microwave Milestone MicroSYNTH was use for synthesis. XRD were carried out at the Centre of
Scientific Instrumentation (University of Granada) on an EA 1108 model Fisons-Carlo Erba analyzer.
High-resolution transmission electron microscopy (HR-TEM) images were obtained from a FEI TITAN
G2 60-300 field-emission instrument, equipped with a HAADF detector, the samples were prepared at
room temperature in air by the deposition of a drop of aqueous solution of CNDs on a commercial 400
pum mesh carbon Cu-grid.

Fourier transform infrared (FTIR) spectra were obtained using a PerkinElmer FT-IR Spectrum
Two spectrometer. The X-ray diffraction (XRD) was carried out at the Centre of Scientific
Instrumentation (University of Granada) on a Fisons-Carlo Erba analyser model EA 1108. X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) analyses were carried out at the Centre of Scientific Instrumentation
(University of Granada), with a Kratos Axis Ultra-DLD.

2.2. Sensor Fabrication

The sensors were fabricated on the transparent (polyeth)ylene ter(ephthalate) (PET) film with 125
um. First, the interdigitated electrodes (IDEs) were screen printed with manual screen printer Nino
(Coruna Printed Electronics GmbH) using a silver conductive paste (1010 from Loctite). The paste
consists of 68 + 2% silver particles. The screen mesh density was 165 T/cm. After depositing the
electrodes, the samples were dried in an oven (Memmbert UF55, Germany) at 60 °C for 60 min.

The NP were dispersed in ethanol and left in ultrasonic bath for 1 h. After that, they were
drop-casted onto the electrodes and dried in a hotplate at 60 °C for 10 min. Figure 1 depicts a
schematic of the sensor and a real picture of the device. The IDE structure is composed by 20 fingers
per electrode of 2 mm length and 200 um width and spacing among consecutive fingers. The resulting
thickness is 4.1 + 0.6 um. The darker yellowish spots are accumulation of Cdots.

1 mm

“ ®

Figure 1. Schematic of the sensor (a) and real picture (b).

2.3 Characterization

The capacitance measurements were obtained using the E4990A impedance analyzer (from
Keysight Technologies, USA) with an impedance probe kit (42941A). The excitation voltage applied
was Voc=0and Vac=500 mV in all measurements and the frequency ranged from 1 kHz to 10 MHz. A
calibration was performed to compensate the parasitic elements, as the one described in [30]. The
sensor was placed in a climatic chamber (VCL4006 from Voétsch Industrietechnik GmbH, Germany)
with the temperature and humidity control. For the RH sensing, the moisture content was ramped up
in 10% steps and held for 1 h to ensure a stable value in the whole chamber volume. A similar
approach was followed for the temperature sensing with 5 °C steps for 30 min. The measurements
were automated with the use of LabVIEW 2016.

The thickness of the electrodes were measured with a Dektak XT™ Stimulus Surface Profiling
System (Bruker Corporation, Conventry, UK).
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3. Results and Discussion

This section may be divided by subheadings. It should provide a concise and precise
description of the experimental results, their interpretation as well as the experimental conclusions
that can be drawn.

In this section, we first show the characterization of the Cdots followed by the one of the
fabricated device with respect to the moisture content at a fixed temperature. Later, we analyse the
effect of temperature at different RH values.

3.1 Characterization of Carbon dots

The size, morphology and structure of the Cdots were studied by high-resolution HR-TEM,
EDX, XPS, FTIR and XRD.

The HR-TEM image of Cdots shows that the Cdots are spherical with a low degree of the
agglomeration. The particle size distribution histogram is presented in Figure 2a. The size of CDs is
distributed in narrow range of 1-6 nm with an average particle size of 4 nm, see Figure 2b. Elemental
analysis by EDX were performed to know the composition of Cdots, shows that C, N and O atoms
are present on the composition of Cdots.

50
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Figure 2. Characterization of the CDs. (a) HR-TEM image; (b) Size distribution for CDs; (c) XPS
spectra: Cis peak: 284 eV; Nis peak: 398 eV and O:s peak: 530.

