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2.1. Introduccion

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario asociado al estudio y desarrollo de
sistemas en escala nanométrica, entre 1 y 100 nm. En esta escala, se observan propiedades y
fendmenos totalmente nuevos que se rigen bajo las leyes de la mecanica cuéntica; y son las
que se aprovechan para crear nuevos materiales (nanomateriales, NMs) y dispositivos nano-
tecnologicos. La ciencia analitica esta fuertemente implicada en el desarrollo y aplicacion de
los NMs, convirtiéndose en una de las areas de investigacidn mas importantes e innovadoras
dentro de este ambito. Nanotecnologia analitica, nanoanalisis y nanoanalitica son términos
que suelen ser utilizados en la literatura para referirse al desarrollo y uso de NMs en relacion
con la ciencia analitica. El nanoandlisis tiene dos principales direcciones o campos de
accion.

El primero es el que se refiere a los métodos, procedimientos y/o técnicas utilizados para el
analisis y estudio propiamente dicho de los MNs. Entre estos se destacan la microscopia de
sonda de barrido (llamada SPM por las siglas en inglés para Scanning Probe Microscopy)
que incluye la microcopia de fuerza atomica y la microscopia de efecto tinel. No menos
importantes son las microscopias electronicas de barrido y de transmision, aunque las
mismas ofrecen menor resolucion que la SPM. Otras técnicas analiticas usadas en la ciencia
de superficies y en la ciencia de materiales como son la espectroscopia electronica Auger, la
espectroscopia foto-electronica de rayos-X, la espectroscopia optica en las regiones ultra-
violeta y visible, la difraccion de electrones de baja energia (LEED, de las siglas en inglés
para Low Energy Electron Diffraction), la difraccion de electrones reflejados de alta
energia (RHEED, por las siglas en inglés para Reflection High-Energy Electron Diffrac-
tion), la espectrometria de rayos-X y la difraccion de rayos-X, se utilizan ampliamente en el
andlisis de NMs.

Es comun escuchar que la evolucioén de la nanociencia y la nanotecnologia fueron de la
mano del desarrollo de la respectiva técnica de andlisis. Sin embargo, los quimicos analiticos
raramente se involucran en este primer campo de accion del nanoandlisis. EI mismo esta
reservado fundamentalmente para los investigadores en las ciencias de los materiales,
quimicos inorgéanicos, nano-biotecndlogos y los fisicos. La tendencia inicial en este campo
es utilizar alguna de las técnicas analiticas anteriormente mencionadas para el analisis
cuantitativo de los NMs y el reconocimiento de atomos individuales sobre la superficie de
los mismos, lo cual es posible gracias a la alta resolucion de algunos de estos métodos. Por
otro lado, existe la tendencia a combinar varias funciones en un mismo instrumento, lo cual
no solo permite determinar la composicion quimica de los NMs, sino su morfologia. Por
ejemplo, la identificacion quimica a escala nanométrica y el mapeado de materiales ahora es
posible con nano FTIR, una técnica que combina la microscopia optica de barrido de campo
cercano con la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. [luminando la punta
metalizada de un microscopio de fuerza atdmica con un laser infrarrojo y analizando la luz
de retorno con un espectrometro de transformada de Fourier especialmente disefiado, los
investigadores pueden mostrar una espectroscopia local infrarroja con una resolucion
espacial inferior a 20 nm.

El segundo campo de accion del nanoandlisis estd mucho mas relacionado con la quimica
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analitica que con otras areas del conocimiento. El mismo se refiere a la incorporacion de los
NMs o nanoestructuras en los procesos analiticos propiamente dichos, para el desarrollo de
nuevos métodos analiticos, asi como para mejorar otros ya existentes, logrando aplicaciones
sorprendentemente sensibles y selectivas. Un gran niimero de trabajos han sido llevados a
cabo en esta direccion utilizando diferentes técnicas analiticas, mayoritariamente
espectroscopicas y electroquimicas, incorporando para ello diversos tipos de NMs. Existen
varios criterios para clasificar sistematicamente los NMs utilizados en el desarrollo de
métodos analiticos: dimensionales, naturaleza quimica, homogeneidad y o rigen. Sin
embargo, podemos agruparlos de acuerdo a la similitud de su naturaleza quimica de la
siguiente manera: a) NMs a base de carbono: fullerenos, grafeno, nanotubos y los nano-
puntos de carbono; b) NMs basados en metales, dentro de los que se incluyen las
nanoparticulas (NPs) metalicas (oro, plata, etc.), de 6xidos metalicos y los puntos cudnticos;
¢) nanopolimeros: los dendrimeros y los polimeros de impresion molecular (MIPs, siglas en
inglés para Molecular Imprinted Polymers); d) NPs basadas en silicio; y ¢) las nanomicelas
y nanovesiculas.

Tan diversas como los NMs senalados anteriormente, son las lineas de investigacion que en
el area de la nanoanalitica podemos encontrar. Encabezan en la literatura los trabajos
relacionados con el uso de NPs (por ejemplo, nanotubos, NPs metalicas y puntos cuanticos).
Las NPs de oro y plata son usadas en espectroscopia Optica (absorcion, fluorescencia y
dispersion) y en la deteccion electroquimica de biomoléculas, incluyendo el ADN. Los
nanotubos de carbono (CNTs, siglas en inglés para Carbon NanoTubes) se emplean amplia-
mente como materiales adsorbentes y en la construccion de electrodos nanoestructurados en
métodos electroquimicos de andlisis. Los puntos cuanticos (CdS, CdSe, CdTe, ZnSe, etc.)
forman sistemas conjugados con los bioanalitos, por medio de los cuales los bioanalitos
pueden ser detectados y determinados, especialmente utilizando la espectrometria de lumi-
niscencia. Este método se caracteriza por un rendimiento cuantico muy alto de la luminis-
cencia y bandas espectrales relativamente estrechas. Los MIPs y las NPs de silice se utilizan
como adsorbentes selectivos, membranas y como elementos de deteccion. La cromatografia
electrocinética micelar y la extraccion micelar sin solventes organicos también son métodos
bien desarrollados. Las nanomicelas y otros materiales similares también han sido utiliza-
dos como reactores quimicos en aplicaciones fotométricas y luminiscentes.

En el presente capitulo se aborda fundamentalmente la clasificacion y descripcion de los
sistemas nanoanaliticos, asi como el papel que desempefian los NMs en cada una de las
etapas del proceso analitico (principalmente en las etapas de preparacion de muestras,
separacion y deteccion de analitos). En cada caso se incluye una breve descripcion de los
NMs utilizados y ejemplos particulares de la aplicacion de los mismos para el desarrollo de
metodologias de analisis novedosas, altamente sensibles y selectivas.

2.2. Limites y campo de accion de la nanotecnologia analitica

El prefijo “nano” ha sido utilizado ampliamente en la literatura y en muchos casos ha sido
utilizado de manera exagerada, lo cual pudiera deberse al gran impacto que tiene en nuestros
dias la nanotecnologia. Para el mes de mayo del afio 2015, de acuerdo con el motor de
busqueda cientifico “Scopus” se habian publicado alrededor de 1.112.000 trabajos con el
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prefijo “nano” asociado al titulo, resumen o palabras claves de los mismos. De igual manera
se habian publicado 104.278 trabajos asociados con el término nanotecnologia, 3.866
trabajos asociados con el término nanoanalisis (del inglés, nano-analysis) y 51 trabajos
asociados con el término nanoanalitica (del inglés, nano-analytical). De acuerdo con el
profesor Miguel Valcarcel', de la Universidad de Cordoba, Espaiia, el prefijo “nano” en
relacion con la nanotecnologia solo debe utilizarse en conexién con aquellos NMs,
nanoestructuras y nanodispositivos que explotan no sélo sus dimensiones nanométricas, sino
también las excepcionales propiedades Opticas, eléctricas, térmicas y magnéticas del
nanomundo, que constituyen la base real para la presente revolucion tecnologica. En este
orden de ideas no se puede cubrir bajo la sombrilla de la nanotecnologia la electroforesis
capilar (EC) por el solo hecho de manejar volimenes de muestra en el orden de los
nanolitros.

2.3. Nanosistemas analiticos

Una definicion netamente ideal de nanosistema analitico es aquella que lo delimita como un
instrumento y/o dispositivo que posee dimensiones nanométricas y que interactiia
fundamentalmente con base en las propiedades fisicoquimicas de la nanociencia'. Se
considera esta definicion como ideal, ya que es necesario contar ademas con micro y macro
componentes que conecten el nanomundo con el macro-mundo para hacer viable la
construccion y utilizacion de los nanosistemas. Por lo tanto, los nanosistemas analiticos
pueden ser definidos de una manera mas realista como instrumentos y/o dispositivos que
tienen propiedades fisicoquimicas a nanoescala (sistemas analiticos nanométricos)'* o
instrumentos y/o dispositivos que incorporan componentes con dimensiones nanométricas
(sistemas analiticos nanotecnoldgicos)'. Se pueden disefiar y construir dispositivos llama-
dos apropiadamente nanosistemas analiticos que integran con éxito los dos tipos de sistemas
anteriormente sefialados, es decir, incorporando NMs y explotando las propiedades del
tamafio nanométrico (por ejemplo CNTs individuales para uso como electrodos y sistemas
supramoleculares que reconocen selectivamente un analito)”. Los escenarios anteriormente
expuestos se pueden esquematizar tal y como se muestra en la figura 2.1.
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Fig. 2.1: Los tres diferentes escenarios para los nanosistemas analiticos: (1) escenario ideal, (2) sistemas
analiticos con dimensiones nanométricas, (3) sistemas analiticos nanotecnologicos.
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2.3.1. Sistemas analiticos nanométricos

Los sistemas analiticos nanométricos (figura 2.1, cuadro de texto 2) estdn fundamentalmente
basados en el tamafio de la muestra a analizar o en el flujo de los fluidos involucrados en el
andlisis, los cuales se ajustan al rango de nandmetros y nanolitros por minuto (nL/min),
respectivamente. Un buen ejemplo de un dispositivo nanométrico lo constituye un sistema
de nanocromatografia liquida acoplada aes pectrometria de masas (nano-LC/MSY’,
desarrollado en los laboratorios Agilent, en el que la velocidad de flujo es de unos cientos
nL/min. Usualmente, los sistemas de nano-LC/MS requieren de una columna de preconcen-
tracion, una columna de separacién, una punta de nanopulverizacion y los accesorios
necesarios para conectar estas partes entre si. El microdispositivo fabricado por Agilent®
integra estos componentes en un solo chip, eliminando la necesidad de conexiones conven-
cionales utilizadas en LC. El chip fue fabricado mediante laminacién de peliculas de
poliimida con canales hechos mediante ablacion laser. Las columnas de preconcentracion y
de separacion fueron empacadas utilizando particulas de cromatografia de fase inversa
convencionales. Una valvula rotativa sellada permite conmutar entre las configuraciones de
carga y de separacion, con volumenes muertos y tiempos de retardo minimos, admitiendo la
operacion a alta presion. El conjunto del chip para LC y la valvula se monta dentro de la
camara de ionizacion por electro-pulverizacion (ESI, del inglés Electro-Spray lonization) de
un espectrometro de masas de trampa de iones. La eficiencia global del sistema se demostro
a través de la separacion en fase inversa de un digerido de proteinas a velocidades de flujo
entre 100 y 400 nL/min.

Un segundo ejemplo de un sistema nanométrico, lo constituye una estrategia desarrollada
para el monitoreo en linea mediante espectroscopia Raman de reacciones quimicas en
nanogotas levitadas mediante ultrasonido®. Para esto se utiliza un microdispensador de flujo
conectado a un sistema de inyeccion de flujo automatico, a través del cual se dosifican
gotitas con volumen en el orden de los picolitros (pL) hacia el nodo de una trampa
ultrasénica. El microdispensador permite que una secuencia bien definida de reactivos sea
inyectada dentro de la nanogota que levita colocada en el foco de recoleccion dptica de un
espectrometro Raman de transformada de Fourier. De esta manera, las reacciones quimicas
pueden llevarse a cabo y supervisarse en linea.

Aunque los sistemas nanométricos proporcionan, sin duda, ventajas (por ejemplo, en el
andlisis de nuevas matrices en las que la cantidad de muestra es critica), los mismos no
pueden ser identificados con la verdadera nanotecnologia porque en estos no hay un control
propiamente dicho sobre las interacciones moleculares o atdmicas.

2.3.2. Sistemas analiticos nanotecnologicos

Los sistemas analiticos nanotecnologicos son instrumentos y/o dispositivos que incorporan
componentes de tamafio nanométrico los cuales basan su funcionamiento en los principios
de la nanociencia, pero que usualmente poseen dimensiones micrométricas y por lo tanto
suelen ser adicionalmente denominados como microsistemas que integran nanotecnologia
(figura 2.1, cuadro de texto 3). A menudo es dificil distinguir con precision entre micro-
sistemas y nanosistemas por el hecho de que un gran numero de microsistemas integran
nanotecnologia de alguna manera. Muy a menudo el microcomponente actia como un
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puente entre el mundo macro (que se desea estudiar) y el mundo nano (el dominio real de la
nanotecnologia). Los sistemas nanotecnologicos representan una buena parte de las
aplicaciones de la nanotecnologia en la quimica analitica y estan disponibles en una gran
variedad de disefios y aplicaciones. Se destacan dentro de este grupo los nanosensores™°,

17,1 1
nanoelectrodos'”"® y las nanosondas’.

