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e Resumen en espafiol:
En el presente trabajo de Tesis Doctoral se realizé la sintesis de puntos cudnticos
de seleniuro de cadmio (CdSe) en solucidén acuosa estabilizados con una mezcla
formada por acido 3-mercaptopropionico (MPA) y acido n-morfolino
etanosulfénico (MES). Se investigd el cambio de los diversos parametros de la
sintesis como también de la relacién MPA/MES. Los puntos cuanticos de CdSe se
caracterizaron de acuerdo con sus propiedades Opticas, electroquimicas y
electroquimioluminiscentes, lo que permitié seleccionar aquellos con mayor
rendimiento cudntico de fluorescencia y alta emisién electroquimioluminiscente
para ser utilizados, en una segunda instancia, para el desarrollo de sensores e
inmunosensores electroquimioluminiscentes.

Adicionalmente, se sintetizaron heteroestructuras conjugadas formadas por
puntos cuanticos de CdSe (MPA/MES CdSe) y g-CsN4 (MPA/MES CdSe@g-C3Na4). Se
realizd una caracterizacion fotofisica y electroquimica de las heteroestructuras
conjugadas, en donde se determiné que la EQL de la heteroestructura conjugada
responde a un mecanismo de transferencia electrdnica, en donde el emisor
luminiscente es el QD. La heteroestructura conjugada fue utilizada como sonda
electroquimioluminiscente para la deteccion de perdxido de hidrogeno (H20;) en
matrices complejas, como suero humano liofilizado. El sensor resulto muy
sensible, logrando un limite de deteccidn de 1,81x1073 uM, ademds de presentar
un bajo efecto debido a interferentes.

En una ultima etapa, se desarrolld un inmunosensor electroquimioluminiscente
para la deteccidon de la micotoxina esterigmatocistina (STE). Para alcanzar el
objetivo propuesto, se modificaron electrodos de éxido de indio y estafio (ITOs)
con g-C3Ng, el que se utilizé como plataforma electroquimioluminiscente para la
inmovilizacion de anticuerpos monoclonales anti STE (mAb-STE). La deteccion de
STE se basd en un formato competitivo. El mismo necesité de la conjugacion de
STE, por medio de un enlace covalente, con puntos cudnticos de CdSe, mediante
el uso de L-lisina como espaciador. Se caracterizé el bioconjugado desarrollado
por técnicas espectroscopicas y electroquimicas. La deteccion de STE en matrices
complejas de extracto de granos de maiz se realizo a partir de la técnica EQL on-
off, en donde la sefial de EQL obedecen a un mecanismo de transferencia
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electrénica entre el g-CsNa y los puntos cudnticos de CdSe. El inmunosensor
presentd un limite de deteccion de 9,77x10~" ng mL™, equivalente a 6,97x10° ug
Kg! de STE en maiz, y porcentajes de recuperacion entre 86,5% y 99,3%. El
rendimiento del inmunosensor desarrollado fue comparado con HPLC UV-vis,
obteniendo una excelente correlacion entre ambos métodos. En resumen, esta
Tesis Doctoral abarca aspectos tanto fisicoquimicos como analiticos, a partir de la
sintesis de nanoestructuras y desarrollo de sensores/inmunosensores
electroquimioluminiscentes. Se abordaron estudios fisicoquimicos de las
nanoestructuras sintetizadas con el fin de comprender su comportamiento
fotofisico y electroquimico, y su aplicacién al desarrollo de sensores/biosensores,
abordando asi aspectos de la quimica analitica moderna.

Resumen en inglés:

In this Doctoral Thesis work, a study was carried out on the synthesis of CdSe
qguantum dots stabilized with a mixture formed by 3-mercaptopropionic acid
(MPA) and n-morpholino ethanesulfonic acid (MES) at different molar radii
(MPA/MES) with the aim of stabilizing the nanocrystals in aqueous solutions. The
guantum dots were characterized according to their optical, electrochemical and
electrochemiluminescent properties, which allowed the selection of quantum
dots with higher quantum yield and higher electrochemiluminescent emission to
be used, in a second instance, for the development of electrochemiluminescent
sensors and immunosensors.

Additionally, heterostructures formed by CdSe (MPA/MES CdSe) quantum dots
and g-CsNs (MPA/MES CdSe@g-CsN4) were synthesized. A photophysical and
electrochemical characterization of the heterostructures was performed, where
it was determined that the electrochemiluminescence of the heterostructure
responds to a resonance energy transfer process, where the luminescent emitter
is the quantum dot. The heterostructure was used as an electrochemiluminescent
probe for the detection of hydrogen peroxide (H20;) in human serum matrices.
The sensor was found to be very sensitive, with a detection limit of 1.81x1073 uM,
as well as selective.

In a final step, indium tin oxide electrodes (ITOs) were modified with g-CsNa4, which
was used as an electrochemiluminescent platform for immobilization of
monoclonal antibodies (mAb-STE) for the development of an
electrochemiluminescent  immunosensor to detect the  mycotoxin
Sterigmatocystin (STE). The detection of STE was based on a competitive format,
through the bioconjugation of STE covalently bound to CdSe quantum dots using
L-lysine as a spacer. The developed bioconjugate was characterized by
spectroscopic and electrochemical techniques. The detection of STE in complex
matrices of corn extract was performed using the on-off
electrochemiluminescence technique. The immunosensor presented a detection
limit of 9.77x10~7 ng mL™?, equivalent to 6.97x10°° pug Kg* of STE in corn, and
recovery percentages between 86.5% and 99.3%. The performance of the
immunosensor developed was compared with HPLC UV-Vis, obtaining an
excellent correlation between both methods. In summary, this Doctoral Thesis
covers both physicochemical and analytical aspects, from the synthesis of
nanostructures and development of electrochemiluminescent
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sensors/immunosensors, based on photophysical and electrochemical studies.
Studies of the synthesized nanostructures were addressed to understand their
photophysical and electrochemical behavior. The synthesized nanostructures
were used in the development of sensors/immunosensors, thus addressing
aspects of modern analytical chemistry.
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Abreviaturas

CH, 0, concentracion de perdxido de hidrogeno en suero liofilizado
CoTE concentracion de esterigmatocistina en el seno de la solucion
e electron

Epa potencial de pico anddico

Epc potencial de pico catddico

h* hueco

IrqQL intensidad de electroquimioluminiscencia

Iﬁgf Intensidad de electroquimioluminiscencia del area bajo la curva
I intensidad de fluorescencia

AG variacion de la energia libre de Gibbs

Ab anticuerpo

Ag antigeno

BC banda de conduccion

BSA albumina sérica bovina

BV banda de valencia

CdSe punto cuantico de seleniuro de cadmio

CdSe@STE bioconjugado de puntos cudnticos de seleniuro de cadmio con

esterigmatocistina hemiacetal
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CE

CvV

EDC

EIC

EQL

ER

FWHM

g-C3Ny

HPLC

HTBA

ITO

LD

L-lys

LC

mAb-STE

MES

contraelectrodo

coeficiente de variacion

potencial

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
brecha de banda energética o banda prohibida
electrodo impreso de carbono
electroquimioluminiscencia o quimioluminiscencia electrogenerada
electrodo de referencia

ancho completo a la mitad del maximo
nitruro de carbono grafitico

constante de Planck (6,62 x 1034 J s)
cromatografia liquida de alto rendimiento
hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
corriente

electrodo de 6xido de indio y estafio

limite de deteccion

lisina clorhidrato

limite de cuantificacion

anticuerpo monoclonal anti esterigmatocistina

acido n-morfolino etanosulfonico
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MPA

acido 3-mercaptopropionico

MPA/MES CdSe punto cuantico de seleniuro de cadmio con recubrimiento de MPA

y MES

MPA/MES CdSe@g-C3Ns  heteroestructura de puntos cuanticos de seleniuro de cadmio

NHS

PBS

RET

RSD

STE

STE-OH

TPrA

TEA

Tris-HCI

AE,

bn

conjugada con nanolaminas de nitruro de carbono grafitico
N-hidroxisuccinimida
solucion tampodn de fosfato salino, pH 7,5
transferencia de energia de resonancia
desviacion estandar relativa
sensibilidad analitica
esterigmatocistina
esterigmatocistina hemiacetal
tripropilamina
trietilamina
solucion tampon clorhidrato de tris(hidroximetil)aminometano
diferencia de potencial de pico anddico y catodico
coeficiente de extincion molar (M cm™)
velocidad de la luz
rendimiento cudntico de fluorescencia

tiempo de vida de fluorescencia
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Resumen

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se realizo la sintesis de puntos cudnticos de
seleniuro de cadmio (CdSe) en solucidn acuosa estabilizados con una mezcla formada por
acido 3-mercaptopropionico (MPA) y acido n-morfolino etanosulfonico (MES). Se
investigo el cambio de los diversos pardmetros de la sintesis como también de la relacion
MPA/MES. Los puntos cudnticos de CdSe se caracterizaron de acuerdo con sus
propiedades Opticas, electroquimicas y electroquimioluminiscentes, lo que permitid
seleccionar aquellos con mayor rendimiento cuantico de fluorescencia y alta emision
electroquimioluminiscente para ser utilizados, en una segunda instancia, para el

desarrollo de sensores e inmunosensores electroquimioluminiscentes.

Adicionalmente, se sintetizaron heteroestructuras conjugadas formadas por puntos
cuanticos de CdSe (MPA/MES CdSe) y g-CsN4 (MPA/MES CdSe@g-CsNy). Se realizo
una caracterizacion fotofisica y electroquimica de las heteroestructuras conjugadas, en
donde se determind que la EQL de la heteroestructura conjugada responde a un
mecanismo de transferencia electronica, en donde el emisor luminiscente es el QD. La
heteroestructura conjugada fue utilizada como sonda electroquimioluminiscente para la
deteccion de peroxido de hidrogeno (H20:2) en matrices complejas, como suero humano
liofilizado. El sensor resulto muy sensible, logrando un limite de deteccién de 1,81x107

uM, ademas de presentar un bajo efecto debido a interferentes.

En una tultima etapa, se desarroll6 un inmunosensor electroquimioluminiscente para la
deteccion de la micotoxina esterigmatocistina (STE). Para alcanzar el objetivo propuesto,
se modificaron electrodos de 6xido de indio y estafio (ITOs) con g-C3Na, el que se utilizd
como plataforma electroquimioluminiscente para la inmovilizaciébn de anticuerpos
monoclonales anti STE (mAb-STE). La deteccion de STE se basé en un formato
competitivo. El mismo necesitd de la conjugacion de STE, por medio de un enlace
covalente, con puntos cudnticos de CdSe, mediante el uso de L-lisina como espaciador.
Se caracterizd6 el bioconjugado desarrollado por técnicas espectroscopicas y
electroquimicas. La deteccion de STE en matrices complejas de extracto de granos de
maiz se realizo a partir de la técnica EQL on-off, en donde la senal de EQL obedecen a
un mecanismo de transferencia electronica entre el g-C3Ns y los puntos cudnticos de

CdSe. El inmunosensor presentd un limite de deteccion de 9,77x10~7 ng mL~!,
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equivalente a 6,97x10°° pg Kg! de STE en maiz, y porcentajes de recuperacion entre
86,5% y 99,3%. El rendimiento del inmunosensor desarrollado fue comparado con HPLC
UV-vis, obteniendo una excelente correlacion entre ambos métodos. En resumen, esta
Tesis Doctoral abarca aspectos tanto fisicoquimicos como analiticos, a partir de la sintesis
de nanoestructuras y desarrollo de sensores/inmunosensores electroquimioluminiscentes.
Se abordaron estudios fisicoquimicos de las nanoestructuras sintetizadas con el fin de
comprender su comportamiento fotofisico y electroquimico, y su aplicacion al desarrollo

de sensores/biosensores, abordando asi aspectos de la quimica analitica moderna.
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Summary

In this Doctoral Thesis work, a study was carried out on the synthesis of CdSe quantum
dots stabilized with a mixture formed by 3-mercaptopropionic acid (MPA) and n-
morpholino ethanesulfonic acid (MES) at different molar radii (MPA/MES) with the aim
of stabilizing the nanocrystals in aqueous solutions. The quantum dots were characterized
according to their optical, electrochemical and electrochemiluminescent properties,
which allowed the selection of quantum dots with higher quantum yield and higher
electrochemiluminescent emission to be used, in a second instance, for the development

of electrochemiluminescent sensors and immunosensors.

Additionally, heterostructures formed by CdSe (MPA/MES CdSe) quantum dots and g-
C3Ny  (MPA/MES CdSe@g-C3N4) were synthesized. A photophysical and
electrochemical characterization of the heterostructures was performed, where it was
determined that the electrochemiluminescence of the heterostructure responds to a
resonance energy transfer process, where the luminescent emitter is the quantum dot. The
heterostructure was used as an electrochemiluminescent probe for the detection of
hydrogen peroxide (H202) in human serum matrices. The sensor was found to be very

sensitive, with a detection limit of 1.81x10™ uM, as well as selective.

In a final step, indium tin oxide electrodes (ITOs) were modified with g-C3N4, which was
used as an electrochemiluminescent platform for immobilization of monoclonal
antibodies (mAb-STE) for the development of an -electrochemiluminescent
immunosensor to detect the mycotoxin Sterigmatocystin (STE). The detection of STE
was based on a competitive format, through the bioconjugation of STE covalently bound
to CdSe quantum dots using L-lysine as a spacer. The developed bioconjugate was
characterized by spectroscopic and electrochemical techniques. The detection of STE in
complex matrices of corn extract was performed wusing the on-off
electrochemiluminescence technique. The immunosensor presented a detection limit of
9.77x10”7 ng mL~!, equivalent to 6.97x10° ug Kg! of STE in corn, and recovery
percentages between 86.5% and 99.3%. The performance of the immunosensor
developed was compared with HPLC UV-Vis, obtaining an excellent correlation between
both methods. In summary, this Doctoral Thesis covers both physicochemical and
analytical aspects, from the synthesis of nanostructures and development of

electrochemiluminescent sensors/immunosensors, based on photophysical and
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electrochemical studies. Studies of the synthesized nanostructures were addressed to
understand their photophysical and electrochemical behavior. The synthesized
nanostructures were used in the development of sensors/immunosensors, thus addressing

aspects of modern analytical chemistry.
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1. Preambulo

La deteccion temprana de micotoxinas en alimentos constituye una prioridad global

debido a su impacto sobre la salud publica, la inocuidad alimentaria y la economia

productiva. Las micotoxinas son dificiles de eliminar en procesos industriales y pueden
.y ’ 1

acumularse en cadenas de produccidon agricola y ganadera’ como en subproductos

derivados. En este contexto, es continuo el desarrollo de métodos analiticos sensibles y

accesibles para su deteccion con el objetivo de reducir pérdidas econdmicas y garantizar

la seguridad alimentaria?.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por una gran variedad de mohos
o microhongos filamentosos, como ser de los géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium,
Alternaria, Claviceps, etc. Se caracterizan por su elevada estabilidad, su persistencia en
alimentos y su capacidad para inducir efectos carcinogénicos, hepatotoxicos e
inmunotdxicos en humanos y animales®. Suelen encontrarse en cereales (granos de maiz,
sorgo, trigo, arroz y café, entre otros), oleaginosas (mani) y sus subproductos derivados.
La contaminacion de estas matrices se da en distintas etapas de la cadena de produccion
alimenticia, ya sea antes o después de la cosecha, siendo esta ltima la més importante.
El riesgo de contaminacidn es mayor en regiones de clima calido y himedo, en donde las
condiciones de actividad acuosa, temperatura y niveles de oxigeno son dptimas para que
los hongos toxicogénicos produzcan toxinas*.En su gran mayoria, las micotoxinas son
moléculas que poseen un peso molecular inferior a 450 g/mol, por lo que su tamaio es
pequefio, resultando de gran importancia cuando se las quiere detectar mediante

inmunoensayos.

El desarrollo de inmunoensayos para moléculas de pequefio tamafio es un desafio, ya que
estos compuestos no pueden ser reconocidos simultdneamente por los anticuerpos, lo que
impide su deteccion mediante formatos de inmunoensayos no competitivos de los sitios
de unidn, siendo esta la metodologia habitual de deteccion. Estos inmunoensayos no
competitivos son superiores a los ensayos competitivos en términos de sensibilidad,
cinética y rango de trabajo, pero su aplicacion queda limitada en el caso de moléculas
pequefias’. Para el caso de las micotoxinas, como consecuencia de sus efectos adversos y
del riesgo que representan para la salud humana y animal, se ha impulsado el desarrollo
de numerosas investigaciones y metodologias analiticas avanzadas orientadas a su

deteccion, identificacion y cuantificacion en matrices en donde se las encuentra.
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Una de las micotoxinas que ha ganado interés por sus posibles efectos en el hombre es la
esterigmatocistina (abreviada como STE), una micotoxina producida principalmente por
los hongos de los géneros Aspergillus versicolor® y Aspergillus nidulans’. STE, de
acuerdo con la nomenclatura IUPAC, es la (3aR,12¢S)-8-Hidroxi-6-metoxi-3a,12c-
dihidrofuro[3',2":4,5]furo[2,3-h]pirano[3,2-b]xanten-2,9-diona. La estructura quimica de
esta micotoxina consiste en un niicleo de xantona unido a una estructura bifurdnica. Posee
un peso molecular de 324,29 g/mol, un punto de fusion de 246 °C y es soluble en solventes
organicos como metanol, etanol, acetonitrilo, benceno y cloroformo®. Se considera un
precursor de las aflatoxinas (micotoxinas carcinogénicas mas potentes) y pertenece al
grupo de las furanocumarinas policétidas. Su presencia se ha detectado en alimentos,
granos y cereales contaminados. STE actiia como un potente inhibidor de la sintesis de
proteinas y se ha asociado con efectos genotoxicos, por lo que su monitoreo y deteccion

en matrices alimentarias es de gran importancia®.

La importancia para la salud publica acerca del control de micotoxinas ha hecho que se
adopten regulaciones en diferentes alimentos y granos. La Comision del Codex
Alimentarius (dependiente de la ONU), establece métodos regulatorios a nivel mundial,
y la European Commission (EC) cumple la misma funciéon dentro del territorio
perteneciente a la Union Europea. Los métodos oficiales de determinacion son aprobados
por la Association of Official Analytical Chemists (AOAC) y European Committee for
Standardization (CEN)!°. Sin embargo, es continuo el interés en desarrollar nuevos
dispositivos y técnicas de deteccion de micotoxinas en materias primas y sus

subproductos alimenticios, suelos y aguas.

Por otro lado, dentro de la familia de pequefias moléculas se encuentran moléculas con
funciones biologicas, tal es el caso del peroxido de hidrogeno (H20>), una molécula
bioactiva con funciones fisioldgicas, la que posee propiedades redox. Participa en rutas
metabolicas fundamentales y su desregulacion constituye un marcador temprano de estrés
oxidativo, inflamacién o dafio tisular!!. Detectar H>O: constituye una estrategia indirecta
pero efectiva para monitorear la actividad de numerosas enzimas oxidativas y rutas redox
celulares. Su deteccion en matrices complejas como el suero implica grandes desafios
debido a la presencia de proteinas séricas, quelantes naturales, antioxidantes, entre otros,
que disminuyen la estabilidad del analito o generan sefiales inespecificas. Se han

implementado diversas metodologias analiticas para su determinacion, dentro de las
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cuales se encuentran los ensayos colorimétricos basados en enzimas peroxidasas'?,

técnicas fluorescentes con sondas especificas!?

(Amplex Red, peroxiredoxinas
modificadas), métodos electroquimicos voltamperométricos y amperométricos a partir de
sensores nanoestructurados (metal — nanozymes, 6xidos metalicos, puntos cuanticos) y

estrategias de quimioluminiscencia empleando luminol o derivados acridinicos!*!>.

A pesar de los avances logrados en las ultimas décadas, aln persiste una brecha
significativa en herramientas analiticas para la deteccion eficaz de diversos analitos,
especialmente aquellos presentes en matrices complejas. Las metodologias actuales
suelen requerir pretratamientos laboriosos, instrumentacion costosa o etapas de
separacion que dificultan el monitoreo rapido y accesible. En tal sentido, el desarrollo de
sensores y biosensores ha ganado interés. Estos dispositivos se basan en el acople entre
un transductor, con una capa de reconocimiento quimica (sensores quimicos) o
bioquimica, como modificacion con enzimas o anticuerpos capaces de reconocer a una

molécula objetivo (biosensores)?!.

Actualmente, el desarrollo de sensores/biosensores se lleva a cabo haciendo uso de
nanomateriales con el proposito de mejorar las caracteristicas analiticas de los
sensores/biosensores convencionales ampliando las posibilidades de su aplicacién'S. En
tal sentido, se han usado diferentes nanomateriales en dispositivos electroquimicos y
electroquimioluminiscentes para la deteccidon de micotoxinas de relevancia, ya sea
mediante la modificacion de la superficie de electrodos y/o su utilizacion como elementos
de marcado o conjugado!”-%.

Al desarrollar un método de deteccion se deben tener en cuenta varios factores, tales como
su sencillez en la fabricacion y en la implementacion, alta sensibilidad y bajo costo. Es
por ello por lo que se han disefiado métodos y dispositivos de deteccidbn que combinan
propiedades de materiales nanométricos como puntos cuanticos semiconductores (QD
por sus siglas en ingles), conjugados con elementos de reconocimiento biologicos, entre
los que se destacan los anticuerpos (Ab)', los cuales gracias a su alta selectividad hacia
un antigeno especifico (Ag), como por ejemplo las micotoxinas’, son una gran alternativa
para el disefio y la fabricacion de inmunosensores. Cuando un anticuerpo es unido a un
electrodo, se forman un inmunosensor electroquimico?!, y la interacciéon del Ag con el

Ab se cuantifica a través de una reaccion electroquimica??.
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Una alternativa es la combinacion de técnicas electroquimicas con procesos de emision
de radiacion electromagnética. Asi, cuando un Ab es inmovilizado sobre la superficie de
un electrodo y se lleva a cabo la interaccion con el Ag, se puede producir un proceso de
emision de luz a partir de una reaccion electroquimica, dando lugar a los inmunosensores
electroquimioluminiscentes 2***. Los inmunosensores ofrecen ventajas significativas en
términos de sensibilidad, selectividad y rapidez de anélisis, lo que los convierte en

123, Con la inclusion de nanomateriales

herramientas valiosas para el monitoreo y contro
en el desarrollo de inmunosensores se pretende mejorar la sensibilidad debido a la
amplificacion de la senal, el aumento de la superficie disponible para la interaccion con
el analito de interés, como asi también mejorar las propiedades electronicas, mecanicas y

opticas caracteristicas de las nanoestructuras utilizadas'®.

La deteccion de STE mediante inmunosensores electroquimioluminiscentes representa
una estrategia sensible y selectiva para el monitoreo de esta micotoxina en matrices
complejas. La bioconjugacion de STE con QD de CdSe permiten aprovechar sus
propiedades redox y luminiscentes como marcadores para ensayos de EQL, dando lugar
a herramientas analiticas poderosas con aplicaciones directas en la vigilancia de la

seguridad alimentaria y ambiental.

El enfoque desarrollado en esta tesis propone aportes originales en la integracion de QD
de CdSe y nitruro de carbono grafitico dentro de un formato de inmunosensor
electroquimioluminiscente orientado a la deteccion de moléculas de bajo peso molecular
como STE. Esta propuesta combina heteroestructuras semiconductoras con
reconocimiento molecular selectivo para generar plataformas analiticas con alta
sensibilidad y aplicabilidad directa en matrices complejas, un area donde la literatura atin
presenta vacios significativos. Ademas, el disefio de nuevas arquitecturas de
nanomateriales conjugados, ademds, permite generar aportes para al desarrollo de
sensores para la deteccion de moléculas de importancia bioldgica como lo es el peroxido

de hidrogeno en matrices complejas.
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2. Antecedentes y estado del arte

La importancia de los puntos cudnticos de CdSe se remonta a la década de 1990, cuando
se implementaron como nanomaterial modelo para estudiar efectos cuanticos y
desarrollar aplicaciones optoelectronicas y bioanaliticas*®. Se demostrd que nanocristales
semiconductores exhiben confinamiento cuantico dentro de matrices vitreas,
estableciendo las bases conceptuales de la fisica cuantica en nanomateriales’. Estudios
posteriores confirmaron la dependencia del band gap con el tamafio en nanocristales
dispersos en solucion, consolidando la comprension tedrica del fendmeno?®. A partir del
descubrimiento de las propiedades de los nanocristales sintetizados, los puntos cuanticos

se utilizaron en multiples disciplinas, siendo parte del avance tecnoldgico del siglo XXI.

El uso de los puntos cudnticos como marcadores luminiscentes fue una de las aplicaciones
con mayor impacto tras su implementacion. A partir de la obtencion de puntos cudnticos
funcionalizados se demostrd que estos pueden unirse con biomoléculas en reacciones de
bioconjugacion, lo que permitié utilizarlos como marcadores luminiscentes altamente
brillantes, fotoestables y sintonizables, lo que represent6 una ventaja significativa frente
a los fluordforos organicos tradicionales. En un estudio pionero, los puntos cudnticos de
CdSe recubiertos con ZnS fueron funcionalizados con estreptavidina con el objetivo de
dirigirse selectivamente hacia estructuras biologicas en células fijas,”. Asi mismo, se
reportaron sintesis de bioconjugados de puntos cuanticos semiconductores unidos a
anticuerpos mediante grupos carboxilatos superficiales para la deteccion ultrasensible en
inmunoensayos®’. La capacidad de ajustar la energia de emision, junto con la fécil
incorporacion de grupos funcionales para bioconjugacion (tioles, carboxilos, aminas),
convirtid a los puntos cuanticos en plataformas versatiles para la construccion de

biosensores altamente sensibles y especificos.

La introduccion de sondas compuestas por nanomateriales conjugados con propiedades
electroquimioluminiscentes se ha convertido en una alternativa para su uso en deteccion
en sistemas acuosos, ya que sus propiedades pueden ajustarse en la sintesis y conjugacion
de estos’!. El nitruro de carbono grafitico’>*® (abreviado g-C3Ni4) es un material
semiconductor conocido por su alta estabilidad quimica, biocompatibilidad y estructura
con defectos que facilitan su funcionalizacion, lo cual lo hace ideal para aplicaciones en

sensores y biosensores®*. La conjugacion del g-C3Ns con materiales luminiscentes®>,
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como puntos cuanticos, puede producir efectos de amplificacion de sefial, incrementando
la sensibilidad del sistema. Esto convierte al g-C3N4 en una sonda eficaz y altamente
sensible. Por su estructura m conjugada, alta densidad de sitios N y presencia de grupos
aminas superficiales, el nitruro de carbono grafitico se combina eficazmente con sulfuros
de cadmio (CdS), oxidos (TiO2), materiales carbonosos (grafeno/GO), disulfuro de
molibdeno (MoS>) y nanoparticulas metélicas (Au, Ag), dando lugar a nanocompuestos
que han sido explotados como transductores en sensores fotoelectroquimicos,
electroquimicos y electroquimioluminiscentes. Estas plataformas han permitido la
deteccion de analitos como, por ejemplo, tetraciclinas y adenosina mediante CdS/g-
C3N4*®, nitrito y otras especies redox con g-C3N4/TiO,, y neurotransmisores o acido trico
con g-C3Ny/grafeno, mostrando mejoras importantes en sensibilidad y limites de

deteccion frente a los materiales no hibridos?’.

Como alternativa en el desarrollo de inmunoensayos para la deteccion de, por ejemplo,
micotoxinas, las heteroestructuras basadas en la conjugacion de nanomateriales unidas a
biomoléculas ha despertado un interés. Puntos cuanticos semiconductores fueron
utilizados en inmunoensayos multicolor. Si bien el estudio se focaliz6é en nanocristales
silanizados, sent6 un precedente al mostrar la viabilidad de los puntos cuanticos como
marcadores robustos y altamente sensibles para micotoxinas como zearalenona (ZEN) y
deoxinivalenol (DON). Dentro de los estudios realizados en donde se integro
directamente g-C3;N4 con otros nanomateriales, se encuentran desarrollos de sensores
fotoelectroquimicos basados en plataformas hibridas g-C3N4/BiOBr con crecimiento in
situ de puntos cuanticos de Ag>S, aplicados a la deteccion de la micotoxina zearalenona,
en donde se ilustr6 como la heterounion aumenta la eficiencia de conversion
fotoelectroquimica y amplifica la sefial analitica, permitiendo bajos limites de deteccion
en matrices agricolas reales*®. Otro antecedente relevante es aquel en donde se realizé la
union de g-C3N4 con Ag,0O como plataforma de reconocimiento para un inmunosensor
electroquimico destinado a la deteccion de aflatoxina M en leche. Aunque no incorpora
directamente puntos cudnticos semiconductores, este estudio demostro la efectividad del
g-C3N4 como interfaz®®. A pesar del notable avance en el empleo de nanomateriales para
la deteccion de micotoxinas, aun persisten deficiencias que limitan su adopcion rutinaria

en sistemas regulatorios y en analisis de campo.
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Respecto especificamente a STE, se desarrollaron sensores fluorescentes basados en
polimeros molecularmente impresos incorporando puntos cudnticos de carbono
(CD@MIP), que actian como sondas luminiscentes con cavidades de reconocimiento

0 Ademas, se

especificas para STE y permiten detecciones directas en granos?
desarrollaron técnicas electroquimicas basadas en la modificacion de electrodos
serigrafiados o carbono vitreo con nanomateriales ricos en carbono como nanotubos de
carbono, grafeno, entre otros, para determinar STE por voltamperometria de pulso o

voltamperometria de onda cuadrada con limites de deteccion altamente sensibles*!*2,

La determinaciéon de STE en alimentos ha evolucionado desde métodos instrumentales
robustos (HPLC-FLD, LC-MS/MS) hasta técnicas rapidas de cribado (ELISA, tiras de
flujo lateral) y aproximaciones analiticas innovadoras que incorporan nanomateriales.
Los métodos basados en LC-MS/MS y variantes multi micotoxina (incluyendo enfoques
dilute and shoot o quechers) son hoy por hoy el estandar para analisis cuantitativo en
matrices complejas, ofreciendo sensibilidad y especificidad adecuadas****. Ademas, se
han reportado aptasensores electroquimioluminiscentes para aflatoxina en leche,
inmunoensayos electroquimioluminiscentes para AFB; y ocratoxina A con limites de
deteccion en rangos fento — pico molar, gracias al uso de nanomateriales capaces de
amplificar la respuesta de deteccion como es el caso de las nanoparticulas de Au, hetero

uniones de Pd/GO, QD@MOF y matrices mesoporosos*>#6,

38



3. Justificacion

La motivacion cientifica de este trabajo radica en explorar nanomateriales con
propiedades semiconductoras, luminiscentes y de superficie capaces de potenciar la
conversion y amplificacion de sefial para desarrollar sensores e inmunosensores
electroquimioluminiscentes. La necesidad de tecnologias analiticas impulsa la
exploracion de arquitecturas innovadoras que superen las limitaciones de los métodos en

vigencia.

El desarrollo de inmunosensores para la deteccion de moléculas de bajo peso molecular
como la STE presenta desafios significativos asociados a mecanismos de desarrollo de
una sefial cuantificable. Frente a esta situacion, la combinacion de QD de CdSe, g-C3Ny
y un sistema inmunologico de reconocimiento especifico surge como una alternativa
solida para el desarrollo de un inmunosensor electroquimioluminiscente capaz de detectar
STE con precision en matrices complejas. Si bien existen métodos cromatograficos e
inmunologicos consolidados para la determinacion de micotoxinas, el desarrollo de
herramientas y metodologias simples de deteccion de STE contintia siendo de gran

interés.

Asimismo, la incorporacion de heteroestructuras basado en la union de g-CsNs y QD de
CdSe permite el disefio de metodologias electroquimioluminiscentes para la deteccion de
y cuantificacion de H>0O», una molécula clave en rutas redox y procesos celulares. La
sinergia entre ambos nanomateriales potencia la transferencia y separacion de cargas foto
- electrogeneradas, incrementa la eficiencia cuéntica del sistema y favorece la generacion
de especies reactivas responsables de la sefal electroquimioluminiscente. Las
heteroestructuras de g-C3Ns@CdSe ofrecen propiedades complementarias, permite
acelerar las rutas redox involucradas en la emision electroquimioluminiscente y mejora
la sensibilidad frente a variaciones minimas de H>O>. Ademas de su impacto analitico, la
sintesis y caracterizacion de nanomateriales semiconductores como los nombrados
previamente permite su estudio desde areas de la ciencia como la fotofisica, fotoquimica
y como la electroquimica, enriqueciendo la formacion. Este enfoque multidisciplinar de
fotofisica, fotoquimica, electroquimica y quimica analitica abre nuevas lineas de
investigacion, aplicada al potencial desarrollo de sensores de analitos de interés, como lo

son la micotoxina STE y el H2Ox.
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4. Hipotesis y objetivos

4.1. Hipétesis

La hipotesis en la cual se sustenta la Tesis Doctoral radica en la generacion de nuevas
superficies electrodicas nanoestructuradas que permitan la inmovilizacién adecuada de
anticuerpos, como asi también la generacion de nuevos marcadores redox y luminiscentes
que se utilizaran para el conjugado de moléculas de bajo peso molecular que, por si solas,
no son capaz de inducir una respuesta inmunoldgica, pero que pueden ser reconocidas
especificamente por anticuerpos cuando se encuentra unida covalentemente a una
proteina  portadora, denominadas haptenos. Asi, se espera que los
sensores/inmunosensores resultantes muestren buen rendimiento y alta sensibilidad en
comparacion con las metodologias de deteccion vigentes de moléculas de bajo peso
molecular. Como prueba de concepto se utilizd la micotoxina esterigmatocistina, que

contamina diferentes granos y cereales.

4.2. Objetivos generales

Disenar y desarrollar novedosos inmunosensores electroquimioluminiscentes usando
haptenos convencionales. Ademas, estudiar los aspectos fundamentales de la
inmovilizacion de biomoléculas (fundamentalmente anticuerpos) sobre transductores
electroquimicos nanoestructurados y la conjugacion de anticuerpos en la etapa de
deteccion. Evaluar las aplicaciones analiticas de los biosensores resultantes para la
cuantificacion sensible y selectiva de analitos de bajo peso molecular y, asi, generar
herramientas alternativas para el control del medio ambiente. Desde este punto de vista,
se eligieron, como prueba de concepto la micotoxina esterigmatocistina producida por

diferentes hongos, como lo son los del género Aspergillus y Penicillium.
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4.3. Objetivos especificos

1. Disefar, estudiar y caracterizar nuevos sensores € inmunosensores
electroquimioluminiscentes, inmovilizando sobre electrodos nanoestructurados el
anticuerpo para la determinacion del analito de interés. Calcular los pardmetros
caracteristicos de los sensores e inmunosensores resultantes.

2. Para la inmovilizacién del anticuerpo sobre el electrodo, se estudiaran las
propiedades de superficies electrédicas modificadas con diferentes materiales candidatos,
fundamentalmente oxido de grafeno (OG), dispersiones de nanotubos de carbono de
pared multiple (NTCPM) en polimeros de diferente naturaleza, nitruro de carbono
grafitico y/o polimeros organicos conductores (POC), con la finalidad de retener y
mantener la actividad del anticuerpo. Estudiar las propiedades de -electrodos
nanoestructurados usando pares redox modelos.

3. Sintetizar y caracterizar puntos cuanticos de metales semiconductores (QDots) y/o
nanoparticulas de polimeros organicos semiconductores (PDots), y evaluar su uso como
marcadores electroquimioluminiscentes en los inmunoensayos resultantes.

4. Estudiar la via de conjugacion de los correspondientes haptenos con los QDots
y/o PDots sintetizados. Evaluar la aplicacion del conjugado resultante en la etapa de
deteccion de los analitos de interés para la cuantificacion de la reaccion de inmuno
reconocimiento.

5. Aportar conocimientos relacionados con el desarrollo y validacion de nuevas
metodologias analiticas en la deteccion y cuantificacion selectiva de micotoxinas en
matrices naturalmente contaminadas como maiz, soja, trigo, cebada para las micotoxinas,
basados, fundamentalmente, en el disefio y desarrollo de los inmunosensores
electroquimioluminiscentes. Evaluar sus aplicaciones analiticas para la determinacion de

estos compuestos de interés en la industria agropecuaria y agroalimentaria.
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5. Nanomateriales semiconductores

Cuando se habla de un semiconductor, se hace referencia a un tipo de material cuya
capacidad para conducir electricidad se encuentra en el rango medio entre la de un
conductor (como los metales) y un aislante (como el vidrio). Esto significa que, en
condiciones normales, los semiconductores no son completamente buenos conductores
de electricidad, pero tampoco son completamente aislantes. Esta propiedad intermedia se
puede modificar y controlar bajo ciertas condiciones como, por ejemplo, a partir de su

sintesis y modificacion de sus propiedades fisico - quimicas®’.

Muchos de los nanomateriales comunmente disefiados estdn compuestos en su estructura
por metales, semiconductores, ceramicas, compuestos orgdnicos, polimeros e incluso
materiales derivados de compuestos bioldgicos como fagos, anticuerpos, fragmentos de
ADN, amino4cidos, proteinas, entre otros*®. La unién de nanomateriales con fragmentos

de materiales para la formacion de matrices complejas, se denomina nanocompuestos™.

Los materiales nanocompuestos se pueden clasificar de acuerdo con la escala
dimensional, en donde una, dos o tres dimensiones estan en el rango nanométrico. En
cuanto a las dimensiones de los nanomateriales y nanocompuestos, pueden clasificarse
como de dimension cero (0D) aquellos nanomateriales que tienen las tres dimensiones
dentro del rango nanométrico. Los puntos cuanticos (Quantum Dots, QDs por sus siglas
en ingles), los fulerenos y las nanoparticulas (NPs) son ejemplos de nanomateriales 0D.
Dependiendo de su método de sintesis y formacion, su estructura puede ser amorfa o

cristalina (monocristalina o policristalina).

Se encuentran ademas los nanomateriales unidimensionales (1D) es decir, aquellos que
tienen dos de sus tres dimensiones en el rango de la nanoescala. En cuanto a la estructura
de los 1D, pueden ser amorfos o cristalinos (monocristalinos o policristalinos),
quimicamente puros o impuros, materiales independientes o incrustados en una matriz o

clusteres de nanomateriales.

Los nanomateriales bidimensionales (2D) son aquellos nanomateriales que contienen solo
una dimension en nanoescala, mientras que las otras dos no. En este grupo de
nanomateriales 2D se pueden encontrar peliculas delgadas, nanoplacas y
nanorecubrimientos, tanto cristalinos como amorfos, de una o varias capas’'. En ellos hay

un confinamiento de electrones solo en una direccion. Ejemplos destacados incluyen el
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grafeno”?, compuesto de una sola capa de atomos de carbono dispuestos en una red
hexagonal, cuando tienen dos dimensiones en la escala nanométrica, mientras que la
tercera dimension puede es mayor. Recientemente se agregd una tercera categoria de

nanomaterial, el nanomaterial tridimensional (3D)".

En cuanto a su estructura de bandas de energia, los semiconductores se componen de una
banda de valencia (BV) con electrones en todos sus subniveles y una banda de conduccion
(BC) en donde los electrones pueden moverse libremente. Entre estas dos bandas, existe
una diferencia de energia que debe ser superada para que los electrones se desplacen
desde la BV hacia la BC. Esta diferencia energética se denomina banda prohibida, siendo

esta brecha de energia la caracteristica mas distintiva de un semiconductor®,

En materiales conductores, principalmente los metales como elementos representativos
de este grupo, las BV y BC se encuentran superpuestas o en contacto lo que permite la
promocion de electrones entre la banda de menor a la de mayor energia. En los aislantes,
por otro lado, esa barrera energética es muy grande dificultando el transporte de un
electron desde la banda de valencia hacia la banda de conduccién trayendo como
resultado la eliminacién del proceso de conduccion. La Figura 1 muestra la estructura de

cada tipo de material.
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Figura 1. Representacion de las bandas de energia en materiales conductores,

semiconductores y aislantes.
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Los nanomateriales semiconductores presentan propiedades y funcionalidades que los
distinguen de los materiales a granel, destacando caracteristicas Unicas que incluyen
espectros de emision estrechos, bandas de absorcion continua y alta estabilidad. Ademas,
tienen la ventaja de generar diferentes funcionalidades en su superficie. La sintesis de
nanoparticulas semiconductoras ha sido de amplio estudio en la ultima década con altos
avances y desarrollo en el campo de la nanoquimica®. Estos materiales poseen
propiedades fisicas y quimicas notables, lo que los convierte en sujetos de amplia
investigacion y aplicacion en diversos campos. El movimiento de electrones y huecos
dentro de estos materiales estd determinado por el confinamiento cuantico, responsable
de las caracteristicas Opticas de los nanomateriales. Asi, el tamafo y la forma de estos
nanomateriales afectan las propiedades de transporte de fonones (modos vibracionales) y

fotones (particulas de luz)®.

5.1. Clasificacion de los nanomateriales semiconductores

Los nanomateriales semiconductores se pueden agrupar en dos categorias bien definidas,
las cuales se denominan nanomateriales semiconductores intrinsecos y extrinsecos®’. A

continuacion, se describird cada uno de estos grupos.

5.1.1. Nanomaterial semiconductor intrinseco

Este tipo de nanomateriales se considera que el nimero de huecos en la BV es igual al
nimero de electrones en la BC. La banda prohibida en tales semiconductores es muy
pequeiia e incluso la energia disponible a temperatura ambiente es suficiente para que los

electrones de la BV salten a la BC>3.

El nivel de Fermi (Ey) se encuentra en algin lugar entre las bandas. Si se aplica una
diferencia de potencial a través de un semiconductor intrinseco, los electrones se moveran
hacia el terminal positivo mientras que los huecos se desplazardn hacia el terminal
negativo. La corriente total dentro del semiconductor serd la suma de la corriente debida
a los electrones libres y los huecos. La Figura 2 (A) describe los nanomateriales

semiconductores intrinsecos.

45



5.1.2. Nanomaterial semiconductor extrinseco

Se trata de nanomateriales semiconductores en los que el estado puro del material
semiconductor se diluye deliberadamente afiadiendo cantidades muy pequeiias de
impurezas. Las impurezas se conocen como dopantes o agentes dopantes. Al afadir
impurezas en su estructura, su conductividad y sus propiedades se mejoran en
comparacion con los nanomateriales semiconductores intrinsecos®. Cuando se dopan
nanomateriales semiconductores con elementos del grupo III A o elementos del grupo V
A, se forman semiconductores de tipo p o de tipo n, respectivamente. Cuando se dopa un
material semiconductor con un elemento del grupo III A, el atomo trivalente dona solo
tres electrones al atomo tetravalente, dejando un hueco para que se rellene con un
electron. Esto da como resultados mas huecos que electrones y se denomina
semiconductor de tipo P (referente a carga positiva), siendo los huecos los portadores de
carga mayoritarios en los semiconductores de tipo P, mientras que los electrones son

portadores minoritarios®.

Por otro lado, cuando el dopante es un elemento del grupo V A, este dona un electrén
adicional en la estructura cristalina que no es necesario para fines de enlace covalente, asi
el electron se desplaza a la banda de conduccion siendo un electron en exceso. Por lo
tanto, al doparlo con un elemento de este tipo, el material de base contiene mas electrones
que huecos, de ahi la nomenclatura, semiconductores extrinsecos de tipo N (referente a
carga negativa). Los electrones son los portadores de carga mayoritarios mientras que los

huecos son portadores minoritarios®!.

En relacion con el nivel de Fermi en este tipo de nanomateriales semiconductores, en el
caso del tipo n se desplaza hacia la BC mientras que en el caso del tipo p se desplaza hacia
la BV. La Figura 2 (B) representa los nanomateriales semiconductores extrinsecos tipo N

(arriba) y tipo P (abajo).
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Figura 2. Clasificacion de los nanomateriales semiconductores (A) intrinsecos y (B)

extrinsecos del tipo N (arriba) y del tipo P (abajo).

6. Puntos cuanticos semiconductores

Los puntos cuanticos (QD) estan formados a partir de elementos quimicos de los grupos
II-VL, III-V o IV-VI. Dentro de este grupo encontramos los QD CdS, CdSe, CdTe, ZnS,
ZnSe), asi como también GaAs, GaP, GaN, InAs, InP y finalmente QD de PbS, PbSe,
PbTe. Tal y como se defini6 anteriormente, la terminologia de QD, hace referencia a
nanocristales de tamafios inferiores a 10 nm. En estos nanomateriales hay una zona
prohibida en la cual no existen estados energéticos. Un electron cuando alcanza este nivel
energético saltard desde una banda electronica a otra, dando lugar a la formacion de un
par h* - e~. Este nivel de energia limite es conocida como el nivel de energia de Fermi®.
La region energética que existe entre la BV y la BC es la diferencia entre el maximo nivel

energético de la primera respecto al minimo nivel de energia de la segunda, debido a que

aparecen en esta region niveles intermedios que no pueden ocupar los electrones.
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E; depende del tamafio del QD%%*. El nivel superior de la BV se encuentra lleno de
electrones, mientras que el nivel inferior de la BC permanece vacio lo que permite que
los electrones puedan saltar entre bandas, pasando por la banda de energia prohibida. El
electron y el hueco interaccionan por fuerzas electrostaticas, dando lugar a una particula
cuasi eléctricamente neutra conocida como exciton cuyo valor de tamafio esta
determinado por las funciones de onda y las distribuciones de posicion de electrones y

huecos. La ecuacion del Radio de Bohr permite conocer el radio del exciton formado®’:

_+_8h(1+1) (1)
ap= a, a—ez m

de la ecuacion (1), ap es el radio de Bohr, a. y an son el radio de Bohr del electron y el
hueco respectivamente, € es la constante dieléctrica del material, h es la constante de
Planck, e es la carga del electron, me la masa del electron y my la masa efectiva del hueco
formado. Cuando el Radio de Bohr del exciton es del orden del radio del QD
semiconductor el movimiento de los electrones entre bandas se encuentra confinado de
tal manera que los niveles de energia, en lugar de ser continuos, son discretos, en donde
los nanocristales mas pequefios tienen brechas energéticas mas grandes (£, mayores),

siendo este fendmeno comun en puntos cuanticos semiconductores.

La determinacion del tamano de un QD se puede calcular, aproximadamente, mediante el
valor de E;. Uno de los modelos empleados para la determinacion de la energia Ej es
mediante el método desarrollado por Brus y col. el cual se basa en que el exciton dentro
del nanocristal se comporta segun el modelo mecano - cuantico de una particula en un

1%, Tomando como relacion el tamafio de particula (asumiendo una

pozo de potencia
forma esférica) y su banda prohibida resultante, se puede expresar el E, en funcion del

radio del QD (2):

o1 1 1,8¢? 2
i s (L)
8mor-\mg  m, 4menecgse!

donde E; es la banda prohibida del QD, Egl‘”‘ es la banda prohibida del material a granel,
r es el radio del nanocristal, mo es la masa del electron, m;, es la masa efectiva del electron
en el material, m; es la masa efectiva del hueco en el material, £, es la permitividad del
vacio y €cqse €5 la permitividad del material. El modelo de Brus generalmente coincide

con resultados experimentales, pero para nanoparticulas de menor tamaio sobrestima el

E, debido a que no se contemplan efectos de la red cristalina del material ni la interaccion
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de intercambio entre le hueco y el electron. Si bien no es el mejor ajuste a los valores
experimentales, esta ecuacion muestra que la banda prohibida y la longitud de onda de la
luz emitida, cambia de manera significativa con pequefios cambios en el tamano de la

nanoparticula.

6.1. Propiedades electronicas y opticas de puntos cuanticos semiconductores

Mientras que la energia de los bordes de banda determina la reactividad quimica de un
material semiconductor, el E, determina las propiedades Opticas y electronicas. El
movimiento de los electrones desde la BV a la BC se encuentra confinado de manera
tridimensional gracias a la estructura del QD, razon por la que los electrones pueden
presentar trayectorias directas e indirectas de una banda a la otra. Considerando s6lo una
dimension, la energia de los niveles cuanticos del electron y del hueco, se pueden derivar

de la ecuacion de Schrodinger y la solucién exacta esta dada por la ecuacion®’:

- h’k® . ©)
< om; #

De la anterior expresion, la distribucion continua de estados permitidos en un cristal
masivo y la banda son dependientes de k, término que hace referencia al vector de onda
de desplazamiento del electron y la curvatura de la banda es caracteristica de la masa
efectiva del electrén y huecos excitados. Una de las maneras de representar este vector de

onda es a través del didmetro del cristal, a partir de la longitud de onda de absorcion. Asi,
el vector de onda energético se representa como k= 2n/7u donde k es inversamente

proporcional al radio del cristal. Cuando el radio es grande, k es casi continua y Ec
también lo es (es decir, pierde la discretizacion de los estados de energia). Sin embargo,
cuando se reduce a una escala nanométrica, k y Ec toman valores discretos, y aumenta la

separacion entre estados.

Las transiciones intrabanda a partir de la absorcion de fotones permite la formacién de un
electrén - hueco; fenomeno que depende de la posicion de los niveles energéticos de la
banda de valencia y la banda de conduccion®. Los fotones solo tienen un vector k
asociado, por lo que los desplazamientos siguen una trayectoria energética determinada.

Asi, cuando la energia absorbida es mayor o igual a E,; y la BV se encuentra sobre el
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mismo vector de onda (k = 0) hay una transicion directa. En el caso en que la energia

absorbida sea menor que la energia de la banda prohibida no habra absorcion (Figura 3,

parte superior).

Por otro lado, una transicion es indirecta cuando los limites energéticos de BV y BC no

se encuentran sobre el mismo vector de onda (k#0) razén por la cual ocurre un efecto

vibracional adicional que permite el desplazamiento del electron a su estado inicial desde

la BC ala BV. Para transiciones indirectas, el vector de desplazamiento del electron desde

su estado excitado hacia su estado basal (Figura 3, parte inferior) se encuentra asociado a

un proceso mecanico cuantico de segundo orden en el que un foton puede ser destruido y

crear un fonén® el cual se expresa como energia asociada a ondas sonoras o térmicas

caracteristicas de transiciones no luminiscentes.

DIRECTO

hv

o -7‘—\ Banda de Valencia

Banda de Conduccion

Borde de banda
de conduccion

Borde de banda -
AR

de valencia Banda de Valencia

©:e- ®:ht+

/\B;;de Canduc&ﬁ/\

Y

s

k=0

INDIRECTO

Figura 3. Transicion intrabanda directa e indirecta para un punto cuantico semiconductor

(arriba); emision de luminiscencia directa e indirecta (abajo).
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Lo anterior contrasta con los puntos cudnticos semiconductores de banda directa en las
que ocurren transiciones de primer orden’’. En el caso de los QD semiconductores con
transicion directa dominan los procesos de recombinacion radiativa y, para el caso de los
puntos cuanticos semiconductores de transicion indirecta, los procesos prevalecientes son

las denominadas transiciones no radiativas.

La emision de luminiscencia depende directamente del tipo de transicion que ocurre en
el QD semiconductor. Existen tres tipos de procesos basicos de interaccion entre los
electrones del solido y el campo de radiacion: la absorcion de fotones, la emision
espontanea y la emision estimulada’'. La fotoluminiscencia corresponde al proceso de
emision espontdnea que tiene lugar en un sélido que ha sido excitado con fotones
formando un par electron - hueco. La adicién de un agente de recubrimiento en la
superficie del QD incrementa el tamafio hidrodinamico de este sin modificar el tamafio
de su nucleo, lo que puede favorecer la formacion de defectos de la superficie en la
nanoparticula, los cuales puedan actuar como “trampas” temporales (de menor energia)
para el electron o el hueco, desfavoreciéndose asi la recombinacion electron - hueco
generando una débil fluorescencia desplazada hacia menores energias o una relajacion no
radiativa. Estas trampas pueden deberse a vacancias en la estructura cristalina, enlaces
interrumpidos, moléculas adsorbidas en la superficie de la nanoparticula o la presencia de

impurezas (Figura 4 (A)).

El efecto de los estados trampa superficiales es mas pronunciado en QD que presentan
una mayor banda prohibida, lo cual ocurre tipicamente en aquellos de menor didmetro,
debido al efecto de confinamiento cuantico. En estos nanocristales, la discretizacion de
los niveles electronicos genera una separacion mas amplia entre BV y la BC, aumentando
asi la probabilidad de que aparezcan niveles energéticos intermedios asociados a defectos
superficiales o estados trampa. Ademas, la presencia de ligandos orgéanicos o agentes de
recubrimiento puede inducir o estabilizar defectos superficiales, dependiendo de su

afinidad y cobertura, lo que contribuye a la formacion de estos estados trampa (Figura 4

(A)).

La formacion de los estados trampas, ademds, puede tener origen en la relacion
estequiométrica de los aniones y cationes que originan el QD semiconductor. Una mayor
proporcion de aniones en la red cristalina del QD disminuye la concentracion superficial

del catidén y, como generalmente la interaccidon con el agente de recubrimiento ocurre con
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el metal, se generan recubrimientos no homogéneos favoreciendo la generacion de

estados trampas (Figura 4 (A) inferior y (B)).
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Figura 4. Efectos de las trampas superficiales en la emision de fluorescencia de puntos
cuanticos (A). Orbitales colgantes terminales en punto cudntico semiconductor, en este

caso punto cuantico de CdSe (B).

Una mayor concentracion de cationes en el QD sin embargo invierte este efecto; la base
orgéanica tendrd mayor posibilidad de formar enlaces con los 4&tomos cationicos formando
asi superficies de recubrimientos mas homogéneas sin espaciados que disminuyan la
intensidad de fluorescencia, permitiendo que la absorcion de energia del QD y su

transicion energética entre las BV y BC sea directa, dando como resultado tinico pico de
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emision. Cuando la superficie consta de muchos estados trampa conduce a la extincién

de la emision de banda prohibida y la aparicion de emision a longitudes de onda mayores.

6.2. Sintesis de puntos cuanticos semiconductores

El tamafio del QD semiconductor dependera de la presencia y tipo del agente de
recubrimiento, asi como también de la sintesis empleada. Teniendo en cuenta este
aspecto, el método de sintesis de los puntos cuanticos permitira modular sus propiedades

opticas y electroquimicas.

El uso de un agente de recubrimiento permite controlar el crecimiento del QD y pasivar
la superficie con el objeto de mejorar su estabilidad y solubilidad segun el medio en el
que se usara, asi como las propiedades fotofisicas, fotoquimicas y electroquimicas. Por lo
tanto, las propiedades Opticas como la intensidad de emision, la eficiencia cudntica y la
estabilidad fotoluminiscente, dependen en gran medida tanto del tipo como de la densidad
superficial del recubrimiento. Ligandos mal anclados o con baja cobertura pueden dejar
sitios superficiales expuestos, facilitando la formacion de estados trampa que actian
como centros de recombinacion no radiativa. En cambio, recubrimientos adecuados,
como capas tipo core — shell o ligandos con alta afinidad, pueden pasivar eficazmente la
superficie, suprimir estos defectos y mejorar la emision Optica. La foto - oxidacion del
QD suele ser un problema relacionado a la pasivacion de la superficie del QD, es por ello
por lo que el uso de una capa inorgédnica uniforme con una red cristalina que coincida con
el nucleo del QD y que posee una banda prohibida mas alta (por ejemplo, ZnS, ZnSe o
CdS para el nucleo CdSe) suele ser una excelente alternativa a la hora de controlar este

problema’?.

Dentro de los métodos generales para sintetizar QD semiconductores se encuentran el
método bottom - up (de abajo hacia arriba) y top - down (de arriba hacia abajo)’. En el
primero, los precursores moleculares o idnicos de los QD reaccionan en solucion para
formar nanocristales. Por ejemplo, se obtienen QD en fase liquida se basa en la reaccion
de sales metalicas (NaHTe, NaHSe o sales de cadmio) en presencia de estabilizantes y
del anion correspondiente, el que se agrega a partir de, generalmente, su sal (NaxS, NaSe,

etc.), para dar QD estables tales como CdSe, CdTe, CdS, entre otros. Se puede realizar
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tanto en medios acuosos como orgéanicos. Comparativamente la reaccion en medio acuoso
resulta mas econémica, sencilla, obteniéndose puntos cuanticos de baja toxicidad,
solubles en agua y estables’. En el segundo enfoque, los nanocristales de tamafios
inferiores a 10 nm se obtienen a partir de la reduccion de tamaiio, litografica o
electroquimicamente, a partir de un sustrato macro semiconductor. La Figura 5 muestra

los procesos de sintesis y formacion de QD semiconductores.