The FTIR spectrum of Cdots showed typical bands (COOH of 3440 cm™!, NH of 1585 cm™!, CH
of 2950 and 2820 cm-!, CN of 1122 cm™!). Furthermore, the elemental composition of the Cdots was
performed by XPS surface analysis (Figure 2c). As expected, the obtained data for the elemental
composition of Cdots indicate the presence of a carbon peak at about 284 eV, an oxygen peak at
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about 530 eV and a nitrogen peak at about 398 eV. Additionally, the atomic quantification shows
69.37% Cls, 16.62% Ols and 14.02% N1s atoms. XRD pattern had a broad diffraction peak at
2P =20.5° suggesting an amorphous material.

3.2 Response to RH

Before depositing the sensing layer, we measured a capacitive value of about 4 pF at 100 kHz at
room conditions. We also characterized the silver electrodes on PET with the same RH swept and
there was virtually no change in the capacitance over the frequency range selected (less than 3% in
the whole range) [31] . Therefore, any variation in the response with respect to moisture content can
be attributed to a change in the sensing layer.

Figure 3 present the response of the DUT (Device Under Test) towards RH at different
frequencies. The DUT shows a capacitive behaviour with about 8.8 pF measured at 100 kHz and
room conditions. The highest response to RH is found at the lowest frequency. Above 100 kHz the
capacitance changes less than 100 fF. Therefore, we have analysed the response at 1 kHz and 10 kHz
(see Figure 4). In terms of absolute response, the capacitance varies 2 pF at 1 kHz and 0.6 pF at 10
kHz from 20% to 85%RH. In terms of linearity, the response at 10 kHz shows a coefficient of linear
regression above 0.84 while the fitting curve at 1 kHz has a coefficient of linear regression below
0.73. With respect to the hysteresis, the maximum error between the data recorded increasing and
decreasing RH is about 200 fF at 1 kHz and about 50 fF at 10 kHz. In both cases, the maximum error

happens at 60%RH.
115
* 1kHz
11.0 * 10 kHz
__105 100 kHz
m
e 1 MHz
(5]
g 100 * 10 MHz
8
S 95
o
(]
O

20 45 70 95
RH(%)

Figure 3. Capacitance vs. RH at different frequencies and 40°C.

Looking at the calibration curves, they could be better fitted by two lines, one covering from
20%RH to 55%RH and the other fitting line for higher RH values, see Table 1. In fact, the sensitivity
above 55%RH is one order of magnitude higher than at low RH values. In the case of the curves for
higher RH values, the sensitivity is about 70 fF/%RH and 17 fF/%RH at 1 kHz and 10 kHz,
respectively.
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179 Figure 4. Calibration curves increasing and decreasing RH at 1 kHz (a) and 10 kHz (b).
180 Table 1. Calibration curves extracted from Figure 4.
Freq. RH<55% RH>55%
. C(pF)=0.0047-RH(%)+8.6162 C(pF)=0.0696-RH(%)+4.9399
R2=0.9579 R2=0.9050
. C(pF)=0.0028-RH(%)+8.6542 C(pF)=0.0169-RH(%)+7.7843
R2=0.9468 R2=0.8995
181 3.3 Response to Temperature
182 The most interfering factor in humidity sensor is temperature. In this sense, we have analysed

183  its influence in our DUT, varying the temperature from 20 to 70°C. Error! Not a valid bookmark
184  self-reference. shows the capacitance over temperature for different frequencies at 60%RH (Error!
185  Not a valid bookmark self-reference.a) and 40%RH (Error! Not a valid bookmark self-reference.b).

186 It can be seen how there is a significant thermal drift in both cases, although it is slighter lower at
187  higher RH values.
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188 Figure 5. Capacitance vs. Temperature at different frequencies and (a) 60%RH and (b) 40%RH.
189 Finally, we have calculated the sensitivity to RH and the thermal drift of the sensor at the

190  different frequencies, Sri and Sr (f), respectively using Eq. 1 and 2.
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Figure 6 presents the calculated sensitivities. The dependency with respect RH is 4 times higher

at 1 kHz and 1.5 times at 10 kHz than the one to temperature whereas at higher frequencies there is

almost no dependency towards RH but the thermal drift cannot be neglected (even at 10 MHz the

variation is more than 3 fF/°C). This could be exploited as self-thermal compensated RH sensor by

measuring at higher frequencies (above 1 MHz) the temperature value and using it to compensate
the RH value obtained at lower frequencies (below 100 kHz).
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Figure 6. Sensitivity to RH (at 40 °C) and thermal (at 60%RH) sensitivity over frequency.