Para referirnos brevemente a los tipos de nanosensores desarrollados hasta la fecha debe-
mos sefialar que los mismos pueden ser clasificados dependiendo de la propiedad monito-
reada, aunque se prefiere sistematizar los mismos dependiendo del tipo de NMs utilizado
para su desarrollo®. Asi pues, podemos distinguir sensores basados en NPs’® y nano-
camulos® (del inglés nano-clusters), sensores basados en nanotubos™ y nanoalambres'’,
sensores de silicio poroso'?, sensores nanomecéanicos™'*, nanoarreglos de receptor-ligando™
y nanoestructuras autoensambladas'®.

Un primer ejemplo de un sensor nanotecnologico lo representa el caso de un prototipo de
biosensor dptico a nanoescala, para la realizacion de inmuno-ensayos en tiempo real®. En
este dispositivo se utiliza el corrimiento de la longitud de onda del maximo de extincion
(AMmax) del espectro de Resonancia de Plasmones Superficiales Localizados (LSPR, por las
siglas en inglés para Localized Surface Plasmon Resonance), de NPs triangulares de plata,
para demostrar la interaccion entre un antigeno (biotina) y un anticuerpo (anti-biotina). La
LSPR es responsable del color brillante mostrado por las NPs metalicas utilizadas desde
tiempos ancestrales para dar brillo a los cristales utilizados en la construccion de los vitrales
de las catedrales. El espectro LSPR depende no solo de la nanoparticula misma (es decir, su
tamafio, material y forma) sino también de las propiedades de su ambiente exterior”’. Esto
hace que las NPs de los metales nobles sean extremadamente valiosas para la construccion
de nanosensores. Los espectros LSPR son altamente sensibles a los cambios del indice de
refraccion local, el cual, en el caso de las NPs, cambia cuando existen moléculas unidas a su
superficie. Esto produce un cambio en el espectro de LSPR que puede ser utilizado para la
deteccion selectiva de moléculas unidas a las NPs de los metales nobles. La selectividad del
sensor se logra mediante la apropiada modificacion quimica de la superficie de la NP con
monocapas auto-ensambladas de una amplia variedad de elementos de reconocimiento
molecular tales como enzimas, anticuerpos 0 ADN’. En la figura 2.2 se esquematiza el
funcionamiento del biosensor desarrollado por Riboh y colaboradores®. En éste, un arreglo
paralelo de nanotriangulos de plata (de aproximadamente 100 nm de ancho en el plano y 50
nm de alto) fueron soportados sobre una base de mica. La superficie de las NPs fue
modificada quimicamente mediante la adhesion de una monocapa de moléculas de acido 11-
mercaptoundecanoico (11-MU) y 1-octanotiol (1-OT), en relacion aproximada 1:3. La
biotina fue covalentemente enlazada a los grupos carboxilo hasta obtener un recubrimiento
aproximado de 1 a 5% de la superficie, lo cual representa entre 60 y 300 moléculas de
biotina por particula. La presencia del anticuerpo (anti-biotina) fue detectada mediante el
corrimiento de 38 nm de su Ay, de extincion en el espectro LSPR, una vez enlazado, respec-
to del espectro LSPR de la superficie biotinada.

Un segundo ejemplo de detectores nanotecnoldgicos, en los cuales se logra una mejora
significativa en la capacidad de deteccion respecto de sus andlogos microtecnologicos lo
representan los sensores nanomecanicos''*. Los transductores sensibles a la masa son la
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Fig. 2.2: Diagrama esquematico de un sensor nanotecnologico desarrollado para la realizacion de inmuno-
ensayos en tiempo real: (1, azul) representa la superficie y el espectro LSPR de la NP de plata biotinada, (2,
rojo) representa la superficie y el espectro LSPR de la NP de plata una vez enlazada la anti-biotina. Figura
adaptada de Riboh et al.®.

base de los diferentes tipos de sensores mecanicos, tales como microbalanzas de cristal de
cuarzo y dispositivos de ondas acusticas de superficie’. Los “micro-cantilevers” (micro-
palancas o microvoladizos) son dispositivos que pueden transducir varios fenomenos, tales
como los cambios de masa, temperatura, calor y tension de flexiéon (modo estético), o un
cambio en la frecuencia de resonancia (modo dinamico), los cuales pueden ser facilmente
monitoreados”. Un micro-cantilever consiste en una tira de carburo de silicio, con
dimensiones que van desde decenas a cientos de um de largo, algunas decenas de pm de
ancho y cientos de nm de espesor. El hecho de que la frecuencia de resonancia del nano-
cantilever varie en proporcion a la masa de los objetos que descansan sobre si hace que éstos
puedan detectar hasta atogramos (1 ag = 1x10™* g), aunque el objetivo es detectar la masa
de las moléculas individuales. Lavrik et al." lograron construir nano-cantilevers de silicio
recubiertos de oro de 2-6 um de largo y 50 a 100 nm de espesor que tenian frecuencias de
resonancia en el rango de 1 a 6 MHz (figura 2.3).

Otro ejemplo de sistema nanotecnoldgico lo constituye el desarrollo de un nanoelectrodo
modificado con nanocompuestos (NC) de polianilina/Au, para ser utilizado como nano-
sensor de dopamina'®. La pelicula del NC de polianilina/Au se depositd en el extremo
expuesto de la punta del nanoelectrodo (figura 2.4A). Con este método modificado, los NCs
permanecen firmemente adheridos sobre la superficie del electrodo, persistiendo la punta del
mismo todavia afilada, hecho que fue comprobado mediante microscopia elec tronica de
barrido (SEM, siglas en inglés para Scanning Electron Microscopy). El nanoelectrodo
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Fig. 2.3: Micrografia de micro-cantilevers de silicio donde se pueden apreciar las dimensiones aproximadas de
los mismos, asi como la frecuencia de vibracion asociada. Figura adaptada de Lavrik y Datskos'*.

modificado exhibe una excelente actividad electro-catalitica para la oxidacién del acido
ascorbico y la dopamina en una solucion reguladora de fosfato. La separacion del potencial
de pico anodico del acido ascorbico yla dopamina llega a 250 mV (figura 2.4B). Los
voltamogramas de pulso diferencial indican que la dopamina se puede determinar selec-
tivamente en presencia de concentraciones miles de veces mas altas de acido ascorbico. Este
dispositivo proporciona un e xcelente ejemplo de la construccion de un sistema nano-
tecnoldgico, el cual pudiera ser utilizado para la deteccion in vivo de la dopamina.

Un altimo ejemplo de un sistema nanotecnoldgico lo encontramos en el caso de los CNTs
de pared multiple (MWCNTSs, del inglés Multiwalled Carbon NanoTubes), empleado para
construir la sonda de barrido de un microscopio de fuerza atomica (MFA), la cual se utilizd
para obtener mapas de altura de la superficie de micro y nanoestructuras (figura 2.5A)". Los
mapas de altura de las superficies obtenidas con la sonda de MWCNTs fueron comparadas
con los obtenidos utilizando una sonda convencional de silicio sobre las cuatro superficies
estudiadas (regla de silicio, microcanales de un polimero, nanomembrana de silicio y
particulas de NCs metalicos). Los resultados de la regla de silicio, microcanales y muestras
de membrana (figura 2.5B), revelan que los mapas de altura de las superficies obtenidos
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Fig. 2.4: (A) Micrografia SEM donde se puede apreciar la punta del nanoelectrodo modificado con un NC de
polianilina/Au; (B) Voltamogramas de pulso diferencial para la oxidacion conjunta de acido ascorbico (AA) y
dopamina (DA), realizados para concentraciones variables de DA (a — g: 0, 3, 10, 25, 50, 80, 100 y 200 uM),
manteniendo constante la concentracion de AA en 0,7 mM. Se aprecia una diferencia de 250 mV entre los
potenciales de pico de oxidacion de AA-DA. Figura adaptada de Zhang et al."®.
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con la sonda con MWCNTs tienen una mejor resolucion que los obtenidos con la punta de
silicio convencional (figura 2.5C). Resultados muy similares fueron obtenidos en el caso de
las particulas de NCs metalicos. De lo anterior se desprende que la punta mas aguda de la
sonda con MWCNTs es especialmente 1til para observar mapas de altura de superficies que
tienen una mayor irregularidad.

2.3.3. Nanosistemas analiticos

Tal y como se sefial6 anteriormente, un nanosistema analitico propiamente dicho es una
situacion netamente ideal (imposible de alcanzar en la practica); sin embargo, también
dijimos que es posible construir nanosistemas que integren con ¢€xito los dos tipos de
sistemas previamente descritos, incorporando tanto NMs como explotando las extra-
ordinarias propiedades del tamafio nanométrico. Estos dispositivos los podemos llamar
apropiadamente nanosistemas analiticos (figura 1, cuadro de texto 1). Ejemplos de tales
sistemas los encontramos en casos como los CNTs individuales utilizados como electro-
dos®, sistemas supramoleculares que reconocen selectivamente un analito? y los llamados
“laboratorios sobre una particula” (del inglés lab-on-a-particle)*.
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Fig. 2.5: Micrografias SEM que muestran: (A) la sonda de MWCNTs bien alineada con respecto al apice de la
punta de silicio (requerimiento critico para obtener la mejor resolucion de las imagenes); (B) y (C) mapas de
altura de la superficie de una membrana de silicio utilizando respectivamente, la sonda de MWCNT vy la sonda
de silicio convencional. Figura adaptada de Bhushan et al."”.

Para ejemplificar los nanosistemas analiticos comenzaremos por sefialar el caso de un bio-
sensor basado en una nanoaguja fabricada uniendo un MWCNT auna punta afilada de
tungsteno™”. El dispositivo utilizado como nanoelectrodo resultd ser el biosensor mas
pequeno de su tipo reportado hasta esa fecha (afio 2006), con dimensiones de 30 nm de
didmetro y 2-3 pm en longitud. El biosensor se aplicod con éxito a la determinacion voltam-
perométrica directa de la dopamina, sugiriendo que muchas otras especies electroactivas,
tales como el 4cido ascorbico, la acetilcolina y el citocromo C, pueden ser detectadas en
volimenes menores a 1 pL, utilizando estas nanoagujas sin ninguna modificaciéon quimica.
Adicionalmente, la modificacion quimica o bioldgica de las nanoagujas podria conducir al
desarrollo de una amplia variedad de nano-biosensores para la determinacion de bio-
materiales electroquimicamente inactivos. De hecho, en este mismo trabajo se reporta que
las nanoagujas modificadas con enzimas hicieron posible la deteccion del glutamato, otro
neurotransmisor fisioldgicamente importante.
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Otros ejemplos de nanosistemas analiticos los encontramos en el articulo de revision de
Burns et al.*!, donde se presentan las virtudes funcionales yla versatilidad que ha
introducido la silice como material base para encapsular colorantes fluorescentes, que son
aplicados especialmente en los campos de la nano-biotecnologia y las ciencias de la vida.
El poder de la silice como material anfitrion es doble. En primer lugar, la encapsulacion de
los colorantes organicos en una matriz de silice puede mejorar su estabilidad y el
rendimiento de los mismos (por ejemplo, el brillo). En segundo lugar, la posibilidad de
sintetizar particulas con arquitectura de ntcleo-envoltura (del inglés core-shell) permite
que multiples funciones puedan ser reunidas en un solo dispositivo, mediante la incorpora-
cion y separacion en diferentes capas. El primero de estos dos puntos, revela un aspecto
interesante de la nanotecnologia, es decir, la capacidad de mejorar una tecnologia existente
a través de la aplicacion de estructuras y materiales de muy pequeiia escala.

En otro orden de ideas, es co nveniente recordar que los colorantes organicos han sido
investigados durante décadas. Asi pues, debemos sefialar que se han desarrollado y optimi-
zado colorantes organicos solubles en agua y ahora estan disponibles comercialmente con
precios por peso mucho mayores que los del oro*'. Sin embargo, a través de su encapsula-
cién en NPs nucleo-envoltura de silice, solubles en agua, se pueden reducir significativa-
mente los costos y al mismo tiempo catapultar las caracteristicas y el rendimiento de tintes
relativamente baratos a niveles competitivos.

En la segunda parte de la revision® se ejemplifica el concepto de niicleo-envoltura mediante
el disefio de NPs de silice fluorescentes para la construccion de sensores. Como material
base para la construccion de las sondas fluorescentes, la silice proporciona un vehiculo
quimica y m ecanicamente estable, que puede proteger de perturbaciones externas las
moléculas del colorante encapsuladas, mientras que su superficie biocompatible puede ser
facilmente funcionalizada para interaccionar con el medio ambiente externo. Igualmente,
debemos recalcar que en esta revision”' se introduce un concepto verdaderamente revolucio-
nario como es el de “laboratorio de una sola particula” o “laboratorio sobre una particula”.

También esi mportante presentar algunos casos de nanosistemas analiticos utilizando
materiales hibridos (organicos/inorganicos), los cuales combinan el uso de los NMs como
soportes solidos junto a estructuras supramoleculares que conducen a mejorar la funcionali-
dad de ambos, introduciendo el nuevo concepto “hetero-supramolecular”. Descalzo et al.**
han realizado una excelente revision sobre el desarrollo de este tipo de nanosistemas, los
cuales representan mas apropiadamente al concepto de “laboratorio sobre una particula” y
proporcionan un medio para salvar la brecha que existe entre la quimica molecular, la
ciencia de los materiales y la nanotecnologia. Basicamente, este tipo de nanosistemas posee
una nanoarquitectura supra-molecular que incorpora entidades quimicas que se pueden
utilizar como una “puerta” para permitir el acceso controlado a un sitio especifico en el
complejo supramolecular. Los autores presentan varios ejemplos pertinentes sobre los
desarrollos llevados a cabo durante los ultimos afios, en el marco de este novedoso concepto.