METODO TOP-DOWN

Metal Polvo metalico punto cuantico

Transformacion Exfoliacion
mediante energia

Nanocristal

METODO BOTTON-UP

e T A "
+t —— —( L
o Sintesis Purificacién 2
Moléculas + Polimeros Bulk de sintesis Nanocristales

y nanoesferas

Figura 5. Métodos de sintesis y obtencion de puntos cuanticos.

Otro de los métodos de obtencion de QD es la sintesis coloidal”®

. Cada una de las especies
atomicas que formaran parte del QD se introduce en la mezcla en forma de un precursor,
el cual es una molécula o un complejo que contiene una o mds especies atomicas
requeridas para el crecimiento de los QD. A este sistema liquido se lo conoce como soles.
La descomposicion de las especies atomicas trae como resultado la formacion de nuevas
especies reactivas (mondmeros) que producirdn la nucleacion y el crecimiento de la
nanoparticula. La efectividad del método radica en la presencia de una o mas moléculas

que actiien como agentes coordinantes que se adsorben de forma dindmica sobre la

superficie del QD en crecimiento bajo las condiciones de reaccion.

La eleccion del estabilizante varia de un caso a otro. Si este se une con demasiada fuerza

a la superficie del QD impedird su crecimiento y se obtendran nanocristales pequefios. Si
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este agente coordinante se une de forma débil se consiguen nanoparticulas con un gran
tamafio o agregados. El agente de recubrimiento seleccionado debe tener alta afinidad por
la superficie del QD, estabilidad coloidal a largo plazo en un amplio rango de pH y fuerza
i6nica, capacidad de bioconjugacién y minimizar el tamafio hidrodindmico de la

nanoparticula final como aspectos fundamentales.

6.3. Aplicaciones de los puntos cuanticos semiconductores

Los QD semiconductores son aplicables a muchas disciplinas. Utilizados en sistemas
bioldgicos como marcadores fluorescentes, en dispositivos fluorescentes y de imagen
entre otros. Su alta demanda de aplicacion es debido a la alta fluorescencia con emision
y absorcion sintonizable’®. Una de las mayores aplicaciones en la actualidad es en
diversos campos del area bioldgica, incluyendo marcadores celulares, biosensores y en
investigacion biomédica, para el diagndstico de enfermedades y en terapia fluorescente.
Los QD semiconductores han logrado acoplarse con diferentes moléculas organicas como
anticuerpos, proteinas, ADN, acidos nucleicos, etc., permitiendo asi su uso en biosensores

electroquimicos y electroquimioluminiscentes.

Los QD semiconductores ofrecen una mejor alternativa que los fluoroforos
convencionales (colorantes organicos) como marcadores bioldgicos ya que exhiben una
fluorescencia continua por periodos de tiempo mayor que los colorantes organicos’’. Otra
ventaja que presentan los QD semiconductores es que pueden ser pasivados; un material
envolvente y protector impide la interaccion superficial con otras particulas logrando

optimizar su eficiencia luminiscente.

Diversos tipos de biosensores han sido estudiados basados en procesos de transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia (Fluorescence Resonance Energy Transfer,
FRET) o en la agregacion de pruebas fluorescentes para detectar analitos’®. La Figura 6
muestra las principales aplicaciones de los puntos cuanticos semiconductores en la

nanociencia y su uso en el campo del bioanalisis.
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Figura 6. Aplicaciones de los puntos cudnticos en las nuevas tecnologias’

7. Nitruro de carbono grafitico (g-C3N4)

Los avances en la nanociencia y la nanotecnologia han llevado al uso y aplicacién de
diferentes ~ nanomateriales, como en  dispositivos  electroquimicos y
electroquimioluminiscentes, ya sea mediante la modificacion de la superficie de
electrodos y/o su utilizacién como elementos de marcado en los denominados sensores
y/o biosensores®*®. Uno de los nanomateriales con importancia y aplicacién en la
nanociencia es el nitruro de carbono grafitico (g-C3N4), un nanomaterial que pertenece a
la familia de los materiales bidimensionales (2D), similar al grafeno, pero formado por
atomos de carbono y nitrégeno. Es un nanomaterial semiconductor con una gran brecha
energética entre sus BV y BC de aproximadamente 2,7 eV, debido a los planos grafiticos
conjugados formados por la hibridacién sp? de carbono y nitrégeno®*. Dentro de las
caracteristicas favorables de este nanomaterial, se pueden considerar su estructura

bidimensional ordenada y sintonizable, banda prohibida adecuada, alta estabilidad vy,
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ademas, se lo puede obtener de una manera muy simple. Es insoluble en medios polares,

como el agua, presenta estabilidad quimica, y su estructura varia de acuerdo con su

precursor. Algunas de las estructuras mas comunes obtenidas en la sintesis de g-C3Ny se

conocen como a, B, cubica, pseudocubica y grafitica, siendo esta ultima quizas la mas

conocida y utilizada en la actualidad®. La Tabla 1 describe cada una de las estructuras

mencionadas y caracteristicas principales, ademés de su distribucion de formacion.

Tabla 1. Estructuras comunes del nitruro de carbono a partir de su sintesis.

Tipo de
arreglo,
Unidad basica

Apilamiento
débil (2D),
Heptazina

Estructura

Grafitica

Beta (B) Hexagonal
menos
compacta,

Triazina

Alfa (o) Hexagonal
compacta,

Triazina

Red
tridimensional
distorsionada,

Triazina

Pseudocubica

Cubica Red
tridimensional
cubica (3D),

Triazina

Distribucion

Capas 2D con
interacciones débiles
entre ellas (Van der
Waals); las capas son
paralelas, pero poco
cohesionadas.

Capas 2D mas
separadas (~3,4-3,8
A) y con apilamiento
desordenado; puede
haber
desplazamientos
laterales entre capas.

Capas 2D con un
apilamiento ordenado
y uniforme,
espaciado intercapas
pequefio (~3,26 A).

Similar a la cibica,
pero con ligeras
distorsiones en la red
cristalina, que
introduce defectos
estructurales.
Estructura 3D, donde
las unidades de
triazina estan
conectadas
covalentemente en
una red cubica
regular.

Caracteristicas

Baja cristalinidad,
flexibilidad
estructural, Eg entre
2,7-2,9 eV, ideal
para aplicaciones
fotocataliticas.

Menor cristalinidad,
mas estados trampa
electronicos, mayor
espaciado entre
intercapas y defectos
estructurales.

Alta cristalinidad,
mayor estabilidad
térmica, menor
cantidad de
defectos.

Propiedades
intermedias entre la
cubica y grafitica;
mayor flexibilidad
estructural.

Alta densidad,
simetria isotropica;
poco comin y
menos estudiada en
comparacion con las
estructuras 2D.

Sintesis

Calcinacion de
precursores ricos en
nitrégeno
(melamina, urea,
dicianadiamida).
500-600 °C.

Calcinacion
controlada con
condiciones
especificas de
presion y tiempo.
550-650 °C.

Sintesis por
calcinacion a
mayores presiones o
tratamientos
térmicos de B-C3Ny
a 600-700 °C.
Tratamientos
térmicos avanzados
de precursores con
atmosferas
especificas a 700—
800 °C.
Condiciones
extremas: altas
temperaturas
(>1000 °C) y
presiones elevadas.
>1000 °C
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7.1. Sintesis de g-C3N4

Las estructuras de g-C3N4 se obtienen a partir de unidades basicas formadas previamente
durante el proceso de sintesis del nanomaterial. Asi, dos de las unidades principales para
la formacion de las estructuras del g-C3N4 son s-triazina y tri-s-triazina, también llamada
heptazina. Muchos precursores ricos en nitrogeno y libres de metales, entre ellos urea®®?’,
tiourea®®, cianamida®®, diciandiamida® y melamina®! se utilizan para sintetizar g-C3Na,

comunmente en su forma grafitica apilado en 2D. En la Tabla 1 se describe las sintesis

para la obtencion del nitruro de carbono grafitico.

Una manera de sintetizar el g-C3N4 en forma de nanomaterial laminar compuesto por
unidades de triazina o heptazina en forma de estructura bidimensional, es mediante la
calcinacion térmica a partir de precursores ricos en nitrégeno como, por ejemplo, urea.
Este proceso implica la polimerizacion y condensacion de estas moléculas en condiciones
controladas de temperatura y tiempo. De acuerdo con el precursor seleccionado, el
mecanismo de sintesis puede variar, y si bien todos llevan a la formacion de g-C3Na4, a un
mayor tiempo de reaccion y temperatura se pueden obtener las estructuras cristalinas
complejas previamente mencionadas en la anterior tabla. La Figura 7 muestra el
mecanismo de sintesis y formacion del g-C3Ny a partir de diferentes precursores ricos en

nitrégeno y carbono.

Durante la calcinacion de urea a temperaturas de 520 - 550 °C, las moléculas se
descomponen para formar amoniaco y cianamida. Posteriormente, la cianamida se
polimeriza a estructuras basadas en triazina o heptazina. A medida que la temperatura
aumenta, estas estructuras se ordenan en capas. Como producto final, se obtienen
nanohojas de g-C3;N4 apiladas con porosidad moderada. Cuando se utiliza tiourea, el
mecanismo de sintesis sigue un camino similar al de la urea, pero con liberacion adicional
de compuestos sulfurados, como sulfuro de hidrogeno. Este proceso genera defectos en
la estructura del g-CsNs debido a la incorporacion parcial de azufre, creando estados
trampa. Como consecuencia, la presencia de azufre interfiere en la polimerizacion
ordenada, y asi las capas formadas tienen una mayor densidad de defectos. En este caso
el producto final son nanohojas de g-C3N4 apiladas con defectos inducidos por azufre, lo

que ajusta sus propiedades electronicas y Opticas.
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Figura 7. Sintesis de g-C3N4 a partir de distintos precursores ricos en N y C. Cada
precursor permite la formacion de las nanolaminas bajo rangos de temperaturas

especificas en el proceso de calcinacion.

La melamina es un precursor triazinico que, al ser sometido a un tratamiento térmico entre
500 y 580 °C, experimenta un proceso de condensacion térmica y polimerizacion.
Durante esta etapa, se forman enlaces covalentes entre unidades de triazina, lo que da
lugar a una red extendida de carbono y nitrogeno con una estructura laminar. Esta
disposicion da lugar a nanohojas de grafito de nitruro de carbono, caracterizadas por un
apilamiento de capas con orden parcial y baja cristalinidad, aunque con elevada
estabilidad térmica y una organizacion estructural suficiente para aplicaciones
fotocataliticas y electronicas. Para el caso de la cianamida, esta se polimeriza a

temperaturas de 400 - 550 °C, generando estructuras de heptazina como base. Estas
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unidades se condensan y forman redes bidimensionales, organizandose en poliheptazina
lineal que son cadenas iniciales que se reorganizan en estructuras laminares. El resultado
de la sintesis a partir de cianamida son nanohojas de g-C3N4 superpuestas con menor
porosidad y mayor orden. La diciandiamida es un precursor rico en nitrégeno que genera
cianamida al calentarse a temperaturas de 500 - 600 °C, la cual una vez formada se
polimeriza y se condensa en redes de heptazina. Estas a su vez polimerizan por medio de
enlaces covalentes para dar, finalmente, una estructura laminar bien definida, resultado

de la polimerizacion controlada.

7.2. Funcionalidades superficiales del g-C3N4

El g-C3N4 es un material altamente versatil y funcional gracias a su estructura rica en
atomos de nitrogeno, enlaces conjugados y diferentes tipos de sitios activos que permiten
una variedad de interacciones quimicas y aplicaciones. Es un material cuya estructura y
composicion lo convierten en una plataforma ideal para el disefio de una amplia gama de
aplicaciones quimicas, electronicas y biologicas. Sus propiedades intrinsecas,
combinadas con su capacidad de ser modificado quimicamente, lo posicionan como un
material clave en la nanociencia y la nanotecnologia. El g-C3N4 es un material que puede
interactuar con otras moléculas o especies quimicas mediante diversos mecanismos, lo
que o convierte en un atractivo candidato para el desarrollo de biosensores®. A
continuacion, se presenta una descripcion integrada de sus caracteristicas y capacidades

funcionales:

I.  Interacciones hidrofobicas: los anillos conjugados en la estructura del g-C3N4
permiten la interaccion con moléculas orgénicas no polares a través de
interacciones hidrofobicas, lo que resulta 1til en aplicaciones de separacion y
adsorcion”,

II.  Interacciones electrostaticas: los sitios cargados del g-CsNi, especialmente
aquellos con carga positiva asociada a los nitrogenos protonados a pH bajos,
pueden atraer aniones o interactuar con moléculas cargadas negativamente.

III.  Quelacidn: los pares de electrones libres en los atomos de nitrégeno actian como
bases de Lewis, coordindndose con metales de transicion para formar complejos

metalicos estables%.
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IV.

Acoplamiento EDC-NHS: la presencia de grupos amino (-NH:) en el g-C3N4
permite reacciones de funcionalizaciébn quimica, como el acoplamiento
carbodiimida (EDC) y N-succinimida (NHS), que son fundamentales para

aplicaciones biologicas, como la inmovilizacion de biomoléculas”®®’.

La Figura 8 representa las propiedades funcionales de la superficie del g-C3Na.
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Figura 8. Estructura de g-C3N4 con sus posibles alternativas de interaccion con el medio.

Ademas, el g-C3N4 presenta varias propiedades clave que amplian su funcionalidad:

II.

I1I.

Propiedades electronicas: su estructura basada en anillos de triazina o heptazina
genera sistemas conjugados de electrones m que facilitan procesos de transferencia
electronica. Esto lo hace ideal para aplicaciones en fotocatalisis, sensores
semiconductores y almacenamiento de energia®®.

Funciones de base de Lewis: los atomos de nitrégeno con pares de electrones
libres no enlazados son sitios activos capaces de coordinarse con cationes
metalicos, lo que mejora su capacidad catalitica®.

Funciones de base de Brensted: algunos grupos amina y nitrégenos en la
estructura pueden actuar como donadores de protones en reacciones acido - base,

modulando la actividad catalitica del material'°°,
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IV.  Enlace por puente de hidrogeno: los grupos amina (-NHz) pueden formar enlaces
puente de hidrégeno con moléculas o iones, estabilizando estructuras y facilitando

interacciones quimicas especificas, especialmente en ambientes acuosos''.

8. Procesos de emision de luminiscencia: principios y fundamentos

La emision de luz es un fendmeno fundamental en la naturaleza y la tecnologia. Este
fenomeno se manifiesta en diversos contextos, desde procesos naturales como la
bioluminiscencia en organismos vivos, hasta aplicaciones tecnologicas avanzadas en
sensores, pantallas y dispositivos de iluminacién!®?. La luminiscencia se caracteriza por
la emision de luz a bajas temperaturas y ocurre debido a procesos electronicos que
involucran estados excitados en &tomos, moléculas o materiales. La luminiscencia incluye
varios subtipos como la quimioluminiscencia, la fotoluminiscencia, y la EQL, cada uno

definido por el mecanismo por el cual se generan los estados excitados'®>.

Quimioluminiscencia (QL)

Se define como la emision de radiacion electromagnética originada a partir de una
reaccion quimica, la cual produce un intermediario o producto excitado electronicamente
que, al volver a su estado fundamental, libera energia en forma de luz'®. El uso de la
quimioluminiscencia como técnica analitica tiene una serie de ventajas que incluyen
especificidad y simplicidad, ademds de instrumentacion econdmica. Estas ventajas
permiten su aplicacion en biosensores. Los biosensores quimioluminiscentes muestran
limites de deteccion (LD) muy bajos (incluso hasta el nivel de fentomol) y un amplio

intervalo dinamico de trabajo en varios 6rdenes de magnitud'®>.

Fotoluminiscencia (FL)

En este proceso la emision de luz es producto de la excitacion previa de una molécula o
particula a través de la irradiacion de una fuente de luz. La luz emitida se debe a la
liberacion de energia cuando el electron vuelve de un estado excitado al nivel

fundamental. Cuando una particula (o molécula) absorbe fotones provenientes de una
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fuente de luz, genera un salto electronico del electrén desde un nivel energético de la
banda HOMO (en nanomateriales se habla de BV), hacia un nivel de energia superior de
la banda LUMO (BC en nanomateriales). Al ocurrir este salto se genera, en moléculas
una especie excitada, y en nanoparticulas la formacion de un par h* — e’, donde, en ambos
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casos, al regresar a su estado fundamental liberan energia en forma de luz'™. Este proceso

se denomina fluorescencia.

Electroquimioluminiscencia (EQL)

La EQL o quimioluminiscencia electrogenerada, (abreviada EQL por sus siglas en
espafiol), es el proceso en el cual las especies generadas sobre electrodos a partir de
reacciones heterogéneas experimentan posteriores reacciones de transferencia de
electrones que dan origen a especies con estados excitados que emiten luz'?’. La emision
de EQL ocurre en la parte visible del espectro como consecuencia de reacciones de
transferencia de electrones répidas y altamente exoenergéticas entre un dador de
electrones o huecos, y un aceptor de huecos o electrones, dando lugar a la formacion de
un par h* — ¢ 1%, La luminiscencia producida en EQL se inicia y se controla alterando el

potencial de un electrodo.

La EQL es un proceso el cual requiere de reacciones heterogéneas (es decir, sobre la
superficie del electrodo) y homogéneas (en solucion), por lo que necesita de condiciones
especificas. Sin embargo, es una técnica que presenta una respuesta selectiva y, por lo
tanto, de gran aplicacion en sistemas analiticos de deteccion. En el proceso de EQL la
reaccion electroquimica permite controlar el tiempo y los perfiles difusionales de las
especies responsables de la de emision de luz!*’. Ademas, la EQL es mas selectiva que la
QL, debido a que las generaciones de estados excitados pueden controlarse
selectivamente cambiando los potenciales aplicados a los electrodos. Por otra parte, la
EQL es una técnica no destructiva en algunos casos, porque algunos de los emisores de
luz pueden regenerarse después de la emision de EQL''?. La Figura 9 representa los tres

tipos de luminiscencia mencionados anteriormente.
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Figura 9. Mecanismos de generacion de luminiscencia: quimioluminiscencia (a);
fotoluminiscencia (b) y; electroquimioluminiscencia (c). A y D hacen referencia al

aceptor y dador de electrones, respectivamente.

8.1. Generacion de los estados excitados de nanoparticulas: transiciones

radiativas y no radiativas

Cualquier proceso con una respuesta de emision luminiscente requiere una previa
excitacion de la nanoparticula. Esta excitacion puede producirse mediante dos métodos
principales: excitacion Optica o excitacion redox. En la excitacion Optica, la nanoparticula
absorbe un foton de energia suficiente para promover el salto de un electron desde el nivel
de energia superior en la BV al nivel de energia mas bajo desocupado de la BC, generando
el par h" — e, o exciton, generalmente en la region del espectro comprendida entre el

111,112

ultravioleta al infrarrojo Por otro lado, en la excitacion redox, reacciones

electroquimicas donde una especia se oxida y otra especie se reduce, inducen la formacion
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de especies excitadas capaces de emitir luz. Estas reacciones redox pueden ser en fase

homogénea o heterogénea'!>.

En la Figura 10 se representan las posibles transiciones y vias de generacion luminiscente
de un nanomaterial semiconductor fotoexcitado y electro excitado, asi como también los

procesos en su nicleo y su superficie!'*.
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Figura 10. Diagrama de Jablonsky para un nanomaterial semiconductor y sus posibles
procesos radiativos y no radiativos mediante perturbacioén foténica y excitacion redox.
Las lineas onduladas y discontinuas representan las transiciones no radiativas y perdidas
energéticas; las lineas continuas representan los procesos involucrados en las transiciones
radiativas. Se indican los procesos que ocurre en el ntcleo y la superficie, ademas de los

procesos electroquimicos en la interfaz electrodo - solucion.
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En detalle, al irradiarse un nanomaterial, este puede absorber la suficiente energia para
excitar los electrones presentes en los niveles energéticos de la BV, desplazandolos al
borde energético de la misma banda. Este borde energético de banda es denominado
estado fundamental (So) siendo el nivel de mayor energia en la BV!!>. Si el electron cuenta
con la suficiente energia para realizar un salto energético, podra ocupar un nivel
disponible de la BC del nanomaterial. A este proceso se le conoce como absorcion!®.
Después de ocurrido el proceso de absorcion, los electrones promovidos a un nivel de la
BC pierden energia debido a su desplazamiento a niveles energéticos dentro de la misma
BC. Este proceso de relajacion electronica a niveles inferiores dentro de la BC es un
proceso no radiativo que libera energia en forma de vibraciones (fonones) estabilizando
el electrén en un nivel excitado mas bajo. A este proceso se le conoce como conversion
interna'!’.

Los nanomateriales, especialmente nanoldminas y puntos cuanticos, poseen una gran
cantidad trampas electronicas, con un nivel de energia localizado dentro de la banda
prohibida que atrapa portadores de carga. Cuando los electrones o huecos quedan
atrapados en estos estados, el exceso de energia se puede liberar a través de procesos no
radiativos''®. Aunque no es un proceso de transferencia de energia clésica, el salto al
estado trampa puede involucrar una transferencia local de energia dentro del material: la
energia del electron en el nivel excitado es cedida al sistema, tipicamente como energia
vibracional en la red cristalina (interaccion electron - fonon)!''°. Esto lo diferencia de una
transferencia de energia en sentido quimico, como cuando un material transfiere energia

excitada a otra molécula cercana.

El proceso de emision de luminiscencia ocurre cuando un electron excitado que se
encuentra en el borde de la BC regresa a su estado fundamental en la BV, emitiendo un
foton. Este proceso es caracteristico por ser rapido (en la escala de unos pocos
nanosegundos)'?. Por otro lado, la emision luminiscente desde un estado trampa al estado
fundamental ocurre cuando un electrén atrapado en un nivel energético intermedio se
recombina con un hueco presente en la BV. Este proceso suele generar una emision de
menor energia, originando un corrimiento batocromico debido a la naturaleza mas baja
del estado trampa en comparacion con la emision desde el borde inferior de energia de la
BC, y puede ser mas lento dependiendo de la profundidad del estado trampa y de las

dinamicas de relajacion!?!+122,
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Ademas de los procesos que involucran la emision de fotones, puede ocurrir la
combinacion de €y h" con emision no radiativa. Este proceso involucra la transferencia
de energia al entorno, generalmente como calor, denominado desactivacion no radiativa

y compite con la emision radiativa, disminuyendo la eficiencia luminiscente'?*.

En sistemas electroquimicos, las reacciones de oxidaciéon y reduccion heterogéneas
funcionan como herramientas para excitar electronicamente la nanoparticula,
reemplazando la excitacion foténica convencional'?*. En un proceso de oxidacion, un
electron es extraido desde la BV de la nanoparticula hacia el electrodo dejando un hueco.
El proceso de reduccion por ocurre mediante la inyeccion directa de electrones desde el
electrodo a su BC, o indirectamente a través de especies radicalarias que generan
intermediarios redox capaces de transferir electrones en el nivel vacante de menor energia
de la BC o estados trampa, dependiendo del potencial aplicado y de la estructura
electronica de la nanoparticula. Este proceso de formacion de pares h™ — e, permite la

125 A diferencia de la excitacion

generacion de procesos radiativos de luminiscencia
producida por foto - induccion, la excitacion producida por reacciones heterogéneas es
mayormente superficial y estd limitada por la accesibilidad de los niveles de energia
superficiales al electrodo. Sin embargo, en ciertos casos, la conductividad interna del
nanomaterial puede permitir una transferencia mas profunda si la nanoparticula es

suficientemente conductora y carente de estados trampa.

8.2. Procesos de desactivacion de la luminiscencia

Las técnicas basadas en la emision de luz de moléculas y/o nanoparticulas son las mas
utilizadas como técnicas de deteccion en biosensores, debido a la facilidad de deteccion
de la respuesta luminiscente y a su alta sensibilidad. Como se ha mencionado, la
luminiscencia de las nanoparticulas semiconductoras es muy sensible al estado de su
superficie, por lo que cualquier interaccion fisica y quimica entre una especie y el entorno
que rodea a la nanoparticula, podria provocar cambios en la eficiencia de la
recombinacion del par h* - €. En tal sentido, las respuestas de los sensores/biosensores
pueden ser debido a un incremento o una disminucion de la luminiscencia en funcion con

la concentracidn del analito.
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La disminucién de la luminiscencia se denomina desactivacion o quenching, y se refiere
al proceso por el cual ocurre una disminucion de la intensidad de la luz emitida. Muchas
interacciones moleculares producen este fenomeno; entre ellas, se encuentran las
reacciones del estado excitado, reordenamiento molecular, transferencia de energia o de
electrones, formacion de complejos en el estado fundamental, formacion de excimeros y
exciplejos y desactivacion por colisiones'“°. Estos procesos pueden ser internos (dentro
de la misma molécula o nanoparticula) o externos (debido a interacciones con otras

especies o superficies).

Tanto en la fluorescencia'?’ como la EQL!?® puede ocurrir procesos de desactivacion o
quenching de la luminiscencia. Este fenomeno puede ser causado, como se mencion6
anteriormente, por factores como transferencia de energia, transferencia de electrones,
formacion de complejos no emisores, interacciones con el medio o defectos de
superficie!?®. Se distinguen dos tipos de quenching estitico y dindmico son dos
mecanismos que explican la disminucion luminiscente propia de los procesos de
fluorescencia. Ambos procesos tienen caracteristicas distintas y operan bajo condiciones

especificas.

El modo estatico'*® ocurre debido a la formacién de un complejo no fluorescente entre la
especie emisora de luz y la especie extintora de la misma en el estado fundamental. La
constante de desactivacion de la fluorescencia es independiente del tiempo de vida de
fluorescencia (t). Se describe como:

I 4
2 14K[Q) @

donde Kg es la constante de asociacion y [Q] es la concentracion de la especie extintora
de la fluorescencia. El valor de Kg estd relacionado con las concentraciones de las

especies involucradas en el proceso, lo cual se puede representar mediante la Ecuacion:

F+QeFQ Q)
el complejo FQ absorbe energia, pero no emite fluorescencia, contribuyendo a las
transiciones no radiativas. La fluorescencia disminuye con la formacion del complejo,
pero el tiempo de vida del fluoréforo no cambia. El modo dindmico'*! ocurre por
colisiones entre el fluoréforo en el estado excitado y la especia extintora de la luz,

resultando en la desactivacion no radiativa. Este modo de apagamiento depende de las
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interacciones que ocurren durante el tiempo de vida del fluor6foro excitado. El analisis

del este proceso se puede realizar mediante la ecuacion de Stern- Volmer!*%:

Iy _ 1
2= 1+ ki [Q] ©)
el termino TO es el cociente entre la intensidad de emision luminiscente en ausencia del

quencher y en presencia de este, qu(l) hace referencia a la constante de Stern-Volmer (Kp,
por su abreviacion en ingles de constante dindmica). Tanto la fluorescencia como el
tiempo de vida disminuyen proporcionalmente, asi el apagamiento de la fluorescencia de
modo dindmico aumenta con la temperatura, ya que las colisiones son mas frecuentes a

mayor energia térmica.

En EQL, la desactivacién de la luminiscencia puede ocurrir por diversas especies
presentes en el sistema que interfieren con los procesos radiativos de las especies

133 ‘Muchas veces, la desactivacion

excitadas generadas durante el proceso electroquimico
de la EQL es causado por moléculas redox que, al reaccionar con las especies oxidadas o
reducidas electroquimicamente, desactivan su energia en lugar de permitir que reaccionen
y emitan luz. Ejemplos comunes son el oxigeno molecular, que captura electrones y puede
formar radicales que son eficientes extintores de la EQL. Las especies peroxido también
juegan un papel importante en algunos sistemas, ya que reaccionan con los estados

excitados para reducir la eficiencia luminiscente'**.

Ademas de moléculas con propiedades redox, los iones metalicos, como los de cobre o
plata, pueden actuar como extintores de la EQL al formar complejos con las especies
excitadas, evitando la emision de luz. Estos metales pueden facilitar la transferencia de
electrones hacia el sustrato o hacia otras especies que desactivan el sistema excitado!*>.
Por ultimo, los defectos superficiales en los electrodos, especialmente en materiales como
el grafeno o 0xido de grafeno, también pueden ser extintores eficaces de la EQL. Estos
defectos pueden interactuar con las especies excitadas, causando una relajacion de su

energia de manera no radiativa, lo que reduce la intensidad de la sefial luminiscente'®.
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8.3. Transferencia de energia

Uno de los principales procesos de desactivacion de la fluorescencia que generalmente
esta involucrado en la mayoria de las aplicaciones analiticas es la transferencia de energia
por resonancia (RET). La transferencia de energia es un proceso fotofisico en el cual una
molécula o particula (especie dadora), en su estado excitado, se desactiva regresando al
estado fundamental mediante la transferencia de energia a otra molécula o particula
cercana (especie aceptora)'3’. Puede ocurrir a través de un mecanismo radiativo o no
radiativo. La forma radiativa, involucra la emision del dador (D) seguido por la
subsecuente absorcion de dicho foton por parte del aceptor (A). Este proceso no requiere
de un encuentro fisico entre D* y A, pero si es dependiente del solapamiento del espectro
de emision del D y de absorcion del A. En el proceso de transferencia de energia no
radiativo, no se involucra la emision de un fotén, sino que se requiere de interacciones
entre D y A durante el tiempo de vida del D en su estado excitado. Puede ocurrir mediante

dos mecanismos:

(1) Transferencia de energia de resonancia por la interaccion dipolo — dipolo o
mecanismo de Forster (FRET), se basa en un acoplamiento coulombico a
través de un campo eléctrico oscilante y es de largo alcance entre D y A (< 8-
10 nm). Es necesario que exista un solapamiento espectral adecuado entre la
emision del dador y la absorcion del aceptor.

(1)  Transferencia de energia de resonancia por intercambio electronico o
mecanismo de Dexter, requiere un solapamiento espacial de los orbitales
moleculares del donor y el aceptor y, por lo tanto, solo ocurre a distancias muy

cortas (< 1,5 nm).

Como se muestra en la Figura 11, existe una regiéon de superposicion del espectro de
emision del dador y el de absorcion del aceptor (region de superposicion espectral, J(1)).
Este solapamiento es una condicidon necesaria para que ocurra el proceso de transferencia
de energia. Como se ha mencionado para que ocurra un mecanismo tipo FRET, a través
del acoplamiento dipolo - dipolo de largo alcance, el dador de energia se debe encontrar
a una distancia de entre 80 y 100 A del aceptor, siendo esta distancia el denominado radio

de Forster!3®

. La constante de velocidad del mecanismo FRET depende de varios factores,
como son la distancia relativa dador - aceptor, la orientacion de los momentos dipolares

y el coeficiente de absorcion molar del aceptor.
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Figura 11. Mecanismo transferencia de energia tipo Forster (FRET) entre dos

nanomateriales luminiscentes.
La eficiencia de transferencia de energia (Egt) esta definida por la siguiente ecuacion:

)

Ip.
Egr=1 — —=
Ip

donde Ip.a es la integracion de la curva de emision del dador en presencia del aceptor e
Ip es la integracion de la emision del dador en ausencia del aceptor. El radio de Forster
(Ro) para el par dador-aceptor se calcula utilizando la Ecuacion (8) y se define como la
distancia a la que RET tiene una eficiencia del 50 %.

1
Ry=9,70x10° [K'n*e J(1)] /s ®)

71



donde k? describe la orientacion de los dipolos y puede variar en valor desde 0
(perpendicular) a 4 (colineal/paralelo), n* es el indice de refraccion del disolvente, ¢p es
el rendimiento cuantico del dador, y J(A) el valor de la integral de superposicion espectral,

la cual se determina con la Ecuacion (9):

[ Fp(Wex A dA (0]
[ Fp(1) dA

donde Fp (A) es la intensidad de fluorescencia normalizada del dador, ea(A) es el

JOV)=

coeficiente de extincion del aceptor a la longitud de onda A.

El proceso de transferencia de energia entre sistemas de nanoparticulas semiconductoras
es muy utilizado a la hora de disefiar biosensores de afinidad, como son los
inmunosensores. De manera similar, en las reacciones electroquimioluminiscentes,
también ocurren procesos RET, donde las especies excitadas se generan
electroquimicamente y pueden transferir electrones o huecos a otras moléculas, las que

actian como emisoras de luz.

8.4. Procesos electroquimicos en nanoparticulas semiconductoras

Una reaccion electroquimica es un proceso quimico heterogéneo que implica la
transferencia de electrones entre un nanomaterial semiconductor y el electrodo, en medio
de un conductor i6nico (solucién electrolitica)'*®. Las reacciones que ocurren en el
electrodo puede ser procesos anddicos o catodicos, las cuales hacen referencia al proceso
de oxidacion, cuando un nanomaterial transfiere electrones al electrodo, y reduccion

cuando un nanomaterial gana electrones provenientes del electrodo.

Una manera de medir la velocidad de las reacciones es analizar la variacion de la carga
en funcion de un del tiempo, es decir, la corriente'®’. La corriente i es una medida
conveniente de la velocidad de la reaccion global la cual se relacion con la carga de los
procesos redox involucrados en un intervalo finito de tiempo. La carga necesaria para
convertir m moles de material en una reaccion del electrodo que implica la transferencia

de n electrones por molécula estd determinada por la ley de Faraday'*!.
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Para la siguiente reaccion de transferencia de electrones

O+ne” <R 10)
la corriente faradaica puede escribirse como:
] 1)
A oF [krer (0) - koco(0)]
siendo j la densidad de corriente. Las concentraciones que intervienen en la expresion de
la velocidad son las existentes en la superficie del electrodo, es decir en x = 0, mientras

que kr y ko son las constantes de velocidad caracteristicas de los dos procesos de

reduccion y oxidacion respectivamente.

A un tiempo inicial bajo condiciones de equilibrio, en donde la corriente faradaica es nula,
las concentraciones en el electrodo de las especies R y O son iguales a su valor en la
solucion, por lo que:

RT C, 12)

E=E’+ —Ln—
nF nCR

donde Co y Cr son las concentraciones de las especies oxidadas y reducidas,
respectivamente, E° representa el potencial estandar del electrodo!*?, R la constante
universal de los gases, T la temperatura y F la constante de Faraday. Esta ecuacion,
denominada ecuacion de Nernst!'*, describe el potencial de equilibrio de un electrodo
para una reaccion redox en funcidn de las concentraciones de las especies implicadas. La
ecuacion de Nernst se puede relacionar directamente con el potencial estaindar de una
reaccion redox al describir como el potencial de electrodo para una reaccion varia con las

concentraciones de las especies redox presentes en la solucion.

Este potencial representa la energia necesaria para agregar o quitar un electron;

representado como:

°+
Erxn = EO (D /D) — EO (A/A°—) (13)
donde E,,, es el potencial estdndar redox de la reaccion de transferencia electronica;

E° (D +/ D) es el potencial estandar de la especie oxidada, y E° (A/ AO') es el potencial

estandar de la especie reducida. El potencial estdndar esta directamente relacionado con
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la energia libre de Gibbs estandar (AG®)!'* de una reaccion redox, que es una medida de

la espontaneidad de la reaccion. Esta relacion se expresa mediante la ecuacion:

AG’ = —nFE 4,

(14)

Donde E°xx es el potencial estandar de la reaccion global. De esta manera queda vinculada

la energia libre con el potencial de la celda.

9. Generacion de la electroquimioluminiscencia

Los procesos que dan lugar a la EQL pueden ser a través de la via de aniquilacion o por

la via del coreactante . La Figura 12 describe las vias de generacion del proceso de EQL.

(A)

ANIQUILACION

Catodo

r

Anodo

@ Coreactante

(B) REDUCTIVO - OXIDATIVO

electrodo
G
S

v
ol

Figura 12. Mecanismos de generacion de la EQL via de aniquilacion (A); via coreactante

(B) reductivo - oxidativo (arriba) y oxidativo - reductivo (abajo).
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Por ambas vias se generan especies excitadas las que daran lugar a la emision de luz'*.
En los procesos de aniquilacion de los QD, estos se oxidan y reducen
electroquimicamente, difunden, se encuentran y reaccionan'*®. El catién y el anion radical
del QD se aniquilan para formar el estado excitado del nanomaterial. En la via del
coreactante, se requiere de un reactivo auxiliar llamado coreactante (por ejemplo, ion
oxalato, peroxidisulfato, tripropilamina, etc.)!'*’. En el barrido de potencial, tanto los QD
como el coreactante sufren una transferencia de carga heterogénea para, luego, reaccionar
entre si y emitir luz. La EQL por la via del coreactante se puede clasificar en procesos
anddicos (reduccion oxidativa) y catddicos (oxidacion reductora), segin sea la polaridad

del potencial aplicado y el papel del coreactante como reductor u oxidante (Figura 12).

Tanto los procesos por la via de la aniquilaciéon como por la del coreactante tienen varias
ventajas y siguen caminos separados para generar el estado excitado electronicamente
que eventualmente emite luz. Sin embargo, todos los mecanismos de involucran especies

quimicas generadas electroquimicamente!*.

9.1. Cinética de la electroquimioluminiscencia

Uno de los elementos mas importantes para tener en cuenta en la generacion de radiacion
electroquimioluminiscente es la cinética de la reaccion homogénea. Por ello, la energia
de la reaccion de transferencia de electrones, si es suficiente, conduce a la produccion de
estados excitados. La energia con la cual se puede generar las especies oxidadas y/o
reducidas se relaciona a las variables termodinamicas a partir de los potenciales estdndar
de oxidacion y reduccion. Asi, el estado singlete excitado se puede describir en términos
termodinamicos con la siguiente ecuacion:

—~AH? = EQ .;(D**,D) —E24(A,A™") — TAS® a5s)
donde E2;4 y E2q son los potenciales estandar de oxidacion y reduccion de las especies
dadora (D) y aceptora (A), respectivamente, y AS® la variacion de entropia estandar para
el proceso de EQL. Considerando que el término TAS® equivale aproximadamente a 0,16
eV en condiciones estandar'*®, siendo este un aporte energético de poca consideracion, la

mayor energia impulsora del mecanismo radica en los potenciales estandar redox (E°),
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tanto de la especie dadora como de la aceptora, los que se pueden vincular con la variacion

estandar de energia libre de Gibbs como:

AG’= — nFAE’= — nF(EQq — Efg) ()
Por lo que
AH’= — nFAE’ + 0,16 eV a

El proceso fundamental en la EQL es la generacion de luz a partir de la formacion
electroquimica de iones radicales, por lo que es muy importante los potenciales redox
estandar y la estabilidad de estos iones radicales. Por lo tanto, son necesarios algunos
requisitos previos para los compuestos que exhiben emision luminiscente generada

electroquimicamente.

En primer lugar, los compuestos luminiscentes deben tener un gran sistema de electrones
7 deslocalizados que permita la formacion reversible de cationes y/o aniones radicales.
Dichos compuestos deben tener baja energia singlete y triplete. El segundo requisito es

un elevado rendimiento cuantico de fluorescencia.

La formacién de los iones radicales ocurre en los electrodos, y la emision de luz se
producira al encontrarse los radicales formados generando especies excitadas que seran
las responsables de la emision, por lo que el proceso es controlado por la difusion de las
especies radicales formadas en las superficies de los electrodos. Este mecanismo puede
modificarse al inmovilizar uno de los compuestos o nanoestructuras sobre la superficie
del electrodo, en donde el proceso de EQL dependera del encuentro entre los radicales

inmovilizados y los que se producen en la superficie del electrodo o en su cercania.

9.2. Cuantificacion de la sefial electroquimioluminiscente

Uno de los métodos de generacion de la sefial de EQL es a través de la cronoamperometria
de multiples pulsos de potencial'*’, en la cual se somete el sistema sucesivos saltos de
potencial, aplicando un potencial igual o superior al potencial de oxidacion o reduccion

de las especies intervinientes.
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Primero se aplica un potencial en donde no ocurren procesos faradaicos, es decir, no hay
reaccion electroquimica, el cual es generalmente el potencial de equilibrio (Eeq). Luego,
se impone un valor de potencial tal que la reaccion heterogénea ocurra '*°. El pulso se
mantiene por un tiempo determinado obteniendo un transiente corriente vs. tiempo!>%!3!,
Luego de un tiempo determinado se impone otro valor de potencial en el cual el proceso
redox no ocurre. Este proceso puede realizarse en multiples ciclos. Esta metodologia,
generalmente, se utiliza para determinar la estabilidad del proceso de EQL con respecto
al tiempo y analizar la cinética de transferencia electronica del sistema. La Figura 13

representa la respuesta electroquimioluminiscente de un sistema sometido a dos saltos

anddicos de potencial.
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Figura 13. Medicion de la EQL mediante la cronoamperometria de salto multiple.

También, la respuesta EQL puede determinarse a partir de un barrido de potencial usando
voltamperometria lineal o ciclica, en donde se aplica un barrido de potencial a una
velocidad determinada desde un potencial inicial (generalmente el potencial de equilibrio)
hasta un potencial en donde ocurre una reaccion de oxidacion y/o reduccion de las
especies participantes. Estas mediciones permiten determinar los potenciales de
oxidacion y/o reduccion, expresados como potenciales de pico anddico (Ep.) y catodico

(Ep,c), identificando los requerimientos energéticos para la generacion de radicales
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responsables de la emision de luz. La Figura 14 describe una experiencia de
voltamperometria lineal y la respuesta EQL en funcion de los potenciales de oxidacion

de la especia emisora de luz y el coreactante.

E, :Eox Luminoforo

core actantei

i /Amperios

EQL (x10°) /U.A.
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E /voltios

[=]
r

Figura 14. EQL en funcion de los potenciales de oxidacion del coreactante y el

luminéforo.

A partir de la Figura 14 se puede inferir que para que ocurra la excitacion de la especie
emisora es necesario la formacion de radicales provenientes del coreactante, los que daran
lugar a la formacion de la especie excitada encargada de la emision. El rendimiento
cudntico EQL puede ser cuantificado a partir de la comparacion con una molécula de
referencia (moléculas o particulas con rendimientos cuanticos de emision conocidos y
estandarizados, por ejemplo, complejos de rutenio, luminol, entre otros). La
cuantificacion de la sefal electroquimioluminiscente se realiza a partir del rendimiento
cuantico EQL (®gqy ). Esta eficiencia es igual al nimero de fotones emitidos dividido por
la corriente del proceso redox de las especies reactantes, tal como se muestra en la

siguiente ecuacion:
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t
flrdt  Q a8)
t
Q f() IEQL ref dt

donde Q hace referencia a la carga expresada en A's, Igqr (expresado en unidades

D= Pper X

arbitrarias, asi como también en Einstein/s) es la intensidad de EQL emitida por el
lumindforo, la cual se expresa en funcion del area bajo la curva calculada
experimentalmente; el subindice ref hace referencia a un luminoforo estandar, cuyos
valores son previamente determinados, con la finalidad de comparar la emision de la

muestra en estudio.

9.3. Coreactantes

Los coreactantes son sustancias quimicas que participan en las reacciones de EQL
facilitando y/o mejorando la generacion de especies excitadas responsables de la emision
de luz. Los coreactantes pueden ayudar a superar la ventana de potencial limitada de un
solvente o estabilizar los aniones o cationes de nanoparticulas, lo que mejora
sustancialmente la intensidad de EQL!*. El coreactante se puede oxidar o reducir para
dar lugar a cationes o aniones radicales intermedios los que, a partir de reacciones
posteriores, originar una especie reductora u oxidante poderosa, las que reaccionan con
las especies lumindforas proporcionando electrones o huecos para completar los procesos
de excitacion'>®. Los coreactantes utilizados se pueden dividir en dos tipos: coreactantes
EQL R — O (reductivo - oxidativo) y correactantes EQL O — R (oxidativo - reductivo)'>*.

Los coreactantes tipicos se enumeran en la Tabla 2.

Para seleccionar el coreactante apropiado para la EQL de nanoparticulas como puntos
cuanticos semiconductores, se deben tener en cuenta los niveles de energia relativos de
los puntos cuénticos y del coreactante a partir del analisis de los potenciales de oxidacion

y reduccion.
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Tabla 2. Coreactantes tipicos utilizados para la EQL de nanoparticulas y sus

correspondientes reacciones.

Coreactante Tipo Reaccion Principal
Persulfato'®® (S,03") Catodico S,0¥ +e—S03+S03"
Sulfito'*® (SO3) Anddico SO3 —>S05 +e
Carbonato'"’ (CO3") Anddico COF —COS +e
Peréxido de hidrogeno!*® (H,0,) | Catédico H,0,+¢"—OH +OH"*
Oxigeno' (02) Anddico 0,+e—05"

CH;COCOO +e —
Piruvato (CH,COCOO") Catodico

CH;COCOO*—CH;CO*+CO0,
Aminas!'® (TPrA, TEA) Anddico R;N—R;N*"SR;N*+H"
. In/ —Iny e +0,—
Anodico/ SnO, SnO% 2
ITO61 4+ 0,
Catodico In /sn 0. +05”

10. Biosensores

Los biosensores son dispositivos analiticos que convierten una respuesta bioldgica en una
sefial eléctrica; estos dispositivos deben ser especificos, en lo posible independientes de
parametros fisicos como el pH y la temperatura del medio en el que se encuentren. Como
caracteristica principal, constan de un componente bioldgico como enzimas, anticuerpos
o células, sobre un transductor fisico o quimico que convierte una interaccioén o reaccion
biologica en una sefial medible, como una corriente eléctrica, una emisioén de luz y una
variacion de masa. Estos dispositivos se utilizan ampliamente en campos como la

medicina, la biotecnologia, y el control ambiental, entre otros'®?.
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Los biosensores se han clasificado segin varias perspectivas; sin embargo, la

clasificacion mas comunmente utilizada se basa en dos factores: el elemento de

reconocimiento de origen bioldgico y la transduccion de la sefial. En el primer caso, la

biomolécula determina la especificidad, sensibilidad y aplicacion del biosensor. A

continuacion, se detallan los principales tipos:

II.

I1I.

IV.

Biosensores enzimaticos: para estos biosensores se utilizan enzimas como elementos
de bioreconocimiento. Las enzimas catalizan reacciones especificas, lo que permite
detectar el analito mediante cambios en la concentracion del sustrato enzimatico,
productos formados o cofactores. Su alta especificidad y cinética rapida los hacen
ideales para aplicaciones como la deteccion de glucosa, lactato y colesterol. Dentro
de este grupo se destacan los sensores de glucosa basados en glucosa oxidasa, que
generan peroxido de hidrogeno o consumo de oxigeno, lo que da lugar a alternativas
de deteccion tanto dpticas como eléctricas!'®>164,

Inmunosensores: este tipo de biosensores emplean anticuerpos como elementos de
bioreconocimiento para detectar moléculas especificas mediante interacciones
inmunologicas altamente especificas. Estas interacciones dan origen a seiales
detectables mediante métodos opticos, electroquimicos o piezoeléctricos. Se usan
principalmente en diagnostico clinico, deteccion de enfermedades y control de
calidad alimentaria'®’.

Genosensores: estos biosensores utilizan secuencias especificas de ADN o ARN
(oligonucleodtidos) como elementos de reconocimiento para detectar secuencias
complementarias (4cidos nucleicos) mediante la hibridacion. Son ampliamente
utilizados en diagndsticos moleculares, andlisis genéticos y estudios de
mutaciones'®S.

Biosensores basados en aptameros: también denominados aptasensores. Utilizan
aptameros, que son cadenas de ADN o ARN seleccionadas in vitro con alta afinidad
y especificidad hacia el analito. Estos biosensores son versatiles, estables y ttiles en
la deteccion de pequefias moléculas, proteinas o células enteras. Dentro de este grupo
de biosensores, se destacan los sensores de aptameros para deteccion de

contaminantes como pesticidas en agua'®’.

Los biosensores también se pueden clasificar de acuerdo con el mecanismo que utilizan

para convertir la interacciéon biologica en una sefal detectable. Este componente,
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conocido como transductor, determina el tipo de seial producida (eléctrica, Optica,

mecanica, etc.). A continuacion, se describen los principales tipos:

I. Biosensores electroquimicos: estos biosensores generan sefiales eléctricas como
respuesta a reacciones quimicas, generalmente redox, ocurridas entre el analito y el

receptor bioldgico'®. Se clasifican en dos tipos principales:

A. Potenciométricos: miden el cambio en el potencial eléctrico generado en un
electrodo de trabajo en condiciones de equilibrio quimico.
B. Amperométricos: miden corrientes eléctricas generadas por reacciones redox

inducidas por el analito. Son muy utilizados para medir la glucosa en sangre.

II. Biosensores Opticos: estos biosensores detectan cambios en propiedades Opticas
como la intensidad, la longitud de onda, la polarizacion o la fase de la luz debido a
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interacciones con el analito'®”. Dentro de este grupo se encuentran:

A. Espectrofotométricos: basados en la absorcioén o emision de luz.

B. Interferométricos: miden cambios en la interferencia de la luz debido a la
adsorcion de biomoléculas en una superficie.

C. Plasmonicos (SPR): utilizan la resonancia de plasmones superficiales para
detectar cambios en el indice de refraccion de un medio cerca de una superficie

metalica'’’.

II1. Biosensores piezoeléctricos: basados en cristales piezoeléctricos, estos biosensores
detectan cambios en masa o propiedades mecanicas en la superficie del transductor
al interactuar con el analito. Algunos de estos biosensores como la microbalanza de
cristal de cuarzo, mide variaciones en la frecuencia de oscilacién de un cristal de
cuarzo debido a la adsorcion de biomoléculas'’!.

IV. Biosensores de luminiscencia: basados en la emision de luz como resultado de

reacciones quimicas, biologicas o electroquimicas.

A. Quimioluminiscentes: detectan luz generada por reacciones quimicas
especificas!’?.

B. Electroquimioluminiscentes (EQL): combinan reacciones electroquimicas con
emision de luz en electrodos, ideales para sistemas de baja concentracion de

analitos'">.
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10.1. Disefio y ensamble de biosensores

El principio de funcionamiento de un biosensor radica en convertir y transducir el proceso
biologico en forma de senal eléctrica, optica u otra sefial fisica detectable. Por lo que la
seleccion de materiales y la inmovilizacion de la biomolécula es crucial para el

funcionamiento adecuado del biosensor.

10.1.1. Materiales para el electrodo o el sustrato de soporte del biosensor

Los electrodos proporcionan una plataforma conductora, y los sustratos proporcionan una
plataforma estable, para la interaccion entre el analito y el elemento de
bioreconocimiento. Estos materiales deben ser quimicamente estables, conductores y
capaces de soportar modificaciones superficiales. Cuando se habla de electrodos, el oro,
el platino y el carbono vitreo son ampliamente utilizados debido a su alta conductividad

y estabilidad electroquimica!’*

. Como un método de mejorar la superficie en términos de
conductividad, estabilidad y aumento del area del electrodo, nanoestructuras de carbono
como los nanotubos de carbono y el grafeno, 6xidos metélicos (TiO2, ZnO), las
nanoparticulas de oro, entre otras, mejoran la superficie activa y la transferencia de
electrones!'’>17°, El uso de estos materiales ha hecho posible la preparacion de superficies
electrodicas nanoestructuradas'’’ con nuevas e interesantes propiedades. Las superficies

nanoestructuradas abren nuevas alternativas para la inmovilizacion de biomoléculas de

manera estable.

El sustrato de soporte de un biosensor es el material sobre el cual se deposita el
componente bioldgico sensible, como una enzima, anticuerpo, célula o cualquier otra
biomolécula. Este sustrato proporciona una superficie estable y adecuada para la
inmovilizacion del biocomponente y para garantizar una interaccion eficiente con el
analito'’®. Ademas, el sustrato de soporte debe ser compatible con el transductor que
convertird la sefial bioquimica en una sefial medible. Se emplean polimeros como
poliimidas, vidrios o cerdmicas como soporte, asegurando resistencia mecanica y
flexibilidad para el ensamblaje. La Tabla 3 muestra los materiales comtinmente utilizados
en el disefio y ensamblaje de biosensores, asi como también la descripcion y aplicacion

de estos.
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Tabla 3. Tipos de materiales comunes en el disefio y ensamble de biosensores.

Tipo de material Descripcion Ref
-Electrodos de carbono: utilizados por su alta conductividad y
facilidad de funcionalizacion.

Materiales -Oro y platino: materiales nobles, estables y biocompatibles.
conductores y -Puntos cuénticos: emision de luz eficiente, ttiles en EQL, 179
semiconductores fotoluminiscencia y procesos de oxido-reduccion.

-g-CsNa: alta conductividad y estabilidad electroquimica.
Excelentes emisores de fluorescencia.
-Polimeros conductores: mejoran la transduccion de sefiales.

Materiales , . . . o
. -Polimeros biocompatibles: mejoran la estabilidad y 180
poliméricos . s
biocompatibilidad.
-Nanotubos de carbono: alta conductividad, superficie y densidad
. de grupos funcionales.
Nanomateriales , - o s . e 181
-Nanoparticulas metalicas: sensibilidad mejorada, electrocatalisis.
-Nanofibras: alta area superficial.
. -Anticuerpos y aptameros: elementos de reconocimiento
Materiales Uerpos y ap .
L biomolecular. 182
biomiméticos . , . S, .
-Antigenos y proteinas: interaccion con anticuerpos.
Materiales -Ciclodextrinas: formacion de complejos con moléculas. 183
supramoleculares -Polimeros supramoleculares: para la transduccion de sefiales.
Materiales basados e . .
en -Silicio: usado en biosensores integrados. 134
biocompatibilidad -Hidrogel: usado para inmovilizar biomoléculas.

Materiales para
modificacion de
superficies

-Grupos quimicos: para la funcionalizacion de electrodos y captura
de biomoléculas.

Un sensor debe optimizar la interaccion entre el analito de estudio y la superficie del
electrodo, ya que a través de esta interaccion se busca conseguir una comunicacion éptima
entre ambos componentes. Estas modificaciones de los electrodos con nanoestructuras
mejoran las propiedades electroanaliticas bdasicas, como son la sensibilidad y la

selectividad de los métodos, y la repetibilidad de las medidas.

Existe hoy dia una amplia variedad de materiales adecuados para modificacion de
superficies de electrodos'®. Dentro de las ventajas que ofrece la modificacion de
superficies electrodicas con nanomateriales podemos destacar el hecho que la superficie
generada puede funcionar como catalizador de la reaccion electroquimica, disminuyendo
el sobrepotencial necesario para que tenga lugar la reaccion heterogénea y favoreciendo

la reversibilidad del proceso!®

. Ademas, debido a su elevada area superficial, pueden
proporcionar un aumento en la sefial'®”'®8, El uso de electrodos serigrafiados de carbono
y de carbono vitreo, debido a su naturaleza carbonosa, permiten con facilidad y eficiencia

la modificacion o generacion de grupos funcionales en su superficie.
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Existen diversos métodos de modificacion de superficies carbonosas. En la Figura 15 se

presenta un breve esquema de las técnicas mas frecuentes empleadas para la

funcionalizacion de superficies compuestas por materiales carbonosos!®.
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Figura 15. Esquema de las técnicas para la funcionalizacion de materiales carbonosos.

Como se observa en la Figura 15, las vias de funcionalizacion de superficies electrodicas
carbonosas, ya sea por la via quimica o electroquimica, permiten la formacion de grupos
funcionales capaces de asegurar una interaccion entre un analito y la superficie. Ademas,
puede permitir la inmovilizacion de un elemento de reconocimiento (por ejemplo, una
biomolécula) en una superficie modificada por un nanomaterial conductor, para dar lugar

a un biosensor electroquimico.

10.2. Anticuerpos

Un inmunosensor hace referencia a aquel sensor en donde el transductor estd modificado
con anticuerpos o fracciones de anticuerpos, cuyo fundamento son las interacciones entre
las regiones de reconocimiento de un anticuerpo, denominadas paratope, hacia una region

de reconocimiento de un antigeno especifico, denominada epitopo.
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Es importante tener claro el concepto de anticuerpo, siendo este la parte distintiva de un
inmunosensor. Un anticuerpo, también llamado inmunoglobulina es una proteina globular
producida por el sistema inmunologico de cualquier organismo perteneciente a la
categoria vertebrado (humanos y animales) en respuesta a la presencia de antigenos

especificos (como patdégenos o moléculas extrafias)'®’.

Desde el punto de vista de los biosensores, los anticuerpos son utilizados como elementos
de reconocimiento bioldgico, debido a su alta especificidad y afinidad por sus antigenos.
Los anticuerpos se inmovilizan en la superficie del sensor para captar moléculas objetivo
(antigenos), en donde esta interaccion puede ser medida y cuantificada a partir de una
sefal optica, eléctrica, térmica o mecanica, dependiendo del tipo de transductor utilizado

en el dispositivo.