4. Conclusions

Carbon dots materials have been studied for sensing devices implementations in IDE for their
use for capacitive humidity sensors. Furthermore, the sensor is fabricated by printing techniques on
a flexible substrate, providing more interesting features, such as pervasiveness, light-weight and
cost-effective devices.

The fabricated devices show a capacitive behavior with about 8.7 pF measured at 100 kHz and
room conditions. The highest response is found at the lowest frequency. Above 100 kHz the
capacitance changes less than 100 fF. In terms of absolute response, the capacitance varies 2 pF at 1
kHz and 0.6 pF at 10 kHz from 20% to 90%RH.

The electrical characteristics of Cdots for the development of printed sensors has been
presented. Cdots can be used as sensing layer in this kind of devices, although an exhaustive
characterization on frequency is mandatory. Moreover, form this study, a method of temperature
compensation could be used without tending an extra temperature sensor: self-compensated
humidity sensor. To achieve that, temperature will be measured at frequencies above 1 MHz, and
this reading of the temperature will be employed to compensate the RH value obtained at
frequencies below 100 kHz.
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TiTULO

Asistencia a cursos, seminarios o conferencias

DESCRI PCI ON

Scientific research, publishing and ethics

FECHA INC O FECHA FIN N_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTCR

25-09-2017  28-09-2017 9 Excelente. .Actividad de gran utilidad para la formacion etica del doctorando

en relacion con las publicaciones cientificas

DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.° 25

I NSTI TUCI ON DONDE_SE _REALI ZO TI PO | NSTI TUCI ON CENTRO PA S
Salén de Grados (Facultad de Ciencias) Universidad ECsens, Facultad de Ciencias, Programa de ESPANA

Doctorado en Quimica, Departamento de
Quimica Analitica

TiTuo

Asistencia a cursos, seminarios o conferencias

DESCRI PCl ON

Biomimetic Microfluidics and Stimuli Responsive Materials: New Solutions to Old Problems in Bio-Chemical Sensing
FECHA INNCIO  FECHA FIN N°_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTOR

18-10-2017  18-10-2017 2 Excelente. .Actividad organizada dentro del grupo de investigacion y en

relacion con su trabajo de Tesis Doctoral

DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.° 26

I NSTI TUCI ON DONDE_SE_REALI ZO TI PO | NSTI TUCI ON CENTRO PAI S

Facultad de Ciencias Universidad Salén de Actos (Edificio Mecenas) y Sala de  ESPANA
Exposiciones (Hall de la Facultad de
Ciencias)

TiTuo

Asistencia a cursos, seminarios o conferencias

DESCRI PCI N

| Simposio de la Unidad de Excelencia de Quimica Aplicada a Biomedicina y Medioambiente

FECHA INNCIO  FECHA FIN N°_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTCR

12-01-2018 12-01-2018 6 Excelente. .Actividad de la Unidad de Excelencia de Quimica de interes para la

formacion integral del doctorando

DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.° 27

I NSTI TUCI ON DONDE_SE_REALI ZO TI PO I NSTI TUCI ON CENTRO PA S
Salén de Grados (Facultad de Ciencias) Universidad Unidad de Excelencia de Quimica aplicada ESPANA
a Biomedicina y Medioambiente
TTuo
Asistencia a cursos, seminarios o conferencias
DESCR! PCI ON
From interlocking and knotted rings to molecular machines
FECHA INNCIO  FECHA FIN N° DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTOR
08-06-2018 08-06-2018 2 Excelente. .Actividad organizada por la Unidad de Excelencia de Quimica de

gran interes por la categoria del conferenciante.

DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.° 28

I NSTI TUCI ON DONDE_SE REALI ZO TIPO INSTITUCON  CENTRO PA S

Espacio V Centenario (Antigua Facultad Universidad Escuela Internacional de Posgrado, ESPANA

de Medicina Universidad de Granada) Universidad de Granada, CRD - Consejo de
Representantes de Doctorandos

TiTULO

Presentacion de una comunicacion (pdster u oral) en un congreso nacional o internacional

DESCRI PCI ON

Ha presentado una comunicacion en formato oral relativa al trabajo de investigacion que esta realizando de acuerdo

con el plan previsto.