Para ejemplificar el desarrollo del concepto “hetero-supramolecular”, tomaremos puntual-
mente el caso de los procesos nanoquimicos cerrados en los que se utilizan NPs de silice
meso-porosas funcionalizadas con moléculas conmutables. Los poros interiores de estas
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Fig. 2.6: (A) Representacion esquematica de puertas moleculares nanoscopicas sobre las salidas y/o entradas de
los poros de un material mesoporoso; (B) Apertura y cierre de los poros de un material mesoporoso mediante la
funcionalizacion de los mismos con moléculas de cumarina. Figura adaptada de Descalzo et al.>.

NPs se pueden utilizar para atrapar algunas especies quimicas o pueden dejarse vacios. La
puerta se abrird tras la aplicacion de un estimulo externo y luego el material libera cualquier
huésped confinado o permite que ingresen las especies moleculares que se encuentran en la
solucién circundante™. Las estructuras hibridas cuentan con mecanismos tipo puerta de
entrada/liberacion, los cuales pueden ser controlados por métodos fotoquimicos, electro-
quimicos o i6nicos. Un diagrama esquematico del funcionamiento de estos sistemas se
muestra en la figura 2.6A.

Uno de los primeros reportes de procesos nanoquimicos cerrados, utilizando estructuras
hibridas 3D, fue desarrollado por Fujiwara et al.”>. Se injertan derivados fotosensibles de la
cumarina en los puntos de entrada del poro de un tamiz molecular s6lido mesoporoso (de
tipo MCM-41%*) con un diametro de poro de aproximadamente 2,5 nm y un 4rea superficial
especifica de aproximadamente 850 m’.g”. La irradiacién con luz de longitud de onda
mayor a 350 nm produce la foto-dimerizacion del nicleo de cumarina y la formacion del
dimero de ciclo-butano, que cierra los poros. El mondémero cumarina es regenerado y los
poros reabiertos por foto-escision del dimero mediante la irradiacion con luz de mayor
energia (A <250 nm, figura 2.6.B). Este ejemplo muestra como el uso de un proceso simple
(foto-dimerizacion) en combinacién con arquitecturas 3D (por ejemplo, sélidos meso-
porosos) permite la regulacion de una funciéon supramolecular como la liberacion o
absorcion de una especie quimica en forma controlada.

2.4. Incorporacion de los NMs en los procesos analiticos

Esta es el area méas ampliamente estudiada de la nanotecnologia analitica. El objetivo es
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aprovechar las excelentes propiedades de las NPs para mejorar métodos analiticos bien
establecidos o para desarrollar otros aplicables a nuevos analitos o matrices. Ademas de las
ventajas tipicas de las NPs, su uso debe conducir a la mejora de la selectividad, sensibilidad,
rapidez, miniaturizacién o portatibilidad de los sistemas de analisis. La nanotecnologia
avanza dia tras dia, por lo tanto, es posible encontrar nuevos NMs con propiedades atribui-
bles inequivocamente a sus dimensiones nanométricas que los convierten en potenciales
herramientas para su aplicacion en el proceso analitico.

Un proceso analitico puede incluir varios pasos, tal y como se representa en la figura 2.7, a
saber: 1) preparacion de las muestras (incluido el muestreo); 2) separacion de las especies de
interés mediante técnicas cromatograficas (cromatografia liquida (LC) o cromatografia de
gases (GC)) y/o electroforesis capilar; 3) deteccion y 4) procesamiento de datos para ofrecer
los resultados, segun sea necesario. El papel de los NMs difiere entre las diferentes etapas
del proceso analitico. En la figura 2.7 se muestra ademas la proporcion de participacion que
hasta la fecha se ha determinado tienen los diferentes NMs en cada una de las etapas del
proceso analitico™.

Para facilitar la discusion sobre el rol que desempefian los diferentes NMs en cada una de las
etapas del proceso analitico, resulta conveniente clasificar los mismos de acuerdo a la
naturaleza o composicion quimica que presentan. En tal sentido, los NMs pueden ser clasifi-
cados como: 1) inorganicos (por ejemplo, las NPs de metales nobles, 6xidos metalicos,
puntos cuanticos, etc.); 2) organicos (fullerenos, CNTs, dendrimeros, PIMs, etc.) y 3) mixtos
o hibridos (NPs de oro modificadas con calixarenos, CNTs funcionalizados con ferroceno,
etc.). Vale la pena destacar que en la actualidad existe un interés creciente en el desarrollo de
NPs hibridas, las cuales pueden ser definidas como NMs bien organizados formados por la
unién de dos o més nano componentes individuales™.

En las siguientes secciones se presenta de la manera mas concisa posible el rol desempefiado
por los NMs mas utilizados en las diferentes etapas del proceso analitico.

NANOMATERIALES EN LA QUIMICA

ANALITICA

NANOMATERIALES BASADOS EN
METALES

NANOPOLIMEROS

NANOPARTICULAS DE diendrimeros, . .
- CARBONO . . nanoparticulas metalicas (oro, plata), NANOMICELAS
NANOPARTICULAS polimeros de impresién tculas de 6xid A Y
DE SILICE fulerenos, grafeno, nanotubos, molecular nanopartictlasiaefoxidosgmetalicos, N EVEEULAS

nanopuntos puntos cuanticos

< 7 - - . N /
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TRATAMIENTO  __,  CROMATOGRAFICOS O ——> SISTEMAS DE DETECCION —

DE MUESTRAS ELECTROFORETICOS [
~ 30 % o
(] ~20%

PROCESAMIENTO
DE DATOS

PROCESO ANALITICO

Fig. 2.7: Participacion de los diferentes NMs en cada una de las etapas del proceso analitico.
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2.4.1. Rol de los NMs organicos en el proceso analitico
2.4.1.1. NMs basados en carbono:

Las NPs a base de carbono se han utilizado ampliamente en aplicaciones analiticas. Aunque
las razones para la seleccion de un alotropo particular sobre otro siguen siendo imprecisas y,
en gran medida, se basan en experiencias anteriores y disponibilidad, una amplia variedad
de materiales a base de carbono estan disponibles y se han aplicado a los procedimientos
analiticos. En la figura 2.8 se muestran algunos de los NMs basados en carbono mas
utilizados en los procesos nanoanaliticos®’; intervienen principalmente en las etapas de
tratamiento de muestras, separacion y deteccion, destacandose entre ellos el grafeno, los
fullerenos y los CNTs. Por lo tanto, tomaremos estos tres NMs para ilustrar su rol en el
proceso analitico.

CNTs: los nanotubos fueron descubiertos en 1991 por Iijima®; se caracterizan por tener
didmetros de unas pocas décimas a decenas de nandometros y una longitud de hasta
centimetros. Los CNTs pueden ser considerados como una hoja de grafeno en forma de un
cilindro hueco, limitado en los extremos por estructuras tipo fullereno. Fundamentalmente
se distinguen dos tipos de CNTs, los de pared simple (SWCNTs, siglas en inglés para Single
Walled Carbon NanoTubes) y los de pared multiple (MWCNTs, definidos previamente y
que estan formados por dos o mas capas cilindricas concéntricas de laminas de grafeno sin
fisuras, dispuestas coaxialmente alrededor de un nucleo central). Sus areas superficiales van
desde 150 hasta 1500 m* g™, propiedad que les permite servir como excelentes adsorbentes.
Dependiendo del diametro y helicidad (magnitud fisica asociada al giro o espin) de la hoja
de grafito, los CNTs pueden ser metalicos o semiconductores”. Debido a las propiedades
mecanicas, eléctricas, térmicas y magnéticas unicas de los CNTs, los mismos han sido
utilizados en varias etapas del proceso analitico®*>2. Ademas, los CNTs pueden ser
facilmente funcionalizados, covalente o no covalentemente, con diferentes moléculas
organicas para proporcionar una interaccion mas selectiva con los analitos. Hasta ahora, los
CNTs han sido los NMs basados en carbono mas utilizados en la preparacion de muestras y
cientos de articulos de investigacion y decenas de articulos de revision critica estan
disponibles en este campo®” >,

- Usos de los CNTSs con base en sus propiedades de sorcion. El rol de los CNTs como
materiales adsorbentes en el proceso analitico se inicia cuando en el grupo de investiga-
cion de Jiang, en China, empacaron por primera vez MWCNTs en cartuchos comerciales
para la extraccion en fase solida (SPE, del inglés Solid Phase Extraction) y los utilizaron
para la extraccién de contaminantes organicos en muestras acuosas’ . Desde entonces, los
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diferentes tipos de CNTs, incluyendo MWCNTs no funcionalizados o modificados y los
SWCNTs, se han utilizado como materiales de empaque para la preconcentracion de
compuestos fendlicos, pesticidas, productos farmacéuticos, iones inorganicos (principal-
mente metales) y compuestos drgano-metalicos en aguas, muestras ambientales, alimen-
tos y muestras bildgicas, investigaciones que se resumen en diversos articulos de
revision”***%% Hussain y Mitra® resaltan las excelentes caracteristicas de los CNTs
que los convierten en adsorbentes ideales para la fabricacion de diferentes tipos de micro-
concentradores o trampas microadsorbentes.

Los CNTs no modificados pueden ser utilizados como adsorbentes en SPE, especialmen-
te si los iones metalicos se acomplejan con un agente quelante adecuado™. Sin embargo,
los CNTs originales son insolubles y dificilmente dispersables en varios tipos de solven-
tes debido a las fuertes interacciones de van der Waals, dificultando la adsorcion de los
iones metalicos. El tratamiento adecuado de la superficie de los CNTs mejora la
dispersabilidad y también la adsorcion de los metales y la selectividad de la SPE**%
Después de la oxidacion en condiciones extremas, los CNTs poseen grupos hidroxilo,
carboxilo y carbonilo en su superficie, los cuales les confieren una excepcional eficacia
para la adsorcion de metales cuando el pH de la solucion es mayor que el punto
isoeléctrico de los CNTs oxidados. De esta manera, los CNTs oxidados pueden ser
utilizados como materiales de extraccion de compuestos metalicos previo a su determina-
cién analitica®*%. Adicionalmente, se pueden incorporar grupos funciones a los CNTs
oxidados (por ejemplo, aminas, ésteres, cadenas de alquilo y polimeros) a través de la
creacion de enlaces amida, la técnica de plasma-N, y la adicion de radicales con sales de
aril-diazonio, para pre-concentrar de manera eficiente y selectiva trazas de iones metali-
cos, tal y como se describe en el articulo de revision de Sitko et al.*. El-Sheikh compar
la capacidad de enriquecimiento de CNTs, originales y oxidados, para la adsorcion de
Cr(1lT), Mn(Il), Pb(Il), Cu(Il), Cd(Il) y Zn(Il) previo a su determinacion mediante
Espectroscopia de Absorcion Atomica Electrotérmica (ETAAS)*. Para todos los metales
analizados, los CNTs oxidados presentan mejores capacidades de adsorcion en compara-
cion con los no oxidados, los cuales mostraron una notable menor sensibilidad hacia los
iones metalicos.

Otra modificacion interesante de los CNTs para la determinacion de analitos orgénicos es
la introduccion de MIPs en su superficie, logrando de esta manera una de las formas mas
selectivas para realizar SPE, gracias a la capacidad de reconocimiento predeterminada de
los MIPs. Cuando los CNTs se utilizan como materiales para soportar los MIPs, las fases
estacionarias resultantes tienen buena resistencia mecénica y estabilidad quimica con los
sitios de union situados en la capa exterior del material compuesto. Este hecho se opone
claramente a la de los MIPs tradicionales, donde las cavidades generadas no pueden estar
en la superficie o en su proximidad. Por lo tanto, la accesibilidad de la molécula modelo
es ampliamente mejorada, el tiempo de unidn se reduce y la eficacia de la extraccion se
ve reforzada®.

Los CNTs también se pueden inmovilizar facilmente dentro de la estructura de poro de
una membrana polimérica, pudiendo mejorar drasticamente el rendimiento de extraccion
de la membrana. Aqui los CNTs sirven una vez mas como adsorbentes y proporcionan
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una via adicional para el transporte de solutos. La presencia de los CNTs aumenta el area
superficial efectiva y el coeficiente global de particion en la membrana y conducen a una
mejora en el transporte de los analitos®. Adicionalmente, se debe sefialar que similar a
otros NMs basados en carbono, los CNTs pueden ser modificados con particulas
magnéticas y utilizarse como material adsorbente en la extraccion en fase solida magné-
tica (MSPE, del inglés Magnetic Solid Phase Extraction) para el enriquecimiento de
analitos organicos o de metales trazas’ ™. La MSPE sera retomada maés adelante y
tratada en detalle.

Es importante indicar que las excelentes propiedades de adsorcion de CNTs, junto con su
estabilidad térmica y quimica, los hacen muy atractivos para el desarrollo de nuevas fases
estacionarias para LC y GC y fases pseudo-estacionarias en electroforesis capilar (CE).
Las propiedades cromatograficas de los MWCNTs fueron descritas por primera vez por
Li et al.**. Los MWCNTSs demostraron ser excelentes alternativas al carbon activado y
carbon grafitado para la separacion de compuestos polares (por ejemplo, alcoholes,
cetonas y ésteres) por GC. El bajo numero de grupos polares y la homogeneidad de la
superficie de los MWCNTs llevan a una cinética de adsorcion mas rapida y, por lo tanto,
a picos mas simétricos. La estructura Unica de los MWCNTSs proporciona ala fase
estacionaria una energia de union mas fuerte, lo que resulta en tiempos de retencion mas
altos y en una separacion cromatografica mas eficiente.