Las inmunoglobulinas se agrupan en cinco clases principales: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE,
con propiedades antigénicas Unicas presentes en sus cadenas pesadas (region constante),
cada una designada con su propia clase de cadena pesada: p, y, a, 0 y &,

respectivamente!®!. La Figura 16 representa los anticuerpos presentes en los mamiferos.

IgA

IigM

Figura 16. Representacion esquematica de las cinco clases de inmunoglobulinas en

mamiferos.
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La IgG y la IgA se dividen en subclases segun sus diferencias antigénicas dentro de cada
una de las cinco clases. En los seres humanos, la IgG tiene cuatro subclases: IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4, que tienen cadenas pesadas y1, y2, y3 y y4, respectivamente, mientras que
la IgA tiene dos subclases: IgA1 e IgA2. La IgM, la IgD y la IgE no tienen subclases.
Cada clase y subclase tiene sus propias caracteristicas. Los anticuerpos son proteinas de
union a antigenos que estan presentes en la membrana de las células B y son secretadas
por las células plasmaticas'®?,

La molécula de anticuerpo es bivalente ya que posee dos sitios de union al antigeno.
Como se observa en la Figura 17, una inmunoglobulina (IgG) es una molécula en forma
de Y que consta de 4 cadenas de polipéptidos, de las cuales dos son denominadas cadenas
ligeras (color violeta, simbolizadas normalmente con la letra L), las que son idénticas y
que constan de aproximadamente 220 residuos de aminoécidos, y dos cadenas pesadas
(color morado simbolizadas con la letra H), también idénticas que constan de
aproximadamente 440 aminoacidos unidos por enlaces disulfuro e interacciones no
covalentes. Por lo tanto, una IgG es un dimero de la cadena H-L. Cada cadena ligera y
pesada de una inmunoglobulina tiene dos regiones o dominios: dominio variable y
dominio constante. La mitad de la cadena ligera y tercera parte de la cadena pesada es
denominada region variable (VL), en la cual se encuentran grupos aminos terminales que

interaccionan con la region del epitopo del antigeno.

Por otro lado, en la regidon constante (CL) se encuentran grupos carboxilo terminal en
ambas cadenas. Estas poseen una longitud de aproximadamente 110 aminoacidos. En
contraste, la cadena pesada tiene una cuarta parte de la region amino terminal variable
(VH) de casi 110 aminoacidos de longitud y las tres cuartas partes restantes son constantes
(CH1, CH2, CH3) de casi 330 a 440 aminoacidos de longitud. La unioén especifica de un
anticuerpo con un antigeno se debe a la secuencia de aminoacidos de la region variable

de la cadena ligera y pesada.

La IgG presenta dos elementos estructurales que permiten su funcionalidad: uno que se
une al antigeno designado como Fab, fragmento de union al antigeno; el otro denominado

Fc, Fragmento cristalizable que no se une al antigeno.
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Figura 17. Estructura de un anticuerpo IgG y sus grupos funcionales en las regiones Fc

y Fab.

Los anticuerpos poseen grupos funcionales -NH, -COOH y —SH, entre otros, que pueden
ser utilizados para su funcionalizacién con otras especies de interés (biotina, proteinas,
enzimas, nanomateriales, etc.). El uso de estos grupos funcionales a la hora del desarrollo
de un inmunosensor radica en las posibles interacciones que se pueden realizar entre una
IgG y la superficie del electrodo (electrodos de carbono vitreo, serigrafiados, ITOs entre
otros), ademas de su conjugacién con nanomateriales con propiedades Opticas y/o
imicas'? ’ 1 ibilidad a 1 1 imi
electroquimicas’”> que mejoran la sensibilidad a la respuestas electroquimicas y

luminiscentes en una interaccioén antigeno — anticuerpo (Ag — Ab).

10.2.1. Interacciones Antigeno - Anticuerpo

La gran selectividad de los anticuerpos viene dada por la estereoespecificidad de los
puntos de unidn con el antigeno (paratope), la que es limitada a una region definida que
contiene la region determinante de la complementariedad permitiendo Unicamente la
combinacion del anticuerpo con aquellas moléculas que contienen una estructura del
epitopo particular. Los anticuerpos permiten la deteccion y cuantificacion de antigenos a

niveles muy bajos (concentraciones de orden de picomolar) en muestras tan complejas
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como suero o plasma. Esto se debe a los elevados valores de constante de asociacion
antigeno - anticuerpo (Ag - Ab), los que son superiores a 103 M!. La selectividad de la
interaccion con el antigeno esta directamente relacionada con los diferentes tipos de

interacciones Ag - Ab'®* las cuales se observan en la Figura 18.

Region paratope de Ab (IgG) Region epitope Ag

—HCe—=H;C H.Co—HC

® HiC H,C P
C—0O ++"H,N

g

HiC
Puentes de Hidrogeno Fuerzas Van der Waals
Interacciones @, (Agua)

electrostaticas

Figura 18. Mecanismos de interaccion y/o union Ab — Ag.

Dentro de las interacciones Ab - Ag de importancia se encuentran:

I.  Puentes de hidrogeno, los que ocurren al compartir un atomo de hidrégeno entre
dos atomos electronegativos, como el oxigeno en los grupos carboxilicos y el
nitrégeno en los grupos aminos.

II.  Fuerzas electrostaticas, en las cuales ocurre una atraccion entre grupos cargados
positiva y negativamente que forman los llamados puentes salinos. Estos son los
enlaces no covalentes mas fuertes, pero son relativamente poco comunes en las
interacciones Ab - Ag.

III.  Interacciones hidrofobicas, las que acontecen debido a la interaccion de los grupos
hidréfobos del anticuerpo con una region similar del antigeno, excluyendo las
moléculas de agua del espacio entre el anticuerpo y el antigeno para lograr una

interaccion termodindmicamente estable.
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IV.  Fuerzas de van der Waals, son interacciones débiles debido a la polarizacion de
ciertas regiones moleculares. Sin embargo, en su sumatoria se vuelven fuertes
cuando una gran superficie del anticuerpo se acerca a una gran superficie del
antigeno. Pueden variar en proporcion a la distancia entre el epitope antigénico y
el paratope en el anticuerpo. Estas fuerzas de atraccion disminuyen rapidamente
a medida que las moléculas se separan o aumentan drasticamente a medida que se

accrcan.

10.2.2. Inmovilizacion de anticuerpos sobre superficies electrodicas

En los inmunosensores los anticuerpos se inmovilizan en la superficie del electrodo. Esta
etapa es la mas importante en el desarrollo de un inmunosensor, la cual determinara el
tiempo de vida y la sensibilidad del elemento de reconocimiento inmovilizado. El
objetivo principal es permitir un contacto eficaz entre el anticuerpo y el transductor,
manteniendo su estabilidad y capacidad de reconocimiento. Algunos de los requisitos que

debe cumplir el proceso de inmovilizacion del anticuerpo son los siguientes:

I.  Retencion de la actividad biologica de las biomoléculas después de la
inmovilizacidn sobre la superficie del sensor.

II.  Unién reproducible, y estable con el sustrato frente a variaciones de pH,
temperatura, fuerza idnica y naturaleza quimica del microambiente.

II.  Localizacion uniforme, densa y orientada de los anticuerpos.

Estos métodos de inmovilizacion se pueden clasificar en dos grupos: fisicos, donde
incluye la adsorcion y el atrapamiento; quimicos, los que se basan en la formacion de
enlaces entre la superficie del electrodo y el anticuerpo. Algunos de estos métodos de

inmovilizacion se describen a continuacion:

Adsorcion fisica: el anticuerpo se pone en contacto con la superficie del electrodo y se
adsorbe fisicamente por interacciones electrostaticas y/o hidrofobicas. Aunque es un
método muy sencillo, no permite una modificacion ordenada del anticuerpo sobre el
electrodo y, aleatoriamente, puede que la zona de reconocimiento no esté disponible para

la formacion del complejo!®>.
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Enlace covalente: unidon covalente entre el anticuerpo y la superficie del electrodo por
medio de grupos bifuncionales o espaciadores como glutaraldehido, lisina, entre otras.
Aunque més complejo que otros métodos, permite obtener superficies mas estables y

reproducibles'*.

Unién de afinidad: en este método se modifica la superficie del electrodo con alguna
especie (por ejemplo, Proteina G) que interaccione por afinidad con la region constante

de un anticuerpo'®®.

Atrapamiento polimérico: el anticuerpo puede quedar retenido en una membrana
polimérica depositada sobre la superficie del electrodo. El polimero puede funcionar

como una barrera protectora de moléculas interferentes.

Monocapas autoensambladas (por sus siglas en ingles SAM): son monocapas de un
compuesto generadas espontaneamente sobre la superficie del electrodo. Este compuesto
tiene un extremo con alta afinidad por el material de la superficie del electrodo, mientras
que el otro extremo deja libre un grupo funcional que puede interaccionar con el
anticuerpo (normalmente, formando un enlace covalente). Son tipicas las SAM de tioles
sobre una superficie de oro. Este método suele presentar menor adsorcion inespecifica y

un mejor control de la orientacién de anticuerpos'®’.

En cuanto al material de composicion de los electrodos utilizados en inmunosensores, 1os
electrodos de carbono son de bajo costo y brindan un rendimiento excelente en sensores
debido a una amplia ventana de potencial de trabajo, baja resistencia y corrientes
residuales bajas. Los electrodos serigrafiados se han utilizado ampliamente en
aplicaciones de sensores electroquimicos debido a su produccidon en masa, bajo costo y
su facilidad de disefio y miniaturizacion. Los electrodos de 6xido de estafio dopado con
indio (ITO, por sus siglas en inglés) son cominmente utilizados en la fabricacién de
sensores, incluidos los inmunosensores, debido a sus propiedades eléctricas, Opticas y
quimicas favorables. Los electrodos ITO tienen una alta conductividad eléctrica, lo que
les permite medir ficilmente los cambios en la corriente eléctrica generados por las
reacciones electroquimicas que ocurren en los inmunosensores. Ademds, son
transparentes en el espectro visible y cercano al infrarrojo, lo que permite la deteccion
optica de las sefiales generadas por el inmunosensor. Esto es especialmente util en los

inmunosensores electroquimioluminiscentes.
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10.3. Inmunoensayos

La base practica de los inmunosensores se fundamenta en un conjunto de técnicas
analiticas que estudian la selectividad de los anticuerpos hacia antigenos especificos. A
partir de esta interaccion, se analizan procesos quimicos y cinéticos, permitiendo obtener
una amplia gama de resultados que facilitan la identificacion de respuestas con alta
especificidad a nivel molecular. Estas técnicas de deteccion basadas en la interaccion Ab
- Ag dentro de un biosensor se conocen como inmunoensayos. En un inmunoensayo se
utilizan anticuerpos como reactivos inmunolédgicos debido a su alta selectividad hacia su
objetivo especifico, incluso en presencia de una gran variedad de otros materiales en una

muestra (denominadas interferentes en la matriz compleja)'®®.

La alta sensibilidad y selectividad de las inmuno reacciones junto con la disponibilidad
de anticuerpos para una amplia gama de moléculas hacen que los métodos
inmunoquimicos sean herramientas Utiles en una gran variedad de aplicaciones'”. Dentro
de los inmunoensayos se encuentran el radioinmunoensayo’’’, el ensayo inmuno

)201

absorbente ligado a enzimas (ELISA)“"", la inmunofluorescencia, el inmunoensayo

202

quimioluminiscente”~, la fluorescencia ligada a enzimas, entre otras técnicas.

Los inmunoensayos pueden ser directos o indirectos, lo que significa que el mecanismo
de deteccion funciona directamente a través de la interaccion Ab - Ag, o se utiliza una
etiqueta adicional, como una enzima o una molécula/nanoparticula luminiscente, para
detectar si se ha producido un evento de unién Ab - Ag. A partir de dicha interaccion, se
pueden desarrollar varias metodologias de deteccion del antigeno de interés en el

INMUNOSensor.

Debido a su amplia aplicabilidad en multiples andlisis e investigaciones cientificas,
ademas de su practicidad para obtener un resultado con un rango elevado de sensibilidad,
la técnica de deteccion ELISA, es sin duda alguna el método estandar que sirve como
base para el principio de la mayoria de los inmunosensores desarrollados en los ultimos
tiempos. Dentro de los distintos tipos de ensayos ELISA que se pueden realizar, teniendo
en cuenta la molécula objetivo a medir (sean el antigeno o el anticuerpo), se encuentran

el ensayo indirecto, el competitivo y el ensayo tipo sandwich de anticuerpos?®>.
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En el inmunoensayo tipo sandwich, el antigeno queda inmovilizado entre dos anticuerpos
como una especie de saindwich (de alli deriva su nombre), es decir se “encaja” entre dos
anticuerpos (un anticuerpo inmovilizado sobre una superficie, denominado anticuerpo
primario, y anticuerpo marcado con una enzima, molécula o nanoparticula con
propiedades luminiscentes y/o redox, denominado anticuerpo secundario) como se

muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Inmunoensayo de formato tipo sandwich. El antigeno queda capturado sobre
un anticuerpo inmovilizado sobre la superficie del electrodo y un anticuerpo marcado con

una enzima.

Cuando se realiza un inmunoensayo de este formato sobre un electrodo, primero se
recubre la superficie del electrodo con una cantidad constante de anticuerpo de captura,
luego se realizan agregados de diluciones del antigeno para que ocurra la interacciéon Ab
- Ag. Los antigenos no unidos se eliminan mediante lavados. A continuacion, se agrega
un anticuerpo secundario marcado con una enzima especifica. Después de un lavado para
eliminar cualquier anticuerpo secundario marcado con enzima no unido, se aflade una
solucion de sustrato a todo el inmunosensor y se desarrolla una respuesta ya sea

colorimétrica o electroquimica. Esta sefial de respuesta se vuelve mas intensa a medida
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que aumenta la concentracion de antigeno en la muestra’®. Los inmunoensayos
competitivos directos implican la inmovilizacién de un anticuerpo sobre una superficie,
en el caso de un inmunosensor electroquimico sobre un electrodo; el antigeno (molécula
target) y el antigeno marcado, ya sea con una enzima (por ejemplo, HRP) o con un
luminéforo, compiten por los sitios limitados de union del anticuerpo. La cantidad de
antigeno marcado unido al anticuerpo se cuantifica mediante la respuesta, por ejemplo,
electroquimica, donde la corriente es inversamente proporcional a la cantidad de antigeno
libre en la muestra®®. La Figura 20 describe un inmunosensor basado en este tipo de

Inmunoensayo.

Producto

Sustrato

Antigeno

Antigeno sin —
marga o \ f’ ; ﬁ; marcado
)

Figura 20. Inmunosensor basado en el principio de funcionamiento de un inmunoensayo

competitivo. Los antigenos compiten por los sitios de uniones disponibles de los

anticuerpos.

En un inmunoensayo competitivo, una de las variantes consiste en agregar primero el
antigeno no marcado, seguido del antigeno marcado, llevando a cabo una pseudo-
competencia. En este tipo de ensayo, el antigeno no marcado (analito) se anade al inicio
y se une a los sitios de union del anticuerpo en la fase solida. Posteriormente, se introduce
el antigeno marcado. La cantidad de antigeno marcado que se une a los sitios disponibles
es inversamente proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra. Es decir, a
mayor concentracion del analito, menor sera la cantidad de antigeno marcado que se

unira, y menor la sefial medida.
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11. Bioconjugacion de antigenos y anticuerpos con nanoparticulas

La bioconjugacion, es el proceso por medio del cual se busca unir una molécula bioldgica
con un nanomaterial o molécula que permita la posterior cuantificacion de la interaccion
de la biomolécula con un elemento de reconocimiento. En inmunosensores, la
conjugacion de anticuerpos y antigenos con nanomateriales se debe a las propiedades
unicas de los nanomateriales, que mejoran la sensibilidad, estabilidad y eficiencia en la
deteccion analitica de analitos de interés. Dentro de las propiedades y caracteristicas
fisicoquimicas de los nanomateriales utilizados en la conjugacion con antigenos y
anticuerpos se encuentran propiedades redox definidas, altos coeficientes de absorcion,
largos tiempos de vida excitada y excelente estabilidad quimica, lo que permite una mayor
eficiencia en la generacion de sefiales luminiscentes’’®. Ademds, su alta relacion
superficie/volumen facilita la inmovilizacion eficiente de biomoléculas sin afectar su

actividad biologica®’.

Los nanomateriales, ademas, pueden disefiarse con grupos funcionales superficiales
especificos (-COOH, -NH», -SH) que facilitan la bioconjugacion covalente, mejorando la
reproducibilidad del biosensor. En inmunosensores, esta conjugacion optimizada mejora
la selectividad y permite la deteccion de analitos en concentraciones ultra bajas con

limites de deteccion nanomolares a subpicomolares®®s,

11.1. Bioconjugacion con puntos cuanticos

Dentro de los nanomateriales y nanoparticulas con mayor aplicacion y uso en la
bioconjugacién en inmunosensores, se encuentran los QD, los cuales pueden ser
implementados como marcadores e indicadores Opticos. A partir del enfoque de
aplicacion que se les otorgue a los QD, los biosensores como los inmunosensores se

pueden fabricar mediante tres enfoques diferentes:

I.  El primer enfoque es el uso de QD como etiquetas luminiscentes para detectar
moléculas objetivo, es decir, la bioconjugacion de los antigenos de interés con QD
semiconductores. Los anticuerpos inmovilizados son responsables del reconocimiento de
antigenos objetivo y de la biomolécula conjugada con el QD, siendo la respuesta

luminiscente de los QD el parametro para cuantificar la cantidad de analito inmovilizado
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sobre el anticuerpo. Debido a que los QD se pueden excitar mediante tres fuentes
diferentes, como absorcion de luz, reacciones quimicas y reaccion de oxido - reduccion

entre el electrodo y un coreactante, los biosensores luminiscentes basados en QD incluyen

principalmente un  biosensor  fotoluminiscente’”,  quimioluminiscente®'?, 'y
electroquimioluminiscente?!!.
II.  Como segundo enfoque, se destaca la deteccion de la variacion de las sefiales

luminiscentes de los QD presentes en el inmunosensor, en respuesta al antigeno objetivo.

Esta variacion de sefial esta directamente relacionada con la transferencia de electrones?'?

y de cargas®!?

entre el QD y las moléculas cercanas. Debido a que la emision de
luminiscencia del QD depende de los estados superficiales del mismo (estados trampas y
agentes de recubrimientos)?'*?!> la unién de antigenos o anticuerpos en la superficie del
QD puede provocar la extincion o mejora de la luminiscencia del mismo. Este mecanismo
estaria directamente relacionado a la desactivacion de los estados radiativos a partir de
los procesos de apagamiento de la luminiscencia.

II.  El tercer enfoque se basa en los mecanismos de transferencia de energia en los
que se encuentran involucrados los QD; estos mecanismos ocurren entre el QD y la
biomolécula conjugada a su superficie o alguna de las partes del biosensor como lo es la
superficie electrodica modificada. Estos mecanismos son el mecanismo ya mencionado
FRET?'%2!7 asi como también se destacan sus homoénimos como el mecanismo de
transferencia de energia de resonancia de bioluminiscencia (BRET)?!32!° la transferencia

)220

de energia de resonancia de quimioluminiscencia (CRET y el mecanismo de

transferencia de energia de resonancia de EQL (ERET)**!2%2,

11.1.1. Funcionalizacion superficial de los puntos cuanticos

La funcionalizacion superficial de los QD es un proceso crucial que permite su
integracion en sistemas bioldgicos y uso en aplicaciones como el diagndstico, la
bioimagen y la deteccion de biomoléculas. Este proceso implica modificar la superficie
de los QD para mejorar su estabilidad en medios acuosos, incrementar su
biocompatibilidad y permitir la uniéon especifica con biomoléculas como anticuerpos y
antigenos. Ademas, la capa de recubrimiento asociada con los QD preserva las
propiedades fotofisicas de las nanoparticulas y, a menudo, permite la modificacion de

electrodos con QDs, asi como también la uniéon con biomoléculas.
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Cuando el proceso de estudio es de naturaleza biologica, se requiere que la superficie del
QD est¢ disefiada para que la nanoparticula sea soluble en medio acuoso. Debido a esta
condicion, la seleccion del ligando superficial del QD es importante, puesto que permitira
la bioconjugacion con antigenos o anticuerpos en el caso de inmunosensores, asi como
también la modificacion de las propiedades Opticas y electroquimicas de los QD debido

a efectos de confinamiento cuantico?2.

Como consecuencia de la modificacion superficial de los QD con ligandos, se incluyen
inestabilidad del recubrimiento molecular, modificacion de las propiedades dpticas como
la disminucion del rendimiento cuantico luminiscente, aglomeracion entre nanocristales
y poca versatilidad. Un problema comun de estas estrategias es el aumento del tamafio

final de los QD, lo que plantea limitaciones en aplicaciones en biosensores.

La Figura 21 representa algunas estrategias desarrolladas para estabilizar los QD en
soluciones acuosas, que también se pueden aplicar para unir los QD con unidades
moleculares funcionales a través de la union covalente o no covalente de dichas unidades

a los ligandos solubilizantes en agua®**2%°,

Cada segmento etiquetado (A, B, C, D, E, F) indica diferentes tipos de moléculas o

ligandos utilizados en la funcionalizacion:

(A) tioles: ligandos que contienen grupos funcionales terminales como aminas (-NHz) y
acidos carboxilicos (-COOH), utilizados para mejorar la dispersion en medios acuosos y
para facilitar la formacion de enlaces covalentes con biomoléculas (ej., proteinas o
anticuerpos). Estos grupos se unen covalentemente al QD mediante enlaces entre el grupo

azufre (-S) y los metales superficiales del QD?*?°.

(B) grupos ditiolados: los grupos tiol se unen directamente a los atomos metalicos de la
superficie del QD mediante enlaces covalentes, formando enlaces metal - tiol (M - S). En
el caso de ligandos ditiolados, ambos grupos tiol pueden coordinarse simultaneamente
con uno o mas atomos de la superficie, creando una unién mas estable que con un solo

grupo tiol. En sus extremos contienen grupos carboxilico (-COOH) y/o amina (-NH;)??’.

(C) glutationes: el glutation es un tripéptido compuesto por acido glutdmico, cisteina y
glicina. Su estructura quimica cuenta con grupos funcionales clave que le permiten actuar

como un excelente ligando para la funcionalizaciéon de QD. También se usan para evitar
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la agregacion de los QD. Los grupos carboxilo y amino libres del glutation permiten la
unidon de biomoléculas especificas. Esto es clave para disefiar biosensores y sistemas de

administracion de medicamentos®2.

(D) péptidos modificados con cisteina: la cisteina es un aminoacido que se caracteriza por
su grupo funcional tiol (-SH), el cual tiene una alta afinidad por superficies metalicas,
como las de los QD. Cuando se conjuga con péptidos, se obtienen estructuras funcionales
que combinan las propiedades especificas de los péptidos (como la capacidad de
reconocimiento bioldgico) con la estabilidad y funcionalizacion que proporciona la
cisteina?’.

(E) 6xido de trioctilfosfina (TOPO): ligando organico ampliamente utilizado para la
estabilizacion y funcionalizacion de QD, especialmente en su sintesis y aplicaciones en
medios no acuosos. El grupo fosfina (P=0) es altamente polar y actlia como un sitio de
coordinacion fuerte hacia los iones metdlicos en la superficie de los QD (por ejemplo,
Cd** en CdSe). Las cadenas de octilo son hidrofébicas, lo que confiere al QD una alta
solubilidad en solventes organicos no polares (como tolueno, hexano o cloroformo). Estas
cadenas también evitan la agregacion al proporcionar una barrera estérica alrededor de

ellos?°.

(F) aminas poliméricas: moléculas organicas que contienen grupos amina en su
estructura. Estas se utilizan como ligandos en los QD debido a su capacidad para
estabilizar y funcionalizar la superficie de los puntos cudnticos, facilitando su uso en
diversas aplicaciones, especialmente en entornos bioldgicos y en medios acuosos. Los
grupos amina de las poliaminas interactiian con los sitios cargados negativamente en la
superficie de los QD (por ejemplo, a&tomos de S o Se en CdS o CdSe). Esta interaccion
electrostatica es reversible, lo que permite ajustar la funcionalizacion segin sea

necesario>>!.
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Figura 21. Alternativas para la modificacion de la superficie de QDs. Intercambio de
ligando con (A) grupos mercaptoamonio o mercaptocarboxilico; (B) derivados de grupos
ditiolanos (acido lipoico); (C) glutation; (D) péptidos modificados con cisteina; (E)

encapsulacion de QD hidrofobicos mediante autoensamblaje con cationes, aniones o

polimeros anfifilicos (TOPO); (F) poliaminas.

11.1.2. Estrategias de bioconjugacion

Al momento de seleccionar los pardmetros para la bioconjugacion con QDs o diferentes

nanomateriales, la eleccion de la estrategia de conjugacion es dependiente de varios

factores, entre ellos el tamafio, la forma, la quimica de la superficie y la estructura de las
nanoparticulas, su material intrinseco, la naturaleza de los ligandos de la superficie de las

nanoparticulas y sus grupos funcionales disponibles, el tipo de molécula bioldgica, su
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tamafo, su composicion quimica y la utilidad deseada en la aplicacion final. Ademas, es
importante tener claro aspectos como ;Cual es el mejor sitio en la biomolécula para la
conjugacion con nanoparticulas? ;Coémo afecta la quimica superficial de las
nanoparticulas a la estructura de la biomolécula? ;Qué tipos de interacciones dominan la
interfaz biomolécula — nanoparticula? ;Se pueden usar las nanoparticulas para perturbar
localmente la estructura de la biomolécula? Las estrategias para unir una biomolécula a
la nanoparticula han adoptado cuatro enfoques principales tal y como se muestran en la

Figura 22.
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Figura 22. Estrategias de conjugado de nanoparticulas — biomoléculas: (A) interaccion
electrostatica, (B) enlace directo del aminoacido en el nucleo de la nanoparticula, (C)
unidn covalente al ligando de la nanoparticula, (D) union de un cofactor proteico a la

nanoparticula (interacciones secundarias)?%233,
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11.2. Cuantificacion de la respuesta de deteccion en inmunosensores

La cuantificacién de la respuesta en inmunosensores se basa en la evaluacion entre la
sefal generada y la concentracion del analito de interés, utilizando modelos matematicos
y curvas de calibracion®**. Dependiendo del transductor empleado, la respuesta se
relaciona con la cantidad de antigeno presente mediante ecuaciones sigmoideas o de
regresion logaritmica. Este comportamiento se debe a que la interaccion entre un
anticuerpo con un antigeno esta gobernada por la ley de accién de masas, la que define
comportamientos asintoticos para bajas y altas concentraciones, por ejemplo, el analito.
Para garantizar precision y sensibilidad, se determinan pardmetros como el limite de
deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LQ), los cuales dependen del ruido de fondo
y la estabilidad del sensor. Ademas, factores como la afinidad del anticuerpo, el método
de inmovilizacion y las condiciones experimentales determinan la sensibilidad, la
reproducibilidad y linealidad de la respuesta, lo que requiere la optimizacion del sistema

para obtener detecciones en rangos sub-nanomolares con alta selectividad®®>.

La eleccion del modelo de calibracion en inmunosensores depende del tipo de interaccion
Ab - Ag, la dindmica de union y el rango de concentraciones a analizar. Una fuente
importante de variabilidad en las curvas de calibracion puede provenir de la eleccion del

modelo estadistico utilizado.

11.2.1. Modelo lineal

Descrito como el modelo de calibracion més simple y sencillo de tratamiento de las

respuestas de un inmunoensayo, el cual se rige por la ecuacion:

Lpa=a + b X ¢ + error )
donde los parametros a y b son el intercepto y la pendiente respectivamente, el termino
Iipta hace referencia a la respuesta o la lectura de la sefial, como la corriente, densidad
optica o la fluorescencia de un inmunoensayo. A menudo, este modelo lineal se ajusta
después de la transformacion logaritmica de la respuesta y la concentracion, o cuando se

trabaja con concentraciones de analito acotadas. A veces se lo denomina modelo lineal

logaritmico - logaritmico®*.
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11.2.2. Modelo cuadratico

El modelo cuadratico se emplea en inmunoensayos cuando la relacién entre la
concentracion del analito y la sefial de respuesta no sigue una funcion estrictamente lineal,
pero tampoco presenta una saturacion sigmoidal clara. Este modelo se basa en una

ecuacion de segundo grado:

Lpa=A+ (Bx )+ (Cxc*) + error (20)
donde A, B y C son los coeficientes de interseccion de los términos lineal y cuadratico,
respectivamente. Este modelo se aplica en inmunoensayos donde la cinética de unioén
antigeno - anticuerpo genera una respuesta que se acelera o desacelera progresivamente
con la concentracion (¢). Se aplica ademas en inmunoensayos donde la relacion entre la
concentracion y la sefial de salida sigue una tendencia parabdlica debido a efectos de
amplificacion o inhibicién. No es adecuado cuando la sefal alcanza un punto de

saturacion definido®’.

11.2.3. Modelo logistico

Se aplica cuando la respuesta del sistema presenta una curva sigmoidal, tipica de
interacciones antigeno - anticuerpo con saturacion, con un limite inferior (asintota) cerca
de la respuesta de fondo debido a la no discriminacion de concentraciones similares, y
una asintota superior cerca de la respuesta méxima. Los modelos logisticos de 4
parametros (4PL) y 5 parametros (5PL) son ampliamente utilizados en inmunoensayos
debido a que describen de manera precisa la relacion no lineal entre la concentracion del
analito y la sefial medida. El modelo logistico de 4 pardmetros (4PL) se reconoce
generalmente como el modelo de referencia de eleccion para ajustar las curvas de
calibracion de esta forma. Esta funcion proporciona una representacion precisa de la

relacion sigmoidea entre la respuesta medida y la concentracion del analito®.

La ecuacion que describe el modelo 4PL es la siguiente:

I -Dx—2"D 1)

P B
c
1+ (—)
IC¢s09
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donde I;p, es la sefal de respuesta, D es la respuesta a una concentracion infinita de
analito (altas concentraciones, definida por region asintética), A es la respuesta a una
concentracion cero de analito (o bajas concentraciones, definida por region asintotica
contraria), c es la concentracion de analito, IC.5q, €s el punto de inflexion en la curva de
calibracion en la que se alcanza el 50% de la respuesta maxima (punto que define la
sensibilidad de la curva de calibracion) y B es un factor de pendiente (describa la
inclinacion o pendiente en la zona de respuesta dindmica, a veces llamada pendiente de

Hill). Este modelo tiene varias caracteristicas utiles (Figura 23).

1,6%105 -
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1,2x10%
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Figura 23. Grafico logistico tipico de 4 parametros para un inmunoensayo en formato

competitivo.

La respuesta es monotona, aumenta con la concentracion si A <D y disminuye si A > D
(nétese que se puede lograr la misma flexibilidad permitiendo que B sea positivo o
negativo, pero por convencion se supone que B es mayor que 0). La curva de calibracion
es simétrica alrededor de la concentracion 1C.5q0,, cOn una respuesta a esa concentracion
de (A + D)/2. Como la curva tiene forma sigmoidea, la pendiente (es decir, primera
derivada) cambia a lo largo de toda la curva, pero en el IC.s540, la pendiente estd dada por

B(D — A)/4C%°,
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La forma de la curva de calibracion, es decir la dependencia con la concentracion,
dependera de si el ensayo es competitivo o no competitivo, por ejemplo, tipo sandwich.
En algunas ocasiones, el modelo logistico 4PL no satisface la respuesta general del
inmunosensor, por lo que el modelo de calibracion necesita flexibilidad adicional. En esas
situaciones, un modelo SPL puede funcionar mejor. Este modelo permite ajustar una
curva asimétrica afladiendo un pardmetro adicional G?*°. La ecuacién general es la

siguiente:

=D x A-D (22)

Iipa G
1+ (—C )
< ICes0% >

el pardmetro de asimetria permite que la funcidn se acerque a las asintotas a diferentes
relaciones respuesta vs, concentracion, estirando la parte superior o inferior de la curva
segun la necesidad (en este modelo, G > 0, pero para lograr la méxima flexibilidad, B
puede ser positivo o negativo). Generalmente, el uso de este modelo es valido solo cuando
la asimetria es clara. En situaciones en las que la asimetria es pequefia, la adicion de un
quinto parametro puede hacer que el algoritmo de ajuste se vuelva inestable. Un valor de
1 indica simetria perfecta, que corresponderia entonces al modelo logistico de cuatro
parametros. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el término IC 50, en este modelo
no es realmente la IC 5q0,; €s la ICc500, cuando el parametro de asimetria es igual a 1.
Corresponderd a algo muy diferente como 1C, g0, ICi300,, ICcg004» €tC., segn el valor del

parametro de asimetria para un conjunto de datos en particular®*!.

11.2.4. Modelo exponencial

En inmunosensores, la relacion entre la concentracion del analito y la sefial generada no
siempre sigue un comportamiento lineal o sigmoidal. En algunos casos, los modelos
exponenciales pueden describir mejor la dindmica de respuesta, dependiendo del
mecanismo de deteccion y la afinidad de los anticuerpos®**?*3. El modelo exponencial
describe una relacion donde la sefial aumenta o disminuye exponencialmente con la

concentracion del analito, siguiendo la ecuacion:

pta”

I —A+Bx(1—e‘(%)) 23)
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donde I, es la respuesta medida, A es el valor minimo o la linea base de la sefial cuando

rpta
la concentracion es 0, B es la amplitud maxima de la sefial (la diferencia entre la sefal
minima y maxima), ¢ es la concentracion del analito, y C es una constante que determina

la velocidad de crecimiento de la sefial y la sensibilidad del sistema.

Esta ecuacion describe como la I, aumenta inicialmente de forma rapida con la

rpta
concentracion, pero luego se estabiliza o satura para altos valores de concentracion. Este

comportamiento es tipico en sistemas donde existe una cantidad limitada de sitios de

., . . . , . C
unién (como en los inmunosensores). A bajas concentraciones, el término _(E) es

pequefio, y la sefial crece rapidamente porque hay muchos sitios de uniéon disponibles.

Por su parte, a altas concentraciones el término l—e'(E) tiende a 1, lo que hace que I, se

establece en A+B, reflejando que todos los sitios de unioén estan saturados®**. La Figura

24 representa una curva de calibracion tipo no sigmoidal tipicas en inmunosensores.

11.3. Determinacion de los parametros estadisticos en inmunoensayos

En inmunoensayos, como en todas las metodologias analiticas, la calibracion del sistema
requiere evaluar pardmetros estadisticos que garantizan la precision, sensibilidad y
confiabilidad del andlisis. Como se menciond anteriormente, las curvas sigmoides o
semiexponenciales presentan una relacion no lineal entre la sefial y la concentracion del
analito, ajustdndose a ecuaciones logisticas’®. Dentro de los pardmetros estadisticos de

mayor relevancia en el andlisis de respuestas en inmunoensayos se encuentran:

Limite de deteccion (LD): es la concentracion minima detectable por el inmunosensor
con una sefial diferenciable del ruido de fondo. Se calcula como:
35y 24)

LD= —
m

donde s, es la desviacion estandar de la sefial del blanco, m es la pendiente de la curva
en la region lineal. Esta ecuacion hace referencia a la tradicional definicion del limite de
deteccion; debido a que esta ecuacién contempla Gnicamente errores de tipo I como la
concentracion correspondiente a una relacion sefal/ruido igual a 3, mientras que no

contempla los errores tipo II por lo que la ecuacion se actualizo y fue aprobada por la
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IUPAC?*¢ contemplando ambos tipos de errores, en donde, para una curva de calibracion

lineal, se ajusta de la siguiente manera:

(25)
¥=1 (ym - ?’)2
m-—2 1 1 x>
LD=3,3 x X =+ = —
Mpdte D

donde mpge s la pendiente, el término de la izquierda de la ecuacion corresponde al

desvio estandar de la regresion, M el numero total de muestras de calibrado, n de
mediciones por cada muestra, X la concentracion media del calibrado y xm cada uno de

los valores de concentracion de calibracion.

Limite de Cuantificacion (LC): es la concentracion minima que puede cuantificarse con

precision. De acuerdo con la definicion tradicional se define como:

Low 10s, (26)
m

De este modo, el desvio estandar relativo para una concentracion igual al LC es del 10%,
nivel que se toma convencionalmente como el maximo desvio aceptable para la
cuantificacion del analito en una muestra. A diferencia del LD, el LC garantiza mayor
precision en la cuantificacion. Al igual que LD, el modelo de deteccion del LC fue
ajustado y actualizado para contemplar los errores de las muestras y el blanco, quedando

como en la siguiente ecuacion:

_ 27
gl/[:l (Ym - Y)2
m—2 1 1 x>
LC=10x X |t =t —
Mpdte n M I (X — X)

Sensibilidad: la sensibilidad refleja el cambio en la respuesta del inmunosensor por
unidad de cambio en la concentracion del analito. Matematicamente, es la pendiente de

la curva de calibracion.

Rango: dentro de los pardmetros de calibrado en inmunosensores, la respuesta de las
interacciones antigeno - anticuerpo, se encuentran el rango dindmico y el rango lineal. El
rango dindmico total de una curva de calibracion abarca desde el LD hasta la
concentracion en la que la respuesta deja de aumentar proporcionalmente con la

concentracion del analito, generalmente debido a efectos de saturacidon en el sistema de
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deteccion. El rango dinamico lineal, en cambio, es la parte de la curva donde la relacion

entre la concentracion y la sefial sigue un modelo lineal con una buena correlacion. Este

intervalo generalmente comienza en el LC y termina antes de que la curva se desvie de la

linealidad.

En inmunoensayos y sensores, se prefiere trabajar dentro del rango dindmico lineal,

porque en este intervalo la concentracion del analito se puede calcular con menor error.

Sin embargo, en curvas de calibracion que no contienen un comportamiento lineal, como

ser el caso de las curvas sigmoideas, se ha establecido que el LD se encuentra entre el 80

al 90 % de la maxima sefial, mientras que la sensibilidad de la curva de calibracion lo

determina el ICcso%. La relevancia de una curva de calibracion y de un sensor e

inmunosensor radica en la sensibilidad.
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Figura 24. Rangos dinamicos totales y lineales en las curvas de calibracion estandar

obtenidas comunmente en inmunosensores.
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12. Reactivos

Para la sintesis de los puntos cuanticos MPA/MES CdSe, como fuente del precursor
metalico Cd** se utilizo acetato de cadmio dihidratado (C4HsCdO4x2H,0), Anedra, con
un grado de pureza de 98%; como fuente de seleniuro se utilizd polvo de selenio (Se),
Sigma-Aldrich, con un grado de pureza de 99,99%. Para la reduccioén de seleniuro se
utiliz6 borohidruro de sodio (NaBH4), Merck, con un grado de pureza de 98%. Para el
capping estabilizante y de recubrimiento de los puntos cuanticos de CdSe, se empled el
acido 3-mercaptopropidonico (MPA, C3HeO,S), Sigma Aldrich, con grado de pureza de
99,0%, calidad HPLC, y acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES), Sigma-Aldrich,
con grado de pureza de 99,0%. Para ajustar el pH de los precursores de las sintesis

realizadas, se utilizé hidréxido de sodio (NaOH), Sigma-Aldrich, con un grado de pureza

de 98%.

Para la formacion de las heteroestructuras conjugadas de MPA/MES CdSe@g-CsNa, se
sintetiz6 g-C3Ny a partir de urea ((NH2)2CO), J.T. Baker, con un grado de pureza de
99,7%. Para la exfoliacion del g-C3Njy se utilizd 4cido sulfurico (H2SO4), Sigma-Aldrich,
con grado de pureza 95%. Las heteroestructuras conjugadas, asi como los puntos
cudnticos de CdSe y el g-C3Ny se purificaron mediante el método de precipitacion por
cambio de polaridad del medio utilizando alcohol etilico absoluto (C2HsO), Cicarelli, con

grado de pureza 99,5 %. Todas las sintesis se realizaron utilizando agua bidestilada.

Para las mediciones y pruebas de bioconjugacion e inmovilizacidn en superficies
electrddicas, se utilizé albumina sérica bovina (BSA), Fedesasa, con grado de pureza del
98% a base seca, y humedad de 5,0%; la inmovilizacion de la BSA se realizdé con
glutaraldehido (GLU) 25% V/V en agua (CsHgO>), Sigma Aldrich. Las soluciones
tampon se prepararon con di-Sodio hidrogeno fosfato dihidrato (Na;HPO4x2H>0),
Merck, con grado de pureza de 99,5%; fosfato dihidrogeno de potasio monohidrato
(KH2PO4xH>0), Merck, con grado de pureza de 99,0%; acido citrico anhidro (CsHgO7),
Sigma Aldrich, con grado de pureza de 99,5%; carbonato de sodio anhidro (NaxCO3),
Cicarelli, con porcentaje de pureza de 98%. Todas las soluciones se prepararon con agua

bidestilada.

Las mediciones de EQL se llevaron a cabo tanto para la region catddica, como para la

region anodica. Como coreactante para los estudios de EQL en la region catddica, se
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utilizo persulfato de potasio (K2S20s), Sigma Aldrich, con grado de pureza de 99,995%.
Como electrolito de soporte se utilizé una solucion tampon de fosfatos 0,1 M, pH 7,0 a
partir de Na2HPO4x2H>0 y KH2POsxH20. El pH se regul6 con una solucién alcalina 0,1
M de hidroxido de sodio (NaOH), Sigma-Aldrich, con un grado de pureza de 98%. Para
las mediciones de EQL en la region anddica se utilizd6 como coreactante tripropilamina
(TPrA, (CH3CH2CH»)3N), Sigma-Aldrich, con grado de pureza de 98%. Como electrolito
de soporte para los estudios con TPrA se utiliz6 una solucién tampén 0,1 M de Tris
amonio — acido clorhidrico (Tris - HCI), preparada a partir de Tris(hidroximetil) -
aminometano (NH2C(CH20H)3), Sigma—Aldrich, con grado de pureza de 99,9%. El pH
de la solucidn se reguld a 7,4 con una solucion de 4cido clorhidrico (HCI), Health Hazard,

con grado de pureza 36,5-38%. Todas las soluciones se prepararon con agua bidestilada.

Para el inmunosensor, se utiliz6 STE, marca Sigma-Aldrich con grado de pureza >98%.
Se utilizaron anticuerpos monoclonales anti STE (mAb-STE), Santa Cruz Biotechnology
de concentracion 5 mg/mL. Para la sintesis de la STE hemiacetal (STE-OH), como medio
de reaccion, se utilizd acetona, Cicarelli, con grado de pureza del 99,5 %. Para la
extraccion del hemiacetal formado y purificacion cromatogréfica, se utilizo cloroformo,
Sigma-Aldrich, con grado de pureza >99,5%; sulfato de sodio anhidro (Na>SOs), Sigma-
Aldrich, con porcentaje de pureza >99,8%. silica gel 60 (0,040-0,063 mm), Merck, de

calidad analitica para columnas cromatograficas.

La sintesis del bioconjugado STE@CdSe se llevd a cabo en varias etapas. Para la
conjugacion del QDs MPA/MES CdSe, se utilizd L-lisina monoclorhidrato
(CeH15sN2Cl10O2), Merck, con grado de pureza >98.0%. Como medio de reaccion se utilizo
una solucion tampdn borato 0,1 M pH 8,8 a partir de acido bérico (H3BO3), J.T. Baker,
con grado de pureza de 99.5%; borato de sodio decahidratado (Na>B4O7x10H20),
Cicarelli, con grado de pureza de 99,8%. Para la union del aminoécido con los grupos del
capping del QD de CdSe, se utilizo glutaraldehido (CsO;Hs), Sigma-Aldrich, con

concentracion 25 % V/V

Para la inmovilizacion de los mAb-STE en la superficie electrodica tampon se utilizaron
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC, CgHi7N3), Sigma-Aldrich, con
porcentaje de pureza >98,0%, y N-Hidroxisuccinimida (NHS, C4HsNOs3), Merck, con
pureza de 98%.
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Para la preparacion de la muestra de maiz, se utilizé maiz estéril previamente molido.
Para las mediciones por HPLC, se purificd la muestra con una columna de fase so6lida

Strata X, con una fase mévil de acetonitrilo y metanol calidad HPLC.

13. Electrodos

Para las mediciones de EQL en la region catodica, asi como también para los estudios de
caracterizacion electroquimica de los puntos cudnticos de CdSe y las heteroestructuras
conjugadas de MPA/MES CdSe@g-CsN4 en medio acuoso, se utilizaron electrodos
impresos de carbono (EIC) modelo ItalSens, adquiridos en PalmSens. El EIC consiste en
una superficie hidrofobica de poliéster de dimensiones 8 mm x 30 mm, el cual contiene
los tres electrodos, siendo el ET de carbono, de 3 mm de diametro; el CE también de
carbono; y el electrodo de pseudo-referencia es de plata. Los EIC utilizados se muestran

en la Figura 25.

Figura 25. Electrodos ITOs, contra electrodo de platino (CE: Pt) y electrodos de
referencia comerciales de Ag/AgCl en NaCl 3M (Arriba); electrodos impresos de carbono
(EIC) comerciales de la marca PalmSens utilizados en los estudios EQL catddicos

(Abajo).
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Para los estudios de EQL en la region anoddica, el inmunosensor y la deteccion de H2O»,
asi como también la caracterizacion electroquimica en medio organico de los puntos
cuanticos de CdSe y las heteroestructuras conjugadas de MPA/MES CdSe@g-C3N4, se
utilizaron electrodos de trabajo (ET) de vidrio pasivados con oxido de indio y estafio
(ITO), Delta Technologies Ltd., de superficie 7,0 x 5,0 x 0,7 mm, con una resistencia de
8 — 12 Ohm; como contra electrodo (CE) se utiliz6 un electrodo de platino (Pt) y como
electrodo de referencia (ER) se utilizé un electrodo de Ag/AgCl (NaCl 3 M). Los ITO

utilizados, asi como también el CE y ER se muestran en la Figura 25.

14. Potenciostatos

Un potenciostato es un dispositivo electronico que permite controlar y medir el potencial
eléctrico aplicado al ET con respecto al ER, mientras mide la corriente que fluye entre el
ETy el CE. Su principal funcidon es manejar el potencial del sistema electroquimico segiin
la funcién de potencial aplicada, lo que permite estudiar procesos de transferencia de
electrones y fenémenos redox con alta precision. A continuacion, se describen los dos
equipos de medicion electroquimica empleados en este estudio doctoral. Se utilizd un
potenciostato/galvanostato PalmSens 4, equipado con un moédulo de impedancia
electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés). Para las mediciones electroquimicas, el
equipo se acoplo a un ordenador con el software PSTrace 5.10. La Figura 26 muestra el
potenciostato PalmSens 4 utilizado. Este potenciostato fue acoplado al correspondiente
espectrofluorémetro para realizar las medidas de EQL usando como electrodo de trabajo

un ITO.

Para las medidas de EQL usando EIC, se utiliz6 el bipotenciostato/galvanostato uStat
ECL, de DropSens. Cuenta con un fotodetector de silicio adecuado para realizar estudios
de EQL con electrodos serigrafiados acoplado a una celda electroquimica que opera con
volimenes de solucion inferiores a 50 pL. Su uso es ideal para aplicaciones en sensores
y biosensores electroquimicos y luminiscentes. El equipo se utilizd acoplado a una
ordenadora con el software DropView 8400, permitiendo el detallado de datos en tiempo

real. La Figura 27 describe los componentes del equipo descrito previamente.
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Figura 26. Potenciostato/galvanostato PalmSens 4.

L2 Metrohm

DropSeges

Figura 27. Equipo bipotenciostato/galvanostato uStat ECL de DropSens con todos sus

accesorios (izquierda); componentes de la celda de mediciéon EQL (derecha).
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15. Equipos de medicion éptica

Para las mediciones de los espectros de absorcion se utilizo un espectrofotometro HP
Agilent Cary 8454 UV-visible, el cual consiste en un instrumento de deteccion optica con
detector de arreglo de diodos que permite la adquisicion rapida y simultdnea de espectros
en el rango de 190 nm a 1100 nm, con una resolucion espectral de aproximadamente 1

nm.

Las medidas de fluorescencia en estado estacionario se realizaron utilizando un
espectrofluorometro FluoroMax plus, Horiba. Este espectrofluorometro permite
mediciones precisas de fluorescencia en muestras liquidas y soélidas, con un rango
espectral de 200 nm a 1550 nm, dependiendo de los detectores y accesorios. Consta de
una lampara de xenén de 150 W como fuente de excitacion y monocromadores con
rejillas holograficas para minimizar la luz parésita, ofreciendo una resolucion espectral

de hasta 0,1 nm en excitacion y emision.

Ambos equipos, tanto el espectrofotometro como el espectrofluorémetro fueron
utilizados acoplados a un ordenador con los softwares OpenLab ECM y FluorEssence™.

Los equipos de medicion Optica descritos previamente se muestran en la Figura 28.

Figura 28. Equipos utilizados en los estudios de caracterizacion Optica:

espectrofluorémetro (izquierda) y espectrofotometro (derecha).

Para las medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo se utilizo la técnica de conteo de
foton tnico, con un equipo Edinburgh Instruments OB900. Este equipo permiti6 el

estudio de los tiempos de vida de fluorescencia, utilizando leds como fuente de excitacion.
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El método de deteccion es el recuento de fotones individuales correlacionados con el
tiempo mediante una placa de microcanales. Permite determinar los tiempos de vida en
un rango de tiempo desde los nanosegundos a los milisegundos. La Figura 29 representa

el equipo de deteccion de fluorescencia resuelta en el tiempo utilizado en este estudio.

Figura 29. Equipo de conteo de fotones individuales (SPC) con sus accesorios.

15.1. Medicion de electroquimioluminiscencia anodica

El acoplamiento de un fluordmetro con un potenciostato en estudios de EQL es una
estrategia fundamental para correlacionar los procesos electroquimicos con la emision
generada por especies excitadas. Mientras que el potenciostato controla el potencial
aplicado al electrodo de trabajo y permite inducir reacciones redox que generan estados
excitados, el fluorémetro, equipado con un detector de alta sensibilidad, mide la
intensidad de la luz emitida. Este acoplamiento es altamente viable, ya que la emision de
EQL ocurre en la interfaz electrodo - solucidon y puede registrarse en tiempo real mientras
se modula el potencial aplicado. Ademas, el uso simultaneo de ambos equipos permite
obtener informacion detallada sobre los mecanismos de transferencia
electroquimioluminiscentes, eficiencia cuantica y estabilidad de los emisores, aspectos
clave en el desarrollo de sensores. La integracion de estos sistemas, optimizando la
geometria de la celda y la alineacion del detector con la zona de emision, permite

mediciones reproducibles y sensibles.
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Para los estudios de EQL en la regién anddica, asi como también para la deteccion de la
micotoxina STE en el inmunosensor desarrollado, se utilizé el sistema de acople del
potenciostato/galvanostato PalmSens 4 con el espectrofluorémetro FluoroMax plus,

Horiba previamente descritos en las secciones anteriores.

La Figura 30 muestra el sistema de acople del espectrofluorémetro y potenciostato
implementado para la deteccion de STE mediante EQL del inmunosensor desarrollado,

como asi también para el sensor desarrollado para la deteccion de H>O».

Figura 30. Dispositivo de acoplamiento espectrofluorometro - potenciostato disefiado
para las lecturas de electroquimioluminiscencia anddica (izquierda); configuracion porta

celda y detector de la emision luminiscente electrogenerada (derecha).

La configuracion del dispositivo acoplado consisti6 en generar la excitacion
electroquimica a través del potenciostato, razon por la cual se bloqueo la ranura de salida
de luz proveniente del monocromador de excitacion, de manera de evitar que la luz de la
lampara del espectrofluorometro interviniese en la excitacion de las especies en solucion.
De esta manera, la luz recolectada por el monocromador de emision pertenecio a los

procesos generados a través de las reacciones de 6xido/reduccion del sistema.

116



Para garantizar las condiciones 6ptimas de deteccion de la EQL, se utiliz6 una porta celda
rotacional gradual (Figura 30 derecha, abajo) que permiti6 orientar la cara conductora de
los electrodos ITOs hacia el detector de emision garantizando la mayor deteccion

luminiscente.

15.1.1. Celda de electroquimioluminiscencia

El arreglo de la celda utilizada para los estudios de EQL anodica para la deteccion de STE
y H202 se muestra en la Figura 31. La configuracion de la celda consistié en una cubeta
de cuarzo conteniendo un arreglo de tres electrodos, en donde el electrodo de trabajo (ET)
(ITO) se ubico en el extremo derecho de la celda; el electrodo de referencia (ER) de
Ag/AgCl en el centro de la celda, lo que permitié que tanto el electrodo de trabajo como
el contraelectrodo no tuviesen contacto, y el contraelectrodo (CE) de platino (Pt) en el
extremo opuesto del ITO. Para mantener fijos los electrodos se utiliz6 un tapén de teflon

ajustado al arreglo descrito para este sistema.

Figura 31. Celda electroquimica utilizada para los experimentos de

electroquimioluminiscencia anddica.
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15.2. Equipos para la caracterizacion y morfologia de los materiales

La caracterizacion de la estructura quimica de los puntos cuanticos MPA/MES CdSe, g-
C3Ns y la heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3N4 se llevo a cabo mediante
la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR); para ello se
utilizé un espectrofotometro infrarrojo Bruker Tensor 27 FT-IR, donde las soluciones se
depositaron en una celda de KBr libre de humedad. La morfologia de la superficie de los
nanomateriales sintetizados y conjugados se realizd mediante la técnica de TEM,
utilizando un Microscopio electronico de Transmision JEOL Ltd. JEM-1400 Flash
operando a 120 kV.

15.3. Cromatografia liquida de alta resolucion

Un equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés)
es un sistema analitico disefiado para la separacion, identificacion y cuantificacion de
compuestos en una mezcla. Funciona bombeando una fase movil (solvente) a alta presion
através de una columna empacada con una fase estacionaria, donde los analitos se separan
en funcidn del equilibrio de particion entre las fases mévil y solida. Como técnica de
validacion de las respuestas obtenidas en la deteccion de STE con el inmunosensor

disefiado, se utiliz6 la metodologia HPLC.

Las medidas cromatograficas fueron realizadas con un HPLC marca Waters Alliance
e2695 (Waters Corporation, Milford, MA, USA) equipado con una bomba y un
autoinyector, acoplado a un detector de arreglo de diodos (Waters 2998). Se emple6 una
columna C18 de fase reversa Phenomenex Luna 00G-4252-E0 con didmetro de particula
de 5 um y tamafio de poro de 100 A, la que posee una longitud de 250 mm y didmetro
interno de a 4,6 mm. Ademas, se utiliz6é una pre-columna SecurityGuard AJ0-4287 C18
de fase reversa de 4 mm de longitud y 3 mm de didmetro interno, en un soporte modelo

KJ0-4282. El equipo HPLC y la columna C18 se muestran en la Figura 32.
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Figura 32. Cromatografo Waters Alliance €2695 Separation Module (izquierda);
columna Phenomenex Luna 00G-4252-E0 (derecha).

15.3.1. Columnas de extraccion de fase solida

Las columnas de extraccion de fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) son dispositivos
utilizados para la purificacion y preconcentracion de analitos en muestras liquidas antes
de su andlisis. Funcionan mediante la retencion selectiva de compuestos en una fase
estacionaria contenida en la columna, mientras que las impurezas se eliminan por elucion
con una fase moévil adecuada. Posteriormente, los analitos de interés se eluyen para su

analisis por técnicas como HPLC.

Para la deteccion de STE por HPLC, se purificd la muestra previamente; para ello se
utilizaron columnas comerciales Strata-X poliméricas de fase reversa (Phenomenex).
Estas columnas son utilizadas para moléculas con peso molecular <10 kDa, e ideales para
compuestos neutros y con grupos aromaticos. Tienen como mecanismo de retencion para
la purificacion de analitos interacciones hidrofobicas, las interacciones dipolo — dipolo,
formacion de enlaces de hidrogeno. La Figura 33 muestra las columnas utilizadas para la

purificacion y concentracion de STE.
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Figura 33. Columna polimérica de fase reversa Strata-X utilizadas para la deteccion de

STE en muestras de maiz.

16. Técnicas y procedimientos

En esta seccion se dara detalle de las técnicas empleadas para la caracterizacion de los
nanomateriales, bioconjugado y deteccion de la STE en el inmunosensor
electroquimioluminiscente, asi como también los estudios de las condiciones Optimas
opticas, electroquimicas y de EQL. Se describen, ademas, las sintesis y desarrollo de todas

las nanoestructuras, el bioconjugado STE y la preparacion de las soluciones de estudio.