FECHA INNCIO FECHA FIN N°_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTOR

20-06-2018 22-06-2018 23 Excelente. .Actividad de interes general para el fomento de la
interdisciplinariedad.
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DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.°29

I NSTI TUCI ON DONDE SE REALI 2O TIPO INSTITUCION  CENTRO PAI S
Salén de Actos del Centro de Universidad Dpto. Quimica Organica, Unidad de ESPANA
Instrumentacion Cientifica, UGR. Excelencia de Quimica aplicada a

Biomedicina y Medioambiente de la
Universidad de Granada.

TiTUO

Asistencia a cursos, seminarios o conferencias

DESCRI PCI N

Making Electronic and Optoelectronic Materials from Molecular Building Blocks

FECHA INNCIO FECHA FIN N°_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTOR

25-09-2018 25-09-2018 1 Excelente. .Actividad de interes en el contexto del grupo de investigacion acera

de sensores.

DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.°30

I NSTI TUCI ON DONDE_SE _REALI ZO TI PO I NSTI TUCI ON CENTRO PA S

Aula G1 - Facultad de Ciencias Universidad Academia de Ciencias Matematicas, Fisico- ESPANA
Quimicas y Naturales de Granada

TiTULO

Asistencia a cursos, seminarios o conferencias

DESCRI PCI ON

Nanotecnologia en la vida cotidiana

FECHA INC O FECHA FIN N°_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTCR

26-09-2018 26-09-2018 2 Excelente. .Actividad de formacion general sobre el tema de investigacion del

doctorando.

DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.°31

I NSTI TUCI ON DONDE_SE REALI ZO TIPOINSTITUCON  CENTRO PAI S

Palacio de Congresos de Granada Universidad Grupo Regional Andaluz de la Sociedad ESPANA
Espafiola de Quimica Analitica

TiTuo

Presentacion de una comunicacion (poster u oral) en un congreso nacional o internacional

DESCRI PCI ON

Contribucion en congreso (GRASEQA 2018) para difundir sus resultados de investigacion

FECHA INC O FECHA FIN N°_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTCR

01-10-2018 05-10-2018 35 Excelente. .Congreso regional de la Sociedad de Quimica Analitica donde ha

presentado una comunicacion.

DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.°32

I NSTI TUCI ON DONDE SE REALI 70 TIPO INSTITUCION  CENTRO PAI S
Salén de Actos (Edificio Mecenas, Universidad Departamento de Quimica Analitica ESPANA
Facultad de Ciencias) <<Fermin Capitan Garcia>>, ECsens,

Facultad de Ciencias, Unidad de Excelencia
de Quimica Aplicada a la Biomedicina y al
Medioambiente, Escuela Internacional de

Posgrado
TiTUO
Asistencia a cursos, seminarios o conferencias
DESCRI PCI ON
Design and synthesis of indicator dyes for smart textiles: applications in medicine, wellness and sports
FECHA INC O FECHA FIN N°_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTCR
19-11-2018 19-11-2018 1 Excelente. .Actividad organizada por el grupo de investigacion de interes en el

campo de sensores.

DETALLE DE LA ACTIVIDAD N.°33

I NSTI TUCI ON DONDE_SE_REALI ZO TIPO INSTITUCON  CENTRO PAI S
Salén de Grados de la Facultad de Universidad Master en Fisica ESPANA
Ciencias

TTuo

Asistencia a cursos, seminarios o conferencias

DESCRI PCI N

Sensado y Computacion Neuromorfica con Dispositivos Emergentes

FECHA INNCIO  FECHA FIN N°_DE HORAS  VALORACI ON DEL TUTOR

21-02-2019 21-02-2019 3 Excelente. .Actividad de interes en el campo de inteligencia artificial que

tambien es de utilidad en el campo de sensores difusos.




Documento de Actividades de FABIO MURRU (AX7683787 - Exp.= 62856) Pag. 8/8

EL COORDINADOR EL DIRECTOR DE LA ESCUELA DE DOCTORADO DE CIENCIAS,
TECNOLOGIAS EN INGENIERIAS

Carrasco Marin, Francisco Garcia Casco, Antonio