Por otra parte, los CNTs presentan una marcada tendencia a la agregacion, lo que afecta
negativamente no solo a la adsorcion mediante la reduccion de su superficie activa, sino
que también afecta directamente sus propiedades nanométricas®. Debido a ello, se
prefieren los métodos de auto-ensamblaje, a través de los cuales es posible preparar
peliculas delgadas de los CNTs en la superficie de la columna cromatografica, al
empacado directo del s6lido en la misma. El procedimiento general utilizado para tal fin
se basa en la sintesis directa de CNTs en la pared de la columna cromatografica,
utilizando el método de deposicion quimica de vapor catalitica (CVD, siglas del inglés
para Catalytic Chemical-Vapor-Deposition)*.

La aplicacion de los CNTs como fases estacionarias en LC se ha desarrollado en menor
medida. S6lo unos pocos estudios en la literatura se encuentran dedicados a esta aplica-
cion. Li et al.*’, han propuesto recientemente la incorporacion SWCNTs en una fase
estacionaria monolitica de un polimero orgéanico. La presencia de los SWCNTs mejoro la
separacion cromatografica de cuatro analitos modelo (uracilo, fenol, N, N-dietil-m-
toluamida y tolueno), reflejado en el incremento de su factor de retencién. Menna et al.*®,
evaluaron el uso de microesferas de silice que contienen CNTs como fase estacionaria en
LC, y compararon los diferentes comportamientos de los SWCNTs y los MWCNTs; el
nuevo material result6 menos hidréfobo que el material con carbén convencional,
permitiendo asi la separacion de compuestos polares.

Los CNTs son especialmente atractivos para darle mayor versatilidad a los sistemas de
CE. El principal inconveniente de la utilizacion de fases pseudo-estacionarias a base de
CNTs es su insolubilidad en agua, asi como su gran tendencia a agregarse. Para ello, se
han propuesto funcionalizaciones covalentes y no covalentes que permitan la dispersion
eficaz de estos NMs de carbono. Los métodos no covalentes conservan las propiedades
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intrinsecas de las nanoestructuras de carbono, por lo que se prefieren estos procedi-
mientos. Los agentes tensioactivos (por ejemplo dodecil sulfato de sodio (SDS)) pueden
cubrir el carbono de manera eficiente y las dispersiones resultantes pueden ser utilizadas
como fases pseudo-estacionarias para mejorar la resolucion en EC porque presentan una
alta estabilidad quimica, incluso en los sistemas electroforéticos®.

- Usos de los CNTs con base en sus propiedades electronicas. Las propiedades electro-
nicas de los CNTs son indicativas de su potencial capacidad como electrodos para mediar
reacciones de transferencia de electrones con especies electroactivas en solucion.
Ademas, los CNTs presentan una alta capacidad para promover algunos tipos de
reacciones de transferencia de electrones, minimizar el ensuciamiento de las superficies
de los electrodos, aumentar la actividad electro-catalitica y facilitar la inmovilizacion de
moléculas tales como enzimas o anticuerpos en su superficie, permitiendo el desarrollo
de biosensores. Una reciente revision sobre las aplicaciones analiticas de los CNTs
realizada por Trojanowicz>> pone especial énfasis en las aplicaciones electroanaliticas de
estos NMs. Esto no es sorprendente ya que las propiedades electronicas de los CNTs han
sido hasta la fecha las mas ampliamente explotadas con fines analiticos.

La construccion de distintos electrodos con presencia de CNTs puede ser llevada a cabo
de diferentes maneras: (a) mezclando los CNTs con un aglutinante para formar una pasta
que luego es empacada en un electrodo, (b) evaporando una solucion de CNTs sobre un
electrodo de carbon vitreo, (c) uniendo los CNTs individuales al extremo de un alambre,
(d) mediante la incorporacion de los CNTs en una plataforma de biodeteccion o (e)
microfabricacion de un ensamblaje o arreglo de nanoelectrodos. Adicionalmente, los
CNTs se han utilizado para modificar las superficies de electrodos en configuraciones
tanto orientadas como no orientadas®’. Los MWCNTSs en configuraciones orientadas
exhiben altas tasas de transferencia de electrones. Por otro lado, los SWCNTSs exhiben
una transferencia lenta de electrones y una capacitancia especifica baja. Las superficies
de los electrodos pueden ser facilmente modificadas con CNTs mediante la evaporacion
de una suspension de nanotubos en un disolvente apropiado tal como bromoformo o N,
N-dimetilformamida®. También se ha reportado una variedad de electrodos modificados
con CNTs, en forma de pasta® o compuestos con particulas metalicas™. Asimismo, se
han construido una serie de biosensores donde los CNTs actiian como cables moleculares
unidos a biomoléculas tales como proteinas, ADN, o anticuerpos™ .

Una vez mas la funcionalizacion covalente o no covalente de los CNTs con diferentes
grupos quimicos hace a los CNTs biocompatibles para la conjugacion con biomoléculas,
convirtiéndolos en candidatos potenciales para el desarrollo de biosensores. Grupos
funcionales tales como el amino y el carboxilo, aumentan el nivel de transferencia de
electrones. En la préctica, la funcionalizacion de los CNTs con polimeros solubles en
agua o con grupos i6nicos o hidrofilos ayuda a lograr la solubilizacién de los CNTs en
medios acuosos y es un parametro significativo para que los CNTs puedan actuar como
una matriz de soporte o anclaje para el atrapamiento de proteinas/ADN/anticuerpo/
enzimas. La funcionalizacion de CNTs también mejora la transferencia directa de
electrones entre los sitios activos del elemento biologico y el electrodo. Debido a la razon
anterior, la conductividad de CNTs (principalmente MWCNTSs) es comuinmente
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mejorada mediante la funcionalizacion con polimeros redox, moléculas de hapteno,
derivados de tiol y N-etil-N-(3-dimetilaminopropil carbodiimida succinimida-N-hidroxi
(EDS-NHS)™.

El pequefio tamafio y las excelentes propiedades electronicas de los CNTs los hacen
especialmente atractivos para el desarrollo de microelectrodos. De hecho, ya se han
reportado varios de éstos para microchips de electroforesis™. Las dimensiones de los
electrodos se han reducido no s6lo al tamafio micro sino también al tamafio nano®*>’. El
primer intento de usar un CNT individual como una sonda electroquimica se reportd en
1999°; 1a sonda consistia en un MWCNT montado en una punta de tungsteno. Cuatro
afios mas tarde se desarrolld un nanoelectrodo de SWCNT para la determinacion de
neurotransmisores en células biologicas individuales®. Por ultimo, el primer nano-
biosensor, que consistia en glutamato oxidasa inmovilizada sobre nanoagujas electro-
quimicas, se reporté en 2006 y el mismo fue descrito en detalle en la seccion 2.3.3%.

Los CNTs también se han utilizado para desarrollar sensores quimicos. Las mediciones
directas de algunas propiedades electronicas tales como su resistencia, se pueden utilizar
para cuantificar la adsorcidon molecular de algunos compuestos de interés sobre los
nanotubos™. Este principio ha sido utilizado para desarrollar sensores quimicos en
miniatura para detectar bajas concentraciones de moléculas gaseosas tales como N,, H,
CO y NHj; a temperatura ambiente con una alta sensibilidad**>*. Los CNTs modifica-
dos quimica o fisicamente pueden facilitar la construccion de sensores quimicos no solo
altamente sensibles sino también selectivos. Por ejemplo, los SWCNTSs semiconductores
recubiertos con una fina capa no continua de paladio metédlico son extremadamente
sensibles para la deteccion de hidrogeno molecular®.

- Usos de los CNTs con base en sus propiedades térmicas, mecéanicas y como emisores
de electrones. Los CNTs poseen una alta capacidad de conduccion térmica. Su gran area
superficial permite disipar el calor que se obtiene cuando se les prepara y utiliza como
torres moleculares. Esta propiedad ha sido utilizada para disipar el calor de los chips y
también en pequefios intercambiadores de calor para reactores nucleares’ .

Las propiedades de adsorcion o las interacciones moleculares de los CNTs se encuentran
relacionadas de alguna manera con su uso como puntas o sondas, con el fin de mejorar la
resolucion espacial en la microscopia de fuerza atomica (AFM)"*®'. Ademas, estos CNTs
pueden derivarse y funcionalizarse en sus extremos. Las puntas de CNTs se prepararon
primero uniendo mecanicamente nanotubos a la punta de nano-cantilevers comerciales
usando adhesivo acrilico. En la actualidad, las puntas se construyen preferiblemente
mediante la union in situ de los CNTs sobre las puntas de AFM durante la observacion o
por deposicion quimica de los CNTs®".

Una de las propiedades mas interesantes de la CNTs es su condicion de emisores de
campos (electrones). Los emisores de electrones construidos con CNTs individuales se
han fabricado en un proceso de dos etapas que implican (a) producir microfibras de
carbono que contienen CNTs individuales en sus nicleos por un método de deposicion
quimica en fase de vapor y (b) exponer los nanotubos por fractura mecanica de las fibras,
seguido del montaje de la fibra a un alambre de cobre®. Estos emisores de electrones con
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fibras de nanotubos muestran bajos voltajes de operacion, generan un campo alto
mejorado y producen haces de electrones finos. Las caracteristicas de emision de campo
y durabilidad de estas estructuras ofrecen aplicaciones prometedoras para los instrumen-
tos de andlisis donde se requieren fuentes de electrones de alto rendimiento como en el
caso del desarrollo de fuentes de rayos X microfocalizadas o incluso para obtener micro-
plasmas.

Grafeno: aunque no son tan populares sus aplicaciones analiticas como las de los CNTs, el
grafeno es otro nanomaterial que muestra un futuro prometedor en el area de la quimica
analitica, desde su descubrimiento por Novoselov et al. 2004%. Similarmente a los CNTs, el
grafeno consiste en una lamina de un atomo de carbono de espesor (hibridizado sp?), com-
puesta por anillos de seis miembros mostrando un area de superficie expuesta que es casi
dos veces superior a la de los SWCNTs**, Otras ventajas de este material, que lo hacen
atractivo para aplicaciones analiticas, incluyen su alta resistencia mecanica, alta elasticidad,
alta conductividad térmica y eléctrica, bajo costo, seguridad y facilidad de produccion en
comparacion con otros NMs basados en carbono, biocompatibilidad aceptable, y la ausencia

: o o 27,33,55,64,65
de impurezas metalicas que pueden afectar la precision de un sensor .

Aunque la disponibilidad comercial de grafeno de alta calidad es bastante limitada, el mismo
puede ser fabricado usando una variedad de métodos. Novoselov et al.** fueron capaces de
obtener peliculas de alta calidad (de hasta 10 um de longitud y que se mantuvieron estables
en condiciones ambientales) mediante la exfoliacion mecénica (raspado repetido) de
pequenos pedazos de grafito pirolitico altamente ordenados. Desde entonces, muchos otros
métodos de fabricacion se han desarrollado, incluyendo descomprimir MWCNTSs para
formar cintas de grafeno®, por deposicion quimica de vapor (CVD) en laminas y peliculas
de cobre®, logrando la produccién de metros cuadrados de grafeno®. Mientras que los
métodos de fabricacion ciertamente se han vuelto méas ampliamente disponibles, es impor-
tante tener en cuenta que aunque es posible fabricar laminas de grafeno individuales, estas
hojas tienen una tendencia a p ermanecer juntas formando nanoestructuras de multiples
capas®, por lo que antes de trabajar con estos materiales debe realizarse una caracterizacion
cuidadosa y completa de los mismos.

- Usos del grafeno con base en sus propiedades de sorcion. El grafeno se utilizo como
adsorbente para SPE mediante el empacado del mismo en un cartucho comercial para
extraer clorofenoles” y metales pesados (Pb o Cr con diferentes reactivos quelantes)’"”*
en muestras de agua, glutation en plasma humano” y neurotransmisores de cerebro de
ratas’*. Su rendimiento se evalué mediante la comparacion con varios materiales adsor-
bentes usados normalmente, incluyendo silice Cyg, carbono grafito y CNTs, en 6ptimas o
iguales condiciones. Sin embargo, el grafeno mas pequeiio podria escapar del cartucho y
la agregacion del grafeno podria ocurrir cuando el grafeno o su 6xido se utilizan directa-
mente como adsorbentes en SPE”". Para evitar estos problemas, el 6xido de grafeno (GO)
fue enlazado a los grupos amino de un adsorbente de silice amino-terminado en fase
organica. El grafeno polar GO@silice puede ser utilizado como SPE en fase normal para
éteres polibromados hidroxilados de difenilo y el grafeno@silice, obtenido por reduccion
del 6xido con hidrazina (ver figura 2.9), podria ser utilizado como fase inversa para
clorofenoles o péptidos’®.



48

Pablo Carrero y Maribel Valero

&
Oxidacion Cooy
H,S0, /KMnO 4 v oo,

Grafito Oxido de Grafito

lUItrasoniﬁcacién

=z = 9 Acooy
H
Reduccion O0c, >
oOH  ——
% Hidrazina 3 COOM
(Pg
&

L

&

Grafeno Oxido de Grafeno (GO)

Fig. 2.9: Representacion esquematica de la preparacion de grafeno mediante la reduccion quimica con
hidracina. Por lo general, implica la oxidacion del grafito natural, después de exfoliacion en laminas de GO
individuales mediante ultrasonicacion y reduccion final para formar el grafeno’.