Dentro de las metodologias utilizadas en este trabajo de tesis doctoral, para la
caracterizacion de los puntos cuanticos MPA/MES CdSe, el g-C3Ny, las heteroestructuras
conjugadas de MPA/MES CdSe@g-C3N4, el bioconjugado CdSe@STE y la modificacién
de la superficie electrodica, se utilizaron técnicas electroquimicas convencionales como

247,248

la voltamperometria ciclica como técnica de exploracion para analizar el

comportamiento redox de los nanomateriales sintetizados; la cronoamperometria 24723,
que se utilizo para el analisis de las superficies electrodicas®®! modificas asi como también
el estudio en el tiempo de los procesos de oxidacion y reduccion de los nanomateriales y

el inmunosensor final>>2. Para la caracterizacién optica de los nanomateriales y el
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bioconjugado, se utilizaron la espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de fluorescencia y

el recuento de fotones individuales correlacionados con el tiempo.

16.1. Espectroscopia UV-visible

Por medio de los espectros de absorcion fue posible obtener la energia de banda prohibida
(E¢), teniendo en cuenta la absorcion de radiacion de los nanomateriales a cada longitud
de onda. Para la caracterizacion del E; optico se utilizd la ecuacion de Tauc?? que se

muestra a continuacion:

ahv = C(hv — E,)" (28)
donde a es el coeficiente de absorcion de la muestra definido como el cociente de la
absorbancia y el paso optico (A/L), h es la constante de Planck, C es una constante
proporcionalidad la cual es el resultado del proceso algoritmico con un valor de 2,303 en
unidades adimensionales y v es la frecuencia de la longitud de onda analizada. El valor
de n representa la transicion electronica del QD, las cuales pueden ser directas o
indirectas?>*?%, Para sistemas en donde los electrones transferidos no sufren caidas en
orbitales vibracionales se considera una transicion directa teniendo un valor de n = 2,
mientras que para sistemas en donde la trayectoria electronica decae en los estados

trampa, el valor de n= 4.

Para el célculo de E; se realizo un grafico de hvu vs. (Abs x hv)"; al extrapolar la parte

lineal de la curva con el eje de las abscisas se obtuvo el valor Eg.

16.2. Espectroscopia de fluorescencia

Dentro de las utilidades que ofrece la emision de fluorescencia, se pudo determinar la
energia minima del estado singlete (E,.)). Este pardmetro corresponde a la diferencia
energética entre el nivel vibracional mas bajo del estado electronico fundamental
(generalmente asociado a la banda de valencia, BV) y el nivel vibracional mas bajo del
estado electronico excitado (asociado a la banda de conduccion, BC). En términos fisicos,

Ey_orepresenta la energia minima requerida para promover un electron desde el estado
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fundamental hasta el estado excitado sin contribucion vibracional adicional. Esta energia
se obtuvo experimentalmente a partir de espectros de excitacion y fluorescencia; el valor
de laE,, se aproxima al punto donde se cruzan los espectros de absorcion y
fluorescencia. El valor de la E_, expresado en unidades de energia (eV) se calcul6 a partir

de la siguiente ecuacion:

. }2= 1240 (eV x nm) (29)
TN Aguee(im)

el valor 1240 se corresponde a la constante de Planck h multiplicada por la velocidad de

la luz v, ambas en unidades de energia (eV).

Ademas, la medicion de la emision de intensidad de fluorescencia proporciono detalles
sobre la eficiencia cudntica, las tasas de recombinacion y la dindmica de excitacion de los
nanomateriales, ofreciendo una comprension profunda de sus caracteristicas

fundamentales.

16.3. Espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo

La espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo permite el estudio de procesos
dinamicos en materiales o compuestos por medio de determinaciones de intensidades de
fluorescencia (cuentas) en funcidon del tiempo. Un detector ultrasensible, como un
fotomultiplicador (PMT) o un detector de avalancha de fotos individuales (SPAD),
registra cada foton emitido con una resolucion temporal precisa. El tiempo de llegada de
cada foton se mide en relacion con el pulso de excitacion, generando un histograma de
decaimiento de intensidad. A partir de este andlisis, se obtuvieron los tiempos de vida de
fluorescencia, informacion clave para estudiar procesos de transferencia de energia,
estados excitados en nanomateriales, interacciones biomoleculares y dindmica de
fluorescencia en sistemas conjugados. La curva de decaimiento de la intensidad de
fluorescencia es el resultado de un gran nimero de recuentos de fotones. Con el fin de no
considerar el aporte de la sefial de excitacion, la funcidon obtenida de la muestra debe ser
corregida (deconvolucionada). El perfil temporal de los pulsos de excitacion es registrado
bajo las mismas condiciones reemplazando la muestra con una solucion dispersante de

luz, por ejemplo, Ludox o una dispersion de silica. La Figura 34 ejemplifica el
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decaimiento de la intensidad de fluorescencia para un nanomaterial luminiscente, asi
como también de determinacion de los tiempos de vida y el principio experimental de la

técnica TCSPC.

En todos los casos, los decaimientos de la fluorescencia se ajustaron correctamente con

la ecuacion biexponencial:

I(t) = Blexp(—t/Tt1) + B2exp(—t/T2) 30)

donde 1 y B2, son los factores preexponenciales.

| tp=tiempo de retardo —L
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Figura 34. Diagrama esquematico de una curva tipica de decaimiento de intensidad de
fluorescencia: la gréafica representa el recuento estadistico de los tiempos de fotones
individuales para construir curvas de tiempo de vida de fluorescencia. Inserto: Principio

del registro del tiempo de la tarjeta TCSPC.

16.4. Emision de luminiscencia electrogenerada

La EQL puede representarse como la variacioén de la intensidad de emision de luz en
funcion del tiempo (Igqr vs t) y en funcidon de la energia emitida por el lumindforo

responsable de la EQL (IgqL vs A)*%.
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16.4.1. Electroquimioluminiscencia en funcion del potencial

La EQL, al ser un proceso relacionado directamente con los procesos de oxidacion y
reduccion de especies quimicas, se puede cuantificar con relacion a la variacion o barrido
de potencial aplicado en un sistema electroquimioluminiscente. Este método se conoce
como voltamperometria ciclica de EQL (VC - EQL); es una técnica combinada que
permite estudiar los procesos electroquimicos responsables de la emision mediante un
barrido ciclico de potencial. En esta técnica, la sefial electroquimioluminiscente se mide
simultdneamente con la corriente electroquimica, proporcionando informacién sobre los
mecanismos redox, la eficiencia luminosa y la estabilidad del sistema. A partir de la VC

— EQL se puede obtener:

A. Potenciales de inicio y maximo de EQL: permiten identificar los potenciales
Optimos para la generacion de luminiscencia.

B. Comparacion de los picos de corriente y EQL: confirma la relacion entre procesos
redox y emision luminiscente.

C. Eficiencia de emision: se evaliia la intensidad maxima de EQL respecto a la
corriente generada.

D. Estabilidad y reversibilidad: se analizan multiples ciclos voltamperometricos para

evaluar la estabilidad del sistema.

16.4.2. Electroquimiolumiscencia en funcion del tiempo

Otra de las metodologias para le generacion y cuantificacion de la EQL, es teniendo en
cuenta su variacion en funcion de un potencial aplicado al sistema, ya sea anodico o
catodico. Se utiliza como técnica electroquimica la cronoamperometria®®’. En este
procedimiento, se observa como la EQL decae exponencialmente con el incremento del
tiempo cuando se aplica un potencial que involucre la formacion de las especies quimicas
radicalarias tanto del coreactante como del emisor. El decaimiento de la emision se
corresponde con la disminucion de la corriente faradaica del proceso, debido a que los
reactivos se consumen en cercanias del electrodo, y la sefial dependera de su difusion
desde el seno de la solucion. Por otro lado, tiempos largos de medicion favorecen la

formacion de productos provenientes de las especies radicalarias de los coreactantes o los
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mismos emisores, ocasionando reacciones no deseadas, como asi también pueden generar
especies adsorbidas sobre el electrodo, afectando su area y capacidad electrocatalitica, y
asi disminuyendo la emision de luz. Mantener un potencial aplicado por tiempos
prolongados puede aumentar la corriente de fondo y el ruido en la medicidn, reduciendo

la sensibilidad y la relacion sefial/ruido en la deteccion de EQL?%®.

En la cronoamperometria, la corriente estd directamente relacionada con la difusion de
las especies electroactivas (dentro de las cuales se encuentran la especie emisora y el
coreactante) desde el seno de la solucion hacia la interfaz electrodo - solucion, y sigue la
ecuacion de Cottrell*> en sistemas controlados por difusion; la ecuacion que describe este

comportamiento es:

. nFAD{*c, 1 (3D
l(t): —7[1/2 X %

siendo n el nimero de electrones transferidos en la reaccion, F es la constante de Faraday
(96484 C/mol), Dy el coeficiente de difusion de la especie electroactiva (cm?/s), co es la
concentracion inicial, A es el area electroactiva del electrodo, y t es el tiempo transcurrido
después de aplicar el potencial. Los perfiles tipicos de wun sistema
electroquimioluminiscente controlado por difusion y medido experimentalmente por

cronoamperometria se muestra en la Figura 35.

De acuerdo con lo anteriormente explicado, es posible medir experimentalmente la EQL
a distintos potenciales y tiempos de deteccion; esto permite controlar la emision bajo
diferentes perturbaciones de potencial, util en sistemas como inmunosensores. La técnica
de cronoamperometria de pasos multiples (MultiStep Amperometry, en inglés) se utiliza
en la medicion de EQL en inmunosensores para generar sefiales luminicas controladas
mediante la aplicacion secuencial de potenciales especificos. Para los estudios de EQL
anddica y deteccion de STE, se utilizd6 como técnica de excitacion electroquimica la
cronoamperometria de pasos multiples, mientras que la técnica de deteccion de EQL fue
la fluorescencia en modo cinético. Para la medicion EQL se utilizé el acople de los

dispositivos PalmSens — FluoroMax Plus descrito previamente.
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Figura 35. Transientes de corriente (-) y EQL (--) para un sistema controlado por
difusion. Respuesta tipica para una medicion EQL mediante la excitacion electroquimica

por cronoamperometria.

En estos sistemas, la EQL se genera al aplicar un potencial que induce la
oxidacion/reduccion del lumindforo y coreactante, generando especies excitadas que
emiten luz. Posteriormente, se aplica un potencial de reposo (potencial de equilibrio) para
regenerar el sistema y evitar el agotamiento de los reactivos. Este ciclo de activacion
reposo define el comportamiento ON - OFF de la EQL, donde ON corresponde al periodo

en el que se genera la sefial luminosa y OFF al tiempo de reposo en el que no hay emision.

Es importante destacar que para que las medidas de EQL sean precisas y correlacionadas
entre ambas respuestas, corriente y emision de luminiscencia, el tiempo de medida entre
cada intervalo de lectura, tiempo de integracion y tiempo de lectura de la medicion, deben
ser iguales tanto en la metodologia electroquimica como en la deteccidon cinética

luminiscente.
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16.5. Sintesis de puntos cuanticos CdSe

Los QD de CdSe se sintetizaron tal y como se describe a continuacion. Se prepararon 4
soluciones de QDs de CdSe, cada una con volimenes finales de 5 mL, en las cuales las
concentraciones de los precursores de Cd?>" y Se* fueron 7 mM y 3,5 mM
respectivamente. Para obtener QD solubles en medio acuoso, se sintetizaron con un
recubrimiento formado por 4cido 3-mercaptopropionico y 4cido n-morfolino
etanosulféonico (MPA/MES). Se sintetizaron QDs con diferentes concentraciones de
estabilizantes. Una relacion molar de 2 moles de selenio por cada mol de cadmio fue la
relacion molar ideal para la obtencién de puntos cuadnticos mas estables en solucion
acuosa, asi como también con mayor rendimiento cudntico de fluorescencia y EQL. La

Figura 36 detalla el procedimiento para la sintesis de los QD MPA/MES CdSe.

r Nz o) 3mL H,0
0 3mLH0 VPj‘Jﬂ,L [ 50 pL Cd? 0,7 M
[ ] 7,1 mg Se b e 350 pL. MPA/MES 1 M
N 22 mg NaBH, @
; NaOH 1M
- 587 uL Se* 3,5mM
O,
o)w\ 0=6=0 H
5 - -
| N Agitacién: 600 rpm Cd*7mM
o] 1120 min MPA/MES 0,07 M

— T:4°C

TRy

Ol

5

Agitacion: 600 rpm

Agitacion: 600 rpm
t 60 min t: 30 min

Figura 36. Metodologia experimental para la sintesis de QD MPA/MES CdSe (derecha);

estructura quimica de los QDs sintetizados mediante esta técnica (izquierda).

Para la formacion de QDs semiconductores MPA/MES CdSe, como primer paso, se
prepar6 una solucion de seleniuro a partir de polvo de selenio. Luego, se realiz6 una
reduccion del selenio. Asi, se formo una solucion stock compuesta por 22,0 mg de NaBH4
disueltos en 3,0 mL de agua bidestilada conteniendo 7,1 mg de Se. La solucion se colocod
en agitacion a 600 rpm y en constante desgasado con nitrogeno inerte y seco para eliminar

el oxigeno presente. La solucion de Se* se mantuvo a una temperatura entre 4°C - 6°C.

127



De la solucion stock, se utilizaron 590 pL para la formacion de cada sintesis de QDs y

obtener una concentracion final de 0,0035 M de Se*".

Con la finalidad de preparar QDs con diferentes tamafios y propiedades Opticas y
electronicas variables, las relaciones molares de los estabilizantes MPA y MES se
variaron en cada sintesis. Se utilizaron 4 relaciones molares de MPA/MES: 30/70, 50/50,
100/0 y 150/0, a una concentracion final de 0,07 M. Las soluciones se prepararon
mezclando, en un matraz, 3 mL de agua bidestilada de pH 6 y la soluciéon de Cd*", ademas
de las cantidades correspondientes de MPA y MES. La soluciéon se mantuvo un pH 10
adicionando NaOH 1 M para cada relacion de MPA/MES, los cuales se muestran en la

Tabla 4.

Tabla 4. Volumenes de solucion MPA, MES y NaOH utilizados en la preparacion de

cada sintesis de nanocristales de CdSe.

Relacion molar MPA/MES | MPA/ nL MES/ nLL NaOH/ pL
150/0 525 0 490
100/0 350 0 280
50/50 175 175 240
30/70 105 245 300

Una vez mezclados el precursor metalico y los agentes estabilizantes MPA/ES, se desgaso
durante 30 minutos y se mantuvo en agitacion constante a 600 rpm, para luego realizar la
inyeccion de la solucion de seleniuro, manteniendo la misma velocidad de agitacion y el
desgasado durante 60 minutos. A través de esta técnica experimental, se sintetizaron los
QD de CdSe con las distintas relaciones molares MPA/MES. Cabe destacar que, en cada
sintesis desarrollada, la concentracion de MPA/MES fue 10 veces mayor a la
concentracion de cadmio utilizada. Para la preparacion de los stocks MPA y MES, se
tomo como referencia arbitraria una concentracion de 1 M y las cantidades utilizadas para
preparar las mismas fueron de 87 uL. de MPA y 195,20 mg de MES. La Figura 37 muestra

las sintesis obtenidas siguiendo la metodologia previamente descrita.
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Figura 37. sintesis obtenidas de QD CdSe a diferentes relaciones molares de MPA/MES.
Las flechas indican la proporciéon molar de los estabilizantes MES (verde) y MPA

(naranja).

16.5.1. Purificacion de los puntos cuanticos MPA/MES CdSe

La purificacién de QD semiconductores es un procedimiento por medio del cual se busca
eliminar impurezas, reactantes residuales, ligandos libres y subproductos de la sintesis.
Este proceso se basa en la diferencia de solubilidad de los QDs sintetizados y las
impurezas en solventes de distinta polaridad. Ademas, el cambio de polaridad del solvente
permite separar fracciones de diferente tamafio de los QD. La purificacion de los QD de
CdSe es un paso esencial después de su sintesis para mejorar su calidad Optica, estabilidad
quimica y funcionalidad. Se purificaron las sintesis de CdSe con diferentes relaciones
molares MPA/MES utilizando etanol absoluto mediante el método de precipitacion por

diferencia de polaridades. El procedimiento de purificacion se muestra en la Figura 38.
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Figura 38. Diagrama del proceso de purificacion de los puntos cuanticos MPA/MES

CdSe mediante precipitacion, utilizando etanol.

Se agregaron 2,0 mL de la sintesis de MPA/MES CdSe en un eppendorf, a los cuales se
le afiadieron 2,0 mL de etanol absoluto y se dejaron en reposo durante 30 minutos. Pasado
este tiempo se llevo toda la mezcla a agitacion en un vortex a 1000 rpm durante 5 minutos
para garantizar la separacion de todos los iones libres en solucion. Luego, se introdujo el
eppendorf en una centrifuga a 10000 rpm durante 15 minutos para separar los puntos
cuanticos (producto precipitado) de los iones libres (producto sobrenadante). Este
procedimiento se realizo por triplicado para garantizar la eliminacion de impurezas y para
obtener la fraccion de QD mayoritaria, en donde en cada centrifugacion se anadid una
mezcla 1:1 etanol: agua, se dispersdé el precipitado nuevamente y se sometido a
centrifugacion bajo las mismas condiciones. Luego de realizar este paso, el producto
precipitado final se disolvid en solucion acuosa alcalina, pH 10, para asegurar la
estabilidad de los QD purificados y mantenerlos a las mismas condiciones de sintesis. Los
puntos cuanticos purificados se guardaron a temperatura ambiente en recipientes

esterilizados de vidrio.
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16.6. Sintesis de nitruro de carbono grafitico

La preparacion del nitruro de carbono grafitico (g-C3N4) se realizé por pir6lisis**® de urea,
la que actué como precursor del nanomaterial, dando lugar a la formacién de unidades
estructurales de heterociclos de tri-S-triazina/heptazina (CsN7). La sintesis de g-C3Na4 se
realiz6 en crisoles de 30 mL de capacidad, utilizando ademés una mufla eléctrica con una
potencia de 2,6 kW y a una temperatura maxima de 600°C. Para la calcinacion de la urea
fue necesario realizar una programacion de temperatura en funcion del tiempo de manera
de alcanzar 540 °C en forma controlada, para garantizar la pirolisis del precursor y la
formacion de las unidades de tri-S-triazina que daran lugar a la formacion del g-C3Na. El
flujo de calor utilizado en el proceso fue de 10°C/min. El proceso de sintesis y los

mecanismos de reaccion de la policondensacion de la urea, se muestra en la Figura 39.

i HM, N _NH,
o -NH; NEC—NH, N‘?‘C j\ Condensacian = T 2
H.N‘JL'NF. o 2 S S e
o A .J'L B
Urea Cianamida HN NHy Dicianamida NH;
r —_ Melamins
NH,
N’*N b
N"/’kN : N NH;
HN™ SN N l NH ""LN ™ e
At NJ\N N"l‘"“n
NF N N)\N A ,L/ N T‘ A A e
h"'J\N’lLN W | . N T HNT TN }r: N™ “NH
h;N ‘J{\N )QNJ\E )*,\ Ah : NH. In Melon Melam
L -

Polimerizacion N
Nitruro de Carbono Grafitico

s8eC

T=540"C
t: 3 horas 1
\o/
/
t‘/
Malido del producto
calcinado

Figura 39. Mecanismo quimico para la formacién de g-C3Ng4 a partir de urea (arriba) y

proceso de formacion de g-C3N4 (abajo).
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El proceso inicia a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). En un periodo de
tiempo de 5 minutos la temperatura alcanza los 50 °C y es alli en donde se aplica un
programa de calentamiento. A partir de este punto, empiezan a generarse las reacciones
correspondientes de condensacion de las moléculas de urea presentes en el crisol. En
particular, los procesos de sintesis a partir de urea implican un paso de formacién de
lamina®®!. E i 1 ion d lamina deberi 1
melamina™". Esto sugiere que la generacion de melamina deberia ser un paso clave o

intermedio para sintetizar g-C3Ns.

La condensacion de urea procede a través de la etapa de formacion de un dimero, que se
condensa adicionalmente en melamina acompanado con la eliminacion de amoniaco y
vapor de agua. En el intervalo de temperaturas entre 539 °C y 540 °C los mondémeros de
melanina se unen hasta formar unidades de tri-S-triazina®¢, los cuales reaccionan entre si
para dar formacion al producto final de g-C3Ns. Posterior a la pirolisis, el crisol se dejo
enfriar dentro de la mufla por 12 horas, aproximadamente, hasta que la temperatura
descendi6 a 25 °C. Luego de realizada la calcinacion, el producto resultante se recolecto,
se molid en un mortero para homogeneizarlo y se almacend. El producto de g-C3N4
obtenido fue de 265,2 mg, lo que indica que el rendimiento de formacion del nanomaterial

fue de 3,5%.

16.6.1. Exfoliacion de g-C3N4

Hay muchos métodos de exfoliacion de materiales de g-C3N4 a granel con el objetivo de
obtener laminas individuales o un conjunto de unas pocas laminas. Estos métodos son la
exfoliacion térmica, la exfoliacion por molienda mecanica, la exfoliacion quimica y los
métodos de choque térmico con gas. Para la separacion de las nanolaminas sintetizadas a
partir de la calcinacion de la urea, se siguid la metodologia de exfoliacion quimica con
un 4cido fuerte, tal y como se describe en la literatura®%>. 500 mg de g-C3Na4 a granel se
mezclaron con 10 mL de 4cido sulfurico concentrado, la mezcla se llevo a agitacion en
un vortex a 1500 rpm durante 60 minutos. Cuando se agrega el acido sulftrico
concentrado y se somete a agitacion, se produce la protonacion de las nanolaminas y, por
consiguiente, la separacion de las nanolaminas formadas en la sintesis por repulsion
electrostatica, para dar lugar a agrupaciones de nanolaminas menos densas y separadas

entre si. Pasado el tiempo de agitacion descrito, se anadieron 20 mL de agua bidestilada
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y la suspension cambid6 el color de amarillo a blanco. La mezcla fue llevada a sonicado a
una temperatura de 40°C durante 2 horas. Al agregar agua a esta mezcla, el rapido efecto
exotérmico provoco una delaminacion parcial y una desintegracion del grano de g-C3Ny
por la disociacién de los puentes de hidrogeno débiles y apilamiento de laminas por
interacciones de los orbitales moleculares =, acelerando la intercalacion del H2SO4 entre
capas de g-C3Ns. Ademas, el acido puede actiia como agente oxidante débil de los grupos
NH> terminales bajo el calentamiento producido por la adicion excesiva de agua. El
resultado fue la obtencion de g-C3N4 en fragmentos de tamafio mas pequefio ligeramente

empaquetados.

La etapa de purificacion del nanomaterial se desarrollé6 mediante lavados de la solucion
exfoliada con agua hasta alcanzar un valor de pH neutro de la dispersion de g-C3Na.
Finalizado el procedimiento, la muestra se secoé en una estufa a 60°C durante 12 horas
para asi obtener el g-C3Ny4 exfoliado en polvo. La Figura 40 describe el proceso de
exfoliacion realizado para el g-Cs3Ny sintetizado y la Figura 41 muestra el montaje

experimental realizado para la exfoliacion del g-C3Ny previamente calcinado.

20 mL agua bidestilada

10mL H,S0, v

500 mg g-C;N,
.
Ultrasonicado
t= 120 min
T=40°C
Agitacion 1500 rpm
t= 60 min
Extraccion 10mL HZ_O
sobrenandante \
*/;' ¥
T & ' &,
- - —
tenns - Purificacion con H,0
““-J""'

&/ =
Centrifugacion 12000 rpm
t= 15 min

L » g-C:Ns exfoliado

Figura 40. Proceso de exfoliacion mediante tratamiento quimico y purificacion del g-

C3Na.
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Figura 41. Montaje experimental para la exfoliacion del g-C3Na.

16.7. Sintesis de la heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3N4

Con el objetivo de mejorar la eficiencia de los procesos opticos y electroquimicos, se
sintetizaron heteroestructuras conjugadas a partir de los puntos cuanticos MPA/MES
CdSe y el g-C3Ns exfoliado de cuya finalidad consistid en el mejoramiento en la
intensidad de EQL. Para ello, se sintetizaron heteroestructuras conjugadas de MPA/MES
CdSe@g-C3N4 con relaciones molares MPA/MES 30/70, 50/50 y 100/0.

El proceso de sintesis para la conjugacion de g-C3N4 exfoliado y los QD MPA/MES CdSe
se llevd a cabo mediante el crecimiento in situ de MPA/MES CdSe sobre el g-C3N4, como
se muestra en la Figura 42. Adicionalmente, la Figura 43 muestra la comparacion de los

QDs MPA/MES CdSe y las heteroestructuras conjugadas sintetizadas.
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Figura 42. Sintesis y estructura quimica de la heteroestructura conjugada MPA/MES

CdSe@g-CsNa.
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Figura 43. Comparacion visual de las sintesis de QD MPA/MES CdSe y las

heteroestructuras conjugadas CdSe@g-C3N4 a relaciones molares de MPA/MES 30/70

(izquierda), 50/50 (centro) y 100/0 (derecha).
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Se prepararon soluciones con un volumen final de 5 mL de MPA/MES CdSe@g-C3N4
partiendo de una soluciéon acuosa de Cd** y solucion del estabilizador MPA/MES,
ajustada a pH 10 con una solucion de NaOH 1 M. Luego, se agregaron 200 uL de una
dispersion 2,5 mg/mL de g-C3Na, y la solucion tomo una coloracién blanco palido sin

turbidez.

A continuacion, la solucion se burbujed con N durante 30 min bajo agitacion a 600 rpm.
Después, se inyectd rapidamente una solucion acuosa de Se’>” manteniendo la agitacion,
en donde la solucion blanca palida se volvio amarilla/naranja. Todas las soluciones se

termostatizaron a 25 °C.

16.8. Bioconjugacion de los puntos cuanticos MPA/MES CdSe con

esterigmatocistina

La bioconjugacion de QDs CdSe con STE tiene como objetivo desarrollar un
bioconjugado  competidor para el desarrollo de un  inmunosensor

electroquimioluminiscente para la deteccion de STE en muestras de maiz.

Para la bioconjugacion de QD MPA/MES CdSe (relacion 30/70) con la STE
(bioconjugado CdSe@STE), se necesitaron pasos previos de modificacion estructural de

STE, como de activacion superficial de los puntos cuénticos.

16.8.1. Sintesis de esterigmatocistina hemiacetal

Para llevar a cabo el proceso de bioconjugacion de los QD MPA/MES CdSe con la STE,
previamente se realizé una sintesis de modificacion estructural de la STE para obtener su

forma hemiacetal (abreviado STE-OH).

La Figura 44 muestra la metodologia utilizada para la obtencion de STE-OH, siguiendo

la metodologia descrita en la literatura?642%3,
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Figura 44. Esquema de la sintesis de formacion de STE-OH a partir de STE.

Como muestra la Figura 44, la sintesis de la STE-OH se obtuvo cuando a 625 pL de una
solucion 0,831 mg/mL de STE, disuelta en acetona, se le afiadieron 6,25 uL de acido
sulfurico al 10% hirviendo la mezcla durante 4 h a 56 °C bajo condicion de reflujo. A
continuacion, la mezcla de reaccion se evapord a sequedad y se afiadieron 1,25 mL de
agua. Posteriormente, se adicion6 un volumen de 625 pL de cloroformo, generando dos
fases. La STE-OH se transfirio a la fase organica. Esta etapa de particion se repitio 5
veces, recogiendo la y juntando la fase organica. Luego, la fase organica fue tratada con
5 mg de sulfato de sodio, y se filtr6. La solucion libre de agua se filtrd y se pasé por una
columna con silica gel (0,040-0,063 mm) disuelta en cloroformo. Previamente, la
columna se lavé con 5 mL de cloroformo y, luego, con 1 mL de una mezcla de cloroformo
+ acetona (1:1). La solucidn recogida se evapor6 a 70°C hasta sequedad. De esta manera,
se obtuvo la STE-OH en estado so6lido. El producto obtenido se peso6 y se disolvié en 500
nL de etanol, obteniendo una concentracion de STE-OH de 0,069 mg/mL, asumiendo una
eficiencia de 80 %, como se encuentra reportado en la literatura?®*?%. La formacion del

grupo hemiacetal en la estructura quimica de la STE se muestra en la Figura 45.
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Figura 45. Mecanismo de formacion de STE-OH a partir de STE en medio écido.

16.8.2. Conjugacion de STE-OH con puntos cuanticos MPA/MES CdSe

Los QD MPA/MES CdSe cuentan en su superficie con un tiol (dcido 3-
mercaptopropionico) el cual presenta un grupo carboxilo en su extremo terminal libre.
Para logar la bioconjugacion de los QD con la forma hemiacetal de la esterigmatocistina,
fue necesario modificar el grupo carboxilo terminal del tiol con dos objetivos; primero
agregar una cadena carbonada espaciadora entre el QD y ST-OH con el objetivo de
minimizar su efecto en la posterior interaccion con el anticuerpo y segundo, disponer de

grupos amina para unir covalentemente el QD a STE-OH.

Primero, se realiz6 la sintesis de union de QDs MPA/MES CdSe con L-lisina (L-lys,
molécula enlazante/espaciadora)®®. La formacion de un enlace covalente entre la amina

primaria de la L-lys y el grupo carboxilico del MPA se esquematiza en la Figura 46.
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Figura 46. Esquema del proceso de conjugacion de CdSe@L-lys.

Inicialmente los QD MPA/MES CdSe se purificaron por precipitacion selectiva por
cambio de polaridad de solvente, encontrandose los de menor tamaio en el sobrenadante,
y los de mayor tamaiio en el precipitado. El proceso de precipitacion se repitié dos veces.
Para el proceso de union con L-lys por cuestiones de rendimiento de fluorescencia se
utilizaron los QD de menor tamaio. En el siguiente paso, se realiz6 la union de los puntos
cuanticos CdSe con L-lys, utilizando como activador del grupo carboxilo del capping del
QD la carbodiimida (EDC) y como estabilizador del éster formado, N-hidroxisuccinimida
(NHS) 26728 Para ello, se agregaron 14,4 mg de EDC y 8,63 mg NHS en solucién tampén
de boratos, pH 8,8 dando lugar a la formacion de un enlace amida entre el grupo carboxilo

del MPA de los QD y el grupo amina de la L-lys.

Luego, se realizaron procesos de purificacion para obtener el producto deseado mediante
el agregado de etanol con posterior centrifugacion, recolectando el sobrenadante. De esta
manera se obtuvo como producto CdSe@L-lys, dejando expuesto un grupo amina para
su union con STE-OH. La Figura 47 detalla el mecanismo de reaccion para la formacion

de CdSe@L-lys.
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Figura 47. Mecanismo de reaccion para la obtencion de CdSe@L-lys.

A partir de la obtencion de CdSe@L-lys, se realizd el proceso de sintesis para la
bioconjugacion con la STE-OH. El mecanismo de reaccion de esta bioconjugacion se
muestra en la Figura 48 y la metodologia experimental y pasos para la formacion del

bioconjugado CdSe@STE se muestra en la Figura 49.

La bioconjugacion de la STE-OH con CdSe@L-lys consistié en una serie de pasos para
llegar al producto final. Primeramente, se realiz6 un proceso de union de STE-OH con
glutaraldehido (reactivo bifuncional), el cual permite dejar un grupo aldehido expuesto

capaz de reaccionar con el grupo amino disponible de L-lys conjugada a los QD de CdSe.
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La reaccion se realiza en un tamp6n de borato a pH ligeramente alcalino, en presencia de
piridina (actuia como fuente de electrones para estabilizar el reactivo intermediario),
mediante la adicion de 7,3 pL de glutaraldehido 7 mM a 400 uLL de STE-OH en solucién
tampon borato, pH 8,8. Luego, se agregan 2 mL de CdSe@L-lys, en donde se une al grupo
amina expuesto de L-lys con el grupo carbonilo terminal de STE-OH modificada con
glutaraldehido, resultando en la formacién de un enlace imina®®’. El iltimo paso, da como
resultado el bioconjugado CdSe@STE requerido para los inmunoensayos competitivos

en el inmunosensor?’’.

Glutaraldehido 7 mM

Piridina, Na,BO,/H;BO; 50 °C

CdSe@L-lys

o
.
S\ s—o —S
O N—/_g Cdse /H N z
/ N L/\)

CdSe@STE

Figura 48. Mecanismo de reaccion para la formacion del bioconjugado CdSe@STE.
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Figura 49. Esquema de la sintesis de bioconjugacion de CdSe@STE.

16.9. Preparacion de solucion tampon de Tris — HCI

El Tris-HCI se utiliza en EQL cuando se utiliza como coreactante una amina. Su
capacidad tampdon minimiza variaciones en el pH durante la medicion, lo cual es crucial
para sistemas sensibles a cambios de protonacion. Ademas, puede actuar como un
donador de protones, favoreciendo la generacion de especies excitadas en ciertos sistemas
Su alta solubilidad y compatibilidad con biomoléculas lo hacen ideal para aplicaciones

en biosensores y ensayos inmunoquimicos.

A partir de las propiedades de la solucion tampon Tris — HCI, las medidas de EQL se
realizaron utilizando como electrolito soporte esta solucion, la cual se preparo a partir de
Tris(hidroximetil) — aminometano (también llamado Trizma base). Para lograr una
concentracion de 0,1 M, se disolvieron 6,25 g de Trizma base en 500 mL de agua
bidestilada; posteriormente, el pH se ajusté a 7,4 utilizando una solucién 0,1 M de HCI.

La solucion se almacen6 a temperatura de 4°C para su posterior uso.
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16.10. Preparacion de la solucion tampon de fosfato

La solucion tampon de fosfato, la cual se utilizdé como electrolito de soporte para los
estudios de EQL en la region catddica, y para el ensamble del inmunosensor como
simulador del medio biologico para los anticuerpos monoclonales utilizados y la
esterigmatocistina a detectar. Para los ensayos de EQL catodica, se prepard la solucion
tampon agregando a 100 mL de agua bidestilada 0,068 g de fosfato dipotasico (KoHPO4)
y 0,089 g de di-Sodio hidrogeno fosfato dihidrato (Na2HPO4*x2H0). La solucion se llevo
apH 7,5 agregando NaOH 1 M. Para el ensamble del inmunosensor, asi como también el
uso de los anticuerpos, la STE y la extraccion de la matriz bioldgica de deteccion, se
utilizé una solucion tampdén de fosfatos salino (PBS, por sus siglas en ingles). Para
preparar 1000 mL de PBS, se utilizaron 0,89 g de di-Sodio hidrogeno fosfato dihidrato
(Na;HPO4x2H>0), 0,68 g de fosfato dipotasico (K2HPO4), 8 g de NaCl y 0,2 g de KCl.
El pH de la solucion se ajusto a 7,5 utilizando NaOH 1 M.

16.11. Preparacion de la solucion tampon de borato

La solucion tampon de borato se utiliza en diversas aplicaciones debido a su capacidad
de mantener un pH estable en el rango de 8,0 a 10,0, ideal para reacciones que requieren
condiciones ligeramente alcalinas. En bioconjugacion, se emplea para favorecer la
estabilidad de biomoléculas, mejorar la solubilidad de reactivos y facilitar la activacion
de grupos carboxilo en reacciones de acoplamiento con EDC/NHS. Ademas, su baja
reactividad con otras especies quimicas lo hace 1til en sistemas de deteccion y en la

estabilizacion de nanoparticulas y puntos cuanticos.

Para llevar a cabo la bioconjugacion de los puntos cudnticos MPA/MES CdSe con la
STE-OH, se prepar6 una solucion tampon de borato 0,1 M; para ello, se disolvieron 0,53
g de borato de sodio (Na3BO3) en agua bidestilada para obtener la concentracién deseada.
Posteriormente, el pH se ajustd a 8,8 mediante la adicion de 0,45 g de acido borico
(H3BO:3) lo que permite mantener un equilibrio adecuado entre las especies de borato en

solucion tampon.
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16.12. Preparacion de las soluciones de peréxido de hidrogeno

Para la deteccion de perdxido de hidrégeno (H202) en muestras de suero usando la sonda
electroquimioluminiscente formada por heteroestructuras conjugadas de MPA/MES
CdSe@g-C3Na, se prepararon soluciones a partir de una solucion stock como se describe

a continuacion:

» Solucidn patron (1): de un reactivo concentrado de 8,71 M de H2O»> se extrajo 1
uL y se diluyé en 1000 pL de tris-HCI, para una concentracion final 8,71x10° M.

» Solucion patron (2); a partir de la solucion patron (1), adicionando 5 L en 500
uL de tris-HCI, se prepar6 una solucion de concentracion 8,71x107 M.

> La solucion patron (3), de concentracion 8,71x10”7 M se prepard a partir de la
solucion patrdn (2), agregando 5 pL en 500 uL de tris-HCI.

> La solucién patrén (4) con concentracion 8,71x10° M se prepard a partir de la

solucion patron (3), agregando 5 pL en 500 pL de tris-HCI.

A un volumen final de 2500 pL de solucion tampon Tris — HCI, se le afiadieron distintos
volumenes de las soluciones previamente preparadas de H»O2, con el fin de obtener
concentraciones finales de peréxido de hidrogeno en el rango de 1,04 x 1071 M a 1,04 x
10 M. La preparacion de las soluciones finales para los estudios de deteccion de H2O»

mediante EQL se muestra en la Figura 50.

Solucién patrén (1) Solucién patrén (2) Solucién patrén (3) Solucién patrén (4)
8,71x10° M de H,0, 8,71x107 M de H,0, 8,71x10° M de H.0, 8,71x10° M de H,0,
30 L 3L 30 L 3uL 30 pL 3L 30p
1,04x10" M 1,04x10°M  1,04x10%M  1,04x10°M 1,04x10°M  1,04x10°M 1,04x10*M
de H,0, de H,0, de H;0, de H.0; de H,0; de H,0, de H;0;

Figura 50. Preparacion de las soluciones de H»O; para su determinacion por
electroquimioluminiscencia.
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16.13. Extraccion de la matriz de maiz

La deteccion de la STE se realizé utilizando como muestra extracto de maiz el cual se
contamin6 con la micotoxina. Este extracto se utilizé tanto para la deteccion de STE en
el inmunosensor, asi como también para los ensayos de validacion mediante HPLC. La

Figura 51 muestra el proceso de extraccion y purificacion del extracto de maiz.

14 mL

i
i MeOH/ACN 50:50 =¥
vt

Aag

]
) s Filtrado
5. . ——
v \ﬂ;,'/'/ﬂ ‘ ‘
: ' - Agltacmn 1500 rpm

Molienda de los

30 min

granos de maiz ?22
’ 10 mL PBS

4 1,0mL ACN PH7 5 Evaporacién
1 0 mL ACN/H,0 40!60 ¥ 4 g 80°C

STE en ACN - 1 0 mL matriz

s } 1,0mL H,0 w /3
‘ | 1.0mLMeOH columna fase reversa f

W ; .Aatfii de maiz
T s . 0,14 g/mL
Analisis en

inmunosensor EQL

Figura 51. Procedimiento experimental para la obtencion y purificacion del extracto de

maiz utilizado para la deteccion de STE por el inmunosensor y por HPLC.

Se molieron aproximadamente 30 g de granos de maiz en un molinillo hasta llevarlo a
una consistencia polvorienta. El polvillo obtenido se sec en una estufa durante 24 horas
a40°C y posteriormente, se pesaron 1,4 g de maiz seco y se agregaron en tubos eppendorf,
a los cuales se les agregaron 14 mL de una soluciéon 50/50 metanol/acetonitrilo
(MeOH/ACN). Luego, los tubos se colocaron bajo agitacion a 1500 rpm durante 30
minutos. Pasado el tiempo de agitacion, la solucion se filtrd, en donde la solucion recogida
se evapord a 80°C hasta sequedad. Al extracto de maiz libre de MeOH/ACN se le
agregaron 10 mL de tampdn PBS.
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La concentracion de la solucion preparada fue de 0,14 g de maiz/mL. De la solucién de
0,14 g/mL, 1 mL de la matriz de maiz se purificé en una columna de fase reversa, la que
previamente se adecud con 1,0 mL de MeOH. Luego se hicieron pasar 1,0 mL de agua
bidestilada y posteriormente se hizo pasar la matriz de maiz hasta que toda la solucion se
eluyd. 1,0 mL de una mezcla ACN/H20 40/60 se hizo pasar por la columna para eliminar

impurezas solubles en medio acuoso y separar las moléculas polares.

El producto retenido en la columna fue eluido agregando 1,0 mL del ACN. El eluido se
utilizd para las medidas de HPLC. Este procedimiento de purificacion se utilizé para
muestras contaminadas con STE y sin contaminar con la micotoxina, la que fue utilizada

como control negativo.

16.13.1. Preparacion de las soluciones de extracto de maiz contaminadas con

STE

Para la deteccion de la STE en la muestra de maiz, se prepararon soluciones de STE
utilizando la matriz de maiz 0,14 g/mL, la cual se contamin6 exprofeso con una solucién
patron de STE en ACN comercial. El procedimiento de preparacion de las muestras fue

el siguiente:

1. Solucion stock de STE: se prepar6 una solucion de STE 0,8335 mg/mL en ACN.

2. A partir de la solucion stock, se prepararon 1000 pL de concentracion 100 pg/mL
de STE, agregando 120 puL de la solucion stock en 880 pLL de del extracto de maiz
(solucidn (a)).

3. De la solucién (a) se prepararon diluciones en serie, tal y como se observa en la

Figura 52.
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Figura 52. Preparacion de las muestras de maiz contaminadas exprofeso con STE para

los estudios de deteccion con el inmunosensor electroquimioluminiscente.

16.13.2. Preparacion de las soluciones para las mediciones HPLC

Para los estudios de comparacion de la performance del inmunosensor
electroquimioluminiscente por HPLC, se realizé una curva de calibracion siguiendo el

método de adicion estandar®’!

a partir de dos muestras de STE de concentraciones
1,4x10~* ng/mL y 1,4x1072 ng/mL respectivamente. Como fase mévil se utilizé una
mezcla formada por solucion acuosa 0,1 M de H2KPOs y ACN, en una relacion
7/5.Inicialmente se pesaron 3,97 g de HoKPO4 y se agregaron a 292 mL de agua
bidestilada. Luego se adicionaron 208 mL de ACN esto debido a que la relacion de
volumen de la solucion de fosfato monopotasico con respecto al volumen final de la

solucién es de 7/12. El volumen de ACN utilizado para preparar la fase mévil requerida

fue de 208 mL correspondiente a la relacion 5/12 respecto al volumen final de la solucion.
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16.14. Limpieza y activacion de los electrodos ITOs

Para las mediciones y estudios de EQL anodica se utilizaron electrodos ITOs los cuales
fueron previamente limpiados y activados para estandarizar la superficie conductora de
los electrodos y evitar efectos de desactivacion de los procesos de emision de luz y de las
reacciones redox. Asi, en un tubo eppendorf se agregaron 5 mL de etanol absoluto y se

sumergio el ITOs.

A continuacion, el eppendorf se llevo a ultrasonido durante 30 minutos a 35°C. Luego el
electrodo fue extraido del etanol absoluto y llevado a otro eppendorf con agua bidestilada
y se sonicé por 30 minutos a 25°C. Posteriormente, el electrodo fue extraido del

eppendorf con agua y secado en atmosfera de argén durante 5 minutos.

El electrodo seco se colocd en una caja de Petri y se llevo a una estufa a 40 °C durante 60
min. Finalmente se extrajo y se guarda en una caja de Petri cubierta a temperatura

ambiente. Este procedimiento se repite para la reutilizacion de los electrodos ITOs.
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17. Caracterizacion de los puntos cuanticos MPA/MES CdSe

Se realizd la caracterizacion de las propiedades opticas y morfoldgicas de los QD
MPA/MES CdSe con relaciones molares MPA/MES 30/70, 50/50, 100/0 y 150/0,

respectivamente.

17.1. Caracterizacion optica de los puntos cuanticos MPA/MES CdSe

Inicialmente, se midieron los espectros de absorcion de los QD MPA/MES CdSe para
evaluar sus propiedades Opticas y confirmar su estructura electronica. A través de la
posicion del maximo de absorcion, relacionado con la transicion excitonica fundamental,
fue posible determinar el ancho de banda energética entre la BC y BV de los QD, el
tamafio y su distribucion. Ademas, mediante los espectros de absorcion, se buscé analizar
la permanencia del capping de recubrimiento y descartar efectos de agregacion o cambios
en la dispersion coloidal que podrian afectar las propiedades Opticas y electronicas de los

QD CdSe.

La Figura 53 muestra los espectros de absorcion obtenidos los QD CdSe sintetizados con
las diferentes relaciones molares MPA/MES diluidos 100 veces en 2,5 mL de solucion.
Se pueden distinguir dos bandas de absorcion para cada una de las sintesis, lo que indica
la variabilidad en los tamafios de los QD en cada una de las sintesis, asi como también
diferencias de energia de los estados electronicos asociados a defectos superficiales o

estados trampas de los puntos cuanticos®’?.

De los espectros de absorcion se observo que, en las muestras donde MES esta presente
en la estabilizacion (MPA/MES 30/70 y 50/50), aparece una banda de absorcion mas
definida en la region entre 340 y 375 nm. Esto sugiere que la distribucion de tamafios de
los QD es mas heterogénea; el MES podria inducir una mayor polidispersion en los
tamafios de los QDs, reflejado en la aparicion de mas de una banda con absorciones a
diferentes longitudes de onda, con distintos niveles de confinamiento cuantico. En
contraste, en los QD sintetizados en ausencia de MES en el capping (MPA/MES 100/0 y
150/0), la banda en esta region no es tan definida, lo que indica una distribucion de
tamafios mas uniforme y una sintesis mas controlada en términos de crecimiento de los

QDs.
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Este comportamiento confirma que MES influye en la nucleacion y el crecimiento de los
QD, posiblemente al modificar la dindmica de pasivacion de la superficie. La mayor
heterogeneidad en tamafio cuando MES esta presente se debe a una pasivacion superficial
en donde el equilibrio entre MPA y MES favorece la coexistencia de varias poblaciones
de QD con tamafios distintos debido a la fuerza de la interaccion entre el estabilizante y

la superficie del QD y la concentracién de cada uno de los estabilizantes.

o -
(o] o
1 1

Absorbancia
o
o
/

0,0

325 350 375 400 425 450 475 500 525 550

A/nm

Figura 53. Espectros de absorcidon medidos en solucion acuosa para los QD CdSe
sintetizados a relaciones molares de estabilizadores MPA/MES de: 30/70 (—); 50/50 ( );
100/0 (—); 150/0 (—).

El MPA estabiliza los QD de CdSe mediante la formacion de un enlace S—Cd, limitando
fuertemente el crecimiento de los nanocristales. Por otro lado, el MES forma un complejo
entre el grupo sulfonato y Cd*" en la superficie de los QD CdSe, siendo esta una
interaccion mas débil. La banda de absorcion que se ubica en el rango entre 400 y 460
nm corresponde a la primera banda excitonica, que depende de la composicion de los

estabilizadores?”?

. Con el aumento de MES en la relacion molar de MPA/MES, se observa
un desplazamiento hacia una energia mas baja (corrimiento batocromico) y un cambio en
la forma de la primera banda excitonica.
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A partir de los espectros de absorcion es posible determinar el valor del Eg, el cual esta
directamente relacionado con el tamano de los QD sintetizados, asi como también por el
confinamiento cudntico de los mismos. Dentro de las alternativas para el calculo de Eg, el
método dptico expuesto por Tauc?>, permite determinar una aproximacion del valor de
E, en semiconductores. Los intervalos de Eg de las muestras se determinaron mediante el
ajuste de las transiciones Opticas en los bordes de absorcion, utilizando el modelo
Tauc/David—Mott*’*. La Figura 54 muestra los graficos de Tauc para las sintesis de QD

CdSe con relaciones molares MPA/MES 30/70 y 100/0 respectivamente.
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Figura 54. Graficos de Tauc para los QD CdSe sintetizados con relaciones molares
MPA/MES de: 30/70 () y 100/0 (). Determinacion de los valores aproximados de Eg

de acuerdo con el criterio de extrapolacion.

Se determinaron homologamente los valores de E; para los QD CdSe con relaciones
molares MPA/MES 50/50y 150/0. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5. El
E; aumenta cuando la concentracion molar del MPA en el capping es mayor. El E; esta
directamente relacionado con el tamafio de los QD CdSe, siendo este ultimo el que

determina su brecha energética. Asi, el E, aumenta cuando disminuye el tamafio de los

QD.

La determinacion del didmetro de los QD de CdSe fue llevada a cabo mediante métodos
reportados en la literatura®’>. Existen ecuaciones que relacionan la energia del electrén en
sus estados basal y excitado, permitiendo calcular el E; (ecuacion 2) y, en consecuencia,

el diametro del QD semiconductor mediante las siguientes ecuaciones:
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FEPE .2 32
Eg= B+ 8m—N(m_e+E) " 4mepecaseR "
AE~E, — Egulk (33)

[ B | o
b= \/ SAE, ‘m, my

R corresponde al radio del nanocristal, h es la constante de Planck, m, es la masa efectiva
del electron, my, es la masa efectiva del hueco, e es la carga del electron y, €cyse la
permitividad dieléctrica del QD. El valor de E?’lk corresponde la E, del material en su
forma masiva (bulk), es decir, cuando el material no estd en forma de nanoparticula o
QD; para el CdSe este valor es de 1,74 eV. Para QDs semiconductores con tamafios
inferiores a 3 nm, las anteriores ecuaciones no proporcionan un valor preciso del
diametro, ya que no consideran los defectos superficiales ni los estados trampa que

pueden afectar la determinacion de Ej.

Por esta razén, se han desarrollado metodologias experimentales reportadas en la
literatura que permiten calcular con mayor precision los didmetros y los coeficientes de
extincion de los QD a partir de la longitud de onda del primer pico de absorcion, asociado
con la transicion electronica desde el estado fundamental hasta el primer estado

276

excitado”’®. Asi, para QD de CdSe se ha reportado que se pueden obtener el diametro y

el coeficiente de extincidn a través de las ecuaciones:

D=(1,6122x107)x1*-(2,6575x107°)x2>+(1,6242x107)x1*-(0,4277)x\+41,57  (35)
g= 5857 x D% (36)
&= 1600 x EK, ler pico abs * D3 (37)

La ecuacion (35) es un ajuste polinomial en funcion de los didmetros obtenidos por TEM
y DRX. Esta ecuacion permite determinar el didmetro de los QD CdSe por medio de la
longitud de onda maxima del primer pico de absorcion presente en el espectro UV-visible.
A partir del didmetro obtenido, la ecuacién (36) determina el coeficiente de extincion

molar, mientras que la ecuacion (37) permite hacer un ajuste de los coeficientes de
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extincion obtenidos teniendo en cuenta el didmetro y el primer pico de absorcion. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores experimentales del didmetro, coeficiente de extincion y banda prohibida
energética, determinados a partir de los graficos de absorcion, para QD CdSe en funcion

de la relacion molar MPA/MES.

Relacion molar )‘;EZ pico, m D/mm e/M'cm!  Eg/eV
MPA/MES
30/70 454 1,9 3,62x10% 2,25
50/50 422 1,7 2,54x10* 2,30
100/0 415 1,5 2,10x10* 2,36
150/0 409 1,6 2,20x10* 2,33

Seguidamente, a partir de los espectros de emision, se analizaron la intensidad de
fluorescencia para las cuatro sintesis realizadas. Teniendo en cuenta la caracterizacion
por espectroscopia UV-visible, se tom6 como longitud de onda de excitacion el valor de

450 nm. Los espectros de emision de fluorescencia se muestran en la Figura 55.

De acuerdo con los resultados, cuando las soluciones se excitaron a 450 nm, los espectros
de emision de fluorescencia presentaron una banda simétrica centrada cerca de 630 nm.
La amplia banda de emision se corresponde a la distribucion de tamano de los QDs de
CdSe?”’. Ademas, es necesario considerar los estados trampa de los puntos cuanticos. La
presencia de estados trampa en la superficie de los QD altera significativamente su
comportamiento Optico, en particular su espectro de fotoluminiscencia. Estos estados
trampa actGan como niveles energéticos adicionales dentro de la banda prohibida,
afectando la recombinacion entre electrones y huecos. Como resultado, en lugar de
observarse una emision bien definida correspondiente a la recombinacion entre la banda
de conduccion y la banda de valencia, aparece una cola de emision a mayores longitudes
de onda (menores energias). Esto ocurre porque algunos electrones caen en estos estados

antes de recombinarse, liberando energia en forma de fotones de menor energia que la
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transicion directa del material*’®. Este fendmeno es caracteristico de QDs con defectos

superficiales, en donde la eficiencia cuantica se ve disminuida.

1,4%108
1,2x106-.
1,0x106-.
8,0x105-.
- 6,0x105-.

4,0x10° -

2,0%x10° 4

0,0

500 550 600 650 700 750 800
A/nm

Figura 55. Espectros de emision de intensidad de fluorescencia corregidas por
absorbancia para los QD CdSe MPA/MES 30/70 (—), 50/50 (), 100/0 () y 150/0 ()

respectivamente. Aexe = 450 nm.

Con el aumento de la concentracion de MES, se observd un ligero desplazamiento
batocromico del pico de la banda de emision (Tabla 6). A partir de los espectros de
fotoluminiscencia, se determiné el ancho total a la mitad del maximo (FWHM)), el cual
se refiere a la distancia (en términos de longitud de onda o energia) entre los dos puntos
donde la intensidad del pico espectral cae hasta la mitad de su valor médximo. Un FWHM
mas estrecho indica un tamafio més uniforme de los QD, asi como también superficies
con una baja densidad de estados trampas, mientras que un FWHM mas ancho sugiere
una mayor distribucion de energias de emision, asi como una distribucion de tamafios de

los nanocristales.

De los resultados de la Tabla 6 se puede decir que, el FWHM aument¢ alrededor de 6 nm

cuando la proporcién de MES en el recubrimiento aumento, debido a una disminucién en
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la tasa de nucleacién y un aumento en la tasa de crecimiento del cristal, ya que MES es
un ligando mas débil que MPA ademaés de que cuando aumenta la concentracion de MES

disminuye la concentracion de MPA?7.

A partir de los espectros de emision y absorcion se pudo conocer la energia minima de
transicion del estado singlete (E,_y). Los resultados se muestran en la Tabla 6. En este
sistema, el valor de E_, resulta ligeramente mayor que E, debido a la presencia de estados
trampa y dispersion en el tamafio de los puntos cuanticos. En sistemas con poblaciones
de nanoparticulas monodispersos y sin estados trampa, la E,_, se aproxima estrechamente
al Eg, ya que la transicion Optica ocurre directamente entre los niveles confinados del
estado fundamental y el estado excitado, sin participacion de estados defectivos ni

relajaciones adicionales®®.

Ademas, se calcularon los rendimientos cuanticos de fluorescencia a partir de las
intensidades de emision para cada sintesis de QD CdSe. Los rendimientos cuanticos se
calcularon usando fluoresceina en etanol como estandar, quien presenta un rendimiento
cuantico conocido de 0,63, por medio de la siguiente ecuacion:

— AmuestraXAbSref % n 2 (l_lo_Absref) (38)

( muestra) X ¢ X

d) B e
fl Aref ><Absmuestra nref ref ( 1-10 Absmuestra)

donde Amuestra Y Arer sON las areas obtenidas a partir de la integracion de los espectros de
emision de fluorescencia para los QD y la fluoresceina respectivamente, Nmuestra y Mref SON
los indices de refraccion de la muestra y referencia respectivamente, obtenidos de la
bibliografia. El ultimo término de la ecuacion es el factor de correccion que se us6 cuando
las absorbancias de la muestra (Absmuestra) Y referencia (Absrer) no fueron iguales a la
longitud de onda de excitacion. Las absorbancias se ajustaron por debajo de 0,1. Los
valores obtenidos (Tabla 6) concordaron con los encontrados en la literatura,
considerando que el rendimiento cudntico de los QD de CdSe disminuye en solucion

acuosa debido a la alta polaridad del agua®®!

. Ademas, el rendimiento cuantico para los
QD de CdSe sintetizados utilizando solo MPA como estabilizador fue aproximadamente
un 45 % mayor en comparacion con los QD de CdSe obtenidos utilizando proporciones
de estabilizadores de MPA/MES de 50/50 y 30/70, debido a una mejor pasivacion de la

superficie y al control de los defectos de la superficie.
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Los resultados de rendimientos cuanticos determinados confirman que el complejo MES

disminuye las propiedades opticas de los nanocristales sintetizados.

Tabla 6. Longitud de onda méxima de emision, energia minima del estado singlete,
FWHM vy rendimiento cuantico de fluorescencia obtenidos a partir de los espectros de

emision de intensidad de fluorescencia para los QD CdSe sintetizados.

Relacién molar dem’ /mm Eo.9/eV FWHM /nm | ¢, /%
MPA/MES
30/70 635 2,49 210 3,22
50/50 632 2,52 206 4,04
100/0 622 2,56 204 5,19
150/0 621 2,55 202 4,87

El decaimiento de la emision de fluorescencia en funcidén del tiempo se determind
utilizando la espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo excitando los
diferentes QDs a 370 nm (Tabla 7)?*2. Todos los decaimientos mostraron un mejor ajuste
a partir de la siguiente funcion biexponencial, comin para los ajustes de los decaimientos

de fluorescencia de QD formados a partir de elementos de los grupos II-VI*%3:

I(t)= Blexp(—t/tl) + fexp(—t/T2) 39
donde B1 y B2 son factores preexponenciales, y Tl y 12 son los tiempos de vida, que se
obtuvieron del mejor ajuste de cada curva. t1 (decaimiento mas rapido) se asigna a una
recombinacion directa del par h™ — e, mientras que 12 (decaimiento mas lento) se asigna
a la recombinacion electron/hueco desde los estados trampa. Ademads, se observa una
mayor contribucion de 12 (B2 mayor que B1). Estos resultados son consistentes con las
amplias bandas de emision obtenidas para todas las relaciones MPA/MES como
consecuencia de la presencia de ligandos tiolatos, que aumentan los defectos en la

superficie de los QDs?**. Los resultados se muestran en la Figura 56.
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Figura 56. Decaimiento de la intensidad de fluorescencia de los QD CdSe a relaciones

molares MPA/MES de: 30/70 (—), 50/50 (—), 100/0 (- ) y 150/0 ().

Tabla 7. Tiempos de vida de fluorescencia de los QD de CdSe sintetizados con distintas

relaciones molares de MPA/MES.

Tiempo de vida /ns
Relacion molar MPA/MES
Tl B1 % T2 B2 %
30/70 1,38 19 12,40 81
50/50 1,98 21 15,43 79
100/0 1,81 15 14,82 85
150/0 1,84 10 16,50 90

Los espectros de fluorescencia registrados durante 24 h desde el inicio de la sintesis se
muestran en la Figura 57 (A) para los QD de CdSe formados utilizando como
estabilizador una relacion molar de MPA/MES de 50/50. Durante los primeros 150 min,

la emision de fluorescencia aumentd alrededor del 80 % vy, para tiempos mayores, la
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intensidad se mantuvo practicamente constante con un corrimiento batocrémico cercano

a 10 nm, lo que indica un rapido equilibrio en la formacioén del QD.

1.4x105 (A) 1.4%x105 (B)
1.2x10° - 1.2x105 4
1.0%10° - 1.0%10° 4
’r"/ T-.\\
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Figura 57. Espectros de emision de intensidad de fluorescencia registrados a 45 (—), 90
(—), 150 (—), 210 (), 1320 () y 1440 ( ) min de sintesis para los QD de CdSe con
relaciones molares MPA/MES de 50/50 (A) y 100/0 (B). Aexc =450 nm.

Se observd el mismo comportamiento utilizando como estabilizador una relacion molar
de MPA/MES de 30/70. Sin embargo, para los QD de CdSe obtenidos utilizando una
relacion molar de MPA/MES de 100/0, 1a emision de intensidad de fluorescencia aumento
lentamente hasta alcanzar su maximo a los 1440 min, donde la intensidad de emision
permanece constante (Figura 57 (B)). El aumento de MPA en la relacion MPA/MES
aument6 el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio en la formacion de QDs
produciendo una mejor pasivacion de la superficie y el control de los defectos mejorando

el rendimiento cuantico de fluorescencia.

Estos resultados sugieren que el MPA se une mas fuertemente que el MES a la superficie
de los nanocristales. Ademas, todos los QD de CdSe sintetizados mostraron un hombro a

540 nm en tiempos de reaccion cortos, que se atribuye a la emision directa del exciton, es
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decir, la recombinacion directa del par h" — ¢ desde la BC a la BV, la llamada emision de
exciton de borde de banda del nticleo®*. A medida que avanza el tiempo, hay un
reordenamiento superficial con los estabilizadores MPA y MES, lo que lleva a la
aparicion de estados trampa, los que dan origen a un corrimiento batocrémico de la banda
de emision ( Figura 57 (A) y (B))***2%. Los resultados descritos anteriormente indican
que la composicion del estabilizador dual en la sintesis afecta el crecimiento, el tamafio y

la forma de los QD, y a sus propiedades Opticas.

17.2. Caracterizacion morfologica y estructural de los puntos cuanticos CdSe

La formacion de los puntos cuanticos de CdSe y la presencia de los estabilizantes MPA
y MES en la superficie de los puntos cuanticos de CdSe se confirmé mediante FT-IR. La
Figura 58 muestra el espectro FT-IR de los puntos cuénticos de CdSe con relaciéon molar

MPA/MES de 50/50 y 100/0, asi como también los estabilizantes puros.

Solo para MPA se observaron bandas de vibracién a 1716 cm™!, 1248 cm ™'y a 2566 cm™!

— 2660 cm™! que se deben a los grupos C=0, C-O y S—H, respectivamente?*®. Para los

puntos cudnticos de CdSe con solo MPA como estabilizante (MPA/MES 100/0), se

observo un pico a 669 cm™! debido a la vibracion Cd-S y no se observé el pico de la

vibracién S-H (2562 cm™' — 2645 cm™!), de acuerdo con la formacion del enlace S-Cd.
1

También, se observo una division de bandas correspondiente a COOH a 1580 cm™ —

1700 cm ™!, asignada a la absorcion simétrica y asimétrica al anion carboxilato de MPA.

Por otro lado, el espectro FT-IR de MES muestra bandas caracteristicas a 1040 cm™

debido a C-O—-C, 1187 cm™ ! debido a la amina terciaria, 766 cm™ 'y 1229 cm ™! debido a
las vibraciones de S—O y SO>OH, respectivamente. El espectro FT-IR de los puntos
cuanticos de CdSe con relacion molar MPA/MES de 50/50, muestra las bandas de MPA
mencionadas anteriormente. Ademds, muestra que las bandas a 767 cm ™'y 1229 cm ™,
1040 cm ™' y 1170 cm™! correspondientes a S—-O y SO,0H, C O—C y la amina terciaria,
respectivamente, mostraron desplazamientos y deformaciones. La banda doble a 1130

1

cm , atribuida a una vibracion asimétrica del enlace SOs, estd presente en el espectro de

MES y desaparece en el espectro de los puntos cudnticos CdSe con relacion MPA/MES
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50/50, poniendo en evidencia la interaccion del grupo sulfonato con la superficie de los

puntos cudnticos sintetizados>®7-288,

Estos resultados confirman que tanto el MPA como el MES son estabilizadores de los
puntos cudnticos de CdSe y se encuentran presentes en su superficie. Se obtuvieron
resultados similares para puntos cuanticos de CdSe sintetizados utilizando relaciones

molares MPA/MES de 30/70 y 150/0.
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Figura 58. Espectros FT-IR de los puntos cudnticos de CdSe con relaciones molares
MPA/MES de 50/50 ( )y de 100/0 (—), asi como también para los estabilizantes puros
MPA (—) y MES (—).

Como otra medida de caracterizacion morfologica, se realizd microscopia de transmision
electronica (TEM), asi como también para corroborar los tamaios de los puntos cuanticos

de CdSe determinados mediante los métodos opticos descritos previamente.

La Figura 59 muestra las imagenes TEM para los puntos cudnticos de CdSe sintetizados

con relaciones MPA/MES 30/70 y 100/0, respectivamente.
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Figura 59. Imégenes TEM para los puntos cudnticos de CdSe sintetizados a relaciones
molares MPA/MES 30/70 (A) y 100/0 (B), respectivamente. A la derecha se muestra la

distribucion poblacional por tamafio de los puntos cuanticos CdSe.

Las imagenes muestran una distribucion uniforme de tamafio de los puntos cudnticos de

CdSe para ambas relaciones de MPA/MES. Cabe resaltar la ausencia de aglomerados en
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las imagenes, dando cuenta de la estabilidad de las dispersiones de los puntos cuanticos.
Cuando la relacion MPA/MES es de 100/0 el diametro obtenido fue de 1,5 nm, mientras
que cuando la relacion fue 30/70 el diametro fue 1,9 nm, valores que concuerdan muy

bien con los diametros obtenidos por las técnicas espectrofotométricas.

Sin embargo, es importante destacar que las técnicas espectroscopicas tienden a
sobrestimar ligeramente el tamafo debido a su sensibilidad a poblaciones de mayor
tamafo y al efecto de colas de absorcion asociadas a estados trampa o dispersion del
tamafio. En cambio, el analisis por TEM permite observar directamente la distribucion
morfolégica, revelando una dispersion mas estrecha en el sistema 100/0, lo cual es

consistente con su comportamiento optico y luminico mas definido.

17.3. Caracterizacion electroquimica y electroquimioluminiscente de los

puntos cuanticos MPA/MES CdSe

La exploracion de las propiedades electroquimicas de los QD de CdSe fue otro de los
estudios desarrollados para su caracterizacion en medio acuoso. A través de este estudio
se buscé identificar como varian los potenciales de oxidacion y reduccion en funcion de
la relacion de MPA/MES, e identificar los QD de CdSe con la mejor respuesta

electroquimioluminiscente para aplicaciones en deteccion analitica.

En primera instancia, a través de las técnicas de voltamperometria ciclica y
cronoamperometria, se estudid el comportamiento electroquimico de los QD de CdSe
utilizando electrodos impresos de carbono en soluciones tampon fosfato a valores de pH
entre 5,8 - 12. Para ello, se adsorbieron 40 pL de la solucion de QD de CdSe sobre el EIC,
y se realiz6 voltamperometria ciclica a una velocidad de barrido de 0,05 V/s. La Figura
60 muestra los voltamperogramas ciclicos de los QD CdSe MPA/MES 30/70 en solucién

tampon pH 5,8, medidos en direccion anddica y catodica (linea negra).
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Figura 60. Voltamperogramas ciclicos de puntos cudnticos de CdSe MPA/MES 30/70
registrados en una solucion tampén de fosfatos, pH 5,8. La flecha indica la direccion de

barrido de potencial. v: 0,05 V/s.

En solucion tampon de fosfato de pH 5,8, al realizar el barrido anddico (linea roja) aparece
un pico de oxidacion irreversible, denominado A1, a 0,810 V. Este pico se corresponde a
la inyeccion de n huecos en la BV del QD. Al invertir el barrido de potencial no se observo
el pico de reduccion complementario del producto formado en A, indicando la naturaleza
irreversible de proceso de oxidacion. Sin embargo, en la region de potenciales negativos
se observaron tres picos de reduccion denominados Csz, C> y Ci que comienzan en —0,801
V. Estos picos se corresponden a inyecciones de e~ en la BC, relacionados a la reduccion
del Cd** en la estructura cristalina. Cuando el barrido de potencial se invierte, aparece el
pico de oxidacion complementario A> a —0,910 V. Al iniciar el barrido de potencial en
direccion catodica (linea negra) se encontraron los tres picos de reduccion (Csz, Co y Cy)
a valores de potencial menos catodicos, con su correspondiente pico de oxidacion A; al
invertir el potencial. El pico C; se debe a la inyeccion de electrones en la BC, con un valor
de —1,43 V. Los picos C2 y C3 se debieron a la inyeccion de electrones en estados trampa

de menor energia con respecto a la BC?%2%,
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Todas las demas sintesis de puntos cuanticos de CdSe con relaciones molares MPA/MES
50/50, 100/0 y 150/0 mostraron el mismo comportamiento bajos las condiciones de pH
estudiadas. Ademas, se realizaron voltamperogramas ciclicos de los puntos cudnticos
sintetizados para las diferentes relaciones molares de MPA/MES en soluciones de pH 7,9,
10 y 12. El comportamiento electroquimico, para todos los pH analizados, fue similar al
descrito, sin embargo, como es de esperar, la diferencia de los potenciales de pico fueron

dependientes del pH de la solucion.

La diferencia entre los potenciales de pico (AEp) correspondientes a A (Eai1,p) y Ci (Ecip)
para las sintesis de QD de CdSe con relaciones molares MPA/MES 30/70, 50/50 y 100/0,
se muestran en la Tabla 8, y representa la diferencia de energia entre las bandas de
valencia y conduccion, siendo estas sintesis las de mayor relevancia en los estudios

electroquimicos.

Tabla 8. AE, obtenidos a diferentes valores de pH para las sintesis de QD CdSe a distintas
relaciones molares MPA/MES.

Relacion molar MPA/MES pH 5,8 pH 7,9 pH 10,0 pH 12,0
30/70 AE, /' V 1,68 1,63 1,48 1,44
50/50 AE, /' V 1,91 1,84 1,73 1,62
100/0 AE, /' V 2,16 2,01 1,75 1,68

Para todas las relaciones molares de MPA/MES descritas en la Tabla 8, Ea1p disminuy6
y Ec1,p se volvid menos negativo con el aumento del pH, por lo tanto, AE, disminuyd. Los
cambios en AE, en funcion del pH fueron menos significativos para los QD de CdSe
estabilizados con una proporcion molar de MPA/MES de 30/70 debido a una menor
concentracion superficial de MPA. Estos resultados son consistentes con el valor de pKa
(4,34) del grupo carbonilo del MPA y la alta concentracion de MPA en la superficie del
nanocristal, donde a un pH inferior a 8 el equilibrio de protonacién comienza a afectar la
carga superficial de los nanocristales. Por otra parte, AE, disminuye al aumentar la

concentracion de MES.
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A partir de los valores de AE, se determiné el ancho de banda prohibida de los QD de
CdSe, teniendo en cuenta los procesos electroquimicos y las interacciones superficiales
del nanocristal. El valor de AG}.4. corresponde a la energia libre de Gibbs de los QD de
CdSe en solucidn, o descrito de otra manera, es la energia libre por mol de sustancia que
sufre el proceso de transferencia electronica, en este caso los QD de CdSe. La energia
libre de Gibbs en QDs se encuentra directamente relacionada a los procesos energéticos
que ocurren tanto en el nucleo del nanocristal, asi como también los procesos
superficiales; por ello, se puede estimar el valor de AG}.q4, a partir de la diferencia
energética de los procesos Opticos que ocurre en el nucleo y los procesos electroquimicos

propios de la superficie del nanocristal, mediante la siguiente ecuacion:

s _ Nye? (40)
AGegox=1F(AE,) — Ego— pr—
donde el termino nF(AEp) es la energia utilizada o consumida en un proceso redox a
partir de la diferencia de energia entre las BV y BC, indicando la energia necesaria para
que ocurra la transferencia de electrones. E,_g es la energia minima del estado singlete.
El ultimo término de la ecuacion hace referencia al cambio de energia libre debido a la
interaccion electrostatica de cargas opuestas (carga del electrén) desde una distancia
infinita hasta donde ocurre la transferencia de electrones. En este caso el acercamiento de
cargas en el medio en donde ocurre la reaccion con el nanocristal, en donde Na es el
nimero de Avogadro, e es la carga del electron en unidades energéticas, g, es la constante
dieléctrica en el vacio, gcqs. €s la constante dieléctrica del QD CdSe en agua, r es el radio

de la esfera de solvatacion del nanocristal en la solucidn, el cual para nanocristales con

diametros menores a 3 nm, tiene un valor estandar de 7 A.

Esta ecuacion tiene en cuenta los efectos del confinamiento cuantico y la interaccion h' -
e del semiconductor, por lo que, a partir de ella se puede determinar el valor de E,. Se
puede relacionar la energia libre de Gibbs como la diferencia entre la variacion de
potenciales de picos de oxidacion y de reduccion del semiconductor frente al potencial

del electrodo de referencia, a partir de la siguiente ecuacion:

AGiedox: Eelectrodo — AE (41)

P
donde el termino E .04, €5 €l potencial en el que ocurre el proceso redox, dependiendo

del electrodo de referencia usado. En este caso, se utilizé un electrodo de Ag/AgCl sat.
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NaCl 3 M como electrodo de referencia, el cual tiene un potencial de 0,124 V vs. ENH.
En procesos electroquimicos, €l valor de Eg se puede aproximar a AE,, (AE,= £,) Para un
electrodo de referencia Ag/AgCl sat. NaCl 3 M, el potencial de referencia en el vacio es

aproximadamente 4,7 eV. Asi, el valor de E; se puede estimar como:

Eg(eV)=(E,,*4,7)eV — (E,+4,7)eV 42)
Los valores de AE, concuerdan muy bien con los valores de E, obtenidos por el método
Tauc expuestos en la Tabla 5. La diferencia entre AE, y E,; se debe a que las reacciones
electroquimicas que tienen lugar en la superficie de los QD de CdSe, mientras que las

excitaciones Opticas que se producen en el nucleo de los QD de CdSe.

La caracterizacion electroquimioluminiscente de los QDs de CdSe se realiz6 apoyada en
la informacién proporcionada en la literatura’®!. Para ello, el proceso
electroquimioluminiscente se llevd a cabo por la via coreactante, debido a la naturaleza
de los QDs sintetizados. Los puntos cuanticos de CdSe no generan EQL por via de
aniquilacion, debido a la ineficiencia en la recombinacion entre sus especies oxidadas y

reducidas®®?.

Inicialmente se estudi6 la generacion de la EQL de los QD CdSe en la region catodica,
utilizando como coreactante persulfato de potasio, el cual cuando se reduce, se

descompone generando un radical fuertemente oxidante. Para este estudio se prepararon

soluciones de 100 pL a partir de 70 uL de SZO? 0,1 M en solucién tampon de fosfato
salino, pH 7,5 + 30 pL de los QD de CdSe purificados. Las mediciones se realizaron
agregando un volumen de 40 puL de la solucidn en la celda uStat ECL, de DropSens. La
Figura 61 muestra los voltagramas ciclicos en funcion de curvas corriente vs. potencial e
intensidad de EQL vs. potencial obtenidos para las sintesis de QD de CdSe a distintas
relaciones molares MPA/MES.
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Figura 61. Voltamperogramas ciclicos de EQL vs. E (arriba), y i vs. E (abajo) para QD
de CdSe con relaciones molares MPA/MES 30/70 (—), 50/50 (—), 100/0 (—) y 150/0
(), medidos en solucion tampon fosfato, pH 7,5 en presencia de SZO§' 0,1 M, a una

velocidad de barrido de 0,5 V s™!. Las flechas rojas indican el barrido de potencial.

De los voltamperogramas ciclicos de barrido de potencial en funcion de la corriente, se
aprecia una gran corriente catddica, la cual es debida a la reduccion de los QD de CdSe
y, mayoritariamente, del coreactante, el que se encuentra a una concentracion de 0,1 M.
Se pueden observar los potenciales de pico Ep.co y Ep,cdse relacionados con los potenciales
de pico catoddico del coreactante, y de la inyeccion de electrones en la BC de los QD,

respectivamente.

El E,co fue cercano a 1, 050 V, mientras que Ep case varid de acuerdo con la relacion

molar de los estabilizantes MPA/MES manteniendo el comportamiento descrito
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previamente. Para todos los casos, se observa que la emision electroquimioluminiscente
inicié cuando el barrido de potencial llegé a un potencial de —1,450 V logrando su
maximo valor de intensidad en un potencial cercano a —1,700 V. Nétese que cuando el
barrido de potencial se invirti6, la intensidad de EQL decae hasta alcanzar el valor de

partida.

De acuerdo con los valores de intensidad EQL, el QD MPA/MES CdSe, con relacion
30/70 MPA/MES fue el que registré mayor intensidad de emision EQL; por su parte, los
QD con relacion molar MPA/MES 50/50 mostr6 una intensidad EQL menor. Para la
relacion de MPA/MES 100/0, la sefial disminuyd cerca del 71,25 % en comparacioén con
una relaciéon molar de MPA/MES de 30/70. Caso similar se mostré con los QD de CdSe
con ausencia de MES, y con un incremento de la concentracion de MPA (MPA/MES

150/0), razon por la que se descartd para su estudio y aplicacion.

El proceso de quimioluminiscencia electrogenerada tiene lugar desde el nivel borde de
banda, pero fundamentalmente en estos QDs, desde los estados de trampa superficiales,
en donde la brecha de banda se ve fuertemente afectada por la presencia de estados

superficiales no pasivados que actiian como trampas locales para electrones y huecos.

El grupo sulfonato del MES forma un complejo con Cd*? en la superficie de los QD de
CdSe, el que es menos estable que el enlace S-Cd formado entre el MPA y el Cd. Un
aumento de MES en la relacion molar de MPA/MES formara un recubrimiento mas
heterogéneo de la superficie de QD CdSe. La permeabilidad del recubrimiento producido
por MES en el estabilizador dual favorece el proceso de inyeccion de electrones a través
de la reaccion de transferencia de electrones heterogénea y la pérdida de electrones a
través de wuna reaccion de fase homogénea, lo que origina una emision
electroquimioluminiscente mejorada respecto a los QD de CdSe con menor contenido de
MES en el capping. Estos resultados contrastan con los encontrados en experimentos de
fotoluminiscencia, donde se observan rendimientos cuanticos de fluorescencia mas altos

utilizando MPA solo como estabilizador.
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De acuerdo con los resultados obtenidos y lo reportado en las referencias bibliograficas

consultadas, se describe un posible mecanismo de reaccion?®’:

8,08 +e— S,05 43)
$,05"— SOy +SO7 (44)
CdSe +e — CdSe”™ (45)
CdSe”+ SOy —CdSe + SO (46)
CdSe — CdSe + hv 47

En la reaccion (43) se produce la reaccion heterogénea del dianidon persulfato formando
un trianién radical persulfato, el cual es muy inestable, por lo que se descompone en un
anion radical sulfato altamente oxidante, y un dianion sulfato (44). La ecuacion (45)
representa la formacion anion radical del QD de CdSe a partir de la reduccion
electroquimica. En cercania del electrodo, el radical de QD formado CdSe® reacciona

con el SOy quien le sustrae un electron desde su BV generando un hueco. De esta manera

se forma la especie excitada CdSe’, el que posee el par h' - €7, responsable de la emision

de la luz al regresar a su estado fundamental.

Adicionalmente al estudio de EQL de los Q MPA/MES CdSe en solucion, se realizaron
mediciones de la emision EQL de los QD adsorbidos en la superficie de los EIC. Para
ello, se afiadieron 10 pL de la solucion de QD de CdSe sobre la superficie del EIC, y la
gota se secO en una estufa a 40 °C durante 30 min. A continuacion, el EIC modificado se
lavo con una solucion tampon de fosfato, pH 7, y se introdujo en la celda. Se afiadieron
50 pL de solucion de K»>S>Og 0,1 M, preparada en solucion tampédn de fosfato, pH 7.5.
Los resultados de la emision electroquimioluminiscente obtenida para las sintesis con

relaciones molares MPA/MES 30/70, 50/50 y 100/0 se muestran en la Figura 62.
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Figura 62. Voltamperogramas ciclicos de EQL vs. E para QD de CdSe absorbidos en
EIC, con relaciones molares MPA/MES 30/70 (—), 50/50 (—) y 100/0 (), en presencia

de SzOé' 0,1 M medidos a una velocidad de barrido de 0,5 V/s. Las flechas rojas indican

el barrido de potencial.

A diferencia de los resultados obtenidos para QD en solucion, la intensidad de EQL para
los QD de CdSe adsorbidos en la superficie de los EIC aument6 significativamente,
debido a la eficiencia aumentada de la transferencia de electrones, la alta concentracion

local de especies reactivas, y la reduccion por difusion de las especies electrogeneradas®*.

Notese ademdas que el pico maximo de emision de EQL para cada QD de CdSe se
encuentra bien definido permitiendo observar el comportamiento de emision de los QD
en relacion con el barrido de potencial catddico. EI QD de CdSe con relacion MPA/MES
30/70, fue quien presentd la mayor intensidad de emision, mientras que el QD con
relacion molar MPA/MES 100/0 presentd la mas baja EQL, manteniendo el
comportamiento previamente mencionado. Estos resultados se asemejan a un espectro de
emision EQL ofreciendo informacidon de la cinética del mecanismo, asi como también de

la relacion de la difusion de las especies en solucidn con la transferencia de electrones y
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huecos. Los E, para cada méaximo de EQL fueron iguales a las determinadas para los QD

en solucion.

Por otro lado, se explord la EQL a partir de barridos de potenciales anddicos para las
sintesis con relaciones molares MPA/MES 30/70, 50/50 y 100/0. De acuerdo con la
literatura, se encontr6 la tripropilamina (TPrA) como coreactante de mayor aplicacion,
por lo que para este estudio se utilizé una solucion de TPrA 25 mM en solucidén tampon
Tris-HC1 0,1 M, pH 7,4. Se descart6 el uso de EIC para los estudios de EQL anodico
debido a varios factores como la ventana de potencial del carbono en soluciones acuosas
(limitada a 1,2 V), la alta degradacion de la superficie carbonosa del EIC en presencia de

una solucidn con alto contenido de TPrA.

De acuerdo con esto, se utilizaron electrodos ITOs para los estudios de EQL anddica. La
Figura 63 muestra los voltamperogramas de EQL anddica para los QDs con relaciones

molares MPA/MES de 30/70, 50/50 y 100/0.

Los maximos de intensidad de emision se ubicaron cerca de 1,050 V para todas las
relaciones molares analizadas. Sin embargo, se detecté un ligero desplazamiento del
maximo de EQL hacia potenciales mas anddicos a medida que aumenta la proporciéon de
MPA en el estabilizante. Este fendmeno sugiere que un capping estabilizante mas

compacto dificulta la transferencia electronica.

Al igual que en la region catodica, la relacion molar MPA/MES 30/70 mostr6 la mayor
intensidad de EQL, mientras que la menor emision en el barrido anddico se registro para
la relacion molar MPA/MES 100/0. Cabe destacar que los valores de intensidad de EQL
en la region anddica fueron del orden de 10* UA, mientras que en la region catodica
fueron del orden de 10° UA. Esto indica que, en el proceso anédico, la recombinacion
entre electrones y huecos es mas eficiente en comparacion con el proceso catodico. Esta
diferencia podria atribuirse a una mayor estabilidad de las especies involucradas en la

reaccion anoddica.
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Figura 63. Voltamperogramas ciclicos anodicos de EQL de los QD de CdSe con
relaciones molares MPA/MES 30/70 (—), 50/50 (—) y 100/0 (), medidos en solucién
Tris-HC1 0,1 M, pH 7,4, en presencia de TPrA 21 mM como coreactante a una velocidad

de barrido de 0,5 V s!. Las flechas rojas indican el barrido de potencial.

El mecanismo de generacion de EQL anddica, asi como también los procesos cinéticos

electroquimicos son los siguientes:

TPrA — e — TPrA*" 2 TPrA® (48)
CdSe — ne— nCdSe"" 49)
nCdSe™" + TPrA®— CdSe” + Im" (50)
CdSe — CdSe + hv (51)

En el primer paso (ecuacion (48)), el coreactante TPrA sufre una oxidacion
electroquimica en el electrodo, generando un radical catibnico TPrA®" que se
descompone en el radical libre TPrA®. Luego, el CdSe se oxida (ecuacion (49)) formando

una especie oxidada nCdSe"".
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El QD oxidado reacciona con el radical TPrA®en una transferencia de electrones,

generando el estado excitado CdSe’ junto con la especie inerte Im*. Finalmente, el QD
excitado decae a su estado basal emitiendo un foton (ecuacion (51)), lo cual da lugar al

fenémeno de EQL.

18. Caracterizacion de las heteroestructuras conjugadas MPA/MES CdSe@g-
C3Ny

Una vez estudiada la sintesis y caracterizacion de los QD de CdSe, se realiz6 la sintesis
de un compuesto formado por los mismos QD y nitruro de carbono grafitico (g-C3N4) con
el objetivo de generar una heteroestructura para el desarrollo de sensores
electroquimioluminiscentes. Los estudios de caracterizacion de las propiedades opticas,
morfoldgicas, electroquimicas y electroquimioluminiscentes de las heteroestructuras
conjugadas, tuvieron como objetivo maximizar la EQL. Uno de los propdsitos de estas
heteroestructuras conjugadas formadas a partir de QD de CdSe y el g-C3Ny, fue analizar
la variacion en la intensidad de emision de EQL de los luminoforos cuando se

encontraban en cercania entre si.

Se estudiaron las condiciones que podrian influir en la emision de EQL, analizando la
interaccion entre los QD de CdSe y el g-CsNy, asi como el impacto de esta heterounion
en los mecanismos de transferencia energética, transferencia electronica y modulacion de

la sefal electroquimioluminiscente.

Inicialmente se realizaron los estudios de analisis y caracterizacion de las propiedades del
2-C3Ns lo cual permitio identificar las condiciones Optimas para la sintesis de las
heteroestructuras conjugadas MPA/MES CdSe@g-C3N4. Se prepar6 una solucion de g-
C3N4 pesando 5 mg del nanomaterial y disolviéndolo en 2 mL de agua bidestilada; la
concentracion final para esta solucion fue de 2,5 mg/mL de g-C3N4, siendo ésta la
solucién patron de g-CsNy utilizada. Se midieron los espectros de absorcion y emision de
fluorescencia para dos muestras de g-C3Na, una correspondiente al g-C3Ny sintetizado sin

exfoliar y otro exfoliado. Los resultados se presentan en la Figura 64.
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Figura 64. Espectros de absorcion e intensidad de fluorescencia normalizado para el g-

C3N4 exfoliado (linea roja) y sin exfoliar (linea negra). Aexc= 320 nm.

Al comparar los espectros de absorcion y emision de fluorescencia del g-C3N4sin exfoliar
y del g-C3N4 sometido a exfoliacion quimica, se observa que la banda de absorcion
cercana a 220 nm en el nanomaterial sin exfoliar no estd definida, a diferencia del espectro
correspondiente al material exfoliado. Ademas, el proceso de exfoliacion genera un ligero
desplazamiento hacia el azul en el maximo de emision de fluorescencia del g-C3Na

exfoliado en comparacion con el material sin tratamiento.

Estos resultados sugieren que, en la exfoliacion, al separar las laminas de la estructura
grafitica, se favorecen los procesos de absorcion de energia a partir de la aparicion de una
banda a 220 nm como también de los desplazamientos de los maximos de absorcion y
emision a menores longitudes de onda. Del espectro de absorcion del g-C3N4 exfoliado,
se observa una banda ancha con dos picos pronunciados a 225 nm y 312 nm. La primera
banda puede ser atribuida a una transicién n—n" propia del doble enlace C — N. Esta
banda se ve afectada cuando existe una superposicion de laminas de g-C3Nay, razon por la

cual no aparece en el material sin exfoliar. El segundo pico de absorcion se corresponde

175



a una transicion n—m 2> El espectro de fluorescencia, cuando la excitacion es realizada
a 320 nm, muestra una banda angosta con una intensidad maxima de emision a 414 nm.
Este comportamiento es caracteristico de materiales basados en g-C3N4. Para la sintesis
de las heteroestructuras conjugadas, asi como también en los estudios del inmunosensor

electroquimioluminiscente, se utiliz6 g-C3N4 exfoliado.

18.1. Determinacion de la concentracion de g-C3Na4 en la sintesis de las

heteroestructuras conjugadas con MPA/MES CdSe@g-C3N4

Tal y como se ha reportado en estudios e investigaciones previas de sintesis y
caracterizacion de heteroestructuras conjugadas, la integracion de QD de CdSe
estabilizados con MPA/MES (relacion 30/70) acoplados con nitruro de carbono grafitico
(MPA/MES CdSe@g-C3N4) es una integracion de nanomateriales capaz de mejorar la
separacion de cargas fotoinducida, la eficiencia de emision y la respuesta
electroquimioluminiscente, siendo una propiedad con multiples aplicaciones y usos en
sensores y biosensores. Como parte inicial del estudio y caracterizacion de las
heteroestructuras conjugadas sintetizadas, se realizaron los espectros UV-Vis y emision
de intensidad de fluorescencia, para el g-C3N4 exfoliado, los QD MPA/MES CdSe y la
heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3N4 tal y como se muestran en la
Figura 65.

Para el caso del g-CsNs exfoliado, el espectro de absorcion mostr6 las bandas
caracteristicas del g-CsN4tal y como se describio en los estudios previos29°. Los espectros
de absorcion correspondientes al QD MPA/MES CdSe y la heteroestructura conjugada
CdSe@g-CsN4 mostraron la banda caracteristica de los QD CdSe con un maximo de
absorcion cercano a 435 nm. Sin embargo, en la heteroestructura conjugada la banda de
absorcion caracteristica del g-C3N4 no se observa, debido la baja concentracion de g-C3Ny
con respecto a la alta concentracion del QD MPA/MES CdSe sobre las nanolaminas de
g-C3N4. En cuanto a la emision de fluorescencia, cuando las soluciones de g-C3N4 y de
puntos cuanticos MPA/MES CdSe se excitaron a 320 nm, los espectros presentaron una

297 Para las

banda simétrica centrada en 414 nm y 598 nm, respectivamente
heteroestructuras conjugadas MPA/MES CdSe@g-CsNs4 se observaron dos bandas,

correspondientes al g-C3N4 y los QD MPA/MES CdSe, respectivamente.
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Figura 65. Espectros de absorcion (A) e intensidad de fluorescencia en solucion acuosa
corregidos por absorcion (B) para el g-C3Ns (—), MPA/MES CdSe (—) y MPA/MES
CdSe@g-C3N4 (—). Aexe= 320 nm.

Sin embargo, se observd una disminucion del 94 % de la intensidad de la fluorescencia
correspondiente con la banda de intensidad del g-C3N4, y un aumento del 54 %
correspondiente a la banda de los QD MPA/MES CdSe presentes en la heteroestructura,
teniendo en cuenta que las concentraciones de nitruro tanto en la solucion con la
heteroestructura asi como en el nitruro exfoliado analizado son iguales, asi como también
considerando que los QD MPA/MES CdSe fueron sintetizados con iguales
concentraciones, tanto en ausencia, como en la formacion de la heteroestructura
conjugada. Es de suponer que no todos los puntos cudnticos se formaron sobre las
nanolaminas de g-C3Ny, sino que parte de los nanocristales se sintetizaron en la solucion.
No obstante, luego de purificar la heteroestructura, se obtuvo un aumento de la emision

de los QD de CdSe.

Al analizar el espectro de emision del g-C3Ns y el espectro de absorcion de los QD de
CdSe, como se observa en la Figura 66, se observa una superposicion espectral entre la
banda de absorcion de los puntos cudanticos (linea negra) y la banda de emision del g-
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C3N4 (linea roja), lo que podria dar lugar a un proceso de transferencia de energia entre
ambas nanoestructuras>’s.

Bajo estas condiciones, y a partir de los resultados obtenidos para la emision de
fluorescencia de la heteroestructura mostrados en la Figura 65, se puede inferir que existe
un proceso RET, donde el g-C3Ny4 actiia como dador de energia y los QDs de CdSe como
aceptor de energia. La presencia de g-C3Ns en la heteroestructura facilita el movimiento
efectivo de los portadores de carga hacia los QD de CdSe, lo que mejora su emision. Este

proceso promueve los procesos radiativos de los QD de CdSe?”’.
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Figura 66. Grafico de absorcion de los QD MPA/MES CdSe (—) y emision de

fluorescencia de g-C3Ns (—). En sombreado la region de superposicion espectral.

Para el desarrollo de las sintesis de las heteroestructuras conjugadas a partir de los QD de
CdSe y el g-C3N4 fue de suma importancia conocer la proporcion molar a utilizar de cada
nanomaterial. Teniendo en cuenta los resultados de -caracterizacion Optica y
electroquimica de los QD de CdSe y del g-C3N4 exfoliado, se realizé un estudio de la

concentracion de g-C3;Ny para la formacion de las heteroestructuras conjugadas, por lo
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que se realizaron diferentes sintesis con diferentes concentraciones de g-CsNa,
manteniendo constante la concentracion de QD de CdSe. Se realizaron agregados de 50
uL, 100 pL, 200 pL y 400 pL de la solucion de 2,5 mg/mL de g-C3N4 a la solucion de
precursores de CdSe; las concentraciones finales de g-C3N4 en cada sintesis fueron de
0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL y 0,2 mg/mL, respectivamente. Posterior a la
sintesis de las heteroestructuras conjugadas, se realizaron mediciones de la emision de
fluorescencia para determinar la relacion optima entre los QD de CdSe y g-C3N4 con el

objetivo de maximizar el efecto de transferencia de energia. Los resultados se muestran

en la Figura 67.
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Figura 67. Espectros de intensidad de fluorescencia del QD MPA/MES CdSe (—) y de
la heteroestructura MPA/MES CdSe@g-CsN4 para concentraciones de g-C3N4 de 0,025
(—), 0,05 (), 0,1 (——)y0,2( )mgmL, excitados a 320 nm. Inserto: intensidad de
fluorescencia del g-C3N4 (—) y el punto cudntico CdSe. Aexc = 320 nm.

Se observod que al aumentar la concentracion de g-C3Ns hasta alcanzar 0,1 mg/mL se
produjo un aumento en la intensidad de fluorescencia en la region de emision del QD de

CdSe, con un méaximo de emision a 570 nm. Sin embargo, para concentraciones de g-
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C3N4 superiores a 0,1 mg/mL se observd una disminucion en la intensidad de emision.

Por lo tanto, se utilizé una concentracion 0,1 mg/mL de g-C3N4 para todas las mediciones.

18.2. Caracterizacion morfolégica de las heteroestructuras conjugadas

MPA/MES CdSe@g-C3N4

Con el objetivo de caracterizar la heteroestructura conjugada de MPA/MES CdSe@g-
C3N4, se realizaron espectros FT-IR para el g-C3Ni, los QD de CdSe y las
heteroestructuras conjugadas MPA/MES CdSe@g-CsN4, tal y como se muestra en la
Figura 68.
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Figura 68. Espectros FT-IR para g-C3N4 (—), MPA/MES CdSe () y MPA/MES
CdSe@g-C3N4 (—)

El g-C3N4 exfoliado muestra el espectro FT-IR tipico, con un pico en 809 cm!'
caracteristico debido a la presencia de los anillos de triazina. La banda de absorcion cerca
de 1572 cm™ y 1632 cm™! se atribuye al estiramiento de C=N, mientras que las bandas a
1235 cm, 1327 cm™ y 1405 cm™ corresponden al estiramiento de C-N aromatico’?%3%!,
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En cuanto a los picos que se muestran entre 3000 cm ' a 3600 cm ™! pertenecen a grupos

N-H de los grupos amino concentrados y los grupos O-H adsorbidos respectivamente.

E1 QD MPA/MES CdSe, como se describid previamente, muestra picos que se encuentran
entre el rango de 770 cm™! a 796 cm™! atribuidos al modo de vibracion de estiramiento
del enlace Cd—Se3*%. Los picos en 1492 cm™!y 1525 cm™! corresponden a —C=0-y -CO-
respectivamente, que se derivan de la introduccién del capping de recubrimiento MPA3®.
En lo que respecta al espectro FT-IR de MPA/MES CdSe@g-C3N4, se observan los picos
en el rango desde 1572 cm™ hasta 1632 cm! pertenecientes al estiramiento de los enlaces
C=N. Sin embargo, las bandas caracteristicas de g-C3Ns son de baja intensidad en la
heteroestructura debido al bajo contenido de g-C3N4 frente a la del QD de relacion molar
30/70 MPA/MES. Se analiz6 la morfologia de g-C3N4 y las heteroestructuras conjugadas
MPA/MES CdSe@g-C3N4 mediante TEM. La Figura 69 (A) muestra que el g-C3Ny
exfoliado presenta una formacion en laminas caracteristicas del nanomaterial. Las Figura
69 (B) y (C) muestra los QD MPA/MES CdSe sobre la superficie del g-Cs3Ny; las
nanoesferas de CdSe se dispersaron relativamente uniforme en la superficie de las laminas
del g-C3Ns. Con este resultado se demostrd la formacion de la heteroestructura

MPA/MES CdSe@g-C3Na.

Figura 69. Iméagenes TEM para el g-C3Ns exfoliado (A), y las heteroestructuras
conjugadas MPA/MES CdSe@g-CsN4 (B) y (O).

Los valores de E, de g-C3N, y las heteroestructuras conjugadas 30/70, 50/50 y 100/0
MPA/MES CdSe@g-CsNj4 se estimaron mediante el método dptico descrito previamente,
considerando que el g-C3N4 exfoliado, debido a su naturaleza, es un semiconductor de

naturaleza indirecta, al igual que las heteroestructuras conjugadas MPA/MES CdSe@g-
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C3Na. El valor del E, determinado para el g-C3N4 fue de 2,55 eV, siendo comparable con
los reportados en la literatura®*. La absorbancia de los QD MPA/MES CdSe es mayor
que la observada para el g-C3Ny en el rango de 350 a 470 nm; este efecto permite que la
heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3N4 presente una extendida absorcion
de luz en la region espectral del visible en comparacion con la presentada para el g-C3Nay,

aumentando proporcionalmente con la cantidad puntos cuanticos en su superficie.

Para el caso de las heteroestructuras conjugadas 30/70 MPA/MES CdSe@g-C3Na4, 50/50
MPA/MES CdSe@g-C3N4 y 100/0 MPA/MES CdSe@g-C3Na4, el E, se encontro a 2,28
eV, 2,30eVy 2,34 eV, respectivamente. Estos resultados permiten inferir que el valor de
E; de la heteroestructura conjugada es dependiente de los puntos cuanticos de CdSe.
Cuando los puntos cudnticos CdSe se conjugan con las nanohojas de g-CsNy, la presencia
de defectos en la superficie del g-C3N4 pueden inducir ligeros desplazamientos en los
niveles de energia, actuando como barreras adicionales, disminuyendo la recombinacioén
de los pares € - h*. Esto se manifiesta como un E, ligeramente mayor en el sistema
conjugado®®. Esta hipétesis puede comprobarse empiricamente mediante la comparacion
de los espectros de absorcion entre el g-C3Nay la heteroestructura conjugada MPA/MES
CdSe@g-C3N4 (Figura 65).

Como parte del andlisis Optico y fotofisico de las heteroestructuras conjugadas
MPA/MES CdSe@g-C3Ns se realizaron los decaimientos de fluorescencia para investigar
la dindmica de transferencia de portadores de carga. Cada heteroestructura conjugada
mostro dos tiempos de vida distintos, cuyos porcentajes relativos se calcularon ajustando
los decaimientos de la intensidad de fluorescencia en el tiempo mediante el empleo de
una ecuacion biexponencial. Los tiempos de vida de la heteroestructura conjugada son
similares a los de los puntos cuanticos MPA/MES CdSe no conjugados. Las ligeras
diferencias observadas pueden atribuirse al cambio de entorno del QD y a su obtencion.

Los resultados se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Tiempos de vida de fluorescencia para g-C3Ni, y las heteroestructuras

conjugadas MPA/MES CdSe@gCsNa.

Tiempo de vida /ns
Muestra
T1 Bl % T2 BZ %
g-C3Ny 0,41 13 2,84 87
30/70 MPA/MES CdSe@g-C3N4 1,35 15 13,61 85
50/50 MPA/MES CdSe@g-C3N4 0,58 34 10,42 66
100/0 MPA/MES CdSe@g-C3N4 1,07 22 11,85 78

18.3. Caracterizacion electroquimica de las heteroestructuras conjugadas

MPA/MES CdSe@g-C3N4

Se realizaron estudios electroquimicos del g-C3N4 y las heteroestructuras conjugadas
MPA/MES CdSe@g-CsN4 para determinar los potenciales de reduccion y oxidacion, con
el objetivo de identificar posibles mecanismos de transferencia de electrones y huecos
entre las dos nanoestructuras. Por lo tanto, se realizaron voltamperogramas ciclicos en
1000 pL de acetonitrilo conteniendo 0,1 M de hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
(HTBA) como electrolito de soporte y 50 pL de cada heteroestructura conjugada, bajo
una atmosfera libre de oxigeno obtenida por burbujeo con argdn, aplicando una velocidad
de barrido de 50 mV/s. Los voltamperogramas se realizaron utilizando como electrodo de
trabajo un electrodo de carbono vitreo. Se realizaron barridos de potenciales tanto en

direccidn anodica, asi como en direccidn catddica, los cuales se muestran en la Figura 70.

El g-C3N4 (Figura 70 (A)) mostrd un Ep. de 1,22 V correspondiente a la inyeccion de
huecos en la BV del nanomaterial. Cuando se realizé el barrido en la region catodica se
encontro un E, ¢ de -1,31 V correspondiente a la inyeccion de electrones en la BC. Para
ambos barridos, se pudo observar que los procesos de oxidacion y reduccion del g-C3Na
son irreversibles. Para las heteroestructuras conjugadas con relaciones molares
MPA/MES 30/70, 50/50 y 100/0 (Figura 70 (B), (C) y (D) respectivamente) los
voltamogramas anodicos muestran dos picos correspondientes a los QD de CdSe y al g-

C3N4, ya que estos picos aparecen cerca del E, » de las nanoestructuras individuales. Para
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todos los casos, las oxidaciones muestran una naturaleza irreversible. Al realizar el
barrido catddico, se observo un unico pico en el barrido directo, el que se corresponde
tanto a la reduccion del g-C3N4 como de los QD de CdSe, en donde para este Gltimo la
reduccion es del Cd*? a Cd’. Cuando se invierte el barrido de potencial, se observa un

pico de oxidacion correspondiente a la oxidacion de Cd°.
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Figura 70. Voltamperogramas ciclicos para el g-C3N4 (A), 30/70 MPA/MES CdSe@g-
C3Ng (B), 50/50 MPA/MES CdSe@g-CsN4 (C) y 100/0 MPA/MES CdSe@g-CsN4 (D)
en una solucion de ACN + HTBA 0,1 M, en direccidn de barrido anddico (—) y catodico
(—). vV=50mV/s.

A partir de la diferencia de los potenciales de pico anodico y catddico para cada una de
las heteroestructuras analizadas, se pudo determinar el E; electroquimico mediante la

siguiente ecuacion:

pa — Epe= By (52)
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Los valores de AE, calculados se muestran en la Tabla 10. Estos valores, fueron

comparados con los resultados de £, determinados para cada heteroestructura conjugada

mediante el método optico.

Tabla 10. E; determinado por espectroscopia UV-visible y AE, determinado por
voltamperometria ciclica para g-C3Ns y las heteroestructuras conjugadas MPA/MES

CdSe@g-CsNa.

Muestra Epa/V|Ep o /V | AE, /V | 2E¢ /eV

g-C3Ny 1,22 -1,31 2,53 2,55
30/70 MPA/MES CdSe@g-C3N4 0,83 -1,51 2,34 2,28
50/50 MPA/MES CdSe@g-C3N4 0,85 -1,53 2,38 2,30
100/0 MPA/MES CdSe@g-C3N4 0,89 -1,56 2,45 2,34

E, determinada por espectroscopia UV-visible.

Para el caso del AE, correspondiente a las heteroestructuras conjugadas MPA/MES
CdSe@g-C3N4 se tomo en cuenta el primer E;, relacionado con la oxidacion de los
puntos cudnticos de CdSe presentes en la heteroestructura conjugada. La diferencia en
cuanto a los valores de E, calculados tanto para el método optico, como para el método
electroquimico, se justifica debido a que el E; Optico es el resultado la interaccion electron
- foton y la formacion de excitones, siendo este un proceso que ocurre en el nicleo de

cada nanomaterial.

En cuanto al E; electroquimico, es el resultado de la interaccion electron - electrodo y los

efectos de solvatacion con el medio de medicion, siendo este un proceso superficial en
306 . , . . .

cada nanoestructura®”. Nuevamente, la presencia de los puntos cuanticos disminuye el

valor de la diferencia de energia entre las bandas de valencia y de conduccion.
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18.4. Analisis electroquimioluminiscente de las heteroestructuras conjugadas

MPA/MES CdSe@g-C3N4

Para realizar mediciones de EQL, se afiadieron 60 pL de las sintesis de heteroestructuras
conjugadas MPA/MES CdSe@g-C3N4, a una solucion tampon de Tris-HC1 0,1 M, pH 7,5
y 100 pL de TPrA de concentracion de 5,25 M. Para el g-C3N4 y los QD de CdSe, las
mediciones de EQL se realizaron bajo las mismas condiciones, es decir, adicionando los
mismos volimenes de cada solucion de nanomaterial y de TPrA. En una primera etapa,
para cada solucion, se determind el espectro de EQL, a partir de la respuesta de i vs t, cuando
se aplico un potencial constante de 1,3 V (vs. Ag/AgCl), los que se muestran en la Figura

71.

leq. Normalizada

375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
A/nm

Figura 71. Espectros de EQL normalizados para g-C3N4 (—), QD MPA/MES CdSe (),
y las heteroestructuras conjugadas MPA/MES CdSe@g-C3N4 (—), en tampon Tris — HCI,
pH 7,4 y TPrA 0,1 M. Eaplicado: 1,3 V.

Al comparar los maximos de emision de EQL con los observados en la emision de
fluorescencia del g-C3N4se observo un corrimiento batocromico del maximo de emision
EQL (468 nm) en comparacion al maximo de fluorescencia registrado (414 nm),

sugiriendo que los electrones estan regresando a su estado fundamental desde un estado
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excitado de menor energia, fendmeno que ocurre en procesos de luminiscencia generada

a partir de un proceso electroquimico’?’.

Para el caso del QD de CdSe, la emision de fluorescencia se encontrd a 598 nm, mientras
que el espectro de EQL registré a 543 nm, mostrando un corrimiento hipsocromico
producto de una recombinacion h” - € desde un estado excitado de mayor energia, lo que
resulta en la emision de luz con una longitud de onda mas corta comparada con lo
registrado en la fluorescencia®®®. Para el caso de las heteroestructuras conjugadas
MPA/MES CdSe@g-CsN4 se observo una banda predominante con un maximo de
emision en 578 nm, valor de emision cercano al maximo de emision del QD CdSe sin
conjugar, y una banda pequefia con un maximo cercano a 387 nm, cercana al maximo de

emision de fluorescencencia del g-C3Na.

A partir de este resultado, en la heteroestructura conjugada ocurre una transferencia de
carga entre el g-CsN4 y el QD de CdSe, resultando en un Unico pico dominante. La
ausencia de una banda en el rango de emision del g-C3Ny en el espectro de EQL de la
heteroestructura conjugada, permite inferir que el QD CdSe actia como especie emisora
de la luz. Estos resultados coinciden con los obtenidos mediante los estudios de
fluorescencia. El proceso de transferencia de cargas desde el g-C3Ny hacia los QD de
CdSe en la heteroestructura conjugada, se explica por las diferencias en el E;, de cada

nanoestructura, tal y como se describe en la Figura 72.

Cuando el potencial anddico aplicado al electrodo supera 1,22 V, tanto el g-C3Na, los QD
de CdSe y TPrA se oxidan. Sin embargo, debido a la diferencia de energia entre las bandas
de ambos nanomateriales (0,39 V), se puede llevar a cabo una transferencia de huecos
desde el g-C3N4 al QD de CdSe, proceso que se ve favorecido termodindmicamente, en
la medida que exista una distancia lo suficientemente cercana entre ambos

nanomateriales®?->19,

Por otra parte, la especie quimica proveniente de la oxidacion de TPrA (Ep.= 0,45 V)
inyecta electrones en la BC de ambas nanoestructuras. Asi, la inyeccion de huecos a la
BV de QD CdSe por parte del g-C3Na4, incrementa la formacion de pares h™ — e en el QD,
y la desfavorece en el g-C3N4 A partir de este analisis, el g-C3N4es el dador de cargas en
el proceso de transferencia electronica, y el QD CdSe conjugado en la nanolamina, el

aceptor y responsable de la transicion radiativa.
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E /V vs Ag/AgCl

g-C3N4 MPA/MES
CdSe

Figura 72. Diagrama de los niveles energéticos de la heteroestructura conjugada
MPA/MES CdSe@g-CsN4. Descripcion de la posible transferencia electronica en
presencia de TPrA como mecanismo de electroquimioluminiscencia. Las lineas verdes

corresponden a la BV (), las lineas magenta a la BC (—), @ corresponde al electron y

O los huecos.

De acuerdo con los niveles de energia de ambas nanoestructuras y teniendo en cuenta
defectos de superficie y estados trampas, la heteroestructura conjugada se puede
considerar como una hetero unién de tipo II*!!!2, Los resultados confirman, ademas, que
la heteroestructura del g-C3Ns con los QD de CdSe de tipo 11, es eficiente en cuanto

separacion y transferencia de carga a través de la interfaz de ambas nanoestructuras.
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18.5. Efecto del H202 en la intensidad de fluorescencia 'y

electroquimioluminiscencia de la heteroestructura conjugada

MPA/MES CdSe@g-C3N4

Como parte de los estudios realizados, se analizo la desactivacion de los procesos
radiativos ante la presencia de H>O; para la heteroestructura conjugada MPA/MES
CdSe@g-C3Na. Se realizaron mediciones de fluorescencia y EQL a diferentes agregados
de H>O» y se observo la respuesta en ambos procesos. Para de emision de fluorescencia,
a partir de una solucion estandar de H,O» 1x1072 M, se agregaron volimenes de 10, 20,
30, 60, 110 y 160 pL auna solucion de 2000 pL de Tris-HCI, pH 7,4 junto con 25 pL de
la heteroestructura conjugada y 100 pL de TPrA 5,25 M. Se midieron los espectros de
fluorescencia en el rango de emision desde 350 nm a 610 nm excitando a una longitud de

onda de 320 nm, los que se muestran en la Figura 73.
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Figura 73. Espectros de intensidad de fluorescencia de MPA/MES CdSe@g-CsN4 en
presencia de (—)0 uM, (—)49,7 uM, () 147 uM, (—)291 uM, (—)566 uM, (—)1030 uM
y (—)1630 uM de H>Oz. Inserto: grafica Ir. vs Log Cy,,. Aexc= 320 nm.
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En la region de emision del g-C3N4 (370 nm — 450 nm) se observé una disminucion de la
intensidad de fluorescencia con relacién al aumento de la concentracion de H>O».
Andlogamente, la banda correspondiente a la region de emision del QD de CdSe
disminuy6 proporcional al aumento del volumen agregado de H>O> en el sistema. El
aumento del volumen de H»O», puede generar la aparicion y presencia de especies
responsables de oxidar la heteroestructura. Particularmente, cuando se oxida la superficie
de los puntos cuanticos, se pueden separar de la superficie los ligandos estabilizantes

MPA/MES, formando nuevos estados trampa no radiativos®'?.

Estos defectos pueden actuar como sumideros de energia, atrapando electrones o huecos.
Cuando la concentracion de H»O» fue de 49,7 uM la intensidad de fluorescencia
disminuy6 un 22,1 % con respecto a la emision de la heteroestructura en ausencia de
H20:. La respuesta fluorescente a una concentracion de 1630 uM de H20: decayo 86,2%
con respecto a la emision inicial de la heteroestructura conjugada. Es valido afirmar a
partir de estos resultados, que la heteroestructura conjugada es sensible a la presencia de

H>0; en el sistema.

Una vez analizada la respuesta fluorescente de la heteroestructura conjugada en presencia
de H>O., se realizaron las pruebas para determinar el efecto del H»>O, sobre la
luminiscencia electrogenerada. La Figura 74 muestra los voltamperogramas de EQL de

una solucion de MPA/MES CdSe@g-C3Njy a distintos volimenes agregados de H2Oo.

En ausencia de H>O> (linea negra), en el barrido anddico se observa un incremento de la
sefal a partir de 0,75 V, alcanzando su maximo de emision a un potencial de 0,97 V. Este
comportamiento concuerda con la oxidacion electroquimica tanto de los puntos cudnticos
de CdSe como de g-Cs3Ns dentro de la heteroestructura. Cuando se afiadié una baja
concentracion de H2O, (4x10°° M, linea azul), se observo un aumento de la intensidad.
Sin embargo, cuando se anaden mayores concentraciones de H>O», la intensidad de EQL
disminuye significativamente. A bajas concentraciones de H2Oz, se producen oxidaciones
sobre los nanomateriales que facilitan la emision de luz, sin embargo, cuando la
concentracion aumenta, hay una elevada concentracion de especies reactivas de oxigeno
(H202 y OH*®) que, como se menciond previamente, contribuyen a la degradacion de la

heteroestructura con la consecuente disminucion de los procesos de emision.