El grafeno puede ser modificado con particulas magnéticas para su uso en MSPE. En un
proceso de MSPE se produce una transferencia rapida de masa (tiempos de equilibrio
cortos) y el analito cargado en el adsorbente puede ser separado facilmente a través de un
campo magnético externo’’. El grupo de Wang en la Universidad de Hebei, China,
sintetizo NPs de grafeno magnético mediante co-precipitacion quimica in situ de Fe(Il) y
Fe(IIT) en una solucioén alcalina en presencia de grafeno y lo aplicaron en la extraccion de
una serie de contaminantes, tales como ésteres de ftalato’®, herbicidas de triazina”,
pesticidas carbamata-dos®, y fungicidas de triazoles® en muestras liquidas, logrando
factores de enriquecimiento de 247 a 5824.

La técnica de microextraccion en fase solida (SPME, por las siglas del inglés para
Solid-Phase Micro-Extraction) es una técnica miniaturizada libre de solventes, que
integra las etapas de muestreo, extraccion, preconcentracion y de introduccion la mues-
tra en un solo paso®’. Se basa en el equilibrio de distribucion de analitos entre la matriz
y una fibra revestida con una fase estacionaria por lo que el material de recubrimiento
de la fibra es critico en la mejora del rendimiento de la SPME. El grafeno ha sido
inmovilizado por diferentes métodos covalentes o no ¢ ovalentes sobre las fibras de
SPME, la mayoria de las cuales exhibe una mejor eficiencia de extraccion, una mayor
estabilidad mecénica y térmica, y una vida mas larga que los materiales comerciales
para SPME. La primera fibra de SPME recubierta con grafeno se preparé sumergiendo
repetidamente un alambre de acero inoxidable limpio en una suspension de grafeno y
secandolo al aire para obtener un recubrimiento de tan solo 6-8 pm de espesor™ .

- Usos del grafeno con base en sus propiedades electronicas. La quimica nano-electro-
analitica es un campo interdisciplinario en crecimiento, que combina caracteristicas
de la electroquimica (por ejemplo, la simplicidad, velocidad, alta selectividad y alta
sensibilidad) con propiedades tinicas de los NMs (por ejemplo, electronicas, dpticas,
magnéticas y cataliticas) para convertirse en uno de los topicos de mayor interés en el
area de la quimica analitica®. En este sentido, el grafeno noso6lo actia como un
excelente y avanzado soporte para inmovilizar diferentes analitos debido a su gran
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superficie sino que, ademas, puede promover la transferencia efectiva de electrones
entre el electrodo y dichos analitos®. Por esta razén, el grafeno ha tomado unrol
estelar en el desarrollo de sensores y biosensores con fines analiticos®. Dado lo vasto
y sofisticado que resulta el campo de accion del grafeno como fruto de sus propieda-
des electronicas, a los fines de ejemplificar sus aplicaciones en el area de la quimica
analitica, centraremos nuestra atencion en el desarrollo de sensores y biosensores
nano-electroanaliticos.

Sensores nano-electroanaliticos. Papakonstantinou et al.** fueron los primeros investiga-
dores en usar grafeno para la deteccion electroquimica. Para ello, crecieron peliculas de
grafeno en sustratos de silice utilizando un método no catalitico. Las peliculas de grafeno
tenian un espesor de varias decenas de nanometros y, por lo tanto, contenian varios cien-
tos de hojas de grafeno apiladas. El grafeno mostrd una cinética de transferencia de elec-
trones rapida para la cupla ferro/ferricianuro (Fe(CN)¢ ™) y un desempefio muy bueno
para la determinacion simultdnea de acido ascorbico, acido trico y del neurotransmisor
(dopamina). El rendimiento electroquimico del grafeno fue superior al de un electrodo de
carbon vitreo, pero comparable a un electrodo de grafito pirolitico de borde plano.

Del mismo modo, Zhou et al.* estudiaron con gran detalle las propiedades electro-

quimicas del GO reducido. Las placas de GO tenian alrededor de 1 nm de espesor, tal y
como lo arroj6 su caracterizacion mediante AFM, indicando que las mismas contenian de
2 a 3 capas de grafeno. Diferentes tipos de importantes compuestos electroactivos,
organicos e inorganicos, incluyendo ferricianuro de potasio, bases libres de ADN, dopa-
mina, &cido ascérbico, 4cido urico y acetaminofén, fueron empleados para estudiar sus
reacciones electro-quimicas en el electrodo. El electrodo a base de grafeno mostr6é una
cinética de transferencia de electrones mas favorables que los electrodos de grafito modi-
ficado y carbon vitreo. Sin embargo, se obtuvieron diferentes caracteristicas analiticas
para la deteccion de la dopamina en comparacién con el primer trabajo®, debido
fundamentalmente a la diferencia en el numero de capas contenidas por el grafeno.

Wang et al.*” construyeron electrodos con grafeno y los utilizaron para la determina-
cion electroquimica de dopamina en presencia de acido ascorbico. Con este electrodo
se consiguieron picos bien resueltos para ambos compuestos, mientras que para un
electrodo de carbon vitreo los picos se superponen. Imagenes de Microscopia Electro-
nica de Transmision de alta resolucion (TEM, del inglés Transmission Electron
Microscopy), revelaron una estructura de multiples capas para el grafeno. Por lo
tanto, el grafeno utilizado, y la respuesta electroquimica obtenida, fueron de nuevo
diferentes a la de los dos articulos anteriormente sefialados®™®.

Mencionaremos como ultimos ejemplos de nanosensores electroquimicos los trabajos
publicados por Li et al., quienes utilizaron un electrodo modificado con una pelicula
nanocompuesta de Nafion-grafeno, para la determinacion electroquimica de cadmio
(Cd*H® y Cd* y plomo (Pb*)* mediante analisis con voltametria de redisolucion
anodica de pulso diferencial. Los autores reportaron un mayor nivel de sensibilidad para
la deteccion de los metales pesados en comparacion con un electrodo de carbdn vitreo.
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Biosensores nano-electroanaliticos: El grafeno se ha aplicado ampliamente para el
desarrollo de biosensores nano-electroquimicos propiamente dichos””". En este sentido,
una de las primeras aplicaciones reportadas fue la de Fu et al.”’, quienes trabajaron por
primera vez en la electroquimica directa de la glucosa oxidasa (GOD) inmovilizada en un
electrodo modificado basado en una pelicula compuesta de nanolaminas de grafito
exfoliado (grafeno de menos de 100 nm de espesor) y Nafion. La transferencia directa de
electrones entre la GOD y el electrodo se logrd con una velocidad de transferencia rapida
(12,6 s™). Ademas, la bioactividad de la GOD se mantuvo después de la inmovilizacién
en la pelicula compuesta y la glucosa se pudo determinar con base en la disminucion de
la respuesta electrocatalitica de la forma reducida de la GOD al oxigeno disuelto.

El GO también se ha empleado con éxito en bioelectroquimica®. El GO soporta eficaz-
mente y mantiene un flujo eléctrico eficiente con los centros redox de varias metalo-
proteinas (hemoproteinas tales como citocromo C, mioglobina y peroxidasa de rabano
picante) y el electrodo (ver figura 2.10). Se debe destacar que las proteinas mantienen su
integridad estructural y su actividad biolégica cuando se mezclan con el GO’'. Estas
caracteristicas predicen aplicaciones prometedoras para los complejos GO/proteinas en el
desarrollo de otros biosensores y celdas de biocombustibles.

\
"{/ 1.9 Electrodo de Carbén Vitreo
E—
lgf’f Oxido de Grafeno W'E- Hemoproteinas

Fig. 2.10: Diagrama que muestra el cableado de proteinas y grafeno para la construccion de sensores nano-
electroanaliticos. El complejo GO/hemoproteinas es soportado sobre la superficie de un electrodo de trabajo de
carbono vitreo modificado (disco de 2 mm de didmetro). Por conveniencia, no se muestran los grupos
funcionales oxigenados en la superficie del GO. Figura adaptada de Zuo et al.”".

- Usos del grafeno con base en sus propiedades energéticas. El grafeno es un NMs que
dependiendo del tamafio (didmetro) de las laminas puede ser un excelente emisor de
fliiorescencia o actuar como inhibidor de la misma®***. En este sentido, el grafeno y sus
derivados pueden servir ya sea como donadores o aceptores de energia en un sensor de
Transferencia Resonante de Energia en Fluorescencia (FRET, del inglés Fluorescence
Resonance Energy Transfer)®*%*%.
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El grafeno es un buen aceptor en los procesos de transferencia de energia debido a sus
peculiares propiedades electronicas. Calculos fotofisicos confirman la transferencia de
energia desde los ligandos fluorescentes al grafeno, convirtiéndolo en un excelente
inhibidor de la fluorescencia de los estados electronicos excitados de los ligandos’. Por
lo tanto, es posible realizar detecciones fluorescentes muy sensibles usando grafeno como
inhibidor de la fliiorescencia®**. Por otro lado, aunque el grafeno es un NMs que tiene
una brecha de energia igual a cero, o lo que es lo mismo, los excitones en el grafeno
tienen un radio de Bohr infinito, convirtiéndolo en un material no lurniniscente%’gs, esta
situacion puede cambiar drasticamente cuando el tamafio de las l1aminas de grafeno se
reduce, ya que la brecha de energia se hace mayor a cero y los fragmentos de grafeno de
menor tamafio mostraran efectos de confinamiento cuantico’® y luminiscencia luego de
su excitacion, con energia e intensidad inversamente proporcionales a su diametro. Los
fragmentos de grafeno son conocidos como puntos cuanticos de grafeno (GQDs, del
inglés Graphene Quantum Dots). Un punto cuantico es un objeto de tamafo nanométrico
(por lo general un semiconductor) cuyos excitones se encuentran confinados en las tres
dimensiones espaciales. Los GQDs son lo suficientemente pequefios como para causar
confinamiento de los excitones y un efecto cuantico de tamafio . Tipicamente, los GQDs
tienen didmetros inferiores a 20 nm.

Una de las primeras aplicaciones analiticas del grafeno actuando como fuerte inhibidor
FRET fue reportada por Lu et al.””. Estos autores utilizaron por primera vez GO soluble
en agua como una plataforma para la deteccion sensible y selectiva de ADN y proteinas
sobre la base de mediciones fluorescentes. En la figura 2.11, se muestra una represen-
tacion esquematica de esta nueva plataforma de deteccion. En el primer paso, (a), el FMA
(un ligando fluorescente a base de fluoresceina) marcado con ADNcs (ADN de cadena
sencilla) es soportado sobre el GO mediante la interaccion no covalente entre GO y las
nucleo-bases del ADN; bajo tales circunstancias el GO suprime completamente la
fluorescencia del FMA. En el segundo paso, (b), en presencia de una molécula diana
complementaria, la interaccion entre el ADN marcado con FMA y ésta es lo suficiente-
mente grande para liberar el ADN marcado con FMA del GO, lo que resulta en la
restauracion de la fluorescencia del FMA. Esta deteccion fluorescente mejorada es Unica
en términos de sensibilidad y selectividad para la molécula diana.

Fluorescencia Fluorescencia bloqueada Fluorescencia reactivada
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o

Fig. 2.11: Representacion esquematica de un proceso analitico utilizando las propiedades inhibidoras de la
fluorescencia del grafeno (FRET). Para mayor detalle ver texto. Figura adaptada de Lu et al.”’.
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Otros investigadores han desarrollado atin mas esta técnica para detectar otras especies a
través de diferentes disefios de ADN. Entre las nuevas especies analizadas tenemos
ADN, Hg2+, Ag’, adenosin trifosfato, entre otras; dichas determinaciones han sido
recientemente resefiadas en sendos articulos de revision**.

La fluorescencia de los GQDs puede ser extinguida con eficacia mediante la interaccion
selectiva de los mismos con cationes, aniones u otras especies quimicas”™*. La estructura
quimica de los GQDs es similar a la del GO que tiene grupos que contienen oxigeno
(hidroxilo, carboxilo, epoxi y carbonilo) en sus bordes™. Aunque los GQDs pueden
exhibir fuerte fotoluminiscencia, a menudo ésta es limitada por un b ajo rendimiento
cuéntico y poca sintonizabilidad®®. Sin embargo, la insercion de heteroatomos, tales como
nitrégeno’® o azufre” en sus cadenas de carbono, facilita la sintonizacién de sus propie-
dades fisicas y quimicas. El nitrogeno ha sido ampliamente utilizado para el dopaje de
nanoestructuras de carbono en virtud de que tiene un tamafio atdbmico comparable para su
unioén a los 4tomos de carbono. El azufre, oxigeno, boro y el flior se han utilizado con
menos frecuencia para obtener GQDs dopados’.