190



2,5%10° 4 /\
2,5x10°4 °
] < 2,0x10° 4
2 1,5x10°
2,0%x10° - g ]
<: l 5,0x10% 4
2 1,5)(105- 0,0 .
— T
8 1ﬁog Ciy,0, /UM
= 1,0%105 -
5,0%10% A
0,0 — g g . /‘

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
Evs agagel IV

Figura 74. Voltamperogramas de EQL de una solucién de 60 pL de MPA/MES CdSe@g-
C3N4 en ausencia de H>O» (—) y para concentraciones de H>O> de: (—) 4 uM, (—) 12,5
uM, ()40 uMy (—) 56 uM. Inserto: grafica IeqL vs Logcy,o,. v =50 mV/s.

De acuerdo con los anteriores resultados, y teniendo en cuenta los efectos del peroxido
de hidrogeno sobre la EQL de la heteroestructura conjugada bajo estudio, se puede
plantear el mecanismo de generacion de la EQL. Las mediciones de EQL se realizaron en
solucion tampon Tris—HCI, pH 7,4, 0,1 M, en donde se encuentran presentes la especie
Tris, que posee un valor de constante de disociacion basica de 8,7x10°, y su acido
conjugado Tris[NH§]314. A este valor de pH, las concentraciones de cada una de las
especies son de 0,078 M y 0,022 M, respectivamente. Bajo estas condiciones y a partir

de los datos bibliograficos el probable mecanismo para el sistema en estudio es! 31

TPrA + Tris[NH3 | @ TPrAH" + Tris (33)
TPrA —e — TPrA*" (54)
TPrA*" + Tris 2 TPrA® + Tris[NH;] (35)
CdSe@g-C5N, — ne— nCdSe@g-C3N,*" (56)
CdSe@g-C3N,*" + sol — CdSe@g-C;N, + sol, (57)
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CdSe@g-C3N,*" + TPrA — CdSe@g-C3N, + TPrA®" (58)

CdSe@g-C3N,"" + TPrA®— CdSe@g-C5N, +1Im" (59)
CdSe@g-C3N,” — CdSe@g-C3N, + hv (60)
CdSe@g-C3N, + TPrA + Hy0, — CdSe@g-C3Ny(o) + TPrA oy + H,O (61)

Las ecuaciones (53), (54) y (55) representan la reaccion de la TPrA con Tris, en donde se

produce la protonacion de la TPrA por parte del Tris[NHg] (ecuacion (53))*!6. TPrA se

oxida en la superficie del electrodo, formando el radical cationico TPrA*", el cual difunde
al seno de la solucion (ecuacion (54)), pero debido a su poca estabilidad frente a Tris, esta
especie tiene un tiempo de vida demasiado corto, razén por lo que su concentracion es
casi despreciable. Para que la ecuacion (55) ocurra, es necesario que la especie Tris se
encuentre en alta concentracion, dando lugar a la formacion de la especie radical
TPrA*3!7. La ecuacion (56), hace referencia a la oxidacion del conjugado cuando pierde
n electrones los cuales son transferidos a la superficie del electrodo, formando huecos en
la BV. Dentro de las posibles reacciones que pueden ocurrir en el seno de la solucion,
estan las reacciones redox entre el conjugado oxidado y especies presentes en solucion,
las cuales compiten con la via de EQL (ecuacién (57)). Por otro lado, también puede
ocurrir la reaccion entre la heteroestructura oxidada y la TPrA en lejanias a la superficie
electrodica, formando una especie oxidada del coreactante (ecuacion (58))°!°. Estas
reacciones se pueden considerar como mecanismos de transiciones no radiativas que
ocurren en solucidon, debido a que impiden la formacioén del conjugado en su estado
excitado®'®. Las reacciones representadas en las ecuaciones (59) y (60) hacen referencian
al mecanismo de EQL deseado, el cual es dependiente del encuentro de la especie oxidada
CdSe@g-C3N,*" y el radical TPrA® (radical altamente reductor) capaz de inyectar
electrones en la banda de conduccion del conjugado formando una especie excitada con

318 Laespecie Im" (imidazol) es el producto resultante

la suficiente energia para emitir luz
de la oxidacion del radical neutro TPrA®. La eficiencia y rendimiento del proceso de EQL
para este sistema depende de la estabilidad y de la interaccion entre CdSe@g-C;N,"" y
TPrA®. La ecuacion (61) corresponde a la posible reaccion del H,O> con TPrA (en mayor

proporcion) y con la heteroestructura conjugada.
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18.6. Rendimiento analitico electroquioluminiscente de la heteroestructura

conjugada MPA/MES CdSe@g-C3N4

Los resultados de los cambios en la EQL de la heteroestructura conjugada MPA/MES
CdSe@g-C3N4 promovid el uso de esta como una sonda para la deteccion de H>O». Se
realiz6 el estudio analitico del rendimiento y sensibilidad de la heteroestructura conjugada
ante agregados de H»O,. Para ello se anadid H>O» a distintas concentraciones en una
solucion compuesta por 60 puL de heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3N4
y 100 pL de TPrA 5,25 M en una solucion de Tris-HC1 0,1 M, pH 7,4 (volumen final de
2500 pL). Las mediciones de EQL se realizaron aplicando cronoamperometria de salto
multiple de potencial, en donde se realizaron cuatro ciclos de pulsos de potencial entre
—0,2 Vy 1,2 V, con tiempo de pulso de 5 segundos, mediante la técnica metodoldgica de

deteccion electroquimioluminiscente on-off>!’.

La Figura 75 muestra los transitorios de EQL donde la intensidad disminuy6 con el
aumento de las cantidades de H>O, agregadas. Ademas, se observd una alta

reproducibilidad de las respuestas de para todas las concentraciones de H>O».
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Figura 75. Respuesta de EQL en solucion Tris-HCl y 25 mM TPrA para (—) MPA/MES
CdSe@g-C3Ny a distintas concentraciones de H2O2: (—)8,71 x101° M, (—) 8,71 x10”°
M, () 8,71 x10%M, () 8,71 x107 My (—) 8,71 x10° M.
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Para cada concentracion de H2O: los valores de intensidad de EQL (Igg ) se determinaron

calculando el area bajo cada transitorio de emision utilizando la siguiente ecuacion:

thtss (62)
t

n

donde t, corresponde al tiempo de inicio de cada salto de potencial y EQL es el valor de
la intensidad de EQL para cada tiempo. Se construy6 una curva de calibracion para cada
heteroestructura conjugada CdSe@g-C3N4 con relaciones molares MPA/MES de 30/70,
50/50 y 100/0, tal y como se muestra en la Figura 76, Figura 77 y Figura 78

. 0 %
respectivamente. Cada curva fue representada como IgG/IEGL vs. Log cy,o,, donde

0 . .
IEGL corresponde al valor obtenido en ausencia de H2Ox.
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Figura 76. Curvas de calibracion para la determinacion de H2O: de las heteroestructuras

conjugada 30/70 MPA/MES CdSe@g-C3N4. Cada punto es el promedio de 10 mediciones

replicadas.
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Figura 77. Curvas de calibracion para la determinacion de H2O: de las heteroestructuras
conjugada 50/50 MPA/MES CdSe@g-C3N4. Cada punto es el promedio de 10 mediciones

replicadas.
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Figura 78. Curvas de calibracion para la determinacion de H2O: de las heteroestructuras
conjugada 100/0 MPA/MES CdSe@g-C3N4. Cada punto es el promedio de 10 mediciones

replicadas.
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A partir de las curvas de calibracion de H>O» se realiz6 el andlisis de las cifras de mérito
para cada heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3Ns. Los resultados

obtenidos se detallan en la Tabla 11.

Tabla 11. Cifras de mérito obtenidas para las heteroestructuras conjugadas MPA/MES
CdSe@g-C3N4 en la deteccion de H>O» en solucion Tris-HCI.

MPA/MES LD/M LC/M Sensibilidad
CdSe@g-C3N4 / M1
30770 1,81 x 107 (0,06 ppb) | 537 x 10° (0,18 ppb) | 1,52 x 10°
50/50 3,75 x 107 (0,13 ppb) | 1,03 x 10% (0,35 ppb) | 1,19 x 10°
100/0 2.07 < 105 (0,70 ppb) | 6,21 x 10° (2,11 ppb) | 1,87 x 10°

La relacion molar 100/0 MPA/MES en la heteroestructura conjugada, genera una
sensibilidad ligeramente superior, pero presenta un limite de deteccion un orden de
magnitud superior en comparacion a la heteroestructura conjugada con relaciéon molar
30/70 MPA/MES. La heteroestructura conjugada sintetizada con una relacion molar
MPA/MES 30/70 arroj6 el limite de deteccion mas bajo (1,81x107° M), lo que indica que
dicha heteroestructura conjugada tiene mayor capacidad para detectar concentraciones
mas pequenias de H>O». A medida que disminuye la proporcion de MPA respecto a MES
en el capping del QD de CdSe, se observa una reduccion del limite de deteccion, siendo

mas eficiente para detectar trazas de H>O: en sistemas acuosos.

18.7. Cuantificacion de H202 en muestras de suero

En funcién de los bajos limites de deteccion obtenidos en los ensayos en sistemas acuosos
de Tris-HCI, y como método de detecciéon de H>O» en matrices complejas bioldgicas, se
decidi6 comprobar la deteccion de H20O: en suero humano liofilizado reconstituido, como
una prueba de concepto de esta sonda electroquioluminiscente. El suero liofilizado

reconstituido es una matriz compleja que imita al suero humano, con niveles conocidos
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de analitos especificos como electrolitos, enzimas, metabolitos y proteinas; razéon por la
que utilizd6 como matriz para cuantificar. Se estudidé la respuesta de EQL de la
heteroestructura conjugada 30/70 MPA/MES CdSe@g-C3N4 considerando los resultados
en sistemas acuosos, para distintos agregados de suero liofilizado con concentracion 4,5

UA/dL (Figura 79).
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Figura 79. Intensidad de EQL para la heteroestructura conjugada 30/70 MPA/MES
CdSe@g-C3Ns en presencia de diferentes volumenes agregados de suero liofilizado

reconstituido en una soluciéon Tris-HCI pH 7.4, + TPrA 0,21 M.

Se registréo un maximo de intensidad de EQL cuando el volumen de agregado del suero
fue de 5 pL. Para un aumento del volumen agregado de suero liofilizado la intensidad de
EQL disminuy6 debido a un claro efecto de matriz, originada en una desactivacién no
radiativa de las especies de mayor energia. A partir de estos resultados, se tomd como
valor de referencia el agregado de 5 uL de suero liofilizado reconstituido para la deteccion
de H>O> en las muestras. Por lo tanto, se prepararon soluciones de H>O, a diferentes
concentraciones en suero liofilizado reconstituido. 5 pL de cada solucion fue agregada a
la solucion Tris-HCI, manteniendo las concentraciones de TPrA y MPA/MES CdSe@g-
C3Na.
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Los transitorios de EQL y la curva de calibracion para la heteroestructura conjugada 30/70
MPA/MES CdSe@g-C3Ns mantienen el comportamiento observado en la solucion
tampon (Figura 80). Cuando la concentracion de H>O; fue de 5,2x107 M, la intensidad
de EQL aumento 39,5 %. Luego, la disminucion de la intensidad de EQL fue proporcional
al aumento de la concentracion de H;O,, como se menciond anteriormente. El
comportamiento exponencial de la curva de calibracion de la Figura 80 indica una
saturacion para concentraciones de H.O» superiores a 5 x10°® M. Se obtuvo una relacion

lineal desde 5,2 x 1077 a 5,2 x 107 M.
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Figura 80. Curva de calibracion de EQL para la heteroestructura conjugada 30/70
MPA/MES CdSe@g-CsN4 en presencia de 5 pL de suero liofilizado a distintas
concentraciones de H:O,. Inserto: transitorios de electroquimioluminiscencia para
agregados de 5 pL de suero liofilizado con concentraciones de H2O> de (—) 5,20 x 10~
M, (—) 1,30 x 107 M, (—) 2,60 x 10°° M, (—) 5,20 x 10> M, (—) 5,20 x 10~* M, (—)
5,20 x 103 M, y () 5,20 x 107> M en solucion tampdn Tris — HCl + 25 mM TPrA,
siendo Eof= —0,2 V y Eon= 1,3 V. Cada punto representa el promedio de 10 medidas

replicadas.
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Debido al efecto de matriz de la muestra de suero, la intensidad de EQL decae
aproximadamente 4 veces comparado a las medidas en tampén Tris-HCI. Sin embargo,
es importante destacar la buena reproducibilidad del sistema en estudio. Los valores de
coeficiente de variacion (CV o también denominada RSD, por sus siglas en ingles de
desviacion estandar relativa porcentual) obtenidos para concentraciones de H>O» de
5,20x107 M, 1,30x10° M y 2,60x107% fueron de 11, 17 y 13 %. Estos resultados son
muy buenos considerando que la muestra de suero liofilizado reconstituido no tuvo

ningun pretratamiento.

18.8. Selectividad y repetibilidad de la heteroestructura conjugada
MPA/MES CdSe@g-C3N4 en la deteccion de H202

Para examinar la especificidad de la heteroestructura conjugada hacia la deteccion de
H>0: en muestras de suero liofilizado se realizaron estudios analiticos de selectividad. El
suero liofilizado Standatrol S-E 2 niveles (Wiener Lab®) tiene iones como CI-, Fe**,
Ca?", Mg?", Na*, K" y Li'. También posee glucosa, urea, dcido trico y colesterol, entre
otros, a niveles de concentracion de 4,48x1073 M, 6,33x10> M, 2,91x10* M y 6,44x10>
M, respectivamente (véase los datos de referencia de Standatrol S-E 2). Los anteriores
niveles de concentracion estan cerca de tres ordenes por encima del H>O» determinado.
Para mitigar estas interferencias, las muestras de suero se diluyeron 415 veces antes de la
determinacion de H»O;. Sin embargo, el acido ascorbico, una molécula hidrosoluble
esencial que actiia como antioxidante primario en el suero humano, donde participa en la
neutralizacion de especies reactivas de oxigeno, la regeneracion de otros antioxidantes y
el mantenimiento del equilibrio redox asociada con estrés oxidativo, procesos
inflamatorios, disfuncion inmunologica y diversas patologias metabodlicas, no estd
presente en el suero liofilizado. Por consiguiente, se realizd un estudio de interferencia

para el &cido ascorbico, como se muestra en la Figura 81.

El 4cido ascorbico (AA) muestra una interferencia minima con la deteccion de H>O» a
una concentracion de 1x10~* M, tres veces superior a los niveles fisiologicos del suero.
Por consiguiente, la interferencia del AA es insignificante en condiciones fisioldgicas
normales para este sistema sensor. Los resultados indicaron que la selectividad de la

sonda hacia la deteccion de H>O» es aceptable. El acido ascorbico se oxida a bajo
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potencial sobre el electrodo, los que pueden formar cationes radicales intermedios que
pueden reaccionar con la heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3Ns o con

TPrA, afectando la emision de EQL320-32!,
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1,2%105 -
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8,0%10% -
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2x10%  6x10 2x1072
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4x10'5 1x10'4

C

2x10

acido ascorbico

Figura 81. Intensidad de EQL medida en suero liofilizado reconstituido con 1x10-° M de
H>O> y diferentes agregados de acido ascorbico. La barra de error representa el promedio

de tres medidas replicadas.

Con respecto a la repetibilidad de la senal de la heteroestructura conjugada ante la
presencia del H2O; se realizaron mediciones en la matriz de suero liofilizado a diferentes
concentraciones de H>Oz, y se tomaron triplicados de las respuestas bajo la presencia del
analito estudiado. Como parametro de cuantificacion de la repetibilidad de la
heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-CsNs se determind la desviacion
estandar relativa porcentual (RSD por sus siglas en ingles) de cada concentracién de H>O»
a partir de los valores de intensidad de EQL registrados. El valor de RSD se determin6

mediante la siguiente ecuacion:

Destandar 10 (63)

IArea
EQL

RSD%:
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Siendo entonces Gqgangar 12 desviacion estandar del promedio de las intensidades de EQL
para cada concentracion de H>O». Los datos se muestran en la Tabla 12. Los valores de
desviacion estandar relativa (RSD %) obtenidos para cada concentracion de H>O» fueron
del orden del 5 %, lo cual se considera como un excelente valor en términos de
repetibilidad analitica para muestras complejas no tratadas. Estos resultados confirman la
estabilidad de la sonda en la deteccion de H>O». La reproducibilidad de la respuesta de
EQL de la heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3N4 fue evaluada mediante
ensayos de deteccion de H>O» empleando cinco lotes independientes de sintesis de
heteroestructura conjugada. Para cada heteroestructura, se realizaron mediciones por
quintuplicado a distintas concentraciones de H>O,. Los resultados arrojaron una
desviacion estandar relativa (RSD%) promedio del 4,88 %, lo cual evidencia una alta
reproducibilidad del proceso de sintesis, manteniendo inalteradas las propiedades del
sistema frente a la presencia de H»O.. Estos hallazgos confirman la estabilidad y
confiabilidad de la sonda desarrollada para aplicaciones analiticas en sistemas complejos

como la matriz de suero liofilizado reconstituido.

Tabla 12. Desviacion estandar relativa promedio (RSD %) obtenida a partir del promedio
de la intensidad de EQL para distintas concentraciones de H>O», utilizando una matriz
compuesta por 5 pL de suero liofilizado reconstituido diluido en 2500 pL de solucion

tamp6n Tris-HCL

CH,0, 'M Ipse Gestandar RSD /%
0 621177,34 | 22546,9 4,32
5,2x1077 1711590,39 | 87321,39 5,1
5,2x10°° 268319,1 6508,18 2,42
5,2x107° 94907,03 | 3302,23 3,47
5,2x107* 61870,68 1215,66 1,96
5,2x1073 26892,25 1333,87 4,96
5,2x1072 13650,08 640,34 4,69

El promedio EQL se determind mediante n=3 repeticiones
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18.9. Comparacion del rendimiento de la sonda electroquimioluminiscente

con otros sensores para la deteccion de H20:

El rendimiento de la sonda electroquimioluminiscente se compard con el de otros

sensores relevantes para la deteccion de H2O2, como se muestra en la Tabla 13.

La sonda demostré ventajas como alta sensibilidad, amplio rango lineal y limites de

deteccion muy bajos para detectar H>O» en solucion tampéon Tris-HCl. Ademas, su

capacidad para operar en matrices complejas, como el suero liofilizado, sin interferencias

significativas, destaca su potencial para aplicaciones practicas.

Tabla 13. Diferentes métodos propuestos en la literatura para cuantificar H>O».

Rango LOD
Material/sonda Técnica Muestra lineal Ref.
/nM /mM
Fibras de
Amperometria PBS pH 7,4 0,002-1,3 2 322
PANP/CNT
Pd-NPs/BGFs/GCE Amperometria PBS pH 7,4 4-13500 1,5 323
DHLA-CuNCs Solucién acuosa 1-10 0,3 324
AuNPs-AuNCs PBS pH 8 1-100 0,8 325
Tampodn acetato
CuNCs/ZIF-8 0,5-30 0,5 326
Métodos de deteccion de pH7
NPs de conversion fluorescencia
PBS pH 6,5 2,5-70 0,8 327
ascendente

CdTe PBS pH 7 10-125 0,3 328
CdSe@ZnS/AgNCs Tris-HCI 0,5 60 0,3 329
CuO/g-C3N4/GCE DPV PBS pH 7 0,5-50 0,31 330
HRP/AuNPs/CESM Amperometria PBSpH 7 10-2700 3 331
. . . . . . ESte

CdSe@g-C3N4 Electroquimioluminiscencia | Tris-HCIpH 7,4 | 1x107#-1 | 1,81x1073

sensor

GCE: electrodo de carbono vitreo;

CNT: nanotubos de carbono.

NPs: nanoparticulas;

NCs: nanocristales Pd: polimeros dots;
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19. Desarrollo de un inmunosensor electroquimioluminiscente para la deteccion

de STE

El inmunosensor desarrollado para la deteccion de la micotoxina STE utilizd como
técnica de deteccion la EQL. A partir de los estudios realizados, sabiendo que en cercanias
entre el g-C3Ny4 y los QDs de CdSe se produce un efecto de transferencia de cargas, en
donde los QDs actiian como emisores electroquimioluminiscentes, el inmunosensor se
baso en la modificacion de la superficie conductora de un electrodo de ITO con g-C3N4
exfoliado, sobre el cual se inmovilizaron mAb-STE capaces de reconocer STE y un
bioconjugado formado por STE enlazado a los QD de CdSe. El disefio del inmunosensor
electroquimioluminiscente involucrd etapas de optimizacidon y caracterizacion para
garantizar una mayor sensibilidad en la deteccion de la micotoxina de interés.
Considerando los estudios de analisis y caracterizacion de los nanomateriales
sintetizados, asi como la técnica de deteccion empleada, se realizaron analisis
fisicoquimicos de la micotoxina STE, caracterizacion de la superficie del inmunosensor

y evaluacion de las condiciones Optimas para su ensamblaje.

19.1. Caracterizacion UV-Vis de la esterigmatocistina

De acuerdo con el espectro de absorcion de la Figura 82, STE presenta dos bandas de
absorciéon con méaximos a 240 y 321 nm**2. El méaximo de absorbancia a 240 nm se
relaciona principalmente con las transiciones n—n* de los enlaces dobles en los anillos
aromaticos de la estructura de xantona, y el maximo a 321 nm se atribuye a las
transiciones n—n*, influenciada por los grupos funcionales como el hidroxilo (-OH) y el
metoxi (-OCH3), que pueden modificar la densidad electronica del sistema conjugado,

afectando asi las energias de transicion?*?334,

De acuerdo con los valores de absorbancia obtenidos y a partir de los coeficientes de
extincion molar reportados en la literatura para la STE en solucion ACN, con valores de
€240 im=37200 M 'em™ y €31 ,y=16200 M cm! se cuantificaron las concentraciones de
las soluciones de STE utilizadas para la sintesis de bioconjugacion y deteccion en el

inmunosensor>>>,
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Figura 82. Espectro de absorcion de la STE en ACN. Inserto: estructura quimica de la

STE.

19.2. Caracterizacion del bioconjugado CdSe@STE

El disefio del inmunosensor estuvo basado en un inmunoensayo competitivo indirecto.
En este caso, la competencia se llevo a cabo entre la STE y un hapteno competidor,
formado por STE enlazada a los puntos cuanticos de MPA/MES CdSe (CdSe@STE), por
una cantidad limitada y constante de anticuerpo monoclonal anti esterigmatocistina
(mAb-STE), el cual se encuentra inmovilizado sobre la superficie del inmunosensor. Asi,
primeramente, se iniciaron los estudios de conjugacion de STE con los puntos cudnticos

de CdSe.

El uso de STE unida a nanomateriales con propiedades electroquimioluminiscentes, abre
la posibilidad de desarrollar sensores electroquimioluminiscentes altamente sensibles en
donde la respuesta, por ser un formato competitivo, es inversamente proporcional a la

concentracion de STE presente en la muestra. Asi, se conjugd STE con los puntos
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cuanticos de CdSe siguiendo el procedimiento detallado en la seccion experimental, para
lo cual inicialmente se realiz6 una sintesis de modificacion estructural de la STE
convirtiéndola en su forma hemiacetal (abreviado STE-OH) y, posteriormente, su

conjugacion con puntos cuanticos de CdSe.

19.2.1. Caracterizacion de la STE-OH

Con el fin de verificar la formacion de la estructura hemiacetal en la STE, se realizaron
las mediciones de absorcion y emision de fluorescencia tanto para la STE como para su

forma hemiacetal, los cuales se muestran en la Figura 83.

1,2
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Figura 83. Espectros de absorbancia (izquierda) y emision de fluorescencia corregida por

absorbancia (derecha) para STE (—) y STE-OH (—) en solucién de etanol. A, =350 nm.

En relacion con los méximos de absorbancia de la STE-OH en comparacion con la STE,
se observo un ligero corrimiento de los maximos de absorcion, producto de la formacion
del hemiacetal que afecta la conjugacion electronica®®>. Ademas, se observa la

desaparicion del hombro centrado a 230 nm.
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El espectro de fluorescencia de la Figura 83 muestra la intensidad de fluorescencia de la
STE (linea magenta) y su derivado hidroxilado (STE-OH, linea azul) en solucién de
etanol bajo excitacion a 350 nm. Se observa que la STE-OH presenta una banda de
intensidad de fluorescencia mas ancha en comparacion con la intensidad de fluorescencia
correspondiente a la STE, lo que comprueba la formacion de la estructura hemiacetal y el
efecto del grupo OH en la estructura quimica de la STE original®*¢. Por otra parte, cabe
resaltar la desaparicion de la banda de emision de intensidad de fluorescencia de la STE
a 600 nm, confirmando los cambios estructurales sufrido en la sintesis y formacion de la

estructura hemiacetal.

Adicional a las mediciones de espectroscopia UV-Vis y emision de fluorescencia, fueron
realizados los espectros RMN!H para caracterizar la formacion de la STE-OH. Los
espectros de RMN'H de STE (linea azul) y STE-OH (linea roja) a distintos intervalos de

medicidon en ppm se muestran en la Figura 84 y Figura 85.
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Figura 84. Espectros RMN'H en cloroformo deuterado para la STE (—) y STE-OH (—)

visto desde el intervalo 0 ppm - 2,3 ppm.
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Figura 85. Espectros RMN'H en cloroformo deuterado para la STE (—) y STE-OH (—)

visto desde el intervalo 3.5 ppm - 4 ppm.

De acuerdo con la Figura 84, se observan desplazamientos de pico de STE con respecto
a STE-OH en la regién entre 1,5 y 2 ppm debido a cambios en los entornos quimicos de
los hidrégenos alifaticos del nucleo de bifurano. Ademads, se observa un nuevo multiplete
a 3,85 ppm para el espectro de STE-OH, asignado a la division de la sefial correspondiente
al hidrégeno en la posicion alfa, debido al grupo OH del hemiacetal (Figura 85) 37,

Tanto para STE como para STE-OH, el hidrogeno de OH en el ntcleo de xantona de STE
y STE-OH, asi como el hidrogeno de OH del grupo hemiacetal en STE-OH, no se
observan debido al rapido intercambio de protones. Los espectros de RMN presentados,
confirman la conversion de la STE a su forma hidroxilada (STE-OH). Una vez formado
el grupo hemiacetal, se utiliz6 el mismo como sitio de unidon con los puntos cuanticos de

CdSe.
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19.2.2. Caracterizacion optica del bioconjugado CdSe@STE

La conjugacion de la STE-OH con los QD de CdSe permitié seguir, de manera indirecta,
la respuesta electroquimioluminiscente para las interacciones Ab - Ag del inmunosensor.
Para lograr la conjugacion, en una primera etapa, se modificaron los QD de CdSe a través
de la unién con un espaciador, aminoacido lisina (L-lys), mediante la formacién de un
enlace covalente entre la amina primaria de la L-lys y el grupo carboxilico del tiol MPA
presente en la superficie del QD, como se describid en la seccidon experimental. Al unir
el aminoacido L-lys queda disponible un grupo carboxilo para la uniéon a la STE. La union
del QD CdSe modificado con L-lys con la STE-OH (abreviado CdSe@STE) se denomin6

bioconjugado.

Al bioconjugado obtenido se lo caracterizo por técnicas espectroscopicas. Se realizaron
espectros UV-vis y fluorescencia, los cuales se compararon con los espectros obtenidos
para la STE-OH y los QD de CdSe con relacion molar 30/70 MPA/MES purificados y

disueltos en solucién tampdn borato, pH 8,8.

De acuerdo con los espectros de absorcion que se muestran en la Figura 86, los QD de
CdSe 30/70 MPA/MES purificados (linea naranja) muestran una banda a 288 nm con un
hombro a 307 nm respectivamente, indicando la presencia de dos poblaciones de
diferentes tamafios de QD CdSe. En cuanto a su emision de fluorescencia se puede

observar una banda centrada a 470 nm, de alta intensidad de emision.

El bioconjugado CdSe@STE muestra, en su espectro de absorcion (linea verde), dos
maximos en 264 nm y 303 nm los cuales se relacionan con maximos de absorbancia de
STE-OH (Figura 83) y los puntos cuanticos de CdSe respectivamente, indicando la unién
de ambos compuestos en la sintesis desarrollada. En cuanto a su emision de fluorescencia,
se puede observar que aparecen las bandas de emision caracteristicas de la STE-OH y los
QD de CdSe. La emision del bioconjugado exhibe un ligero corrimiento espectral, lo que

indica una interaccion electronica entre el CdSe y la STE-OH.
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Figura 86. Espectros de absorcion (izquierda) y emision de fluorescencia (derecha) para
QD 30/70 MPA/MES CdSe (—), STE-OH (—) y el bioconjugado CdSe@STE (—) en

solucion tampon borato pH 8,8. A, =350 nm.

19.3. Construccion del inmunosensor electroquimioluminiscente

El disefio del inmunosensor consistio en la inmovilizacion de los anticuerpos sobre el g-
C3N4 previamente adsorbido sobre la superficie del electrodo ITO. Inicialmente se realizd
la modificacion de la superficie del electrodo ITO. Para ello, sobre el ITO, se agregaron
100 pL de g-C3N 0,1 mg/mL, y se llevaron a una estufa a 40°C para su secado durante 30
min. Luego, sobre el ITO modificado, se agregaron 100 uL de una solucion de mAb-STE
10 pg/mL en PBS, pH 7,5 junto con 100 puL de una solucion de EDC/NHS 100 mM en
PBS, pH 7,5, los cuales permitieron la union entre los grupos aminos terminales del g-
C3N4 y los grupos carboxilos terminales del mAb-STE. La reaccion de inmovilizacion de
los mAb-STE en el ITO modificado se realizé por 12 horas en una atmosfera humeda a
4°C. Luego, se lavo el inmuno - electrodo con PBS para eliminar los mAb-STE no unidos

covalentemente, formando asi el inmunosensor.
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Para el inmunosensor final se determinaron las condiciones 6ptimas de ensamble. Para
ellos se realizo el estudio de caracterizacion de la superficie modificada con g-C3N4, asi
como también la concentracion de mADb-STE. El procedimiento de ensamble del

inmunosensor se muestra en la Figura 87.

100 pL
EIeT_trrng/ - 100 1 EDC/NHS 100 mM
- g-C3N, 0,? mg/le 5 min
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Figura 87. Diseno del inmunosensor de EQL para la deteccion de STE utilizando mAb-
STE inmovilizados en la superficie de un electrodo ITO previamente modificado con g-

C3N4.

19.3.1. Caracterizacion electroquimica de la superficie del inmunosensor

Se analiz6 la respuesta electroquimica de electrodos ITOs sin modificar y modificado.
Para ello se utilizé el par redox (Fe(CN)s)*/(Fe(CN)s)*, 2,5 mM de cada uno de ellos, en
solucion acuosa de KCI1 0,1 M. Al electrodo modificado con g-C3N4 se lo lavé con
solucién KC1 0,1 M para retirar el exceso de g-C3N4 no adherido al ITO. El electrodo no
modificado se dejo en secado a temperatura ambiente sin tratamiento alguno. A través de

la técnica voltamperometria ciclica se realizaron 10 barridos en solucion KC1 0,1 M a
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cada electrodo para estabilizar las superficies, en una ventana de potencial comprendida
desde —0,2 V hasta 0,8 V, a una velocidad de barrido de 50 mV/s. Posteriormente, los
electrodos se llevaron a la celda conteniendo la solucion de (Fe(CN))*/(Fe(CN)e)*, y se
realizo el barrido de potencial bajo las mismas condiciones. Los resultados se muestran

en la Figura 88. La misma experiencia fue realizada con un electrodo ITO sin modificar.
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Figura 88. Voltamperogramas ciclicos de (Fe(CN)s)*/(Fe(CN)s)* 5 mM en 0,1 M de
KCl usando electrodos ITOs sin modificar (A) y modificados con g-C3N4 (B). v = 50
mV/s.

En el voltamperograma A, correspondiente al electrodo sin modificar, se observa una
corriente significativamente mayor, con un comportamiento cuasi reversible bien
definido, en donde la relacion de Ipc/Ip. es cercana a la unidad. Esto afirma la alta
conductividad del ITO. En contraste, en el voltamperograma B, correspondiente al
electrodo modificado con g-C3Ny, la corriente decae y el AE, aumenta significativamente,
con una relacion I /I de 0,33, lo que sugiere, por un lado, una disminucion en la cinética
de transferencia electronica y, por el otro, una disminucion del area electroactiva del
electrodo debido al recubrimiento de g-C3N4. De acuerdo con la respuesta en corriente

del electrodo modificado con el g-C3Na, se realiz6 un estudio para la determinacion del
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area electroactiva del electrodo modificado que, ademds, permitid conocer la
reproducibilidad de la superficie modificada con el g-C3N4. Para este estudio, se utilizaron
diez electrodos ITOs modificados. Se determind el area electroactiva de los electrodos
mediante cronoamperometria a partir de una solucion acuosa de (Fe(CN)s)* 5 mM en
KC1 0,1 M como electrolito de soporte. Se realizaron cronoamperometrias aplicando un

potencial de 0,2 V durante un tiempo de 60 segundos.

Aplicando la ecuacion de Cottrell**®:

® nFAD!?C, 1 (64)
1 = —_— X —_—

2 \t
siendo n el numero de electrones transferidos en la reaccion, F la constante de Faraday

(96484 A s mol ™) y Do el coeficiente de difusion del ferrocianuro (6,3x10° cm?/s).

Graficando i(t) vs t'/2 se obtuvo una linea recta, cuya pendiente depende, entre otras
variables conocidas, del area del electrodo. Asi, a partir de la ecuacion (64) y despejando
el area de la pendiente obtenida (ecuacion (65)), se determino el area electroactiva para
electrodos sin modificar, modificados con g-C3N4 y reutilizados, cuyos valores se

muestran en la Tabla 14.

A n'’? (65)
= ————— Xm
electrodo nFD},&CO

siendo m la pendiente obtenida en la recta.
Tabla 14. Areas promedias electroactivas para 10 electrodos ITOs nuevos, modificados

con 100 pL de g-CsNy4 y reutilizados. Los valores promedio son el resultado de 10

electrodos con mediciones triplicadas.

Electrodo Nuevos sin uso Modificados con g-C3N4 Reutilizados
area promedio /cm? 4,15 0,39 3,16
Desv. Estandar 10,57 % 20,84 % 23,26 %

Se observa que los electrodos ITO nuevos tienen un area electroactiva significativamente
mayor (4,16 cm?), mientras que los modificados con g-C3Ns muestran una reduccion

drastica del 4rea activa (0,39 cm?), lo que representa una disminucion del 90,6%. Sin
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embargo, tras su reutilizacion, los electrodos recuperan parcialmente su area electroactiva
(3,16 cm?), lo que sugiere que el recubrimiento de g-C3N4 afecta temporalmente la
conductividad del electrodo y que su reutilizacion permite recuperar parte de su

funcionalidad.

Desde una perspectiva analitica, la modificacion con g-C3N4 reduce el area electroactiva.
No obstante, esta modificacion es ventajosa en términos de que el recubrimiento de g-
C3N4 puede favorecer la adsorcion de biomoléculas especificas y reducir interferencias.
La reutilizacion de los electrodos representa una ventaja en términos de costo y
sostenibilidad, aunque con una variabilidad en la respuesta electroquimica mas alta

(23,26% de desviacion estandar).

Para investigar el comportamiento electroquimico del inmunosensor, se estudiaron las
modificaciones de la superficie del electrodo utilizando técnicas de CV y EIS con el
objetivo de caracterizar la superficie del inmunosensor disefado y evaluar las
modificaciones sucesivas del electrodo durante cada etapa de ensamblaje. Esta técnica
permitid analizar los cambios en la resistencia a la transferencia de carga y en el
comportamiento capacitivo de la interfaz electrodo — solucidén, asociados a la
inmovilizacion de los nanomateriales y de los elementos de reconocimiento biologico.
Los resultados de EIS proporcionaron certeza del correcto acondicionamiento superficial

del inmunosensor.

Paras las lecturas de EIS se utilizo el par redox (Fe(CN)s)*/(Fe(CN)o)*, 2,5 mM de cada
uno de ellos, en solucién acuosa de KCl 0,1 M; se realizaron las lecturas de
voltamperometria ciclica y EIS para el electrodo ITO desnudo, ITO modificado con g-
C3N4 (ITO/g-C3Ny), el electrodo ITO/g-C3Ns con los anticuerpos monoclonales
inmovilizados (ITO/g-C3N4/mAb-STE) y finalmente el electrodo ITO/g-C3N4/mAb-STE
con BSA que actué como bloqueador de sitios de uniones no especificas entre los mAb-
STE y la superficie modificada del ITO. Los resultados se muestran en la Figura 89 y la

Figura 90 respectivamente.
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Figura 89. Voltamperogramas ciclicos de electrodo ITO desnudo (—), ITO/g-C3N4(—),
ITO/g-C3N4/mAb-STE (—) y ITO/g-C3N4/mAb-STE/BSA () en una solucion de
(Fe(CN)6)*/(Fe(CN)6)* 5mM en 0,1 M de KC1. v =50 mV/s.
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Figura 90. EIS de la cupla (Fe(CN)s)*/(Fe(CN)s)* 5 mM en 0,1 M de KCI para el
electrodo ITO desnudo (—), ITO/g-CsN4 (—), ITO/g-C3N4/mAb-STE (—) y ITO/g-
C3N/mAb-STE/BSA ().
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La Figura 89 muestra los voltamperogramas ciclicos registrados en la sonda redox
Fe(CN)s* 7+ sobre un electrodo ITO en distintas etapas de modificacion superficial,
evidenciando una disminucién progresiva de las corrientes anodicas y catddicas a medida
que se incorpora g-CsNa, los mAb-STE y finalmente BSA. El electrodo ITO/g-C3N4
conserva una respuesta electroquimica relativamente elevada, coherente con la naturaleza
semiconductora del material, mientras que la inmovilizacién del mAb-STE y el bloqueo
con BSA generan una atenuacién adicional de la sefial®*®.

La Figura 90 por su parte, presenta los diagramas de Nyquist obtenidos por EIS para el
electrodo ITO en distintas etapas de modificacién. El ITO desnudo muestra el menor
valor de resistencia de transferencia de carga (Rct) de 67,2 Q mostrando una cinética
rapida de intercambio electronico con el par redox Fe(CN)«*/*, mientras que la
modificaciéon con g-C3Nj incrementa la Rct hasta 151,8 Q debido a la naturaleza
semiconductora y a la introduccién de una barrera parcial al transporte de carga. La
inmovilizacion del mAb-STE genera un aumento significativo de Rct hasta 362,1 Q,
atribuible a la formacion de una capa proteica eléctricamente aislante que dificulta el
acceso del mediador redox a la superficie. Finalmente, el bloqueo con BSA eleva la Rct
a 565,8 Q, confirmando la pasivacion efectiva de sitios no especificos y la correcta
formacion de la interfaz bio-funcional, coherente con la respuesta esperada para un

inmunosensor correctamente ensamblado>#°.

19.3.2. Orientacion de la cara conductora modificada del ITO hacia el detector

de emision

Dentro de los aspectos que se tuvieron en cuenta para las lecturas de EQL en el
inmunosensor y que permitieron la deteccion de la mejor respuesta y, por consiguiente,
mayor sensibilidad en la deteccion fue la orientacion de la cara conductora del electrodo
ITO modificado hacia el detector de emision. Se realizaron las mediciones de EQL bajo
los mismos pardmetros previamente mencionados con variaciones del angulo de
orientacion de la cara conductora del ITO modificado hacia el lente del detector (Figura
91), teniendo en cuenta el accesorio del equipo de deteccidon descrito en la seccion de

metodologia. Los resultados se muestran en la Figura 92.
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La intensidad de EQL del g-C3N4 adsorbido sobre la superficie de ITO que llega al
detector depende criticamente de su orientacion, ya que los resultados indican que la
disposicion del ITO paralela al detector maximiza la deteccion de la EQL en comparacion
con orientaciones perpendiculares, a 45° y a 75°. En contraste, la Figura 92 B muestra
que cuando se orienta la cara no conductora hacia el detector de manera perpendicular la
intensidad de EQL detectada es més baja, lo cual se explica por las pérdidas Opticas

relacionadas con la dispersion de la luz y a efectos de refraccion y reflexion interna.

De acuerdo con estos resultados se determind que la orientacion paralela es la mejor para

la cuantificacion de las respuestas de EQL del inmunosensor.

Fotodiodoi E
Detector i

m o ' \'E ;
Cara conductora ITO Cara conductora ITO Cara conductora ITO
paralela a detector perpendicular a detector 45° a detector

Figura 91. Orientacion de la cara conductora del ITO modificado con g-C3N4 en relacion

con el detector de emision del equipo.
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Figura 92. Transitorios de EQL para g-C3N4 adsorbido sobre la superficie conductora del
ITO con diferentes orientaciones en relacion con el detector de emision: frente su cara

conductora al detector (A) y orientando su cara no conductora al detector (B).

19.3.3. Determinacion de la concentracion optima de bioconjugado

CdSe@STE

El bioconjugado CdSe@STE tiene la finalidad de ser el responsable de la variacion de la
senal frente a diferentes concentraciones de STE. Asi, indirectamente, se determina la
presencia de STE a través de la respuesta de emision de EQL, en donde la sefial disminuye
con el aumento de la concentracion de STE. Dentro de los estudios realizados para
comprobar la efectiva interaccion entre el bioconjugado CdSe@STE y mAb-STE, se
realizo un analisis de la deteccion del bioconjugado a concentraciones de 0, 25 ng/mL,
50 ng/mL, 100 ng/mL y 200 ng/mL en PBS, las cuales se agregaron a cinco
inmunosensores diferentes en ausencia de STE. La Figura 93 muestra los inmunosensores
ensamblados bajo irradiacion UV-Vis para las distintas concentraciones de CdSe@STE,
donde se observd que la emision de luminiscencia disminuye a medida que la

concentracion de CdSe@STE se incremento en el inmunosensor.

217



ITO modificado con g-C,N, ITO sin modificar

25 ng/mL de CdSe@STE 50 ng/mL de CdSe@STE 100 ng/mL de CdSe@STE 200 ng/mL de CdSe@STE

Figura 93. Inmunosensores EQL para la deteccion de STE a diferentes concentraciones
de CdSe@STE bajo irradiacion de luz UV-Vis. los circulos muestran las superficies de

electrodos vistas desde un microscopio x100.

Las medidas de EQL fueron realizadas siguiendo el procedimiento on — off descrito en la
metodologia experimental, en donde se obtuvo la curva de IgqL VvS. ccdse@sTE que se

muestra en la Figura 94.

Para el inmunosensor formado con 10 pg/mL de mAb-STE se obtuvieron transitorios
electroquimioluminiscentes a distintas concentraciones de bioconjugado CdSe@STE
(Figura 94, arriba), en donde se observo una disminucion del Igqr a medida que aumenta
la concentracion de bioconjugado CdSe@STE. Por su lado, en la Figura 94, abajo, se
observa que a medida que aumenta la concentracion de bioconjugado CdSe@STE
disminuye la sefial alcanzando una meseta para concentraciones superiores a 100 mg/mL.
Este comportamiento se atribuye a un fendmeno de extincion de la emision luminiscente
a altas concentraciones de puntos cudnticos de CdSe. Por lo tanto, para realizar un
inmunoensayo competitivo con la sefial mas alta, se seleccion6 una concentracion de 25
ng/mL para el hapteno competitivo. No se evaluaron concentraciones mas bajas de
CdSe@STE debido a que, en inmunoensayos competitivos, se obtiene una pseudo-
reaccion de competencia con STE, lo que resulta en una variaciéon minima de la sefial para
pequeios cambios en la concentracion de STE. Este efecto produce una curva de
competencia dosis-respuesta caracterizada por una pendiente pequeia, y acotado rango

dinamico de concentracion de deteccion de analito.
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Figura 94. Arriba: transitorios de EQL del inmunosensor a 0 (—), 25 ng/mL (—), 50
ng/mL (), 100 ng/mL (—) y 200 ng/mL () de CdSe@STE en Tris-HCI, pH 7,4
usando TEA, aplicando saltos de potencial de -0,2 V a 1,3 V. Abajo: curva IgqL vs
Ccdse@sTE, para 10 pg/mL de mAb-STE.
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19.3.4. Concentracion optima de mAb-STE

Al igual que se realizd con el bioconjugado, se determiné la concentracién optima de
mADb-STE para el ensamble del inmunosensor. Una baja concentracién de anticuerpo
permite una competencia a bajas concentraciones de antigeno, obteniendo una gran
sensibilidad, pero escaso intervalo de trabajo de concentraciones del analito de interés.
Por el contrario, una alta concentracion de anticuerpo permite una competencia para un
gran intervalo de concentraciones de analito en detrimento de la sensibilidad del

inmunosensor>*!.

A partir de este analisis, se realizaron estudios para determinar la concentracion a utilizar
de anticuerpo para el inmunosensor que permitiese obtener alta sensibilidad a diferentes
variaciones de STE con rango dinamico lineal de concentraciones de STE amplio. Se
utilizaron concentraciones de mAb-STE de 5 pg/mL, 10 pg/mL y 20 pg/mL en la
construccion del inmunosensor para distintas concentraciones de STE en presencia de 25

ng/mL de CdSe@STE. Los resultados se muestran en la Figura 95.
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Figura 95. Curva Igqr/Ieqro vs. Log cste del andlisis competitivo para el inmunosensor
de electroquimioluminiscencia en presencia de 25 ng/mL de CdSe@STE para
concentraciones de mAb-STE de 5 pg/mL (curva negra), 10 pg/mL (curva magenta) y 20
pug/mL (curva naranja).
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Todas las curvas presentan una disminucion de la sefial a medida que aumenta la
concentracion de STE, lo que indica un mecanismo competitivo donde el STE en solucion
compite con el bioconjugado CdSe@STE por los sitios de union del anticuerpo. La curva
negra (concentracion de mAb-STE de 5 pg/mL) muestra una saturacion de la sefal para
concentraciones de STE mayores, cercanas a 1 ng/mL. Para concentraciones de mAb-
STE de 10 y 20 pg/mL no se observa una saturacion, en donde las intensidades de sefial
son similares. De acuerdo con estos resultados, la concentracion de 10 pg/mL de mAb-
STE (curva magenta) fue la concentracion seleccionada para el ensayo de inmunosensor

final.

19.3.5. Bloqueo de los sitios de uniones no especificas con BSA

La albiimina sérica bovina (BSA) se utiliza en el ensamble de inmunosensores para
bloquear sitios de union no especificos en la superficie del sensor, evitando la adsorcion
no deseada de los analitos en la superficie del electrodo y reducir el ruido de fondo. Su
efectividad radica en su estructura globular y su capacidad para cubrir de manera
uniforme superficies. Esto mejora la selectividad del inmunoensayo y permite una
deteccion mas precisa del analito de interés, asegurando que la sefnal generada proviene
inicamente de la interaccion especifica entre el anticuerpo y el antigeno®*?. La Figura 96

muestra el efecto de la BSA sobre la emision EQL en el inmunosensor.

En el inmunosensor desarrollado, se utiliz6 una solucion de BSA 0,01 mg/mL en PBS.
Para ello, tras la inmovilizacion de los mAb-STE sobre el ITO modificado, se afiadio la
solucion de BSA a cada inmunosensor y se incubo en una camara humeda durante 30
minutos. Luego, se realizaron lavados con PBS para eliminar el exceso de BSA no
adsorbida, y se procedi6 con la interaccion Ab - Ag. Como resultado, se observa una
disminucién de la EQL en presencia de BSA (curva roja), lo que indica que sin BSA,
probablemente el bioconjugado se adsorba de manera inespecifica sobre el electrodo. Asi,
la presencia de BSA nos asegura que la respuesta se debe a la interaccion especifica de
mAb-STE y el bioconjugado CdSe@STE, permitiendo una cuantificacién mas confiable

del analito®®.
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Figura 96. Curvas de calibracion para el inmunosensor a diferentes concentraciones de
STE en presencia de 25 ng/mL de CdSe@STE con agregado de BSA 0,01 mg/mL (—)y
sin agregado de BSA (—). Inserto: descripcion de las interacciones especificas y no

especificas en el inmunosensor. La concentracion de mAb-STE fue de 10 pg/mL.

19.4. Analisis de la anisotropia de fluorescencia del inmunosensor

La anisotropia de fluorescencia se empleé como una herramienta para verificar que el
mADb-STE en el inmunosensor tiene actividad de reconocimiento hacia el bioconjugado
CdSe@STE. El g-CsN4 actiia como luminéforo dador de energia, permitiendo un proceso
de transferencia de energia hacia el QD CdSe incorporado en el bioconjugado, el cual
actia como aceptor y emisor, como se describid6 previamente. La anisotropia de
fluorescencia permitid monitorear esta interaccion biomolecular, ya que la union
especifica del antigeno al anticuerpo genera cambios en la movilidad rotacional del

bioconjugado, reflejados en la variacion del valor de anisotropia de CdSe@STE.

Previo a las mediciones de anisotropia, se realizaron los espectros de excitacion de los

puntos cudnticos presentes en el bioconjugado CdSe@STE a una concentracion de 25
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ng/mL, tanto en PBS como sobre el inmunosensor CdSe@STE/mAb-STE/g-C3N4/ITO
(Figura 97). En ambos casos se observo un maximo de absorbancia a 350 nm, consistente
con valores previamente reportados para el bioconjugado CdSe@STE. Este valor de
longitud de onda de absorcion fue utilizado como longitud de onda de excitacion para los
estudios de fluorescencia. A partir de este parametro de excitacion, se registraron los
espectros de emision del bioconjugado en sus dos estados (libre y unido), y se compararon
con los espectros de control correspondientes a g-C3Ns y al electrodo ITO sin modificar,
con el fin de garantizar que la sefial observada corresponda especificamente al
bioconjugado (Figura 98). Este enfoque permitio seleccionar la longitud de onda de
emision asociada a los puntos cuanticos CdSe en el bioconjugado, asegurando que las

variaciones de anisotropia se deben al emisor.
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Figura 97. Espectros de excitacion para el electrodo ITO desnudo (—), g-C3N4 absorbido
en ITO (—), inmunosensor CdSe@STE/mAb-STE/g-C3N4/ITO (—) y CdSe@STE libre
(—)enPBS pH7,5.

Como se observa en la Figura 98, los espectros de emision de fluorescencia muestran un
pico a 436 nm para el bioconjugado CdSe@STE libre, mientras que para
CdSe@STE/mAb-STE/g-C3N4/ITO se muestran tres maximos a 409 nm, 430 nm y 517
nm, correspondientes a la emision de g-C3N4 y al bioconjugado CdSe@STE,

respectivamente 344,
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Figura 98. Espectros de emision de fluorescencia para ITO desnudo (—), g-C3Na
absorbido en ITO (—), inmunosensor CdSe@STE/mAb-STE/g-C3N4/ITO (—) y
CdSe@STE libre () en PBS pH 7,5. Aexc = 350 nm.

Las mediciones de anisotropia en el inmunosensor se realizaron a 430 nm. Al unirse el
bioconjugado CdSe@STE al complejo mAb-STE/g-C3N4/ITO, pierde su movilidad
rotacional libre, lo que resulta en un cambio en la sefial de anisotropia. Los resultados

obtenidos mediante anisotropia de fluorescencia (

Tabla 15) permiten inferir la unién especifica del bioconjugado CdSe@STE a los mAb-
STE inmovilizados sobre la superficie del inmunosensor. Cuando el bioconjugado esta
libre (en ausencia del inmunosensor) en PBS presentd una baja anisotropia, caracteristica

de una alta movilidad rotacional, lo cual es esperable para especies en solucion.

Sin embargo, tras la formacion del inmunocomplejo (mAb-STE-CdSe@STE), se observa
un incremento del valor de anisotropia, atribuible a la restriccion rotacional inducida por
la interaccion Ab - Ag. Este cambio confirma la formacion del inmuno-complejo, por lo
tanto, STE enlazada al QD de CdSe es reconocida por el anticuerpo, por lo que el
bioconjugado CdSe@STE puede actuar como hapteno competidor en el inmunosensor

desarrollado.
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Tabla 15. Valores de longitud de onda de emision (Aem) y anisotropia de fluorescencia

(,) del bioconjugado CdSe@STE en solucion y unido al mAb-STE en el inmunosensor.

Muestra Agm /mm To
CdSe@STE in PBS 436 0,051+ 0,005
mAb-STE-CdSe@STE 430 0,127+ 0,003

19.5. Mecanismo de electroquimioluminiscencia del inmunosensor

desarrollado

Teniendo en cuenta el comportamiento electroquimico y electroquimioluminiscente de
cada uno de los elementos utilizados en el disefio y ensamble del inmunosensor se puede
plantear el mecanismo de generacion de la EQL. Tal y como se expresd para el
mecanismo de EQL en la heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-C3Ny, las
mediciones de EQL se realizaron en solucién tampoén Tris—HCI, pH 7,4, 0,1 M. De
acuerdo con las condiciones previamente mencionadas y justificadas, asi como de los

datos bibliograficos el probable mecanismo para el sistema en estudio es

TEA + Tris|[NH3 | 2 TEAH" + Tris (66)
TEA —e — TEA®" (67)
TEA®" + Tris @ TEA® + Tris|[NH;]| (68)
CdSe —e~— nCdSe** (69)
g — C3N, —e”— ng—C3N,** (70)
ng—C3N,*" + TEA*— g — C3N,(e” +h") (71)
g — C3N,(e” +h™) + CdSe — g — C3N,4(e™) + CdSe(ht) (72)
CdSe(h*) + TEA*— CdSe(e” + h*) + Im* (73)
nCdSe** + TEA*— CdSe(e™ + h™) + Im* (74)
CdSe(e™ + h*) -» CdSe* — CdSe + hv (75)

El mecanismo de EQL propuesto se inicia con la activacion electroquimica del
coreactante trietilamina (TEA), el cual es oxidada en la superficie del electrodo para

generar el radical cation TEA™ (67). En medio tamponado con Tris, este radical
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experimenta una deprotonacion rapida, originando el radical neutro TEA®, una especie

altamente reductora capaz de participar en reacciones de transferencia electronica (68).

En paralelo, los QDs CdSe presentes en el bioconjugado y el g-C3N4 de la superficie
electrédica, pueden oxidarse -electroquimicamente generando especies cargadas
positivamente ((69) y (70) respetivamente). Estas especies oxidadas constituyen centros
activos que permiten la inyeccion de cargas desde el radical TEA®, promoviendo la

formacion de pares (e~ + h*) dentro de los nanomateriales (71).

Debido a la configuracion del inmunosensor y cercania de ambos nanomateriales, la
formacion de una interfaz con una alineacion especifica de bandas de energia permite que
los electrones y huecos generados electroquimicamente se desplacen de manera
preferencial desde un nanomaterial hacia el otro, impulsados por los gradientes
energéticos entre las BC y BV. Esta interfaz y acoplamiento energetico facilita el
mecanismo es la transferencia de cargas entre el g-C3N4 y los QDs del bioconjugado

CdSe@STE™.

Tal y como se observo en la Figura 72, el g-C3N4 actiia como mediador electronico,
aceptando una inyeccion de electrones en su BC por parte del radical TEA" y
posteriormente, transfiriendo huecos hacia la BV del QD CdSe (72). Este proceso en
donde el g-C3Ny actia como dador de huecos y el QD CdSe aceptor de los mismos,
favorece la formacion de pares (e~ +h*) en el QD. Adicionalmente, los huecos
acumulados en el QD CdSe pueden reaccionar directamente con el radical TEA’,

reforzando la generacion de pares (e~ + h't) en el QD ((73)-(74))*.

Ambos mecanismos conducen a la acumulacion eficiente de pares (e~ + h*) en el QD
CdSe, que relaja hacia el estado excitado CdSe” y finalmente emitiendo la EQL al retornar

al estado fundamental (75).

Notese, que la formacion de la especie excitada de CdSe” se ve doblemente favorecida
debido a la oxidacion del QD e inyeccion de electrones por parte del radical TEA®, asi
como también por el mecanismo RET entre ambos nanomateriales, razén por la que la
EQL cuantificada proviene en gran proporcion de los procesos radiativos del QD CdSe

presente en el bioconjugado.
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19.6. Deteccion de STE en solucion patrén

Previo a la deteccion de STE en muestras reales de maiz, se realiz6 la deteccion de STE
en soluciones patrones en PBS. Con las concentraciones optimizadas para el
inmunoensayo, se construy6 una curva de calibracion para concentraciones de STE en un

rango desde 1x107° ng/mL a 100 ng/mL, la que se muestra en la Figura 99.
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Figura 99. Curva de calibracion para el inmunosensor electroquimioluminiscente.
Concentracion de CdSe@STE = 25 ng/mL, y concentracion de mAb-STE = 10 pg/mL.
Inserto: rango dinamico lineal de la curva de calibraciéon. Cada punto representa el

promedio de diez medidas replicadas.

La curva de calibracion de la Figura 99 es representada en escala logaritmica para la
concentracion, en donde se observa un decaimiento exponencial con el aumento de la
concentracion de STE, caracteristico de un inmunoensayo competitivo. Los resultados
concuerdan con una disminucion de evento de la EQL por una disminucién de
bioconjugado CdSe@STE sobre el electrodo. Para bajas concentraciones de STE, la sefial

es alta debido a la mayor disponibilidad de sitios de unién en los anticuerpos
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inmovilizados, lo que favorece la interaccion del g-C3Ns4 con mayor cantidad del

bioconjugado CdSe@STE.

No obstante, a concentraciones mas elevadas de STE, la competencia con el bioconjugado
por los sitios de union reduce su fijacion a los anticuerpos, disminuyendo la intensidad
electroquimioluminiscente. El analisis cuantitativo sugiere un rango dindmico lineal entre
1x107%a 1x1073 ng/mL con una alta sensibilidad en la deteccion de bajas concentraciones
de STE, como se refleja en la caida pronunciada de la sefial en la region lineal de la curva
(inserto, Figura 99). A partir de la region lineal de la curva de calibracion, se puede
determinar el LD a partir de la prueba de hipotesis estadisticas**’, en donde se consideran
los errores de deteccion de concentracion de STE en situaciones donde se asume que el
ruido o la sefial de fondo provienen principalmente de las fluctuaciones en la medicion
del blanco (es decir, la muestra sin analito). EI LD se calculd siguiendo las
recomendaciones actuales de la [IUPAC, a partir de la ecuacion (25), mientras que el LC
se determind a partir de la ecuacion (27). Los valores obtenidos fueron 1,77x10~7 ng/mL

y 5,36 x10~° ng/mL, respectivamente.

19.7. Deteccion de STE en matriz de maiz

De acuerdo con los resultados que arrojo el inmunosensor para la deteccion de STE en
soluciones patron, se llevo a cabo la aplicacion del inmunosensor para detectar STE en
muestras de extracto de matriz de maiz con el fin de analizar el efecto de la matriz. Se
utilizd una matriz de maiz estéril extraida a partir del método expuesto en la seccion
experimental. Para las determinaciones de STE en la matriz de maiz, se mantuvo el mismo
rango de concentracién de STE desde 1x10°% ng/mL a 100 ng/mL. Previamente se
realizaron mediciones de absorcion UV-Vis para el extracto de maiz estéril y el extracto
de maiz contaminado con 1,05 mg/mL de STE, las cuales se compararon con una solucion
patron de STE con concentracion 1,01 mg/mL. Las lecturas de absorbancia se muestran

en la Figura 100.
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Figura 100. Espectros de absorcion para el extracto de maiz estéril (—), solucion patréon

de STE 1,02 mg/mL () y extracto de maiz contaminada con 1,05 mg/mL de STE ().

El corrimiento que se observa en la banda de absorcioén de la STE en el extracto de maiz
contaminada con 1,05 mg/mL de STE (linea verde) a 261 nm, con respecto al patréon de
STE (linea magenta), puede deberse a interacciones entre la STE y proteinas o
polisacaridos presentes en el extracto del maiz, que pueden alterar el entorno electronico
de la molécula y modificar la posicion de la banda de absorcion, asi como también a

efectos de dispersion de la luz debido a efecto de matriz.

Posteriormente se realizo una curva de calibracion empleando el inmunosensor
electroquimioluminiscente para las distintas concentraciones de STE en el extracto de
maiz, como se muestra en la Figura 101. Los resultados se obtuvieron siguiendo el
protocolo de medicion por la técnica on — off y la cuantificacion de la emision de EQL

mediante la integracion del area bajo la curva.

El comportamiento de la sefial en relacion con el aumento de la concentracion de STE en
las muestras de maiz sigue una tendencia similar a la observada en la curva de calibracion
en PBS, Sin embargo, cuando las concentraciones de STE superan los 0,01 ng/mL, los

cambios en la intensidad de emision fueron pequeiios, mostrando un efecto matriz sobre
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la respuesta. Por el contrario, en el rango de concentraciones de STE desde 1x10~° ng/mL
a 1x107> ng/mL, el inmunosensor responde adecuadamente a los cambios en la
concentracion de STE. La variacion en la intensidad de EQL con la concentracion es
significativo, lo que indica que el inmunosensor es sensible para detectar pequefos

cambios en la concentracion de la micotoxina a cantidades bajas de STE en muestras

reales.
1,4%10°
1,2%x10°
1,0x10° 4
< 8,0x10* -
oD
—
©d
o0 6,0x10% -
m_LIJ
4,0%x10* -
2,0%10% -
0,0 -

nq—rrrrnq—l-rrnnq—l-rrnnq—rrrrnq—rrrrnq—rrrnnq—rrrrnq—rrrrnq—r
10 10° 10* 102 102 10" 10° 10" 102

cSTE /ng mL"!

Figura 101. Curva de calibracion usando el inmunosensor electroquimioluminiscente a
diferentes concentraciones de STE en una matriz de maiz 0,14 g/mL, en presencia de 25
ng/mL de CdSe@STE. La concentracion de mAb-STE fue de 10 pg/mL. Cada punto

representa el promedio de diez medidas replicadas.

De acuerdo con los resultados, la region en la que la emision varia de manera lineal con
la concentracion de STE se encuentra en el intervalo desde 1x10~® ng/mL a 1x1073
ng/mL. Dentro de esta region, pequeias variaciones en la concentracion de STE generan

grandes cambios en la emision de EQL, lo que permite una deteccion sensible.

La Figura 102 ilustra la region lineal de la curva de calibracion de la matriz de maiz, la

cual se representa mediante la siguiente ecuacion:
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UAEQL
ng mL!

(76)

IA5R=—31554,65UAgqL —20143,42 x (cepgng mL™)

En sistemas con comportamiento lineal, la sensibilidad del sistema se define como el
valor absoluto de la pendiente, lo que indica la variacidon de la sefial por unidad de

concentracion de STE, es decir

AIArea A (77)
§= 2 _ 50143427 EQL/ _1
Acsrg ng mL

Dado que la pendiente es elevada en valor absoluto, se puede concluir que el
inmunosensor presenta una alta sensibilidad a la presencia de STE, lo que permite detectar
incluso pequefias variaciones en su concentracion dentro del rango lineal establecido. Esta

caracteristica es fundamental para aplicaciones analiticas en muestras reales®*.

1,4%10°

1,2x10°

1,0x10° -

8,0%x10* -

IR'SE /U.A.

6,0x10% -

4,0x10* -

2;0"104""| T T T T T T T T T T T T
10 105 10 1073

csTE /ng mL™

Figura 102. Rango dinamico lineal de la curva de calibracion construida para el extracto

de granos de maiz mostrada en la Figura 101, a distintas concentraciones de STE.
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Al igual que se realiz6 con la curva de calibracion de STE en PBS, se calculé el LD y LC,
ecuaciones 25 y 27, respectivamente, los que arrojaron valores de 9,77x10~" ng/mL
(equivalente a 6.97x10° ug Kg') y 2,96x10°° ng/mL, respectivamente, que son

aproximadamente cinco veces superiores a los obtenidos en PBS.

19.7.1. Comparacion del inmunosensor de EQL con otros métodos de deteccion de

STE

El LD estimado a partir del inmunosensor desarrollado para la deteccion de STE en
matrices complejas de extracto de maiz es considerablemente menor a los determinados
por diferentes autores, los que se encuentran reportados en la literatura. La Tabla 16
compara el rendimiento de este inmunosensor con algunos inmunosensores reportados en

la literatura.

Tabla 16. Comparacion de los limites de deteccion de STE reportados en estudios previos

para distintas matrices, utilizando diferentes técnicas de deteccion analitica.

Matrlz. fie LD Técnica analitica Ref.

deteccion
Maiz 0,80 ng/mL Inmunosensor Electroquimico 349
Leche 0,5 ng/mL Inmunosensor Fotoquimico 350
Cerveza 0,03 pg/kg HPLC 351
Trigo y maiz 3,8 7,6 ng/mL ELISA indirecto 352
trigo 1,5 ng/mL HPLC-MS/MS 353
Maiz 19 ng/mL Sensor fluorescente 354

7 1N
Maiz 9,77~10 g/ mL Electroquimioluminiscencia Estg
(6,97x10° ug/Kg™" estudio

La Tabla 16 presenta los LD de STE en distintas matrices mediante diversas técnicas
analiticas. Se observa que los valores de LD varian significativamente en funcion de la
técnica utilizada y la matriz de deteccion. Los métodos basados en inmunosensores
(electroquimicos y fotoquimicos) presentan limites de deteccion bajos (0,80 ng/mL en
maiz y 0,5 ng/mL en leche), lo que indica su alta sensibilidad. Por otro lado, el HPLC y
el HPLC-MS/MS muestran LD mads variables, con valores que oscilan entre 0,03 pg/kg

en cerveza y 1,5 ng/mL en trigo. La deteccion mediante sensores fluorescentes en maiz
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resulta en un LD de 19 ng/mL, el mas alto de la tabla, lo que sugiere menor sensibilidad
en comparacion con otras técnicas. En comparacion con estos valores, el LD obtenido
mediante el inmunosensor se encuentra dentro de los valores mas bajos, lo que indica una
alta sensibilidad del método y su potencial aplicabilidad en la deteccion de STE en maiz

con un mejor desempeno.

19.7.2. Deteccion de STE en muestras reales de maiz

Se realiz6 la deteccion de STE en dos muestras de granos de maiz contaminadas
exprofeso utilizando el inmunosensor electroquimioluminiscente desarrollado. Para ello,
se extrajo la matriz de cada muestra siguiendo el procedimiento previamente establecido.
Las muestras fueron contaminadas en niveles de concentraciones de STE entre 1 pg/kg
(muestra 1, M1) y 100 pg/kg (muestra 2, M2). Las mediciones de las concentraciones de
STE en M1 y M2 se realizaron y se compararon teniendo en cuenta los niveles de la

356,357

micotoxina legislados®*>°, tanto en la Republica Argentina como a nivel mundial.

338.359 el limite maximo permitido de STE

Segun las referencias bibliograficas consultadas
en muestras de maiz es de 20 pg de micotoxina por cada kilogramo de producto, basado
en granos de maiz como materia prima (20 pg/kg). Teniendo en cuenta la concentracion
de extracto de granos de maiz (0,14 mg/mL), las concentraciones de STE en M y M»
fueron respectivamente 0,14 ng/mL y 14 ng/mL. Para ajustar las concentraciones al rango
de la curva de calibracion (Figura 101), las muestras M1 y Mz se diluyeron en un factor
de 1000. Como resultado, las concentraciones obtenidas para Mi y M fueron de
1x10* ng/mL y 1x10~> de STE, respectivamente. La Figura 103 muestra la curva de

calibracion construida para el inmunosensor incluyendo los valores de emision obtenidos

para las muestras M y Ma.

Se observd que los resultados obtenidos en las matrices de las muestras M; y Ma se
correlacionan al conjunto de calibracion de STE. Para validar la eficiencia del método de
deteccion de STE, se determina la concentracion de STE en cada muestra aplicando el
ajuste de calibracion, y se calculan los porcentajes de recuperacion para las
concentraciones de 1,4x10~* y 1,4x10~% ng/mL, cuyos valores se presentan en la Tabla

17.
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El inmunosensor desarrollado presenta una alta precision, con coeficientes de variacion
(CV) inferiores al 5,1%, lo que indica baja dispersion en las mediciones. La capacidad de
detectar STE en muestras reales es adecuada, con porcentajes de recuperacion entre
86,5% y 99,3%, lo que sugiere una ligera subestimacion de la concentracion real,

posiblemente debido a efectos de matriz que afectan la deteccion.

Ademas, el inmunosensor exhibe una excelente sensibilidad, detectando concentraciones
de STE en el orden de 1x10™ ng/mL, lo que permite identificar niveles muy por debajo

del limite normativo de 20 pg/kg. Esto confirma que el método es confiable y adecuado
para la deteccion de STE en muestras de maiz, asegurando su cumplimiento con la

legislacion vigente.

1,4%10°
1,2%105 4
1,0%105 -
< 8,0x10% -
D
—
85 6,0x10° -
m_uJ
4,0%10* -
2,0x10* 4
0,0

10 10° 10* 10° 102 10" 10° 10" 10?
*
cSTE /ng mL™

Figura 103. Curva de calibraciéon para el inmunosensor electroquimioluminiscente
incluyendo las respuestas obtenidas para las muestras M1 y Mz, en presencia de 25 ng/mL

de CdSe@STE. La concentracion de mAb-STE fue de 10 pg/mL.
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Tabla 17. Resultados experimentales de la deteccion de STE en muestras maiz mediante
la curva de calibracion construida, comparados con las concentraciones de STE en

matrices de maiz.

CsTE TgoL csrp determinada | %CV %R
/ng mL! /U.A. /ng mL!
1,4x107* 50386,40 1,21x107* 3,6 86,5
1,4x1072 24613,02 1,37x102 3,09 98,3

19.7.3. Comparacion del inmunosensor electroquimioluminiscente mediante

HPLC

El rendimiento del inmunosensor electroquimioluminiscente desarrollado fue comparado
con cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en la deteccion de STE en extractos de
maiz. Asi, por HPLC, se determinaron las concentraciones de STE de las muestras M; y
M. La cuantificaciéon de STE en cada muestra se realiz6 mediante el método de adicion
estandar. Para ello, se utilizaron 250 pL de cada matriz de maiz, con concentracion de
0,14 g/mL. Cada volumen extraido se dividi6 en cinco alicuotas, con las cuales se

prepararon soluciones con un volumen final de 500 pL, como se detalla en la Tabla 18.

Estas soluciones se obtuvieron afiadiendo volimenes especificos de una solucion patron
de STE (12,2 pg/mL) y completando hasta el volumen final con la fase movil utilizada

(ACN + KH2POy4 en proporcion 5:7), segun lo descrito en la seccion experimental.

Las medidas de HPLC se realizaron a partir de la lectura de absorbancia de cada solucién
a longitudes de onda de 245 nm y 325 nm, con un flujo de 1,0 mL/min, volumen de
inyeccion de 10 ug/mL, a partir de un régimen isocratico*®®. La Figura 104 muestra los
cromatogramas obtenidos para las soluciones preparadas a diferentes concentraciones de

STE, para las muestras M1y M.
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Tabla 18. Preparacion de las soluciones para medicion por HPLC de las matrices de maiz

M; y M contaminadas con una solucion patron de STE 12,2 pg/mlL.

Vol. patréon
Vol. de muestra Vol. Final / | |
Solucion STE 12,2 cgrg Ng/mL
(M1 0 M2) /nLL pL
pg/mL
A 50 0 500 0
B 50 50 500 1220
C 50 100 500 2440
D 50 200 500 4880
E 50 300 500 7320
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Figura 104. Cromatogramas de las muestras M; (A) y Mz (B) en KH,PO4+ACN (7+5)

para las concentraciones de las soluciones preparadas A (—), B(—),C(—),D(—)yE

)

Los cromatogramas muestran un pico bien definido, con un tiempo de retencion centrado
en 2,55 min, el que se atribuye a la presencia de STE. Su valor de sefial se incrementa con
el aumento de la concentracion de STE, lo que confirma su deteccion en la muestra®®!,

Los picos previos son atribuidos a componentes de la matriz.
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Se determinaron las areas de pico de cada cromatograma de las muestras M1y M» y se
construyeron las respectivas curvas de adicion estandar por triplicado. La Figura 105
muestra los graficos resultantes de los cuales, y teniendo en cuenta las diluciones hechas
a partir del extracto de maiz, se pudo calcular la concentracion de STE mediante la

siguiente ecuacion:

lntercepto % Vﬁnal sln % Vtotal muestra % 1 (78)

maiz__
CSTE =

Vmuestra Vextracto purificado Vtotal extracto

m(pendiente)
donde el primero término de la ecuacion hace referencia a las cifras de mérito
determinadas a partir de cada curva de calibracion, V. 40 €5 €l volumen final de cada
una de las muestras preparadas el cual fue de 500 puL, V estra €5 €1 volumen de muestra
afadido a cada solucion analizada el cual fue de 50 pL para M1 y M2, Vioial muestra €5 €l
volumen utilizado en la medicion HPLC a partir del volumen de extracto recolectado
posterior a la purificacion en la columna de fase sélida (Veyiracto purificado)> 108 cuales
corresponden a 250 pL y 1095,23 pL respectivamente. El ultimo término de la ecuacion

corresponde al volumen en el cual fue diluido el extracto de maiz obtenido a partir de los

1,4 g de maiz tratados, el cual fue de 10 mL.

8x10*
1,0x10° ( ) ( )
: 8x10%-
< y, <
D 8,0x1021 2
o A
o
2 2
a
© g 8%10%- .
0 6,0x1021 . o
< <
[ ]
2 8x10*{ o
4,0x10 y= 445,65 U.A + 80,134 (UA mL) pg™" X core y=7,8x10% U.A + 171,34(U.A mL) pg™! x cope
R?=0,9806 R?=0,9826

0 2 4 6
csSTE /ng mL™1

0 2 4 6
csSTE /ng mL™1

Figura 105. Curva de las adiciones estaindar de STE para M; (A) y M2 (B) en solucién de
ACN+KH>PO4 en proporcion 5:7.

237



Para M y M; la concentracion determinada de STE fue de 0,176 ng/mL y 14,56 ng/mL
respectivamente. La comparacion entre los resultados del inmunosensor
electroquimioluminiscente y de la deteccion HPLC se muestran en la Tabla 19. La
determinacion mediante HPLC arrojo sobreestimaciones de la concentracion de STE en

cada muestra de maiz. Los valores determinados fueron muy buenos.

De esta manera, al comparar los resultados con los obtenidos por el inmunosensor
electroquimico, se puede inferir el buen desempefio del inmunosensor
electroquimioluminiscente para la deteccion de STE a distintas concentraciones en
matrices complejas de maiz, ademds de ser un método practico y con un alto limite de

deteccion altamente sensible.

Tabla 19. Concentracion de STE determinada mediante HPLC y el inmunosensor

electroquimioluminiscente.

M M:
Método de Core Core
determinacion % R % R
ng/mL ng/mL
0,14 | - 14 | -
HPLC 0,176 125,7 14,56 104
Inmunosensor EQL 0,121 86,5 13,7 98,3

19.7.4. Reactividad cruzada del inmunosensor electroquimioluminiscente

Se analiz6 la reactividad cruzada del inmunosensor electroquimioluminiscente frente a
otras micotoxinas estructuralmente relacionadas, como zearalanona, altenueno,
altertoxina, cercosporina y una mezcla de interferentes. La concentracion de STE fue de
1x10 ng/mL y las concentraciones de micotoxinas fueron cien veces superiores. Los

resultados se muestran en la Figura 106.
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Figura 106. Reactividad cruzada del inmunosensor electroquimioluminiscente frente a
micotoxinas estructuralmente relacionadas. La cstg fue de 1x10~> ng/mL, zearalanona,
altenueno, altertoxina, cercosporina y una mezcla de estos (todos a 1x10~! ng/mL). ZEA:

zearalenona, ALT: altenueno, ATLX: altertoxina y CES: cercosporina.

Al analizar los transitorios de EQL de la Figura 106, se observo reactividad cruzada y una
disminucion de la sefial IgqL de entre el 19,88 % y el 41 %. Sin embargo, es improbable
que todas las micotoxinas coexistan en la misma muestra con diferencias de

concentracion tan marcadas.

Teniendo en cuenta estudios previos a esta investigacion, se ha demostrado que estas
micotoxinas presentan similitud estructural con el epitopo de STE presente en el anillo
hidroxilado del nticleo de bifurano. Para cada curva (Figura 107), la concentracién
correspondiente al punto medio de la curva, que corresponde a la concentracion del
analito que produce una inhibicion del 50% de la sefial (CI150), se utilizo para expresar la

reactividad cruzada del ensayo segun la ecuacion:

[IC5o(STE)] (79)
[C5¢(compuesto de reaccion cruzada)]

% Reactividad cruzada = 100 x
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Figura 107. Curvas de calibracion para el analisis de la reactividad cruzada en el
inmunosensor electroquimioluminiscente frente a micotoxinas estructuralmente
relacionadas a esterigmatocistina. ZEA: zearalenona (¢), ALT: altenueno (¢), ATLX:

altertoxina (*) y CES: cercosporina (*).

Los resultados obtenidos para IC5, de ATLX, ATL, CES y ZEA fueron 2,13; 2,05; 0,52
y 0,16 % de reactividad cruzada, lo que demuestra la excelente selectividad del

inmunosensor electroquimioluminiscente.

El inmunosensor presenta un reconocimiento molecular altamente dirigido hacia los
determinantes estructurales de la STE, asegurando una adecuada discriminacion frente a
compuestos interferentes y confirmando su especificidad para aplicaciones analiticas
confiables. Aunque las micotoxinas evaluadas presentan similitudes estructurales con la
STE, lo cual explica la reactividad cruzada observada, el inmunosensor demuestra una

alta especificidad hacia la deteccion de STE frente a otras moléculas.
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20. Conclusiones

En esta Tesis Doctoral, se abordd un estudio multidisciplinar con el objetivo final de
desarrollar herramientas analiticas, tales como sensores € inmunosensores
electroquimioluminiscentes, para la deteccion de moléculas de bajo peso molecular, como
lo es la micotoxina esterigmatocistina y el H>O,. Para ello, inicialmente, se realizaron
estudios de sintesis y caracterizacion de nanomateriales con propiedades Opticas y
electroquimicas. Se realizo la sintesis de QDs de CdSe a diferentes relaciones molares de
los agentes de recubrimiento 4cido 3-mercaptopropionico y acido n-morfolino
etanosulfénico (MPA/MES), teniendo como resultado nanocristales con tamafios
variables inferiores a 5,0 nm con propiedades Opticas, electroquimicas y
electroquimioluminiscientes definidas debido al confinamiento cudntico. Los QDs
MPA/MES CdSe presentaron estabilidad y reproducibilidad en la respuesta de EQL,
resultado que permitidé su uso como marcadores electroquimioluminiscentes en el
inmunosensor final. Se observé ademas que las sintesis elaboradas a partir de los
precursores de cadmio y seleniuro respondieron positivamente al efecto de recubrimiento
con los estabilizantes MPA y el MES, permitiendo asi obtener QDs estables y solubles
en agua. En cuanto a los resultados opticos de los QDs con relaciones molares de
estabilizante 30/70, 50/50, 100/0 y 150/0 MPA/MES, de los espectros de absorcion, se
pudo ver una banda correspondiente a la presencia de los QD MPA/MES CdSe en la
solucion, las cuales se observaron con maximos en longitudes de ondas comprendidas
entre 350 nm y 460 nm. A partir de este resultado, se logroé conocer la longitud de onda
de mayor excitacion de los QDs en solucion, la cual se encontré alrededor de 450 nm.
Los estudios de fluorescencia mostraron que, a mayor concentracion de MES en la
superficie del QD, la fluorescencia disminuye. Se observaron maximos de fluorescencia
con valores entre 570 nm y 595 nm los cuales dependen directamente de la presencia en
la superficie de recubrimiento del estabilizante MPA, esto se debe a que dicho compuesto
promueve la formacion de una superficie méas compacta disminuyendo las transferencias
electronicas del nucleo del QD con el medio de solucidén. Asimismo, los rendimientos
cuanticos de emision de fluorescencia disminuyeron con el incremento de MES, desde el
5,2 a 3,1 %. Esta misma correlacion se encontrod con los tiempos de vida de fluorescencia,
los que disminuyen desde 16,5 a 15 ns con el incremento de MES. Se infiere que la
presencia de MES favorece la desactivacion no radiativa del estado excitado. Los

resultados calculados para los valores del Eq, determinados a partir de los resultados
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opticos permitieron lograr una aproximacion del tamafno de los QDs de acuerdo con la
teoria de confinamiento cuantico; los valores de £, se encontraron en un rango desde 2,25
eV (para el caso del QD 30/70 MPA/MES CdSe) y 2,36 eV (para el QD 100/0 MPA/MES
CdSe). Los resultados de valores de £y mostraron que los mayores anchos de banda se
encontraron cuando la concentracion de MES era menor o ausente en la superficie de
recubrimiento del QD, infiriendo que la presencia de MES en la sintesis incrementa el

diametro del nanocristal.

Con relacion a los estudios electroquimicos para cada una de las soluciones de estudio a
distintos valores de pH, se logré deducir que, en medios mas alcalinos, los potenciales de
pico anddico y catodico fueron mas definidos. En medio, los potenciales de pico de
oxidacion y reduccion no fueron tan definidos ni presentaron altos valores de corrientes
con relacion a los valores obtenidos a pH alcalinos. La determinacion de E, a través de la
diferencia entre los potenciales de pico anddico y catddico reafirmé que la presencia del
estabilizante MES en la superficie del QD disminuye el valor de E,. Contrario a esto, la
ausencia de dicho estabilizante arrojé un delta de pico de potenciales mayor; reafirmando

las conclusiones observadas a partir de los datos espectroscopicos.

De los resultados de estudios de EQL en la region catddica, a diferencia de los resultados
de fluorescencia, muestran que la emision de los QD MPA/MES CdSe se ve favorecida
con una mayor concentracion del estabilizante MES en la superficie del capping del QD.
A mayor concentracion de MES, la reduccion heterogénea de MPA/MES CdSe se
desplaza desde —1,32 V a —1,10 V y la emision electroquimioluminiscente resultdo mayor
cuando la relacion molar MPA/MES fue de 30/70, disminuyendo con el incremento del

estabilizante MPA.

En segunda instancia, se realizo la sintesis y caracterizacion de g-C3N4, un nanomaterial
con propiedades electroquimicas y fotoluminiscentes aprovechables para el disefio y
aplicacion de sistemas de deteccion basados en EQL. Este nanomaterial se conjugd con
QDs MPA/MES CdSe con relaciones molares de 30/70, 50/50 y 100/0 MPA/MES, cuyo
proposito consistio en desarrollar la heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-
C3N4 y analizar los posibles mecanismos de transferencia de energia tipo RET y

mecanismos de transferencias de carga de huecos y electrones.
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Se logr6 caracterizar mediante espectroscopia de absorcion y emision de fluorescencia el
g-C3N4. A manera general se pudo conocer que, mediante exfoliacion quimica en medio
acido, el g-C3N4 muestra propiedades Opticas y electroquimicas bien definidas, debido a
la separacion de las nanolaminas que mejora el flujo de los electrones en los niveles
superficiales del g-CsNs. Los estudios espectroscopicos basados en la absorcion y
fluorescencia mostraron que hay una interaccion entre ambas nanoestructuras cuando se
sintetizo6 la heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-CsNa4, en donde se observo
una disminucion en la intensidad de emision de fluorescencia del g-C3N4y un incremento
en la intensidad de emision fluorescente del QD MPA/MES CdSe, lo que permitid inferir

la presencia de un mecanismo de transferencia energética tipo RET.

De los resultados electroquimicos y EQL se concluyd que la interaccion entre ambos
nanomateriales genera un aumento de la sefial en la banda de emision del QD MPA/MES
CdSe en comparacion a la sefial de esta en ausencia de g-C3N4. Se pudo determinar que
el proceso de transferencia de cargas entre un nanomaterial a otro es mas eficiente en la
region anddica debido a la oxidacion eficiente y separacion de los potenciales de
oxidacién de ambos nanomateriales presentes en la heteroestructura conjugada, por lo
que a partir de esta conclusion se decidio realizar mediciones electroquimioluminiscentes
en la regioén anddica. La intensidad de EQL se ve favorecida por la presencia de g-C3N4
debido a la inyeccion de huecos desde el g-C3N4 hacia BV del QD MPA/MES CdSe,

siendo el QDD la especie emisora, corroborado a partir de los espectros de EQL.

A partir de los estudios para la heteroestructura conjugada, se desarrolld un sensor
electroquimioluminiscente basado en una sonda capaz de detectar bajas concentraciones
de H>O> aplicable a matrices biologicas como suero liofilizado reconstituido. La
heteroestructura conjugada MPA/MES CdSe@g-CsNs exhibié una reproducibilidad
notable y una excelente sensibilidad para la deteccion de H>O; por EQL, aplicable en
sistemas acuosos y capaz de ser utilizada en matrices complejas, como suero, para
estudios bioquimicos y aplicaciones en salud humana. El limite de deteccién determinado
de 1,81x107 pM, el cual es significativamente menor que el de la mayoria de los
sensores/biosensores reportados. Estos resultados permitieron la deteccion de H>O» en
muestras de suero liofilizado reconstituido sin tratar, donde, a pesar del efecto matriz, se

cuantificaron con éxito niveles sub-uM de H20;. De esta forma, el sensor
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electroquimioluminiscente ha demostrado ser una herramienta analitica fiable para la

deteccion de H>O; en muestras complejas sin necesidad de pretratamiento.

Por ultimo, se disefido y ensambld un inmunosensor electroquimioluminiscente para la
deteccion de la micotoxina STE en maiz. Se plante6 un formato competitivo indirecto, el
cual requiri6 la conjugacion de STE con el QD MPA/MES CdSe. Asi, se modifico la
micotoxina en su forma hemiacetal, STE-OH, como paso previo para llevar a cabo la
bioconjugacién de la STE-OH con los QD MPA/MES CdSe. Para el ensamble del
inmunosensor, se utilizé un electrodo ITO modificado con g-C3N4 sobre el cual se uniod
covalentemente el mAb-STE. La emision electroquimioluminiscente fue debida a un
proceso de transferencia de carga entre el g-C3N4 y los QD de CdSe, y fue sensible a los
cambios de concentracion de STE, mostrando un comportamiento tipico de
inmunoensayos competitivos. Se optimizaron todas las variables involucradas en el
desarrollo del inmunosensor. De los resultados se pudo concluir que el inmunosensor

disefado es reproducible y sensible en la deteccion de STE en muestras de maiz, logrando
un limite de deteccion de 9,77x107 ng/mL. Los resultados obtenidos para la deteccion

de STE en soluciones patrones y la muestra de extracto de maiz fueron comparables frente
a detecciones de STE mediante HPLC, la cual confirm6 la viabilidad y utilidad del
inmunosensor desarrollado, para detectar STE a bajas concentraciones con una alta

sensibilidad y porcentajes de recuperacion mayores al 86%.

El inmunosensor electroquimioluminiscente desarrollado para la deteccion de STE se
muestra entonces como una alternativa valida, sensible y practica aplicable a matrices
complejas como el extracto de maiz, abriendo una puerta para el uso de la EQL como
herramienta y técnica de deteccion de micotoxinas de interés global. Se espera que el
inmunosensor sirva de base para futuras investigaciones para el control y deteccion de la

micotoxina STE.

245






21. Referencias bibliograficas

1 Alvito, P., & Assuncdo, R. (2022). Climate Change and the Impact on Aflatoxin
Contamination in Foods: Where Are We and What Should be Expected. In Aflatoxins in
Food: A Recent Perspective (pp. 275-288). Cham: Springer International Publishing.

2 Wu, Y. N, Liu, P., & Chen, J. S. (2018). Food safety risk assessment in China: Past,
present and future. Food Control, 90, 212-221.

3 Bennett, J., & Klich, M. A. (2003). Mycotoxins. Clinical Microbiological Reviews, 16
(3), 497-516. Article CAS.

4 Cabafies, F. J., Abarca, M. L., Bragulat, M. R., & Castella, G. (2007). Mycotoxin-
producing species. In Mycotoxins in foods (pp. 29-61).

5 Gonzalez-Techera, A., Zon, M. A., Molina, P. G., Fernandez, H., Gonzalez-Sapienza,
G., & Arévalo, F. J. (2015). Development of a highly sensitive noncompetitive
electrochemical immunosensor for the detection of atrazine by phage anti-
immunocomplex assay. Biosensors and Bioelectronics, 64, 650-656.

6 Yu, J., Bhatnagar, D., Cleveland, T. E., Payne, G., Nierman, W. C., & Bennett, J. W.
(2012). 15 Aspergillus flavus. OMICs Technologies: Tools for Food Science, 367.

7 Branch, K. R., Bennett, J. W., & Bhatnagar, D. (1993). Sterigmatocystin production by
Aspergillus nidulans. Fungal Genetics Reports, 40(1), 20-21.

8 Paterson, R.R.M. and Lima, N. (Eds.). (2015). Molecular biology of foodborne and
waterborne mycotoxigenic and fungal organisms. CRC Press.

9 Stoloff, L., Nesheim, S., Yin, L., Rodricks, J. Y., Stack, M., & Campbell, A. D. (1971).
A multimycotoxin detection method for aflatoxins, ochratoxins, zearalenone,
sterigmatocystin, and patulin. Journal of the Association of Official Analytical
Chemists, 54(1), 91-97.

10 Senyuva, H. Z., & Gilbert, J. (2011). Official methods and performance criteria for
determining mycotoxins in food and feed. In Determining mycotoxins and mycotoxigenic
fungi in food and feed (pp. 171-193). Woodhead Publishing.

11 Sies, H., & Jones, D. P. (2020). Reactive oxygen species (ROS) as pleiotropic
physiological signalling agents. Nature reviews Molecular cell biology, 21(7), 363-383.
12 Chen, X., Tian, X., Shin, I., & Yoon, J. (2011). Fluorescent and luminescent probes
for detection of reactive oxygen and nitrogen species. Chemical Society Reviews, 40(9),

4783-4804.

247



13 Zhou, M., Diwu, Z., Panchuk-Voloshina, N., & Haugland, R. P. (1997). A stable
nonfluorescent derivative of resorufin for the fluorometric determination of trace
hydrogen peroxide: applications in detecting the activity of phagocyte NADPH oxidase
and other oxidases. Analytical biochemistry, 253(2), 162-168.

14 Gao, L., Fan, K., & Yan, X. (2020). Iron oxide nanozyme: A multifunctional enzyme
mimetic for biomedical application. Nanozymology: Connecting Biology and
Nanotechnology, 105-140.

15 Kozlov, A. V., & Osipov, A. N. (1990). A mechanism of luminol-dependent
chemiluminescence of human serum in the presence of hydrogen
peroxide. Biofizika, 35(2), 347-349.

16 Freitag R. (1996). Biosensors in analytical biotechnology. Texas: Landes Press.

17 Gilmartin, N. & O'Kennedy, R. (2012). Nanobiotechnologies for the detection and
reduction of pathogens. Enzymatic and Microbial Technology, 50(2), 87-95.

18 Castro, L., Luna, V., & Villalobos, R. (2007). State of the art and perspectives of the
use of environmental biosensors in Mexico. International Journal of Environmental
Pollution, 23(1), 35-45.

19.Makaraviciute, A., & Ramanaviciene, A. (2013). Site-directed antibody
immobilization techniques for immunosensors. Biosensors and Bioelectronics, 50, 460-
471.

20 Goud, KY, Kailasa, SK, Kumar, V., Tsang, YF, Gobi, KV, & Kim, KH (2018).
Progress in nanostructured electrochemical sensors and their recognition elements for
mycotoxin detection: A review. Biosensors and Bioelectronics, 121, 205-222.

21 Luppa, P. B., Sokoll, L. J., & Chan, D. W. (2001). Immunosensors: principles and
applications to clinical chemistry. Clinical Chemical Acta, 314 (1-2), 1-26.

22 Ghindilis, A. L., Atanasov, P., Wilkins, M., & Wilkins, E. (1998). Immunosensors:
electrochemical detection and other engineering approaches. Biosensors and
Bioelectronics, 13 (1), 113-131.

23 Muzyka, K. (2014). Current trends in the development of electrochemiluminescent
immunosensors. Biosensors and Bioelectronics, 54, 393-407.

24 Miao, W. (2008). Electrogenerated chemiluminescence and its biorelated applications.
Chemical Reviews, 108(7), 2506-2553.

25 Wang, J. Analytical Electrochemistry; 3rd ed.: J. Wiley & Sons, Hoboken, New Jersey,
2006.

248



26 Yan, C., Tang, F., Li, L., Li, H., Huang, X., Chen, D., & Ren, J. (2009). Synthesis of
aqueous CdTe/CdS/ZnS core/shell/shell quantum dots by a chemical aerosol flow
method. Nanoscale research letters, 5(1), 189.

27 Ekimov, A. L., Efros, A. L., & Onushchenko, A. A. (1993). Quantum size effect in
semiconductor microcrystals. Solid state communications, 88(11-12), 947-950.

28 Brus, L. E. (1984). Electron—electron and electron-hole interactions in small
semiconductor crystallites: The size dependence of the lowest excited electronic
state. The Journal of chemical physics, 80(9), 4403-4409.

29 Bruchez Jr, M., Moronne, M., Gin, P., Weiss, S., & Alivisatos, A. P. (1998).
Semiconductor nanocrystals as fluorescent biological labels. science, 281(5385), 2013-
2016.

30 Detection, N. (2016). Quantum Dot Bioconjugates for
Ultrasensitive. science, 281(2016), 1998.

31 Atacan, K., & Ozacar, M. (2021). Construction of a non-enzymatic electrochemical
sensor based on CuO/g-C3N4 composite for selective detection of hydrogen
peroxide. Materials Chemistry and Physics, 266, 124527.

32 Liu, Z., Wang, L., Liu, P., Zhao, K., Ye, S., & Liang, G. (2021). Rapid, ultrasensitive
and non-enzyme electrochemiluminescence detection of hydrogen peroxide in food based
on the ssDNA/g-C3N4 nanosheets hybrid. Food Chemistry, 357, 129753.

33 Majdoub, M., Sengottuvelu, D., Nouranian, S., & Al-Ostaz, A. (2024). Graphitic
Carbon  Nitride Quantum Dots (g-C3N4 QDs): From Chemistry to
Applications. ChemSusChem, €202301462.

34 Low, S. S., Chen, Z., Li, Y., Lu, Y., & Liu, Q. (2021). Design principle in biosensing:
critical analysis based on graphitic carbon nitride (G-C3N4) photoelectrochemical
biosensor. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 145, 116454.

35 Chen, Y., & Bai, X. (2020). A review on quantum dots modified g-C3N4-based
photocatalysts with improved photocatalytic activity. Catalysts, 10(1), 142.

36 Liu, Y., Ma, H., Zhang, Y., Pang, X., Fan, D., Wu, D., & Wei, Q. (2016). Visible light
photoelectrochemical aptasensor for adenosine detection based on CdS/PPy/g-C3N4
nanocomposites. Biosensors and Bioelectronics, 86, 439-445.

37Su,Y.,Su, L., Liu, B., Lin, Y., & Tang, D. (2022). Self-powered photoelectrochemical
assay for Hg2+ detection based on g-C3N4-CdS-CuO composites and redox cycle signal
amplification strategy. Chemosensors, 10(7), 286.

249



38 Yu, P., Cui, J., Yang, J., Khan, M. U., Yang, L., Li, S., & Chen, Z. (2025). A novel
aptamer-based photoelectrochemical sensor for zearalenone detection: Integration of g-
C3N4/BiOBr with in situ growth Ag2S quantum dots. Bioelectrochemistry, 162, 108853.
39 Yu, P., Cui, J., Yang, J., Khan, M. U., Yang, L., Li, S., & Chen, Z. (2025). A novel
aptamer-based photoelectrochemical sensor for zearalenone detection: Integration of g-
C3N4/BiOBr with in situ growth Ag2S quantum dots. Bioelectrochemistry, 162, 108853.
40 Xu, L., Fang, G., Pan, M., Wang, X., & Wang, S. (2016). One-pot synthesis of carbon
dots-embedded molecularly imprinted polymer for specific recognition of
sterigmatocystin in grains. Biosensors and Bioelectronics, 77, 950-956.

41 Turner, N. W., Bramhmbhatt, H., Szabo-Vezse, M., Poma, A., Coker, R., & Piletsky,
S. A. (2015). Analytical methods for determination of mycotoxins: An update (2009—
2014). Analytica chimica acta, 901, 12-33.

42 Vidal, J. C., Bonel, L., Ezquerra, A., Herndndez, S., Bertolin, J. R., Cubel, C., &
Castillo, J. R. (2013). Electrochemical affinity biosensors for detection of mycotoxins: A
review. Biosensors and Bioelectronics, 49, 146-158.

43 Kong, D., Xie, Z., Liu, L., Song, S., Kuang, H., Cui, G., & Xu, C. (2017). Development
of indirect competitive ELISA and lateral flow immunochromatographic assay strip for
the detection of sterigmatocystin in cereal products. Food and Agricultural
Immunology, 28(2), 260-273.

44 Biancardi, A., & Dall’Asta, C. (2015). Determination of sterigmatocystin in feed by
LC-MS/MS. Food Additives & Contaminants: Part A, 32(12), 2093-2100.

45 Khoshfetrat, S. M., Bagheri, H., & Mehrgardi, M. A. (2018). Visual
electrochemiluminescence biosensing of aflatoxin M1 based on luminol-functionalized,
silver nanoparticle-decorated graphene oxide. Biosensors and Bioelectronics, 100, 382-
388.

46 Murugesan, A., Li, H., & Shoaib, M. (2025). Recent Advances in Functionalized
Carbon Quantum Dots Integrated with Metal-Organic Frameworks: Emerging Platforms
for Sensing and Food Safety Applications. Foods, 14(12), 2060.

47 Yacobi, B. G. (2003). Semiconductor materials: an introduction to basic principles.
Springer Science & Business Media.

48 Hornyak, G. L., & Rao, A. K. (2016). Fundamentals of nanoscience (and

nanotechnology). In Nanoscience in dermatology (pp. 15-29). Academic Press.

250



49 Komarneni, S. (1992). Nanocomposites. Journal of Materials Chemistry, 2(12), 1219-
1230.

50 Afolalu, S. A., Soetan, S. B., Ongbali, S. O., Abioye, A. A., & Oni, A. S. (2019,
November). Morphological characterization and physio-chemical properties of
nanoparticle-review. In IOP Conference Series: Materials Science and Engineering (Vol.
640, No. 1, p. 012065). IOP Publishing.

51 Chen, Y., Fan, Z., Zhang, Z., Niu, W., Li, C., Yang, N., & Zhang, H. (2018). Two-
dimensional metal nanomaterials: synthesis, properties, and applications. Chemical
reviews, 118(13), 6409-6455.

52 Zhang, H., Chhowalla, M., & Liu, Z. (2018). 2D nanomaterials: graphene and
transition metal dichalcogenides. Chemical Society Reviews, 47(9), 3015-3017.

53 Thostenson, E. T., Li, C., & Chou, T. W. (2005). Nanocomposites in
context. Composites science and technology, 65(3-4), 491-516.

54 Smith, A. M., & Nie, S. (2010). Semiconductor nanocrystals: structure, properties, and
band gap engineering. Accounts of chemical research, 43(2), 190-200.

55 Chen, G., Seo, J., Yang, C., & Prasad, P. N. (2013). Nanochemistry and nanomaterials
for photovoltaics. Chemical Society Reviews, 42(21), 8304-8338.

56 Fondell, M., Jacobsson, T. J., Boman, M., & Edvinsson, T. (2014). Optical quantum
confinement in low dimensional hematite. Journal of Materials Chemistry A, 2(10),
3352-3363.

57 Lathe, A., & Palve, A. M. Types and properties of semiconductors. In Handbook of
Semiconductors (pp. 26-39). CRC Press.

58 Balkan, N., Erol, A., Balkan, N., & Erol, A. (2021). Intrinsic and Extrinsic
Semiconductors. Semiconductors for Optoelectronics: Basics and Applications, 37-78.
59 Inkson, J. C. (1976). The effect of electron interaction on the band gap of extrinsic
semiconductors. Journal of Physics C: Solid State Physics, 9(7), 1177.

60 Wang, Z., Nayak, P. K., Caraveo-Frescas, J. A., & Alshareef, H. N. (2016). Recent
developments in p-Type oxide semiconductor materials and devices. Advanced
Materials, 28(20), 3831-3892.

61 Shim, M., & Guyot-Sionnest, P. (2000). N-type colloidal semiconductor
nanocrystals. Nature, 407(6807), 981-983.

62 Nethercot Jr, A. H. (1974). Prediction of Fermi energies and photoelectric thresholds
based on electronegativity concepts. Physical Review Letters, 33(18), 1088.

251



63 Nirmal, M., Norris, D. J., Kuno, M., Bawendi, M. G., Efros, A. L., & Rosen, M.
(1995). Observation of the "dark exciton" in CdSe quantum dots. Physical Review
Letters, 75 (20), 3728.

64 Brus, L. (1986). Electronic wave functions in semiconductor clusters: experiment and
theory. The Journal of Physical Chemistry, 90 (12), 2555-2560.

65 Elizarraras, A. L. D., Martinez, J. M. R., & Salazar, D. E. (2020). Synthesis and
characterization of perovskite quantum dots. University Memory, 2(2).

66 Coe, S., Woo, W.K., Bawendi, M., & Bulovi¢, V. (2002). Electroluminescence of
single monolayers of nanocrystals in organic molecular devices. Nature, 420(6917), 800—
803.

67 Gonzalez, A. (2002). Energy spectrum, level density, spin polarization, transport and
optical properties in quantum dots and atom traps. arXiv preprint cond-mat/0305265.

68 Pankov, J. I. (1971). Optical Processes in. Semiconductors (Dover, New York, 1971,
1975).

69 Liiker, S., & Reiter, D. E. (2019). A review on optical excitation of semiconductor
quantum dots under the influence of phonons. Semiconductor Science and Technology,
34(6), 063002.

70 Singleton, J. (2001). Band theory and electronic properties of solids (Vol. 2). Oxford
University Press.

71 Klimov, V. L. (2000). Optical nonlinearities and ultrafast carrier dynamics in
semiconductor nanocrystals. The Journal of Physical Chemistry B, 104 (26), 6112-6123.
72 Reiss, P., Bleuse, J., and Pron, A. (2002). Highly luminescent low-dispersion
CdSe/ZnSe core/shell nanocrystals. Nanoletters, 2 (7), 781-784.

73 Murphy, CJ and Coffer, JL (2002). Quantum dots: a primer. Applied Spectroscopy,
56 (1), 16A-27A.

74 Weng, J. and Ren, J. (2006). Luminescent quantum dots: a very attractive and
promising tool in biomedicine. Current Medicinal Chemistry, 13 (8), 897-909.

75 Reiss, P., Protiere, M., and Li, L. (2009). Core/shell semiconductor nanocrystals.
Small, 5 (2), 154-168.

76 Bowers II M. J., McBride J. R. and Rosenthal S. J., J. Am. Chem. Soc., 2005,

127, 15378.

77 Fueyo Gonzdlez, F. J. (2019). New fluorophores with application in the development

of fluorescent protein biosensors.

252



78 Sun, S. and Murray, C.B. (1999). Synthesis of monodisperse cobalt nanocrystals and
their assembly into magnetic superlattices. Journal of Applied Physics, 85 (8), 4325—
4330.

79 Garcia de Arquer, F. P., Talapin, D. V., Klimov, V. 1., Arakawa, Y., Bayer, M., &
Sargent, E. H. (2021). Semiconductor quantum dots: Technological progress and future
challenges. Science, 373(6555), eaaz8541.

80 Gilmartin, N. & O'Kennedy, R. (2012). Nanobiotechnologies for the detection and
reduction of pathogens. Enzymatic and Microbial Technology, 50(2), 87-95.

81 Castro, L., Luna, V., & Villalobos, R. (2007). State of the art and perspectives of the
use of environmental biosensors in Mexico. International Journal of Environmental
Pollution, 23(1), 35-45.

82 Lizarazo, C., Gonzalez, E., Arias, C., & Guarguati, J. (2018). Nanomaterials: an
approach to the basics. Medicine and Occupational Safety, 64(251), 109-118.

83 Wen, P, Lei, Y., Li, W., & Fan, M. (2020). Two-dimension layered nanomaterial as
lubricant additives: Covalent organic frameworks beyond oxide graphene and reduced
oxide graphene. Tribology International, 143, 106051.

84 Li, X., Zhang, X., Ma, H., Wu, D., Zhang, Y., Du, B., & Wei, Q. (2014). Cathodic
electrochemiluminescence immunosensor based on semiconductor carboxylated g-C3N4
nanocomposites and graphene for the ultrasensitive detection of squamous cell carcinoma
antigen. Biosensors and Bioelectronics, 55, 330-336.

85 Teter, DM and Hemley, RJ (1996). Low compressibility carbon nitrides. Science, 271
(5245), 53-55.

86 Dong, F., Wu, L., Sun, Y., Fu, M., Wu, Z., & Lee, S. C. (2011). Efficient synthesis of
polymeric gC 3 N 4 layered materials as novel efficient visible light driven
photocatalysts. Journal of Materials Chemistry, 21(39), 15171-15174.

87 Zhang, S., Gao, H., Huang, Y., Wang, X., Hayat, T., Li, J., & Wang, X. (2018).
Ultrathin gC 3 N 4 nanosheets coupled with amorphous Cu-doped FeOOH nanoclusters
as 2D/0D heterogeneous catalysts for water remediation. Environmental Science:
Nano, 5(5), 1179-1190.

88 Zhang, S., Gao, H., Huang, Y., Wang, X., Hayat, T., Li, J., & Wang, X. (2018).
Ultrathin gC 3 N 4 nanosheets coupled with amorphous Cu-doped FeOOH nanoclusters
as 2D/0OD heterogeneous catalysts for water remediation. Environmental Science:

Nano, 5(5), 1179-1190.

253



89 Takanabe, K., Kamata, K., Wang, X., Antonietti, M., Kubota, J., & Domen, K. (2010).
Photocatalytic hydrogen evolution on dye-sensitized mesoporous carbon nitride
photocatalyst with magnesium phthalocyanine. Physical Chemistry Chemical
Physics, 12(40), 13020-13025.

90 Yang, L., Liu, X., Liu, Z., Wang, C., Liu, G., Li, Q., & Feng, X. (2018). Enhanced
photocatalytic activity of g-C3N4 2D nanosheets through thermal exfoliation using
dicyandiamide as precursor. Ceramics International, 44(17), 20613-20619.

91 Yan, S. C,, Li, Z. S., & Zou, Z. G. (2009). Photodegradation performance of g-C3N4
fabricated by directly heating melamine. Langmuir, 25(17), 10397-10401.

92 Xiong, M., Rong, Q., Meng, H. M., & Zhang, X. B. (2017). Two-dimensional graphitic
carbon nitride nanosheets for biosensing applications. Biosensors and Bioelectronics, 89,
212-223.

93 Majdoub, M., Anfar, Z., & Amedlous, A. (2020). Emerging chemical functionalization
of g-C3N4: covalent/noncovalent modifications and applications. ACS nano, 14(10),
12390-12469.

94 Yang, D., Wang, W., Zhao, X., Zhou, Z., Ren, H., Chen, Y., & Jiang, Z. (2020).
Synthesis of high-efficient g-C3N4/polydopamine/CdS nanophotocatalyst based on
bioinspired adhesion and chelation. Materials Research Bulletin, 131, 110970.

95 Ong, W. J., Tan, L. L., Chai, S. P., Yong, S. T., & Mohamed, A. R. (2015). Surface
charge modification via protonation of graphitic carbon nitride (g-C3N4) for electrostatic
self-assembly construction of 2D/2D reduced graphene oxide (rGO)/g-C3N4
nanostructures toward enhanced photocatalytic reduction of carbon dioxide to
methane. Nano Energy, 13, 757-770.

96 Tian, K., Liu, H., Dong, Y., Chu, X., & Wang, S. (2019). Amperometric detection of
glucose based on immobilizing glucose oxidase on g-C3N4 nanosheets. Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 581, 123808.

97 Fischer, M. J. (2010). Amine coupling through EDC/NHS: a practical
approach. Surface plasmon resonance: methods and protocols, 55-73.

98 Zhou, Z., Zhang, Y., Shen, Y., Liu, S., & Zhang, Y. (2018). Molecular engineering of
polymeric carbon nitride: advancing applications from photocatalysis to biosensing and
more. Chemical Society Reviews, 47(7), 2298-2321.

99 Devthade, V., Kamble, G., Ghugal, S. G., Chikhalia, K. H., & Umare, S. S. (2018).
Visible light-driven Biginelli reaction over Mesoporous g-C3N4 Lewis-base

catalyst. Chemistry Select, 3(14), 4009-4014. 254



100 Wang, X. L., Fang, W. Q., Liu, W., Jia, Y., Jing, D., Wang, Y., & Yao, X. (2017).
Brensted base site engineering of graphitic carbon nitride for enhanced photocatalytic
activity. Journal of Materials Chemistry A, 5(36), 19227-19236.

101 Liu, Y. N., Shen, C. C., Jiang, N., Zhao, Z. W., Zhou, X., Zhao, S. J., & Xu, A. W.
(2017). g-C3N4 hydrogen-bonding viologen for significantly enhanced visible-light
photocatalytic H2 evolution. ACS Catalysis, 7(12), 8228-8234

102 Zhang, Q., Wang, C. F., Ling, L. T., & Chen, S. (2014). Fluorescent nanomaterial-
derived white light-emitting diodes: what's going on. Journal of Materials Chemistry
C, 2(22), 4358-4373.

103 Armstrong, N. R., Wightman, R. M., & Gross, E. M. (2001). Light-emitting
electrochemical processes. Annual Review of Physical Chemistry, 52(1), 391-422.

104 Walash, M1, Belal, F., El-Enany, N., and El-Maghrabey, M.H. (2011). A simple and
sensitive spectrofluorimetric method for the determination of pregabalin in capsules by
fluorescamine derivatization. Luminescence, 26 (5), 342—348.

105 Knight, A. W. (1999). A review of recent trends in analytical applications of
electrogenerated chemiluminescence. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 18 (1), 47-
62.

106 Skoog, D. A., Holler, F. J., & Nieman, T. A. (2001). Principles of instrumental
analysis (Vol. 5, pp. 614-633). Madrid: McGraw-Hill.

107 Sanchez, M. M., Navarrete, J., & Salgado, G. (2004). Electrochemiluminescence of
luminol using low-cost electrodes. Annals of Chemistry of the RSEQ, (2), 51-54.

108 Agbaria, R. A., Oldham, P. B., McCarroll, M., McGown, L. B., & Warner, 1. M.
(2002). Molecular fluorescence, phosphorescence and chemiluminescence spectrometry.
Analytical Chemistry, 74 (16), 3952-3962.

109 Chen, X. M, Su, B. Y, Song, X. H, Chen, Q. A, Chen, X., & Wang, X. R (2011).
Recent advances in electrochemiluminescent enzyme biosensors. TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 30 (5), 665-676.

110 Knight, A. W., & Greenway, G. M. (1996). Relationship between structural attributes
and observed electrogenerated chemiluminescence (ECL) activity of tertiary amines as
potential analytes for the tris(2,2-bipyridine) ruthenium (II) ECL reaction. A review.
Analyst, 121 (11), 101R-106R.

111 Schaadt, D. M., Feng, B., & Yu, E. T. (2005). Enhanced semiconductor optical
absorption via surface plasmon excitation in metal nanoparticles. Applied Physics

Letters, 86(6).
255



112 Zhao, Y., Lim, M., Choi, S., & Yu, J. (2022). Excitation spectrum, nanoparticles, and
their applications in cellular optical imaging. Journal of Biological Education, 56(2), 122-
129.

113 Qi, H., & Zhang, C. (2022). Organic nanoparticles for electrogenerated
chemiluminescence assay. Current Opinion in Electrochemistry, 34, 101023.

114 Turro, N. J., Ramamurthy, V., & Scaiano, J. C. (2009). Principles of molecular
photochemistry: an introduction. University science books.

115 Wang, G., Baker-Murray, A. A., & Blau, W. J. (2019). Saturable absorption in 2D
nanomaterials and related photonic devices. Laser & Photonics Reviews, 13(7), 1800282.
116 Pawlicki, M., Collins, H. A., Denning, R. G., & Anderson, H. L. (2009). Two-photon
absorption and the design of two-photon dyes. Angewandte Chemie International
Edition, 48(18), 3244-3266.

117 Hamilton, J. (Ed.). (2012). Internal conversion processes. Elsevier.

118 Di Maiolo, F., & Painelli, A. (2018). Intermolecular energy transfer in real
time. Journal of Chemical Theory and Computation, 14(10), 5339-5349.