Li et al.”® sintetizaron y aplicaron GQDs dopados con nitrégeno y funcionalizados con
glicina para determinar Fe’" en agua de grifo, mediante la atenuacién de la emision
fluorescente. Los 4tomos de nitrogeno actuaron principalmente como sitios quelantes
para los iones Fe’", quienes bloquean eficientemente la fluorescencia de GQDs. En
otro trabajo, Li et al.”” desarrollaron una sonda fluorescente eficiente para la deteccion
selectiva de Fe*" en muestras de suero utilizando GQDs dopados con azufre (S-GQDs).
La incorporacion de atomos de S en el esqueleto carbonado sintoniza la densidad
electronica local de los S-GQDs y promueve la coordinacion de los grupos hidroxilo
fendlicos en los bordes de los S-GQDs al Fe’*. En este caso, la interaccién altamente
especifica es responsable de la rapida extincion de la fluorescencia de los puntos. En la
figura 2.12 se ilustra el funcionamiento del sensor de Fe'" y el mecanismo de extincion
de la fluorescencia de los S-GQDs. Aunque hasta la fecha la determinacién de Fe’™ ha
sido la aplicacion que ha despertado el mayor interés, es importante sefialar que también
se han desarrollado sensores fluorescentes basados en principios de funcionamiento muy
similares a los mencionados arriba para Cu®", AI’", Hg™", Cr* y Ni*"; la descripcién de
los mismos se presenta de manera resumida en una excelente revision critica realizada
recientemente por Benitez-Martinez y Valcarcel,

Excitacién )misién Excitacién Ausencia de emision
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Fig. 2.12: Representacion esquematica del mecanismo de desactivacion de la emision fluorescente de los S-
GQDs en presencia de Fe''. Figura adaptada de Li et al.”.
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Fullerenos: los fullerenos (FLs) fueron descubiertos en 1985 a través de mediciones espec-
trométricas de polvo interestelar y su estructura confirmada mas tarde en el laboratorio'”.
Los FLs son una jaula cerrada de moléculas de carbono que contienen anillos pentagonales
y hexagonales. Tienen la férmula general Cy+m, siendo m un nimero entero, y comprenden
una amplia gama de isomeros y series homdlogas, desde los mas estudiados Cgp y C79 hasta
los 1lamados fullerenos superiores como Caap, Csao Y Crz0. Los FLs son la tercera forma
alotropica conocida del carbono (las otras son el grafito y el diamante). Su alta afinidad por
los electrones, su superficie hidrofoba y una alta relacion superficie/volumen les otorga una
gran capacidad de adsorcion hacia moléculas orgéanicas, que los hace ideales para los
procedimientos de extraccion’’. Adicionalmente, la modificacién quimica con grupos
funcionales aumenta la selectividad de los FLs. Kroto, Curl y Smalley recibieron el Premio

Nobel en 1996 por su trabajo sobre los FLs.

En quimica analitica, los FLs se pueden abordar desde dos puntos de vista diferentes. El
primero ve los FLs como analitos, lo cual implica su determinacion en diversas muestras,
tales como tejidos bioldgicos o m ateriales geoldgicos. El segundo ve a los FLs como
herramientas analiticas, incluyendo su uso como fases estacionarias cromatograficas, como
diferentes sensores Opticos y electroquimicos (estos ultimos, basados en su actividad como
mediadores de electrones), y en la explotacion de sus caracteristicas superficiales Unicas
como materiales adsorbentes en los sistemas de flujo continuo para limpiar y pre-concentrar
en linea diferentes analitos'"""2. Como se apreciar4, son muy amplias las potenciales aplica-
ciones de los FLs dentro del proceso analitico; sin embargo, sus propiedades adsorbentes los
hacen peculiarmente atractivos en las etapas de tratamiento de muestras y separacion. Hasta
la fecha, esta propiedad ha sido la mas utilizada en el area de la quimica analitica y por lo
tanto centraremos nuestra atencion fundamentalmente en discutir, de manera breve, las
aplicaciones de los FLs relacionadas con sus propiedades de sorcion.

- Usos de los FlIs con base en sus propiedades de sorcion. El grupo de investigacion de
Miguel Valcércel en la Universidad de Cordoba, Espaiia, fue pionero en la utilizacion de
FLs, Cg 0 C70, como material adsorbente en sistemas de extraccion SPE en linea para la
pre-concentraciéon de metales traza, tales como Pb'"'™ Cu'® Cd'* y Hg'"". En primer
lugar, las especies metdlicas se convirtieron a quelatos neutros mediante quelacion con
diferentes ligandos (pirrolidin-ditiocarbamato de amonio (APDC) o dietil-ditiocarbamato
de sodio (DDC)) para la retencién cuantitativa en una mini-columna de fullereno.
Después de retenidas, las especies finales se eluyeron con un disolvente apropiado (metil
isobutil cetona (MIBK) o n-hexano) y se analizaron por espectrometria de absorcion
atomica en llama (FAAS) o ETAAS. Los FLs resultaron ser adsorbentes mas eficaces
para la preconcentracion de los metales traza que la silice Cys, el carbon activado o las
resinas de intercambio i6nico.

Los sistemas de extraccion de flujo continuo fueron modificados por este mismo grupo
de investigacion para aplicar los mismos en la especiacion de diferentes compuestos
6rgano-metalicos como metalocenos'®, metalotioneinas'” y alquilos metalicos'”.
También se utilizaron en la pre-concentracion de especies organicas tales como benceno,
tolueno, etilbenceno e isomeros de xileno''’. En el grupo deVarcércel también prepa-

raron dos derivados de fullereno, C)-DDC y Cgo-acido rubeanico, para la especiacion de
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plomo y cobre. Los derivados fueron sintetizados por reaccion fotoquimica de Cep y
DDC o acido rubeanico en un medio de tolueno-etanol. El Cgy se une covalentemente a
los reactivos quelantes clésicos; estos derivados exhibieron una alta estabilidad entre pH
1y 11y pueden ser reutilizados durante al menos 6 meses'™.

Las aplicaciones cromatograficas de los FLs parten de un estudio centrado en la separa-
cion y el aislamiento de los FLs por LC, el cual mostr6 que las fases estacionarias que
contenian ligandos fenilo en su estructura podian interactuar con los FLs a través de
interacciones n-nt'"". Esta observacion condujo a la investigacion de los FLs como fases
estacionarias, primero para LC y mas tarde para GC. La retencion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) en varias fases estacionarias basadas en fullereno para
LC fue estudiada por primera vez por Jinno et al., quienes utilizaron fases de silice unida
a Cgo, asi como los propios Cg, para la separacion de los HAPs'"? y alquilbencenos'". En
la figura 2.13, se muestra una representacion de dos formas posibles de union covalente
de los FLs a la matriz de silice para ser utilizados como faces estacionarias. Adicional-
mente, otras fases estacionarias basadas en FLs han sido fabricadas para LC, para lo cual
los fullerenos (Cg9-Cro) fueron enlazados quimicamente en silice funcionalizada o ligados
directamente a perlas de polimeros''*. El primer tipo de adsorbente se sintetizd por
reaccion entre la silice amino terminada y el Cgy funcionalizado, mientras que el segundo
por reaccion directa entre los FLs y perlas de poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB). Al
utilizar estas fases para la separacion de HAPs se encontrd que la fase polimérica con
FLs incorporados poseia mayor capacidad que la de silice derivatizada.
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Fig. 2.13: Representacion esquematica de dos formas posibles de union covalente de los FLs a la silice. (A)
Utilizando dos anclajes y (B) utilizando un solo anclaje.

También se han hecho esfuerzos para desarrollar fases estacionarias basadas en FLs para
GC. La primera aplicacion en este campo consistio en el revestimiento de una columna
de vidrio con Cg, en un estudio sobre de la retencion de compuestos organicos de alto
punto de ebullicion, tales como hidrocarburos aromaticos y alifaticos, aminas, alcoholes
y ésteres'~. Mas adelante, se sintetizaron polisiloxanos conteniendo FLs con el fin de
estudiar su comportamiento como fases estacionarias para GC''*'"”. Los mismos mostra-
ron una excelente estabilidad térmica, operacién dentro de un amplio rango de tempera-
tura, alta eficiencia de la columna y buena selectividad, especialmente para compuestos
como alcanos, alcoholes, cetonas y aromaticos (incluyendo PAHs, PCBs o ésteres de
ftalato). El desarrollo y aplicacion de nuevas fases estacionarias basadas en FLs para LC
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y GC se presenta de manera resumida en una excelente revision critica realizada
recientemente por Profumo et al.""".

2.4.1.2. Polimeros de impresion molecular (MIPS):

Los MIPs son materiales sintéticos con sitios de reconocimiento generados artificialmente,
capaces de volver a enlazar preferentemente una molécula diana especifica sobre otros
compuestos estrechamente relacionados. Estos materiales se obtienen por polimerizacion de
monomeros funcionales y reticulantes en torno a una molécula plantilla que sirve como
molde, en presencia de una disolvente porogénico adecuado, dando lugar a una red
tridimensional de un polimero altamente reticulado''®. Los monémeros se eligen teniendo en
cuenta su capacidad de interactuar con los grupos funcionales de la molécula plantilla.
Luego que ha tenido lugar la polimerizacion, la molécula plantilla se extrae y se establecen
sitios de unién con forma, tamano y funcionalidades complementarias al analito diana (ver
figura 2.14.). Los MIPs resultantes son estables, robustos y resistentes a una amplia gama de
pH, disolventes y temperatura, por lo que su comportamiento emula las interacciones
estableci-das por los receptores naturales para retener selectivamente la molécula diana
(ejemplo, anticuerpo-antigeno) pero sin las limitaciones de estabilidad asociadas. También
es importante sefialar que la sintesis de los MIPs es relativamente barata y facil, convirtiendo
los MIPs en una clara alternativa de los receptores naturales''®.

Los MIPs pueden ser sintetizados fundamentalmente mediante dos enfoques'”. En el
primero se forma el complejo de pre-polimerizacion, en el cual la molécula plantilla se
combina con los monomeros funcionales mediante el uso de enlaces quimicos débiles, tales
como enlaces de hidrogeno, interaccion dipolo-dipolo, fuerzas de van der Waals o p or
apareamiento i6nico. Este método se denomina impresion no covalente. El segundo enfoque
se basa en la formacion de enlaces covalentes en el complejo mondémero funcional-plantilla
y sele ha llamado impresion covalente. La seleccion entre las estrategias mencionadas
define el curso de la etapa subsiguiente del proceso, que implica la eliminacion de la
molécula plantilla de la estructura del polimero.

f '\. .\I = Mondémeros funcionales

P = Molécula plantilla

Fig. 2.14: Representacion esquematica del proceso de construccion de los polimeros de impresion molecular
(MIPs). Para mas detalle ver texto.
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En el caso de la impresion covalente, la alta estabilidad de la interaccion plantilla-mondmero
conduce a una poblacion bastante homogénea de sitios de union, reduciendo al minimo la
ocurrencia de los sitios no especificos. Sin embargo, la dificultad en el disefio de un
apropiado complejo de plantilla-monémero en el que la formacion y la escision de los
enlaces covalentes sean facilmente reversibles bajo condiciones suaves, hace este enfoque
bastante restrictivo'". En el caso de la impresion no covalente, el procedimiento experimen-
tal es bastante simple y una amplia variedad de monoémeros capaces de interactuar con casi
cualquier tipo de plantilla estan disponibles comercialmente. Este enfoque es, por mucho, el
mas utilizado para la preparacion de MIPs. Sin embargo, no esta libre de algunos inconve-
nientes, que ocurren principalmente porque las interacciones plantilla-mondmero se rigen
por un proceso de equilibrio. Por lo tanto, con el fin de desplazar el equilibrio hacia la
formacion del complejo plantilla-mondmero, se utiliza una gran cantidad de monémero. En
consecuencia, el exceso de monomeros libres se incorpora al azar en la matriz polimérica, lo
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que lleva a la formacion de sitios de union no selectivos™ .

Los MIPs se han utilizado ampliamente como materiales de reconocimiento y separacion
molecular en diferentes campos (por ejemplo sensores, administracion de farmacos, croma-
tografia, reconocimiento de proteinas, separacion quiral y pre-tratamiento de muestras)''* %!,
La alta especificidad de los MIPs permite su uso como materiales adsorbentes selectivos en
el tratamiento de muestras personalizado antes de la determinacion final. Por lo tanto, su uso
en SPE, llamada extraccion en fase solida-molecularmente impresa (MI-SPE, del inglés
Molecularly-Imprinted Solid-Phase Extraction) es, por mucho, la aplicacién técnica mas
avanzada de los MIPs en el area de la quimica analitica'"*". Ademas, en los Gltimos afios
se ha observado un creciente interés en la combinacion de los MIPs con otras técnicas de
preparacion de muestras, por ejemplo las técnicas SPME, extraccion por dispersion de la
matriz en fase solida (MSPD, del inglés Matrix Solid-Phase Disperssion) y extraccion
adsortiva con barra agitadora (SBSE, siglas del inglés para Stir Bar Sorptive Extraction).

En esta seccion centraremos la atencion en discutir brevemente la aplicacion de los MIPs en
la etapa del proceso analitico correspondiente a la preparacion de muestras, resaltando
algunas aplicaciones en el tratamiento de muestras biologicas y ambientales.

MI-SPE. La MI-SPE es la aplicacion técnica mas avanzada de los MIPs. De hecho,
algunas empresas ya comercializan cartuchos empacados con MIPs adecuados para la
determinacion de analitos especificos en diferentes muestras'”. El primer ejemplo de la
aplicacion de la MI-SPE en bioanalisis fue reportado por Sellergren'? para la retencion
selectiva en linea (“on-line”) del farmaco Pentamidina (PAM) en muestras de orina. El
polimero retuvo fuertemente al PAM, permitiendo la deteccion directa del mismo en la
etapa de desorcidn, sin andlisis cromatografico sucesivo. Aunque fue posible cargar
muestras de orina, ésta se diluy6 con un disolvente organico para minimizar el contenido
acuoso antes de la carga. La gran complejidad de las muestras bioldgicas hace que sea
necesario optimizar la etapa de lavado cuidadosamente, con el fin de eliminar los
compuestos interferentes; en algunos casos, esto conduce ala pérdida simultanea de
analito y, por lo tanto, una baja recuperacion.

Para mejorar el rendimiento analitico de la MI-SPE se desarroll6 la SPE de dos pasos. En
¢ésta, la muestra se limpia en un adsorbente de SPE previo a su introduccion en el



Cap. 2: Nanotecnologia en Quimica Analitica 57

adsorbente basado en MIPs. De esta manera, la cantidad de impurezas que llegan a los
MIPs es menor y los analitos se cuantifican facilmente. Ademas, los analitos se eluyen
del primer cartucho con un disolvente organico, por lo que alcanzan el cartucho de MIPs
en un disolvente adecuado para el reconocimiento selectivo'>.

Los trabajos anteriormente descritos comprenden la SPE en linea, la cual reduce drastica-
mente la manipulacion de la muestra entre los pasos de preconcentracion y el andlisis,
por lo que la pérdida de analitos y el riesgo de contaminacion se reducen y los limites de
deteccion y reproducibilidad mejoran. Ademas, todo el extracto de la muestra entra en la
columna analitica por lo que el volumen de la muestra puede ser reducido, se disminuye
el consumo de disolventes orgénicos y se mejora el potencial para la automatizacion. A
pesar de las claras ventajas de la SPE en linea, las aplicaciones estan limitadas debido a
que el disolvente de elucion esla misma fase movil del sistema cromatografico,
ocurriendo en muchos casos una falta de compatibilidad entre el disolvente necesario
para desorber los analitos de la pre-columna de MIPs y la fase movil necesaria para
realizar la separacion en la columna analitica.

En los procedimientos fuera de linea (“off-line”) la instrumentacion requerida es simple y
se pueden utilizar condiciones de elucion dptimas en la pre-columna de MIPs sin que la
instrumentacion analitica tenga que ser compatible con el disolvente, el pH, o con los
aditivos acidos o basicos utilizados para la misma. Tal vez por esta razon, la mayoria de
aplicaciones MI-SPE reportadas hasta la fecha se han desarrollado fuera de linea. En los
ultimos afios se ha visto un enorme desarrollo en los métodos MI-SPE fuera de linea para
la determinacion de muchos analitos en muestras ambientales (agua de los rios, aguas
subterraneas, aguas residuales, agua de mar y extractos de suelos), biofluidos (orina,
plasma, suero y sangre) y muestras de alimentos'".

Microextraccion en MI-SPME. En SPME el volumen del material adsorbente es
generalmente mucho menor que en SPE y el mismo se coloca tipicamente sobre la
superficie de una fibra de silice fundida. Sin embargo, s6lo unos pocos tipos de recubri-
miento estan disponibles comercialmente y su selectividad es insuficiente. La utiliza-
cion de los MIPs como recubrimientos para SPME representa una buena solucion. El
enfoque MI-SPME fue propuesto por primera vez en 2001'**'?3 pero no fue sino hasta el
afio 2007 cuando se reportd otra investigacion similar tratando este tema. Sin embargo, en
los ultimos ocho afios se ha generado un niimero creciente de trabajos en este campo'™* 2!,

Fibras recubiertas con MIPs. El recubrimiento de fibras con MIPs es el formato mas
tipico de la MI-SPME, y lo reporté por primera vez Koster et al."**. En su trabajo, la
polimerizacion se llevé a cabo en la superficie de una fibra de silice y se obtuvo una capa
de revestimiento con un espesor de aproximadamente 75 um. Sin embargo, el control del
espesor del revestimiento , de una manera reproducible, requiere condiciones de prepara-
cion juiciosas. Una estrategia de revestimiento multiple para la preparacion de fibras
recubiertas con MIPs fue propuesto por Li et al.'*® y se utiliza en varios estudios
reportados en la literatura'**'*’. En estos trabajos se lograron recubrimientos homo-
géneos, densos y finos de 1-3 um de espesor después de cada proceso de recubrimiento.
Las fibras obtenidas se sumergen nuevamente en la solucion de polimerizacion fresca,
repitiendo varias veces el recubrimiento hasta que se al canza el espesor deseado.
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Alambres de metales sililados (por ejemplo de acero inoxidable'® y de aluminio'?®) se
han recubierto con éxito con MIPs siguiendo procedimientos de revestimiento similares,
que hacen a la fibra mas estable para el analisis de rutina.

MI-SPME en tubo. La SPME en tubo fue desarrollada para la miniaturizacion, la
automatizacion y el acoplamiento en linea con los instrumentos analiticos. Luego de
pasar la muestra repetidamente a través del capilar, los analitos extraidos se desorben con
la fase movil para finalmente analizarlos en linea utilizando la instrumentacion analitica
respectiva. La MI-SPME en tubo se adectia de manera similar a la SPME para las deter-
minaciones en linea, pero con una selectividad muy superior. La MI-SPME en tubo fue
propuesta por primera vez por Pawliszyn et al.'*>. Particulas de MIPs se mezclaron con
metanol y se em paquetaron en tubos de poli(éter-éter-cetona) (PEEK, del inglés
polyether-ether-ketone) con ambos extremos tapados. De esta manera, se desarrollo un
método de extraccion de MI-SPME en linea automatizado para la determinacion de
Propranolol (fArmaco utilizado para tratar la presion arterial alta) en fluidos biolégicos.

2.4.2. Rol de los NMs inorganicos en el proceso analitico.

Las NPs inorganicas abarcan una amplia gama de sustancias, incluyendo metales elemen-
tales, oxidos metalicos, 6xido de silicio y sales metalicas, que se han utilizado ampliamente
en el drea de quimica analitica. Las NPs de plata (AgNPs) se utilizan en muchos productos
como bactericidas y como adsorbentes en SPE. Las NPs de oro (AuNPs) se exploran para
muchas aplicaciones como adsorbentes en SPE y actividades cataliticas. Ambas NPs de
plata y oro poseen los llamados plasmones superficiales debido a la oscilacion colectiva de
los electrones, que les proporcionan excelentes propiedades Opticas y mejoran el campo
eléctrico en su superficie, permitiendo su uso en el desarrollo de sensores Opticos y electro-
qimicos®.

Los puntos cuanticos (QDs, siglas del inglés para Quantum Dots) son nanocristales semi-
conductores (por ejemplo, CdS, CdSe, CdTe, ZnSe, etc.) con sus tres dimensiones en el
rango de tamafio de 1-10 nm. En muchos aspectos, estos nanocristales luminiscentes
constituyen una etapa de transicion entre los semiconductores a g ranel y los atomos
individuales, aplicandose principalmente en el desarrollo de sensores y biosensores

e 130
analiticos .

Las NPs de 6xidos metalicos son ampliamente utilizadas como adsorbentes en SPE, como
por ejemplo TiO,, Al,Os3, ZrO,, MnO y CeO,, asi como NPs de 6xidos de hierro (FeOx).
Adicionalmente cabe sefialar que las NPs magnéticas que han sido sintetizadas con
diferentes composiciones y fases, incluyendo 6xidos de hierro (Fe;O4 y y-Fe,Os), metales
puros (Fe y Co), ferro-magnetos de tipo espinela, asi como aleaciones, cada vez son mas
usadas en procesos de extraccion''

Por otra parte, las NPs de silice (SiO;) se caracterizan por presentar areas superficiales altas
y exhibir reactividad superficial intrinseca que permite su modificacion quimica para su
utilizacién como adsorbentes'. Las zeolitas, arcillas y cerdmicas nanométricas son otros

. . . [ 1
NMs que se han propuesto para varias aplicaciones analiticas'.

NPs metalicas (MNPs, del inglés Metallic Nano-Particles) en el proceso analitico: es un
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término que implica una amplia gama de diferentes NPs inorgédnicas e hibridas inorga-
nicas/orgéanicas, tales como las NPs de metales puros y las NPs de 6xidos metalicos. Las
MNPs tienen propiedades unicas tales como gran superficie especifica, alta capacidad de
adsorcion y susceptibilidad de modificacion a baja temperatura, por lo que son opciones de
seleccion como extractantes en fase solida, ofreciendo mecanismos de eliminacion de
contaminantes. Las MNPs también tienen una actividad quimica relativamente alta la cual
les proporciona cierta especificidad en sus interacciones. Las estrategias de inmovilizacion y
aplicaciones analiticas para las NPs de metales y oxidos metalicos han sido discutidas
ampliamente en la literatura y criticamente revisadas recientemente**'*®. En esta seccion,
presentaremos algunas aplicaciones para ilustrar el potencial de este grupo de NPs con
especial énfasis en la preparacion de muestras.

2.4.2.1. NPs de metales:

NPs de oro (AuNPs). Las AuNPs son NMs prometedores y fiables debido a su alta relacion
superficie/volumen, estabilidad a largo plazo, féciles de sintetizar y compatibilidad con
biomoléculas™*. Las moléculas organicas que contienen grupos tiol o amino pueden adsor-
berse de forma espontdnea sobre la superficie de oro para formar una monocapa auto-
ensamblada y bien organizada'”’. Las AuNPs inorganicas o hibridas organicas/inorganicas
con propiedades superficiales sintonizables han sido reportadas como excelentes platafor-
mas para una amplia gama de métodos de analisis"®.

|.138

Wang et al. ™ propusieron una técnica de SPE modificada, llamada nanoextraccion en fase
solida (SPNE, siglas del inglés para Solid Phase Nano-Extraction) para la pre-concentracion
de PAHs en muestras de agua mediante el aprovechamiento de la fuerte afinidad fisico-
quimica entre los PAHs y los coloides de AuNPs. Las AuNPs de 20 nm exhibieron la mejor
eficiencia de extraccion. Debido a que todo el procedimiento de extraccion consume menos
de 100 pL de disolventes organicos por muestra, el método puede ser considerado amigable
con el medio ambiente. Los extractos pueden ser analizados ya sea por cromatografia liquida
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de alta resolucién (HPLC)™® o con técnicas espectroscopicas’™ .

Las extraordinarias propiedades de las AuNPs merecian ser probadas en otros métodos de
preparacién de muestras, tales como SPME. En tal sentido, Feng et al.'*" prepararon una
fibra de SPME con AuNPs mediante un método sencillo de auto-ensamblaje capa por capa
utilizando un alambre de acero inoxidable como sustrato soporte. La fibra mostré una alta
estabilidad y durabilidad frente a acidos, bases y altas temperaturas, ademas de una exce-
lente eficacia y selectividad para la extraccion de compuestos organicos hidréfobos aromati-
cos en agua de lluvia y extractos de suelos. Finalmente, Karimipour et al."*' sintetizaron un
adsorbente de AuNPs soportado sobre carbon activado (AuNP-AC) y modificado con
bis(salicilaldehido 4-metoxi)-1,2-fenilendiamina (BMSAPD) para la pre-concentracion de
pequefias cantidades de iones de Co*", Cu*", Ni*", Fe*", Pb”" y Zn®" en muestras de agua.
Todos los iones metalicos bajo estudio fueron retenidos en el adsorbente AuNP-AC-
BMSAPD mediante el acomplejamiento de los mismos con el ligando BMSAPD, propor-
cionando una manera de preconcentracion eficiente. Luego, los iones metélicos retenidos se
eluyen del adsorbente con HNO; y se detectan por espectrometria de absorcion atomica
(FAAS).
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NPs de plata (AgNPs): en vista de las propiedades similares de la plata y el oro, las AgPNs
se utilizan como recubrimiento de fibras en SPME mediante la técnica de metalizacion sin
electricidad'*?. Este recubrimiento de la fibra tiene una superficie porosa, por lo tanto mayor
capacidad de adsorcion y eficacia en la extraccion. Ademas, la fibra también tiene una exce-
lente estabilidad y durabilidad frente al tratamiento con acidos, bases y altas temperaturas.
Se demostr6 que la fibra recubierta de plata exhibe un mejor rendimiento para la extraccion
de PAHs y ésteres de ftalato, en comparacion con las fibras comercialmente disponibles y

otras fibras para SPME'¥,

Las AgNPs también han sido utilizadas directamente para la determinacién de compuestos
orgéanicos. La reduccion de nitrato de plata con borohidruro de sodio en un medio acuoso en
presencia de bromuro de cetil trimetilamonio produce una solucién estable de AgNPs que
puede adsorber compuestos orgénicos no polares, como los HAPs, en la superficie de las
NPs del metal. La posterior determinacion luminiscente demostré el efecto sensibilizador de
la luminiscencia por parte de las AgNPs. Esta estrategia ha demostrado ser 1til para la pre-
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concentracién y analisis directo de trazas de pireno en muestras acuosas' *.

La modificacion superficial con grupos funcionales es un procedimiento basico para evitar
la agregacion de las AgNPs preparadas, controlar el tamafio de las particulas y también para
proporcionar selectividad extra cuando las NPs se utilizan como medios de separacion. En
este sentido, se desarroll6 una técnica de SPE basada en el uso de AgNPs modificadas con
Morin como una gente complejante para la pre-concentracion de trazas de plomo en
muestras bioldgicas con deteccion por ETAAS™,

2.4.2.2. NPs de 6xidos metalicos:

NPs de 6xidos metdlicos puros: las NPs de 6xidos metalicos (MONPs, siglas del inglés para
Metal Oxide Nano-Particles) tales como TiO,, ZnO, ZrO,, Al,0s, y CeO,, han sido amplia-
mente utilizadas para la extraccion y separacién de especies contaminantes'*'’. En la
mayoria de los casos, estas MONPs fueron utilizadas como adsorbentes en SPE para la
separacion de iones metalicos toxicos y compuestos organicos. Las MONPs ofrecen
propiedades unicas, tales como alta estabilidad térmica, mecanica y quimica, asi como una
gran area superficial especifica y alta capacidad de adsorcion cumpliendo con los requisitos
de un adsorbente para SPE.