119 Hao, E., Anderson, N. A., Asbury, J. B., & Lian, T. (2002). Effect of trap states on
interfacial electron transfer between molecular absorbates and semiconductor
nanoparticles. The Journal of Physical Chemistry B, 106(39), 10191-10198.

120 Spreinat, A., Dohmen, M. M., Liittgens, J., Herrmann, N., Klepzig, L. F., NiS3ler, R.,
& Kruss, S. (2021). Quantum defects in fluorescent carbon nanotubes for sensing and
mechanistic studies. The Journal of Physical Chemistry C, 125(33), 18341-18351.

121 Rivera-Alvarez, A., Quesada, A., Jose-Roberto, V. B., & Paniagua, S. A. (2022).
Sintesis, propiedades y aplicaciones de puntos cuanticos a base de carbono.

122 Demchenko, A. P., & Dekaliuk, M. O. (2013). Novel fluorescent carbonic
nanomaterials for sensing and imaging. Methods and applications in fluorescence, 1(4),
042001.

123 Dulkeith, E., Morteani, A. C., Niedereichholz, T., Klar, T. A., Feldmann, J., Levi, S.
A., & Gittins, D. 1. (2002). Fluorescence Quenching of Dye Molecules near Gold
Nanoparticles: format Radiative and Nonradiative Effects. Physical review
letters, 89(20), 203002.

124 Sims, C. M., Hanna, S. K., Heller, D. A., Horoszko, C. P., Johnson, M. E., Bustos,
A. R. M., & Nelson, B. C. (2017). Redox-active nanomaterials for nanomedicine

applications. Nanoscale, 9(40), 15226-15251.

256



125 Parveen, S., Aslam, M. S., Hu, L., & Xu, G. (2013). Electrogenerated
chemiluminescence: protocols and applications (pp. 1-152). New York, NY, USA:
Springer.

126 Lakowicz, J. R. (Ed.). (2006). Principles of fluorescence spectroscopy. Boston, MA:
springer US.

127 Pons, T., Medintz, I. L., Sapsford, K. E., Higashiya, S., Grimes, A. F., English, D. S.,
& Mattoussi, H. (2007). On the quenching of semiconductor quantum dot
photoluminescence by proximal gold nanoparticles. Nano letters, 7(10), 3157-3164.

128 Huang, B., Zhou, X., Xue, Z., & Lu, X. (2013). Electrochemiluminescence quenching
of tris (2, 2'-bipyridyl) ruthenium. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 51, 107-116.
129 Bhatt, K., Tan, S., Karumuri, S., & Kalkan, A. K. (2010). Charge-selective Raman
scattering and fluorescence quenching by “nanometal on semiconductor”
substrates. Nano letters, 10(10), 3880-3887.

130 Cheng, P. P. H., Silvester, D., Wang, G., Kalyuzhny, G., Douglas, A., & Murray, R.
W. (2006). Dynamic and static quenching of fluorescence by 1— 4 nm diameter gold
monolayer-protected clusters. The Journal of Physical Chemistry B, 110(10), 4637-4644.
131 Olley, D. A., Wren, E. J., Vamvounis, G., Fernee, M. J., Wang, X., Burn, P. L., &
Shaw, P. E. (2011). Explosive sensing with fluorescent dendrimers: the role of collisional
quenching. Chemistry of Materials, 23(3), 789-794.

132 Keizer, J. (1983). Nonlinear fluorescence quenching and the origin of positive
curvature in Stern-Volmer plots. Journal of the American Chemical Society, 105(6),
1494-1498.

133 Huang, B., Zhou, X., Xue, Z., & Lu, X. (2013). Electrochemiluminescence quenching
of tris (2, 2'-bipyridyl) ruthenium. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 51, 107-116.
134 McCall, J., Alexander, C., & Richter, M. M. (1999). Quenching of electrogenerated
chemiluminescence by phenols, hydroquinones, catechols, and
benzoquinones. Analytical chemistry, 71(13), 2523-2527.

135 Xu, Y., Zhang, L., Liu, Y., Jin, Z., Zhao, Q., Yang, F., & Xiao, D. (2016). Sensitive
and selective determination of GSH based on the ECL quenching of Ru (II) 1, 10-
phenanthroline-5, 6-dione complex. Biosensors and Bioelectronics, 77, 182-187.

136 Liu, X., Jiang, H., Lei, J., & Ju, H. (2007). Anodic electrochemiluminescence of
CdTe quantum dots and its energy transfer for detection of catechol

derivatives. Analytical Chemistry, 79(21), 8055-8060.

257



137 Jones, G.A. & Bradshaw, D.S. (2019). Resonance energy transfer: from fundamental
theory to recent applications. Frontiers in Physics, 7, 100.

138 Andrews, DL, Curutchet, C. & Scholes, GD (2011). Resonance energy transfer:
beyond the limits. Laser and Photonics Reviews, 5(1), 114-123.

139 Zoski, C. G. (Ed.). (2006). Handbook of electrochemistry. Elsevier.

140 Girault, HH (2007). Physical and analytical electrochemistry. EPFL Press.

141 Sears, F. W. (1963). Faraday's law and Ampere's law. American Journal of
Physics, 31(6), 439-443.

142 Arevalo, A., & Pastor, G. (1985). Verification of the Nernst equation and
determination of a standard electrode potential. Journal of Chemical Education, 62(10),
882.

143 Sterratt, D. C. (2022). Nernst Equation. In Encyclopedia of Computational
Neuroscience (pp. 2181-2182). New York, NY: Springer New York.

144 Chen, L. Q. (2019). Chemical potential and Gibbs free energy. Mrs Bulletin, 44(7),
520-523.

145 Oldham, P. B., McCarroll, M. E, McGown, L. B, & Warner, 1. M. (2000). Molecular
fluorescence, phosphorescence and chemiluminescence spectrometry. Analytical
Chemistry, 72 (12), 197-210.

146 Deng, S., Lei, J., Huang, Y., Cheng, Y., & Ju, H. (2013). Electrochemiluminescent
quenching of quantum dots for ultrasensitive immunoassay by nitrogen doped graphene
supported hemin catalyzed oxygen reduction. Analytical Chemistry, 85 (11), 5390-5396.
147 Omer, K. M, Kanibolotsky, A. L, Skabara, P. J, Perepichka, I. F, & Bard, A. J (2007).
Electrochemistry, spectroscopy and electrogenerated chemiluminescence of some star-
shaped truxene-oligofluorene compounds. The Journal of Physical Chemistry B, 111
(24), 6612-6619.

148 Marcus, R. A. (2020). Electron transfer reactions in chemistry. Theory and
experiment. In Protein electron transfer (pp. 249-272). Garland Science.

149 Saveant, J. M., & Vianello, E. (1965). Potential scanning chronoamperometry:
Kinetic currents for first order chemical reactions parallel to the electron transfer process
(catalytic currents). Electrochimica Acta, 10 (9), 905-920.

150 Yamada, A., Kato, Y., Yoshikuni, T., Tanaka, Y., & Tanaka, N. (1979). Computer
aided measurement of ion diffusion coefficients by using the Cottrell equation. Analytica

Chimica Acta, 112 (1), 55-63.

258



151 Macero, D. J. and Rulfs, C. L. (1959). Calibrated Cottrell diffusion measurements.
Journal of the American Chemical Society, 81(12), 2942-2944

152 Bard, A. J. (Ed.). (2004). Electrogenerated chemiluminescence. CrC Press.

153 Richter, M. M. (2004). Electrochemiluminescence (ecl). Chemical Reviews, 104(6),
3003-3036.

154 Leland, J. K., & Powell, M. J. (1990). Electrogenerated chemiluminescence: an
oxidative-reduction type ECL reaction sequence using tripropyl amine. Journal of the
Electrochemical Society, 137(10), 3127.

155 Poznyak, S. K., Talapin, D. V., Shevchenko, E. V., & Weller, H. (2004). Quantum
dot chemiluminescence. Nano Letters, 4(4), 693-698.

156 Liu, X., & Ju, H. (2008). Coreactant enhanced anodic electrochemiluminescence of
CdTe quantum dots at low potential for sensitive biosensing amplified by enzymatic
cycle. Analytical chemistry, 80(14), 5377-5382.

157 Ding, Z., Quinn, B. M., Haram, S. K., Pell, L. E., Korgel, B. A., & Bard, A. J. (2002).
Electrochemistry and electrogenerated chemiluminescence from silicon nanocrystal
quantum dots. Science, 296(5571), 1293-1297.

158 Wang, X. F., Zhou, Y., Xu, J. J, & Chen, H. Y. (2009). Signal-on
electrochemiluminescence biosensors based on cds—carbon nanotube nanocomposite for
the sensitive detection of choline and acetylcholine. Advanced Functional
Materials, 19(9), 1444-1450.

159 Deng, L., Shan, Y., Xu, J. J., & Chen, H. Y. (2012). Electrochemiluminescence
behaviors of Eu 3+-doped CdS nanocrystals film in aqueous solution. Nanoscale, 4(3),
831-836.

160 Mei, Y. L., Wang, H. S., Li, Y. F,, Pan, Z. Y., & Jia, W. L. (2010).
Electochemiluminescence of CdTe/CdS quantum dots with triproprylamine as coreactant
in aqueous solution at a lower potential and its application for highly sensitive and
selective detection of Cu2+. Electroanalysis: An International Journal Devoted to
Fundamental and Practical Aspects of Electroanalysis, 22(2), 155-160.

161 Liu, X., Jiang, H., Lei, J., & Ju, H. (2007). Anodic electrochemiluminescence of
CdTe quantum dots and its energy transfer for detection of catechol
derivatives. Analytical Chemistry, 79(21), 8055-8060.

162 Harms, H., Wells, M. C., & Van der Meer, J. R. (2006). Whole-cell living
biosensors—are they ready for environmental application. Applied microbiology and

biotechnology, 70, 273-280.
259



163 Updike, S. J., & Hicks, G. P. (1967). The enzyme electrode. Nature, 214(5092), 986-
988.

164 Grieshaber, D., MacKenzie, R., Voros, J., & Reimhult, E. (2008). Electrochemical
biosensors-sensor principles and architectures. Sensors, 8(3), 1400-1458.

165 Sassolas, A., Blum, L. J., & Leca-Bouvier, B. D. (2012). Immobilization strategies
to develop enzymatic biosensors. Biotechnology advances, 30(3), 489-511.

166 Drummond, T. G., Hill, M. G., & Barton, J. K. (2003). Electrochemical DNA
sensors. Nature biotechnology, 21(10), 1192-1199.

167 Song, S., Wang, L., Li, J, Fan, C.,, & Zhao, J. (2008). Aptamer-based
biosensors. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 27(2), 108-117.

168 Wang, J. (2006). Electrochemical biosensors: towards point-of-care cancer
diagnostics. Biosensors and Bioelectronics, 21(10), 1887-1892.

169 Damborsky, P., Svitel, J., & Katrlik, J. (2016). Optical biosensors. Essays in
biochemistry, 60(1), 91-100.

170 Homola, J. (2008). Surface plasmon resonance sensors for detection of chemical and
biological species. Chemical reviews, 108(2), 462-493.

171 Ansari, M. T. 1., Raghuwanshi, S. K., & Kumar, S. (2023). Recent Advancement in
Fiber-Optic-Based SPR Biosensor for Food Adulteration Detection—A Review. IEEE
Transactions on NanoBioscience, 22(4), 978-988.

172 Deshpande, K., & Kanungo, L. (2023). Chemiluminescence and Fluorescence
Biosensors for food application: A Review. Sensors and Actuators Reports, 5, 100137.
173 Qi, H., Peng, Y., Gao, Q., & Zhang, C. (2009). Applications of nanomaterials in
electrogenerated chemiluminescence biosensors. Sensors, 9(1), 674-695.

174 Zhang, S., Wright, G., & Yang, Y. (2000). Materials and techniques for
electrochemical biosensor design and construction. Biosensors and Bioelectronics, 15(5-
6), 273-282.

175 Wang, J. (2005). Nanomaterial-based electrochemical biosensors. Analyst, 130(4),
421-426.

176 Wang, HB, Zhang, HD, Jiang, YL, Li, XL, and Liu, YM (2016). Determination of
adenine and guanine using a glassy carbon electrode modified with dopamine-melanin
nanospheres and polyaniline nanocomposites. Analytical Letters, 49(2), 226-235.

177 Sanz, V.C. (2008). Preparation of enzymatic biosensors and immunosensors based

on electrodes modified with gold nanoparticles.

260



178 Matharu, Z., Bandodkar, A. J., Gupta, V., & Malhotra, B. D. (2012). Fundamentals
and application of ordered molecular assemblies to affinity biosensing. Chemical Society
Reviews, 41(3), 1363-1402.

179 Yaakoubi, L., Mejri, A., Elfil, H., & Mars, A. (2023). Current Progress in 3D-Printed
Sensors: Design, Application, and Future Challenges. Handbook of Nanosensors:
Materials and Technological Applications, 1-32.

180 Gooding, J. J., Lai, L. M., & Goon, I. Y. (2009). Nanostructured electrodes with
unique properties for biological and other applications. Chemically Modified
Electrodes, 11, 1-56.

181 Chakraborty, A., Mitra, S., Chatterjee, M., Dey, A., & Mukherjee, S. (2024). Recent
advancements in developing nanobiosensors for treating inflammatory diseases of
human: a comprehensive overview. Applications of Biotribology in Biomedical Systems,
79-111.

182 Ayyar, B. V., & Arora, S. (2013). Antibody-based biosensors for detection of
veterinary viral pathogens. Adv Anim Vet Sci, 1(4S), 37-44.

183 Gagni, P., Lodigiani, G., Frigerio, R., Cretich, M., Gori, A., & Bergamaschi, G.
(2024). Supramolecular Hydrogels for 3D Biosensors and Bioassays. Chemistry—A
European Journal, 30(46), €202400974.

184 RoyChaudhuri, C. (2015). A review on porous silicon based electrochemical
biosensors: Beyond surface area enhancement factor. Sensors and Actuators B:
Chemical, 210, 310-323.

185 Valentynovych T. (2013). The study of stability in the process of the performance of
sensors and biosensors, based on conductive polymers in a strongly acid medium.
Colombian Journal of Chemical-Pharmaceutical Sciences, 42(1), 30-41.

186 Wang, F., & Hu, S. (2009). Electrochemical sensors based on metal and
semiconductor nanoparticles. Microchemical Acta, 165, 1-22.

187 Lizarazo, C., Gonzilez, E., Arias, C., & Guarguati, J. (2018). Nanomaterials: an
approach to the basics. Medicine and Occupational Safety, 64(251), 109-118.

188 Camacho, M., Vega, J., & Campos, A. (2011). Use of nanomaterials in polymers to
obtain biopackaging in food applications. Journal of the Chemical Society of Peru, 77(4),
292-306.

189 Shen, W., Li, Z. & Liu, Y. (2008). Modification of surface chemical functional

groups of porous carbon. Recent Patents in Chemical Engineering, 1(1), 27-40.

261



190 Edelman, G. M. (1973). Antibody structure and molecular
immunology. Science, 180(4088), 830-840

191 Boyd, W. C. (1943). Fundamentals of immunology.

192 Schroeder Jr, H. W., & Cavacini, L. (2010). Structure and function of
immunoglobulins. Journal of allergy and clinical immunology, 125(2), S41-S52.

193 Di Tocco, A., Porcal, G.V., Monti, G.A., Wendel, A., Palacios, R., Fernandez, H., &
Arévalo, F.J. (2024). Phage conjugation with CdS nanocrystals. An alternative in the
development of a new tracer for immunoassays. Microchemical Journal , 196 , 109634.
194 Huebner, J. (2004). Antibody-antigen interactions and measurements of
immunological reactions. Immunology, Infection and Immunity, 207-232.

195 Urcuyo, R., Gonzdlez-Flores, D., & Cordero-Solano, K. (2021). Perspectives and real
applications of graphene after 16 years of its discovery. Colombian Journal of Chemistry,
50(1), 51-85.

196 Li, P., Zhang, M., Sun, X., Guan, S., Zhang, G., Baumgarten, M., & Miillen, K.
(2016). A highly sensitive and selective dendrimer-based fluorescence quenching sensor
for Fe3+ in both solution and film. Biosensors and Bioelectronics , 85 , 785-791.

197 Dutra, R. F., Mendes, R. K., da Silva, V. L., & Kubota, L. T. (2007). Surface plasmon
resonance immunosensor for human cardiac troponin T based on self-assembled
monolayer. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis, 43(5), 1744-1750

198 Luppa, P. B., Sokoll, L. J., & Chan, D. W. (2001). Immunosensors—principles and
applications to clinical chemistry. Clinica chimica acta, 314(1-2), 1-26.

199 Liang, S. L., & Chan, D. W. (2007). Enzymes and related proteins as cancer
biomarkers: a proteomic approach. Clinica chimica acta, 381(1), 93-97.

200 Javadpour, N., Mcintire, K. R., Waldmann, T. A., Scardino, P. T., Bergman, S., &
Anderson, T. (1978). The role of the radioimmunoassay of serum alpha-fetoprotein and
human chorionic gonadotropin in the intensive chemotherapy and surgery of metastatic
testicular tumors. The Journal of Urology, 119(6), 759-762.

201 Engvall, E., & Perlmann, P. (1971). Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
quantitative assay of immunoglobulin G. Immunochemistry, 8(9), 871-874.

202 Marquette, C. A., & Blum, L. J. (2006). Applications of the luminol
chemiluminescent reaction in analytical chemistry. Analytical and bioanalytical
chemistry, 385, 546-554.

203 Engvall, E., & Perlmann, P. (1971). Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

quantitative assay of immunoglobulin G. Immunochemistry, 8(9), 871-874.

262



204 Ueda, H. (2002). Open sandwich immunoassay: a novel immunoassay approach
based on the interchain interaction of an antibody variable region. Journal of bioscience
and bioengineering, 94(6), 614-619.

205 Zhang, L., Liu, Y., & Chen, T. (2008). A mediatorless and label-free amperometric
immunosensor for detection of h-IgG. International journal of biological
macromolecules, 43(2), 165-169.

206 Jiang, G., Li, Y., Liu, J., Liu, L., & Pi, F. (2024). Progress on aptamer-based SERS
sensors for food safety and quality assessment: methodology, current applications and
future trends. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 64(3), 783-800.

207 Yang, L., Gu, X., Liu, J., Wu, L., & Qin, Y. (2024). Functionalized nanomaterials-
based electrochemiluminescent biosensors and their application in cancer biomarkers
detection. Talanta, 267, 125237.

208 Banerjee, A., Maity, S., & Mastrangelo, C. H. (2021). Nanostructures for biosensing,
with a brief overview on cancer detection, [oT, and the role of machine learning in smart
biosensors. Sensors, 21(4), 1253.

209 Silvi, S., & Credi, A. (2015). Luminescent sensors based on quantum dot—molecule
conjugates. Chemical Society Reviews, 44(13), 4275-4289.

210 Chen, H., Lin, L., Li, H.,, & Lin, J. M. (2014). Quantum dots-enhanced
chemiluminescence: mechanism and application. Coordination Chemistry Reviews, 263,
86-100.

211 Martinez-Perifian, E., Gutiérrez-Sanchez, C., Garcia-Mendiola, T., & Lorenzo, E.
(2020). Electrochemiluminescence biosensors using screen-printed electrodes.
Biosensors, 10(9), 118.

212 Wegner, K. D., & Hildebrandt, N. (2015). Quantum dots: bright and versatile in vitro
and in vivo fluorescence imaging biosensors. Chemical Society Reviews, 44(14), 4792-
4834,

213 Algar, W. R., Stewart, M. H., Scott, A. M., Moon, W. J., & Medintz, 1. L. (2014).
Quantum dots as platforms for charge transfer-based biosensing: challenges and
opportunities. Journal of Materials Chemistry B, 2(45), 7816-7827.

214 Sapsford, K. E., Pons, T., Medintz, 1. L., & Mattoussi, H. (2006). Biosensing with
luminescent semiconductor quantum dots. Sensors, 6(8), 925-953.

215 Gill, R., Zayats, M., & Willner, I. (2008). Semiconductor quantum dots for
bioanalysis. Angewandte Chemie International Edition, 47(40), 7602-7625.

263



216 Lemon, C. M., Curtin, P. N., Somers, R. C., Greytak, A. B., Lanning, R. M., Jain, R.
K., & Nocera, D. G. (2014). Metabolic tumor profiling with pH, oxygen, and glucose
chemosensors on a quantum dot scaffold. Inorganic chemistry, 53(4), 1900-1915.

217 Hildebrandt, N., Wegner, K. D., & Algar, W. R. (2014). Luminescent terbium
complexes: Superior Forster resonance energy transfer donors for flexible and sensitive
multiplexed biosensing. Coordination Chemistry Reviews, 273, 125-138.

218 Alam, R., Karam, L. M., Doane, T. L., Zylstra, J., Fontaine, D. M., Branchini, B. R.,
& Maye, M. M. (2014). Near infrared bioluminescence resonance energy transfer from
firefly luciferase—quantum dot bionanoconjugates. Nanotechnology, 25(49), 495606.
219 Kumar, M., Zhang, D., Broyles, D., & Deo, S. K. (2011). A rapid, sensitive, and
selective bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based nucleic acid sensing
system. Biosensors and Bioelectronics, 30(1), 133-139.

220 Freeman, R., Girsh, J., & Willner, 1. (2013). Nucleic acid/quantum dots (QDs) hybrid
systems for optical and photoelectrochemical sensing. ACS Applied Materials &
Interfaces, 5(8), 2815-2834.

221 Hu, T., Liu, X., Liu, S., Wang, Z., & Tang, Z. (2014). Toward understanding of
transfer mechanism between electrochemiluminescent dyes and luminescent quantum
dots. Analytical chemistry, 86(8), 3939-3946.

222 Cheng, Y., Lei, J., Chen, Y., & Ju, H. (2014). Highly selective detection of
microRNA based on distance-dependent electrochemiluminescence resonance energy
transfer between CdTe nanocrystals and Au nanoclusters. Biosensors and
Bioelectronics, 51, 431-436.

223 Bruchez Jr, M., Moronne, M., Gin, P., Weiss, S., & Alivisatos, A. P. (1998).
Semiconductor nanocrystals as fluorescent biological labels. science, 281(5385), 2013-
2016.

224 Somers, R. C., Bawendi, M. G., & Nocera, D. G. (2007). CdSe nanocrystal based
chem-/bio-sensors. Chemical Society Reviews, 36(4), 579-591.

225 Kateshiya, M. M. R., Desai, D. M., Malek, D. N. 1., & Kailasa, S. K. Recent Progress
on Ultra-Small Nanostructure Materials as Fluorescent Nanosensors for Monitoring of
Various Molecules in Environmental Samples. Available at SSRN 4014077.

226 Chan, W. C., & Nie, S. (1998). Quantum dot bioconjugates for ultrasensitive
nonisotopic detection. Science, 281(5385), 2016-2018.

264



227 Willard, D. M., Carillo, L. L., Jung, J., & Van Orden, A. (2001). CdSe— ZnS quantum
dots as resonance energy transfer donors in a model protein— protein binding assay. Nano
Letters, 1(9), 469-474.

228 Béaumle, M., Stamou, D., Segura, J. M., Hovius, R., & Vogel, H. (2004). Highly
fluorescent  streptavidin-coated CdSe nanoparticles: preparation in  water,
characterization, and micropatterning. Langmuir, 20(10), 3828-3831.

229 Chan, W. C., Maxwell, D. J., Gao, X., Bailey, R. E., Han, M., & Nie, S. (2002).
Luminescent quantum dots for multiplexed biological detection and imaging. Current
opinion in biotechnology, 13(1), 40-46.

230 Alivisatos, A. P. (1996). Semiconductor clusters, nanocrystals, and quantum
dots. science, 271(5251), 933-937.

231 Reiss, P., Protiere, M., & Li, L. (2009). Core/shell semiconductor
nanocrystals. small, 5(2), 154-168.

232 Green, N. M. (1990). [5] Avidin and streptavidin. In Methods in enzymology (Vol.
184, pp. 51-67). Academic Press.

233 Gitlin, G., Bayer, E. A., & Wilchek, M. (1990). Studies on the biotin-binding sites of
avidin and streptavidin. Tyrosine residues are involved in the binding site. Biochemical
Journal, 269(2), 527-530.

234 DeSilva, B., Smith, W., Weiner, R., Kelley, M., Smolec, J., Lee, B., & Celniker, A.
(2003). Recommendations for the bioanalytical method validation of ligand-binding
assays to support pharmacokinetic assessments of macromolecules. Pharmaceutical
research, 20, 1885-1900.

235 Kricka, L. J. (2006). Principles of immunochemical techniques. Tietz textbook of
clinical chemistry and molecular diagnostics, 4, 219-43.

236 Fu, Y., Li, W., & Flarakos, J. (2019). Recommendations and best practices for
calibration curves in quantitative LC-MS bioanalysis. Bioanalysis, 11(15), 1375-1377.
237 Miller, J. N., & Miller, J. C. (1998). Statistics and chemometrics for analytical
chemistry. Signal, 100,95.

238 Azadeh, M., Gorovits, B., Kamerud, J., MacMannis, S., Safavi, A., Sailstad, J., &
Sondag, P. (2018). Calibration curves in quantitative ligand binding assays:
recommendations and best practices for preparation, design, and editing of calibration
curves. The AAPS journal, 20, 1-16.

239 Findlay, J. W., & Dillard, R. F. (2007). Appropriate calibration curve fitting in ligand

binding assays. The AAPS journal, 9, E260-E267. 265



240 Gottschalk, P. G., & Dunn, J. R. (2005). The five-parameter logistic: a
characterization and comparison with the four-parameter logistic. Analytical
biochemistry, 343(1), 54-65.

241 Balaji Viswanath, K., Suganya, K., Krishnamoorthy, G., Marudhamuthu, M., Tamil
Selvan, S., & Vasantha, V. S. (2021). Enzyme-free multiplex detection of foodborne
pathogens using au nanoparticles-decorated multiwalled carbon nanotubes. ACS Food
Science & Technology, 1(7), 1236-1246.

242 Proll, G., & Ehni, M. (2014). Immunoassays. Handbook of Spectroscopy: Second,
Enlarged Edition, 1313-1334.

243 Robison-Cox, J. F. (1995). Multiple estimation of concentrations in immunoassay
using logistic models. Journal of immunological methods, 186(1), 79-88.

244 Roberts, L., Griffith, T., Champneys, A., Piano, M., Kiely, J., & Luxton, R. (2017).
Mathematical modelling of a magnetic immunoassay. IMA Journal of Applied
Mathematics, 82(6), 1253-1282.

245 Long, G. L., & Winefordner, J. D. (1983). Limit of detection. A closer look at the
IUPAC definition. Analytical chemistry, 55(7), 712A-724A.

246 Currie, L. A. (1995). Nomenclature in evaluation of analytical methods including
detection and quantification capabilities (IUPAC Recommendations 1995). Pure and
applied chemistry, 67(10), 1699-1723.

247 Rusling, J. F., & Suib, S. L. (1994). Characterizing materials with cyclic
voltammetry. Advanced Materials, 6(12), 922-930.

248 Heinze, J. (1984). Cyclic voltammetry— “electrochemical spectroscopy”. New
analytical methods (25). Angewandte Chemie International Edition in English, 23(11),
831-847.

249 Inzelt, G. (2010). Chronocoulometry. Electroanalytical Methods: Guide to
Experiments and Applications, 147-158.

250 Pratt, K. W. (1984). Chronoamperometric determination of diffusion-layer
thicknesses at hydrodynamic electrodes. Analytical Chemistry, 56(11), 1967-1970.

251 Nirmaier, H. P., & Henze, G. (1997). Characteristic behavior of macro-, semimicro-
and microelectrodes in voltammetric and chronoamperometric
measurements. Electroanalysis, 9(8), 619-624.

252 Hayat, A., Catanante, G., & Marty, J. L. (2014). Current trends in nanomaterial-based
amperometric biosensors. Sensors, 14(12), 23439-23461.

266



253 Tauc, J. (1968). Optical properties and electronic structure of amorphous Ge and
Si. Materials research bulletin, 3(1), 37-46.

254 Huang, Y. Q.; Beyer, J.; Puttisong, Y.; Buyanova, I. A.; Chen, W. M. (2021).
Identifying a Generic and Detrimental Role of Fano Resonance in Spin Generation in
Semiconductor Nanostructures. Physical Review Letters, 127(12), 127401.

255 Ortega-Lopez, M.; Morales-Acevedo, A. (2000). Study of the physical properties of
polycrystalline CdO films deposited by chemical bath. vol, 42, 776-789.

256 Dick, J. E., Poirel, A., Ziessel, R., & Bard, A. J. (2015). Electrochemistry,
electrogenerated chemiluminescence, and electropolymerization of oligothienyl-
BODIPY derivatives. Electrochimica Acta, 178, 234-239.

257 Rafiee, M., Abrams, D. J., Cardinale, L., Goss, Z., Romero-Arenas, A., & Stahl, S.
S. (2024). Cyclic voltammetry and chronoamperometry: mechanistic tools for organic
electrosynthesis. Chemical Society Reviews, 53(2), 566-585.

258 Bard, A. J. (Ed.). (2004). Electrogenerated chemiluminescence. CrC Press.

259 Sanchez, C., Enriquez, R., Lopez, H., & Velazquez, M. (2018). Chronoamperometric
study of the transfer of triazines through the interface of two immiscible electrolyte
solutions. I will engineer. Chilean Engineering Magazine, 26(4), 585-592.

260 Dong, F., Wu, L., Sun, Y., Fu, M., Wu, Z., & Lee, S. C. (2011). Efficient synthesis
of polymeric gC 3 N 4 layered materials as novel efficient visible light driven
photocatalysts. Journal of Materials Chemistry, 21(39), 15171-15174.

261 Sharma, P., Sarngan, P. P., Lakshmanan, A., & Sarkar, D. (2021). One-step synthesis
of highly reactive gC 3 N 4. Journal of Materials Science: Materials in Electronics, 1-10.
262 Guru, S., & Rao, G. R. (2022). Strategic design of layered double hydroxides and
graphitic carbon nitride heterostructures for photoelectrocatalytic water splitting
applications. Journal of The Electrochemical Society, 169(4), 046515.

263 Tong, J., Zhang, L., Li, F., Wang, K., Han, L., & Cao, S. (2015). Rapid and high-
yield production of gC 3 N 4 nanosheets via chemical exfoliation for photocatalytic H 2
evolution. RSC advances, 5(107), 88149-88153.

264 Guan, D., Li, P, Cui, Y., Zhang, Q., & Zhang, W. (2011). A competitive
immunoassay with a surrogate calibration curve for aflatoxin M1 in milk. Analytica
chimica acta, 703 (1), 64-69.

265 CHU, FS, Steinert, BW and Gaur, PK (1985). Production and characterization of
antibodies against aflatoxin G1. Journal of Food Safety, 7 (3), 161-170.

267



266 Jiang, W., Mardyani, S., Fischer, H., & Chan, W. C. (2006). Design and
characterization of lysine cross-linked mercapto-acid biocompatible quantum
dots. Chemistry of Materials, 18(4), 872-878.

267 Zhou, J., Yang, Y., and Zhang, C.Y. (2015). Toward biocompatible semiconductor
quantum dots: from biosynthesis and bioconjugation to biomedical application. Chemical
reviews, 115 (21), 11669-11717.

268 Jiang, W., Mardyani, S., Fischer, H., and Chan, W. C. (2006). Design and
characterization of biocompatible quantum dots containing lysine-crosslinked
mercaptoacids. Chemistry of Materials, 18 (4), 872-878.

269 Nash, M. A., Waitumbi, J. N., Hoffman, A. S., & Yager, P. (2007). New
developments in the formation of imine bonds for the covalent immobilization of proteins
on solid supports. Analytical Chemistry, 79(12), 4540-4545.

270 Medintz, I.L., Uyeda, H.T., Goldman, E.R., & Mattoussi, H. (2005). Quantum dot
bioconjugates for imaging, labeling and sensing. Nature materials, 4 (6), 435-446.

271 Al-Obaidi, Z. M. J., Al Ani, A. A. E., Al-Juhaishi, A. M. R., & Hussein, A. N. (2019).
A comparative study for the quantification of paracetamol in multicomponent oral
solution employing standard addition method utilized in UV-Visible spectroscopy and
RP-HPLC. Journal of Pharmaceutical Sciences and Research, 11(2), 339-342.

272 Ngo, C. Y., Yoon, S. F., Fan, W. J., & Chua, S. J. (2006). Effects of size and shape
on electronic states of quantum dots. Physical Review B—Condensed Matter and
Materials Physics, 74(24), 245331.

273 Kaniyankandy, S., Rawalekar, S., Verma, S., Palit, D. K., & Ghosh, H. N. (2010).
Charge carrier dynamics in thiol capped CdTe quantum dots. Physical Chemistry
Chemical Physics, 12(16), 4210-4216.

274 Zhang, J., Wang, Y., Jin, J., Zhang, J., Lin, Z., Huang, F., & Yu, J. (2013). Efficient
visible-light photocatalytic hydrogen evolution and enhanced photostability of core/shell
CdS/g-C3N4 nanowires. ACS applied materials & interfaces, 5(20), 10317-10324.

275 Bawendi, M. G.; Steigerwald, M. L.; Brus, L. E. (1990). The quantum mechanics of
larger semiconductor clusters (“quantum dots™). Annu. Rev. Phys. Chem, 41(1), 477-496.
276 Yu, W. W.; Qu, L.; Guo, W.; Peng, X. (2003). Experimental determination of the
extinction coefficient of CdTe, CdSe, and CdS nanocrystals. Chemistry of
Materials, 15(14), 2854-2860.

277 Santos, C. 1. D. L., Carvalho, M. S., Raphael, E., Dantas, C., Ferrari, J. L., &

Schiavon, M. A. (2016). Synthesis, optical characterization, and size distribuiigg



determination by curve resolution methods of water-soluble CdSe quantum
dots. Materials Research, 19(6), 1407-1416.

278 Hines, M. A., & Guyot-Sionnest, P. (1996). Synthesis and characterization of
strongly luminescing ZnS-capped CdSe nanocrystals. The Journal of Physical
Chemistry, 100(2), 468-471.

279 Aldeek, F., Balan, L., Lambert, J., & Schneider, R. (2008). The influence of capping
thioalkyl acid on the growth and photoluminescence efficiency ofCdTe and CdSe
quantum dots. Nanotechnology, 19(47), 475401.

280 Brus, L. E. (1984). Electron—electron and electron-hole interactions in small
semiconductor crystallites: The size dependence of the lowest excited electronic state.
The Journal of chemical physics, 80(9), 4403-4409.

281 Jeong, D. W., Park, T. H., Lee, J. H., & Jang, D. J. (2021). Efficient addition of
desired carboxylate ligands to CdSe quantum dots passivated with phosphonic acids. The
Journal of Physical Chemistry C, 125(41), 22929-22936.

282 Rogach, A. L., Franzl, T., Klar, T. A., Feldmann, J., Gaponik, N., Lesnyak, V., &
Donegan, J. F. (2007). Aqueous synthesis of thiol-capped CdTe nanocrystals: state-of-
the-art. The Journal of Physical Chemistry C, 111(40), 14628-14637.

283 Schops, O., Le Thomas, N., Woggon, U., & Artemyev, M. V. (2006). Recombination
dynamics of CdTe/CdS core— shell nanocrystals. The Journal of Physical Chemistry
B, 110(5), 2074-2079.

284 Li, L., Chen, Y., Lu, Q., Ji, J.,, Shen, Y., Xu, M., & Zhu, J. J. (2013).
Electrochemiluminescence energy transfer-promoted ultrasensitive immunoassay using
near-infrared-emitting CdSeTe/CdS/ZnS quantum dots and gold nanorods. Scientific
reports, 3(1), 1529.

285 Verma, S., Kaniyankandy, S., & Ghosh, H. N. (2013). Charge separation by indirect
bandgap transitions in CdS/ZnSe type-1I core/shell quantum dots. The Journal of Physical
Chemistry C, 117(21), 10901-10908.

286 Singh, A., Yumnam, S., Kunwar, A., Tripathi, V. S., Neogy, S., & Rath, M. C. (2020).
One-Pot, Rapid and Facile Synthesis of Thioglycolic Acid capped CdSe quantum dots:
Tuning of Properties, Mechanistic Investigations by Cyclic Voltammetry and
Cytotoxicity Studies. ChemistrySelect, 5(26), 7743-7752.

287 Shishlov, N. M., & Khursan, S. L. (2016). Effect of ion interactions on the IR
spectrum of benzenesulfonate ion. Restoration of sulfonate ion symmetry in sodium

benzenesulfonate dimer. Journal of Molecular Structure, 1123, 360-366.

269



288 J.P. Misiewicz, K.B. Moore, P.R. Franke, W.J. Morgan, J.M. Turney, G.E. Douberly,
H.F. Schaefer, Sulfurous and sulfonic acids: predicting the infrared spectrum and setting
the surface straight, J. Chem. Phys. 152 (2020) 024302.

289 Bard, A. J., Ding, Z., & Myung, N. (2005). Electrochemistry and electrogenerated
chemiluminescence of semiconductor nanocrystals in solutions and in
films. Semiconductor Nanocrystals and Silicate Nanoparticles, 1-57.

290 Amelia, M., Lincheneau, C., Silvi, S., & Credi, A. (2012). Electrochemical properties
of CdSe and CdTe quantum dots. Chemical Society Reviews, 41(17), 5728-5743.

291 Bao, L., Sun, L., Zhang, Z. L., Jiang, P., Wise, F. W., Abrufa, H. D., & Pang, D. W.
(2011). Energy-level-related response of cathodic electrogenerated-chemiluminescence
of self-assembled CdSe/ZnS quantum dot films. The Journal of Physical Chemistry
C, 115(38), 18822-18828.

292 Amelia, M., Lincheneau, C., Silvi, S., & Credi, A. (2012). Electrochemical properties
of CdSe and CdTe quantum dots. Chemical Society Reviews, 41(17), 5728-5743.

293 Myung, N.; Ding, Z.; Bard, A. J. (2002). Electrogenerated chemiluminescence of
CdSe nanocrystals. Nano Letters, 2(11), 1315-1319.

294 Arroyo-Manzanares, N., Huertas-Pérez, J. F., Garcia-Campafia, A. M., & Géamiz-
Gracia, L. (2017). Review of Sample Treatments and the State-of-the-art of Analytical
Techniques for Mycotoxins in Food. Analysis of Food Toxins and Toxicants, 51-102.
295 Sharma, A., Varshney, M., Chae, K., & Won, S. (2018). Mechanistic investigations
on the emission characteristics of g-C3N4, g-C3N4(@ Pt and g-C3N4(@Ag nanostructures
using X-ray absorption spectroscopy. Current Applied Physics, 18(11), 1458-1464.

296 Sharma, A., Varshney, M., Chae, K., & Won, S. (2018). Mechanistic investigations
on the emission characteristics of g-C3N4, g-C3N4@ Pt and g-
C3N4@Agnanoestructures using X-ray absorption spectroscopy. Current Applied
Physics, 18(11), 1458-1464.

297 Kang, Y., Yang, Y., Yin, L. C., Kang, X., Wang, L., Liu, G., & Cheng, H. M. (2016).
Selective Breaking of Hydrogen Bonds of Layered Carbon Nitride for Visible Light
Photocatalysis. Advanced Materials (Deerfield Beach, Fla.), 28(30), 6471-6477.

298 Jones, G. A., & Bradshaw, D. S. (2019). Resonance energy transfer: from
fundamental theory to recent applications. Frontiers in Physics, 7, 100.

299 Zhang, P., Zhang, S., Wan, D., Zhang, P., Zhang, Z., & Shao, G. (2020). Multilevel

polarization-fields enhanced capture and photocatalytic conversion of particulate matter

270



over flexible schottky-junction nanofiber membranes. Journal of hazardous
materials, 395, 122639.

300 Ran, J., Ma, T. Y., Gao, G., Du, X. W., & Qiao, S. Z. (2015). Porous P-doped
graphitic carbon nitride nanosheets for synergistically enhanced visible-light
photocatalytic H 2 production. Energy & Environmental Science, 8(12), 3708-3717.

301 She, X., Xu, H., Xu, Y., Yan, J., Xia, J., Xu, L., & Li, H. (2014). Exfoliated graphene-
like carbon nitride in organic solvents: enhanced photocatalytic activity and highly
selective and sensitive sensor for the detection of trace amounts of Cu 2+. Journal of
Materials Chemistry A, 2(8), 2563-2570.

302 Abuelela, A. M., Mohamed, T. A., & Prezhdo, O. V. (2012). DFT simulation and
vibrational analysis of the IR and Raman spectra of a CdSe quantum dot capped by
methylamine and trimethylphosphine oxide ligands. The Journal of Physical Chemistry
C, 116(27), 14674-14681.

303 Huo, Y., Zhang, J., Dai, K., & Liang, C. (2021). Amine-modified S-scheme porous
g-C3N4/CdSe—diethylenetriamine composite with enhanced photocatalytic CO2
reduction activity. ACS Applied Energy Materials, 4(1), 956-968.

304 Zhang, J., Chen, X., Takanabe, K., Maeda, K., Domen, K., Epping, J. D., & Wang,
X. (2009). Synthesis of a carbon nitride structure for visible-light catalysis by
copolymerization. Angewandte Chemie, 2(122), 451-454.

305 Gong, Y., Zhao, X., Zhang, H., Yang, B., Xiao, K., Guo, T., and Yu, G. (2018). MOF-
derived nitrogen-doped carbon-modified g-C3N4 heterostructural composite with
enhanced photocatalytic activity for the degradation of bisphenol A with
peroxymonosulfate under visible light irradiation. Applied Catalysis B: Environmental,
233, 35-45.

306 Admassie, S., Ingands, O., Mammo, W., Perzon, E., & Andersson, M. R. (2006).
Electrochemical and optical studies of the band gaps of alternating polyfluorene
copolymers. Synthetic metals, 156(7-8), 614-623.

307 Gupta, N., Todi, K., Narayan, T., & Malhotra, B.D. (2022). Graphitic carbon nitride-
based nanoplatforms for biosensors: Design strategies and applications. Materials Today
Chemistry, 24, 100770.

308 Richter, M. M. (2004). Electrochemiluminescence (ecl). Chemical Reviews, 104(6),
3003-3036.

309 Chuanshuai Li, Xianshao Zou, Weihua Lin, Hassan Mourad, Jie Meng, Yang Liu,
Mohamed Abdellah, Meiyuan Guo, Kaibo Zheng, & Ebbe Nordlander (2021). Grap}ii";ii



Carbon Nitride/CdSe Quantum Dot/Iron Carbonyl Cluster Composite for Enhanced
Photocatalytic Hydrogen Evolution ACS Appl. Nano Mater., 4, 6280—6289.

310 Yong Liu, Kai Yan, and Jingdong Zhang (2016). Graphitic Carbon Nitride Sensitized
with CdS Quantum Dots for Visible-Light-Driven Photoelectrochemical Aptasensing of
Tetracycline, ACS Appl. Mater. Interfaces, 8, 42, 28255-28264.

311 Li, Y., Zhou, M., Cheng, B., & Shao, Y. (2020). Recent advances in g-C3N4-based
heterojunction photocatalysts. Journal of Materials Science & Technology, 56, 1-17.
312 Cao, S. W., Yuan, Y. P., Fang, J., Shahjamali, M. M., Boey, F. Y., Barber, J., & Xue,
C. (2013). In-situ growth of CdS quantum dots on g-C3N4 nanosheets for highly efficient
photocatalytic hydrogen generation under visible light irradiation. International Journal
of Hydrogen Energy, 38(3), 1258-1266.

313 Vuong, H. T., Nguyen, D. V., Ly, P. P., Phan, P. D. M., Nguyen, T. D., Tran, D. D.,
& Hieu, N. H. (2022). Defect engineering of porous g-C3N4 to add multifunctional
groups for enhanced production of H202 via piezo-photocatalysis. ACS Applied Nano
Materials, 6(1), 664-676.

314 Kanoufi, F., Zu, Y., & Bard, A. J. (2001). Homogeneous oxidation of trialkylamines
by metal complexes and its impact on the electrogenerated chemiluminescence in the
trialkylamine/Ru (bpy) 32+ system. The Journal of Physical Chemistry B, 105 (1), 210-
216.

315 Cao, Z., Li, C., Shu, Y., Zhu, M., Su, B., Qin, H., & Peng, X. (2023). Uncovering
mechanisms of highly efficient but stable electrochemiluminescence from quantum dots.
Journal of the American Chemical Society, 145 (48), 26425-26434.

316 Daviddi, E., Oleinick, A., Svir, 1., Valenti, G., Paolucci, F., & Amatore, C. (2017).
Theory and Simulation for Optimizing Electrogenerated Chemiluminescence from Tris
(2, 2'-bipyridine) -ruthenium (II)-Doped Silica Nanoparticles and Tripropylamine.
ChemElectroChem, 4 (7), 1719-1730.

317 Miao, W., Choi, J. P., & Bard, A. J. (2002). Electrogenerated Chemiluminescence:
The Tris(2,2'-bipyridine) ruthenium(II), (Ru(bpy)32+)/Tri-n-propylamine (TPrA) system
revisited A new pathway involving TPrAe+ cationic radicals. Journal of the American
Chemical Society, 124 (48), 14478-14485.

318 Liu, Y., Wang, Q., Lei, J.,, Hao, Q., Wang, W., & Ju, H. (2014). Anodic
electrochemiluminescence of graphitic-phase C3N4 nanosheets for sensitive biosensing.

Talanta, 122, 130-134.

272



319 Dai, C., Gan, Y., Qin, J., Ma, L., Liu, Q., Huang, L., & Zhu, S. (2023). An
ultrasensitive solid-state ECL biosensor based on synergistic effect between Zn-NGQDs
and porphyrin-based MOF as “on-off-on” platform. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 226, 113322.

320 Takahashi, F., & Jin, J. (2009). Rapid determination of ascorbic acid,
dehydroascorbic acid, and total vitamin C by electrochemiluminescence with a thin-layer
electrochemical cell. Analytical and bioanalytical chemistry, 393, 1669-1675.

321 Kwon, H. J., Rivera, E. C., Neto, M. R., Marsh, D., Swerdlow, J. J., Summerscales,
R. L., & Uppala, P. P. T. (2020). Development of smartphone-based ECL sensor for
dopamine detection: Practical approaches. Results in Chemistry, 2, 100029.

322 Liu, Y., Sun, G., Jiang, C., Zheng, X. T., Zheng, L., & Li, C. M. (2014). Highly
sensitive detection of hydrogen peroxide at a carbon nanotube fiber microelectrode coated
with palladium nanoparticles. Microchimica Acta, 181, 63-70.

323 Wang, J., Sun, H. B., Pan, H. Y., Ding, Y. Y., Wan, J. G., Wang, G. H., & Han, M.
(2016). Detection of hydrogen peroxide at a palladium nanoparticle-bilayer graphene
hybrid-modified electrode. Sensors and Actuators B: Chemical, 230, 690-696.

324 Zhou, T., Yao, Q., Zhao, T., & Chen, X. (2015). One-pot synthesis of fluorescent
DHIL A-stabilized Cu nanoclusters for the determination of H202. Talanta, 141, 80-85.
325 H.-C. Chang, J.-a.A. Ho, Gold Nanocluster-Assisted Fluorescent Detection for
Hydrogen Peroxide and Cholesterol Based on the Inner Filter Effect of Gold
Nanoparticles, Analytical chemistry, 87(2015) 10362-7.

326 X. Hu, X. Liu, X. Zhang, H. Chai, Y. Huang, One-pot synthesis of the CuNCs/ZIF-
8 nanocomposites for sensitively detecting H202 and screening of oxidase activity,
Biosensors and Bioelectronics, 105(2018) 65-70.

327 H. Chen, A. Fang, L. He, Y. Zhang, S. Yao, Sensitive fluorescent detection of H202
and glucose in human serum based on inner filter effect of squaric acid-iron (III) on the
fluorescence of upconversion nanoparticle, Talanta, 164(2017) 580-7.

328 Y. Wang, M. Yang, Y. Ren, J. Fan, Ratiometric determination of hydrogen peroxide
based on the size-dependent green and red fluorescence of CdTe quantum dots capped
with 3-mercaptopropionic acid, Microchimica Acta, 186(2019) 277.

329 Z. Zhou, L. Yang, L. Huang, Y. Liao, Y. Liu, Q. Xiao, A novel fluorescent probe for
H202 detection based on CdSe@ZnS quantum dots/Ag nanocluster hybrid, Analytica
Chimica Acta, 1106(2020) 176-82.

273



330 K. Atacan, M. Ozacar, Construction of a non-enzymatic electrochemical sensor based
on CuO/g-C3N4 composite for selective detection of hydrogen peroxide, Materials
Chemistry and Physics, 266(2021) 124527.

331 D. Zhang, H. Zhao, Z. Fan, M. Li, P. Du, C. Liu, et al., A Highly Sensitive and
Selective Hydrogen Peroxide Biosensor Based on Gold Nanoparticles and Three-
Dimensional Porous Carbonized Chicken Eggshell Membrane, PLOS ONE, 10(2015)
e0130156.

332 Nieto, C. H. D., Granero, A. M., Zon, M. A., & Fernandez, H. (2018).
Sterigmatocystin: A mycotoxin to be seriously considered. Food and Chemical
Toxicology, 118, 460-470.

333 Steyn, PS, Thiel, PG, & Trinder, DW (1991). Detection and quantification of
mycotoxins by chemical analysis. Mycotoxins and foods of animal origin. Smith JE &
Henderson RS, (Eds.) CRC Press, Inc., Boca Raton, FL, 165-221.

334 Maness, D.D., Schneider, L.W., Sullivan, G., Yakatan, G.J., & Scholler, J. (1976).
Fluorescence behavior of sterigmatocystin. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
24 (5), 961-963.

335 Hruska, Z., Yao, H., Kincaid, R., Brown, R., Cleveland, T., & Bhatnagar, D. (2014).
Fluorescence excitation-emission characteristics of aflatoxin and related secondary
metabolites and their application for rapid detection of mycotoxins. Food and Bioprocess
Technology, 7, 1195-1201.

336 Maness, D. D., Schneider, L. W., Sullivan, G., Yakatan, G. J., & Scholler, J. (1976).
Fluorescence behavior of sterigmatocystin. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 24(5), 961-963.

337 R.M. Silverstein, G.C. Bassler, Spectrometric identification of organic compounds,
Journal of Chemical Education, 39(1962) 546.

338 Sanchez, C., Enriquez, R., Lopez, H., & Velazquez, M. (2018). Chronoamperometric
study of the transfer of triazines through the interface of two immiscible electrolyte
solutions. I will engineer. Chilean Engineering Magazine, 26(4), 585-592.

339 Chen, Y. A., Shie, M. Y., Ho, C. C,, Ye, S. W., Chen, I. W. P, Shih, Y. Y., & Chen,
Y. W. (2023). A novel label-free electrochemical immunosensor for the detection of heat
shock protein 70 of lung adenocarcinoma cell line following paclitaxel treatment using 1-
cysteine-functionalized Au@ MnO 2/MoO 3 nanocomposites. RSC advances, 13(43),
29847-29861.

274



340 Bhardwaj, H., Hashmi, Z., Singh, A. K., Kumar, G., Lakshmi, G. B. V. S., & Solanki,
P. R. (2025). An electrochemical immunosensor based on a nano-ceria integrated
microfluidic chip for interleukin-8 biomarker detection. Nanoscale Advances, 7(1), 196-
208.

341 Hock, B. (1997). Antibodies for immunosensors a review. Analytica Chimica
Acta, 347(1-2), 177-186.

342 Pasinszki, T., Krebsz, M., Tung, T. T., & Losic, D. (2017). Carbon nanomaterial-
based biosensors for non-invasive detection of cancer and disease biomarkers for clinical
diagnosis. Sensors, 17(8), 1919.

343 Balcer, H. 1., Spiker, J. O., & Kang, K. A. (2003). Effects of blocking buffers and
plasma proteins on the protein C biosensor performance. Oxygen Transport to Tissue
XXI1V, 133-141.

344 Liu, J., Chen, M., Zhang, Z. L., Hong, X., Yu, Z. L., & Tian, Z. Q. (2023). NIR
quantum dot construction of a fluorescence anisotropy signal amplification biosensor for
sensitive, rapid and separation-free detection of dopamine in serum. Analyst, 148(15),
3543-3550.

345 Etgar, L. (2013). Semiconductor nanocrystals as light harvesters in solar
cells. Materials, 6(2), 445-459.

346 Kamat, P. V. (2008). Quantum dot solar cells. Semiconductor nanocrystals as light
harvesters. The Journal of Physical Chemistry C, 112(48), 18737-18753.

347 Daniel, W. W., & Cross, C. L. (2018). Biostatistics: a foundation for analysis in the
health sciences. John Wiley & Sons.

348 Sun, C., Liao, X., Huang, P., Shan, G., Ma, X., Fu, L., & Kong, W. (2020). A self-
assembled electrochemical immunosensor for ultra-sensitive detection of ochratoxin A in
medicinal and edible malt. Food Chemistry, 315, 126289.

349 Nieto, C. D., Granero, A. M., Garcia, D., Nesci, A., Barros, G., Zon, M. A., &
Fernandez, H. (2019). Development of a third-generation biosensor to determine
sterigmatocystin mycotoxin: An early warning system to detect aflatoxin
B1. Talanta, 194, 253-258.

350 Matabaro, E., Ishimwe, N., Uwimbabazi, E., & Lee, B. H. (2017). Current
immunoassay methods for the rapid detection of aflatoxin in milk and dairy

products. Comprehensive reviews in food science and food safety, 16(5), 808-820.

275



351 Zhao, Y., Huang, J.,, Ma, L., Liu, S., & Wang, F. (2017). Aflatoxin B1 and
sterigmatocystin survey in beer sold in China. Food Additives & Contaminants: Part
B, 10(1), 64-68.

352 Singh, G., Velasquez, L., Huet, A. C., Delahaut, P., Gillard, N., & Koerner, T. (2019).
Development of a polyclonal antibody-based indirect competitive ELISA for
determination of sterigmatocystin in wheat and corn flours. Food Additives &
Contaminants: Part A, 36(2), 327-335.

353 Versilovskis, A., Bartkevics, V., & Mikelsone, V. (2007). Analytical method for the
determination of sterigmatocystin in grains using high-performance liquid
chromatography—tandem  mass  spectrometry  with  electrospray  positive
ionization. Journal of chromatography A, 1157(1-2), 467-471.

354 Xu, L., Fang, G., Pan, M., Wang, X., & Wang, S. (2016). One-pot synthesis of carbon
dots-embedded molecularly imprinted polymer for specific recognition of
sterigmatocystin in grains. Biosensors and Bioelectronics, 77, 950-956.

355 World Health Organization. (1993). Sampling plans for afltoxin analysis in peanuts
and corn. FAO. Food and Nutrition Paper, (55).

356 MILK, M. D. A. A. E., & CORN, M. Y. Decree No. 155/006-MERCOSUR.
Technical Regulation on maximum admissible aflatoxin limits in milk, peanuts, and corn.
This regulation is hereby declared applicable to domestic law.

357 THE SECRETARY, D. P., & SANITARIAS, R. Y. R. Argentina, Plant and Animal
Health, Phytosanitary Products.

358 Marleny Coromoto, C., Mazzani Cardinalis, C. B., Luzén, O., & Garrido, M. J.
(2012). Detection of toxigenic fungi in precooked corn flours distributed in Aragua state,
Venezuela. Journal of the Venezuelan Society of Microbiology, 32(2), 126-130.

359 Schuller, P. L., Horwitz, W., & Stoloff, L. (1976). A review of sampling plans and
collaboratively studied methods of analysis for aflatoxins. Journal of the Association of
Official Analytical Chemists, 59(6), 1315-1343.

360 Zenkevich, I. G., Kochetova, M. V., Larionov, O. G., Revina, A. A., & Kosman, V.
M. (2005). Retention Indices as the Most Reproducible Retention Parameters in Reversed
Phase HPLC. Calculation for Hydrophilic Phenolic Compounds Using Reference n-Alkyl
Phenyl Ketones. Journal of liquid chromatography & related technologies, 28(14), 2141-
2162.

276



361 Versilovskis, A., De Saeger, S., & Mikelsone, V. (2008). Determination of
sterigmatocystin in beer by high performance liquid chromatography with ultraviolet

detection. World mycotoxin journal, 1(2), 161-166.

277



278