Se ha reportado el comportamiento de la adsorcion de iones metalicos toxicos como el Cr,
Cu, Fe, Mn, Ni, Zn y elementos de tierras raras en NPs de TiO,". Baytak et al., utilizaron
una mini-columna de levadura para inmovilizar NPs de TiO, y extraer los elementos toxicos
anteriormente sefialados a partir de muestras de agua, analizando los extractos con espectro-
metria de emision atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES)'*. La columna
que contenia 100 mg de adsorbente ofrecid una capacidad para pre-concentrar hasta 500 mL
de solucién de muestra, logrando un factor de enriquecimiento de 250 con 2 ml de HNO; 5
% (v/v) como eluyente.

Las MONPs también han mostrado un mejor desempefio como adsorbentes respecto a los
recubrimientos poliméricos utilizados cominmente en SPME, en términos de estabilidad
quimica y durabilidad. Ademas, proporcionan una alta porosidad y gran area superficial, con
la consiguiente mejora en la capacidad de extraccion. Wang et al."*® fabricaron una nano-
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varilla mediante el recubrimiento de una fibra de silice fundida con un material compuesto
de NPs de ZnO y polidimetilsiloxano y la utilizaron para la SPME de benceno, tolueno,
etilbenceno y xileno en soluciones acuosas. Ji et al.'*’ prepararon nanovarillas con
recubrimiento basado en ZnO para SPME sobre alambres de acero inoxidable, utilizando un
método de in situ crecimiento hidrotermal para la determinacion de aldehidos en muestras
de fideos instantaneos. El recubrimiento preparado tiene una alta relacion superficie/
volumen con una longitud de 300-500 nm. La eficacia del revestimiento para la extraccion
de los cinco aldehidos analizados fue comparable al de una fibra comercial de carboxen/
polidimetilsiloxano de 85 um de espesor, aunque el espesor del revestimiento de la fibra a
base de ZnO era de sélo 3-5 pm.

NPs de 6xidos metalicos modificados: para mejorar su selectividad, las MONPs se pueden
funcionalizar adicionalmente con compuestos pequenios o polimeros organicos y/o inorga-
nicos. En este sentido, Shen et al."*® prepararon nanoperlas con nicleo de ZnO y cubierta de
polimetacrilato de metilo (PMMA) como adsorbentes en un novedoso método de SPME
utilizando deteccion mediante Espectrometria de Masas con lonizacion Laser y Desorcion
Asistida por Matriz acoplada a un Analizador de Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF-MS,
siglas del inglés para Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Fly Mass
Spectrometry). La cubierta de PMMA polimerizé en virtud de los radicales libres pre-
existentes en la superficie de las NPs de ZnO. Las nanoperlas de ZnO-PMMA preparadas
son muy estables y faciles de dispersar en solucion, mostrando una alta eficiencia para la
pre-concentracion de péptidos y proteinas.

Por otro lado, nanoalimina quimicamente modificada se ha utilizado para la extraccion de
diferentes cationes metalicos en agua, alimentos, orina y muestras marinas, con resultados
satisfactorios'**'™. En un excelente trabajo, alimina recubierta con NPs de azufte se utilizd
para extraer eficazmente cantidades traza de iones Cd, Cu, Zn y Pb en muestras marinas'®.
La alimina recubierta con 2,4-dinitrofenilhidrazina dodecil sulfato de sodio demostro ser un
adsorbente eficiente para la extraccion de los iones Pb (II), Cd (II), Cr (IIT), Co (II), Ni (Il) y

Mn (II) a partir de muestras acuosas ™.

Extraccion en fase sélida magnética (MSPE): se ha introducido para la preparacion rapida y
facil de la muestra'*. Los materiales de adsorcion magnéticos se dispersan directamente en
la solucion de muestra para extraer rapidamente los analitos, ya que se pueden recuperar
facilmente con la ayuda de un iman. La MSPE también supera los problemas asociados a la
SPE convencional, tales como el rellenado de las columnas y el proceso de carga de grandes
volimenes de muestras que consume tiempo. Tipicamente, el material de adsorcion
compuesto se construye usualmente con un nucleo de un éxido metalico magnético con o
sin modificacion quimica (mayormente Fe;O,) el cual permite la recoleccion por el iman y
un agente quelante o N Ps que sirven como soporte para extraer los diferentes analitos.
Diferentes NPs se han utilizado como material de apoyo para la MSPE, entre ellas
quitosano, CNTs, MWCNTs, grafeno, TiO,, alimina, etc.)]34’135. La MSPE ha sido utilizada
para la determinacion de diversos analitos organicos e inorganicos en muestras de aguas,
ambientales, alimentos y fluidos biologicos'™""**. Adicionalmente, esta técnica de extraccion
ha sido revisada de manera critica recientemente en la literatura, incluyendo detalles sobre la
sintesis, caracterizacion, usos y aplicaciones analiticas de las NPs magnéticas"**3®15%134,
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Un buen ejemplo de MSPE lo encontramos en el trabajo desarrollado por Bagheri et al.'".

En el mismo, se describe la preparacion y caracterizacion de un nanocompuesto magnético
de magnetita, silice y una base de Schiff como adsorbente para la pre-concentracion y deter-
minacion de trazas de iones de metales pesados en agua, alimentos y muestras bioldgicas,
mediante espectrometria de absorcion atdmica. En este trabajo las NPs de magnetita (Fe;Oy4)
fueron recubiertas con una pelicula delgada de silice, mediante reaccion con tetraetoxisilano
(TEOS) para conformar el soporte magnético (Fe;04/Si0;). A continuacion, la base de
Schiff (L, (3-(4-metoxibenzilidenamino)-2-tioxo-tiazolidina-4-ona)) fue injertada sobre la
superficie del soporte magnético (Fe;04/Si0;) para obtener el material adsorbente funciona-
lizado (Fe;04/Si0,/L). Las particulas funcionalizadas fueron agregadas a una solucion acuo-
sa que contenia los iones de los metales pesados (Pb(II), Cd(Il) y Cu(Il)) para su adsorcion
mediante quelacion en la superficie de las particulas. Seguidamente, las particulas conte-
niendo los metales fueron separadas del seno de la solucion con la ayuda de un iman y lava-
das para finalmente re-disolver los iones de los metales con HNOs para su determinacion
mediante FAAS. En la figura 2.15, se representa esquematicamente el proceso de MSPE
anteriormente descrito.
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Fe304 Fe;04/si0; Fe304/5i0,/1
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(0] @ @
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Fig. 2.15: Representacion esquematica del proceso de formacion de NPs magnéticas adsorbentes y del proceso
de MSPE. Para mas detalle ver texto. Figura adaptada de Bagheri et al."™".

Puntos cuanticos:

Los QDs son materiales nanoestructurados, también conocidos como materiales cero-
dimensionales o nanocristales semiconductores. Estos semiconductores nanocristalinos
coloidales estan formados por elementos de los grupos II-VI, III-V o IV-VI de la tabla
periddica, son mas o menos esféricos y con tamafios tipicamente en el rango de 1 a 12 nm de
didmetro. En esos tamafios reducidos (cerca o mas pequefios que las dimensiones del radio



Cap. 2: Nanotecnologia en Quimica Analitica 63

de Bohr de un exciton en el material a granel correspondiente) estas NPs se comportan de
manera diferente a los solidos a granel debido a efectos de confinamiento cuénticos'™. El
confinamiento cuantico esr esponsable de las notables propiedades optoelectronicas
atractivas exhibidas por los QDs, incluidos sus altos rendimientos cudnticos de emision,
perfiles de emision sintonizables por tamafio y bandas espectrales estrechas' . Por otra
parte, la fuerte dependencia de sus propiedades con el tamafo da como resultado una
emision sintonizable que conduce cada dia a nuevas aplicaciones. Tal y como lo sefialamos
anteriormente, los QDs pueden sintetizarse con atomos de los grupos II-VI, III-V o IV-VI,
lo que permite una gran variedad de QDs. Sin embrago, la mayoria de las aplicaciones de los
QDs ha puesto su énfasis en materiales tales como CdSe, CdTe, ZnSe, CdS, CdSe/ZnS, InP,
etc.”"'% Estos NMs se o btienen mediante distintas rutas de sintesis que garantizan un
control estricto de la materia constitutiva, el tamafio, la forma y la composicion quimica de
su superficie*'*. Entre los diferentes procesos fisicos y quimicos para la preparacion de los
QDs, el método de la quimica coloidal es la mejor ruta para sintetizar nanocristales con la
adecuada funcionalidad de la su superficie, la cual les proporciona una alta eficiencia
luminiscente, estrecha distribucion de tamafios y especificidad para interactuar con determi-
nadas especies’’. Ademas, dado que los QDs se dispersan en un disolvente, deben ser
estabilizados para evitar su aglomeracion. Por consiguiente, la posibilidad de modificar la
superficie de los QDs con ligandos adecuados es un aspecto de importancia primordial que
afecta no sélo las propiedades de la solucion y la solubilidad de los nanocristales, sino

.y . e 1
también a su uso potencial como sensores quimicos'™.

Los recientes avances en la nanotecnologia de los QDs han introducido poco a poco a estos
NMs en el area de quimica analitica, sobre todo como sensores quimicos en mediciones
basadas en fluorescencia™'**'®_ Debido al pequefio tamafio y a la alta relacion superficie/
volumen de los QDs, la composicion de su superficie es determinante, asi como cualquier
modificacion del medio circundante o la interaccion con otras especies quimicas, la cual
podria ser modulada a distintos niveles, dando lugar a una alteracion significativa de la
propiedades foto-luminiscentes, es decir, en términos de la intensidad de emision, corrimien-
to espectral 0 un cambio en el tiempo de decaimiento’™®. Desde un punto de vista analitico,
la modulacion de la luminiscencia de los QDs como una respuesta selectiva a un analito
dado puede ser percibida por diferentes medios: a) incremento o supresion de la intensidad
de la fluorescencia, b) FRET, c) incremento o supresion directa o indirecta de la quimio-
luminiscencia y d) transferencia resonante de energia en la quimioluminiscencia (CRET,
siglas del inglés para Chemiluminescence Resonance Energy Transfer)'®*%.

La dependencia de la longitud de onda de luz emitida por los nanocristales con el tamafio de
los mismos durante los procesos luminiscentes es probablemente la propiedad Optica mas
llamativa y mas estudiada de los QDs. En este sentido, se sabe que las propiedades de
emision de nanocristales semiconductores dependen en gran medida de la energia y la
densidad de los estados electronicos, los cuales pueden ser alterados mediante la variacion
del tamafio y la forma de estas diminutas estructuras. Por ejemplo, la figura 2.16 muestra los
espectros de fluorescencia para QDs de CdSe con diferentes tamanos de diametro de NPs.
Como puede verse, la longitud de onda de la luz emitida por los nanocristales de CdSe de
diferentes tamafios se puede sintonizar en el intervalo de 480 a 680 nm. Ademas, como cada
material tiene diferentes limites de tonalidad, que dependen de las limitaciones fisicas del
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Fig. 2.16: Espectros de fluorescencia de nanocristales de CdSe de diferentes tamafios. Para mas detalle ver
texto.

tamano del punto, se han empleado otros materiales en la sintesis de QDs para cubrir otras
regiones del espectro ( QDs basados en Zn emiten por debajo de 400 nm mientras que los
QDs basados en Pb tienen una emision en la region espectral del infrarrojo cercano)'.

Como resultado de su estructura electronica discreta, parecida a la de un atomo, los QDs
tienen espectros de emision tipicamente muy estrechos, con anchura total a la mitad del
méaximo de la emisién luminiscente de alrededor de 15-40 nm'*"*®. Dado que las lineas de
emision son comparativamente mucho mas estrechas que las de ligandos orgéanicos, la
deteccion de los QDs sufre mucho menor diafonia de la que pudiera resultar por la emision
de un fluoréforo diferente alojado en el canal de deteccion del fluoréforo de interés (analito).

Por otro lado, los QDs suelen exhibir rendimientos cuanticos de fluorescencia mas altos que
los fluordforos organicos convencionales, permitiendo una mayor sensibilidad analitica.
Esto se logra mediante la modificacion quimica de la superficie, que permite que los
mecanismos de desactivacion radiantes (emision de luz) predominen sobre los mecanismos
de desactivacion no radiantes. En este contexto, por ejemplo, se ha demostrado que el
recubrimiento de los nanocristales de CdSe con una capa de un semiconductor inorganico de
banda ancha (por ejemplo, ZnS) reduce la desactivacion no radiante y da como resultado

PR , . 161
una emision mas brillante .

Por razones de espacio en el alcance del presente capitulo, no incluiremos ejemplos
puntuales sobre la aplicacion de los QDs en determinaciones analiticas particulares, sin
embargo, se encuentran disponibles varias revisiones criticas sobre la materia, donde los
lectores interesados podran encontrar multiples ejemplos relacionados con la aplicacion de
los QDs en el desarrollo de sensores y biosensores Opticos para la determinacion de diversos
analitos en diferentes matrices'>'*"'%.
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