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Resumen

En la presente tesis se reportan los resultados de una investigacion en lo referente
a la fotoluminiscencia y los espectros de dispersion Raman, de puntos cuénticos
ndcleo/coraza de CdSe/ZnS, tanto no bioconjugados, como bioconjugados. En
una primera fase, se realiz6 la investigacion de la fotoluminiscencia de puntos
cuanticos con diferentes longitudes de onda de 525 nm (2.36 eV), 565 nm (2.20
eV), 605 nm(2.04 eV) y 640 nm (1.93 eV) correspondientes, respectivamente a
los tamafios de 3.2 nm, 4.0 nm, 5.1 nm y 6.3 nm. El espectro de fotoluminiscencia
de puntos cuanticos no bioconjugados, esta caracterizado por la superposicion de
bandas de fotoluminiscencia, generadas tanto por la emision de “electron-hueco”
del nucleo del CdSe 565nm (de 2.19-2.22 eV), como por la emision de los
“electron-hueco”, via estados de interfase (2.37, 2.73 y 3.02 eV) ubicados en
CdSe/zZnS o ZnS/polimero. La localizacion de los centros de emisién de alta
energia en los estados de interfase, se confirmo6 debido a que la posicién de los
picos no depende del tamafio de los puntos cuanticos y de las temperaturas en la
medicion. Se utilizaron los puntos cuanticos CdSe/ZnS comerciales, con un
tamafio de 3.6-4.0 nm cubiertos con polimero, con un color de emisiéon en 560-565
nm (2.19-2.22 eV), fueron usados para el estudio de bioconjugacion. Asi mismo, la
bioconjugacion de los puntos cuénticos se realizo con el antibody mouse anti
Prostate-Specific Antigen (mab-PSA). Se observd un cambio drastico en el
espectro de fotoluminiscencia de los puntos cuanticos bioconjugados, con un
decremento esencial del flujo de recombinacion de electron-hueco, via estados de
interfase. Este efecto puede explicarse tomando como base la recarga de estados
de interfase de puntos cuanticos en la bioconjugacion. El andlisis del espectro de
dispersion Raman de los puntos cuanticos CdSe/ZnS cubiertos con polimero,
tanto no bioconjugados como bioconjugados, con el mab-PSA, se realiz6 a
temperatura ambiente (300K). En el espectro se observan dos tipos de picos: el
primer tipo se relaciona con el sustrato Si, a 230-460,522, 610, 670, 940-1040 cm™
y el segundo tipo, se relaciona con el polimero de la superficie de los puntos

cuanticos en el intervalo espectral 1268-2210 cm™. Se observé que la
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bioconjugacién de puntos cuanticos en el mab-PSA, estd acompafiada de una
variacion dramatica en la intensidad de la lineas Raman antes mencionadas.

La explicacion del efecto antes sefalado, fue propuesta en funcion de la
dispersibn Raman aumentada en la superficie (SERS), el cual, de manera
simultanea, confirma que la biomolécula estudiada, tiene momento dipolar y puede
participar en una interaccion electrostética en el proceso de bioconjugacién. Como
resultado de estos experimentos, se concluye que los puntos cuanticos CdSe/ZnS
con estados de interfase, tienen propiedades que los hacen muy prometedores

para el estudio de efectos de bioconjugacién con anticuerpos.
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Abstract

In this thesis, the photoluminescence (PL) and Raman scattering spectra of
nonconjugated and bioconjugated core-shell CdSe/ZnS quantum dots (QDs) has
been studied. At the first PL of QDs of different emission wavelengths 525nm
(2.36eV), 565nm (2.20 eV), 605 nm(2.04 eV) and 640 nm (1.93 eV) corresponding
to the QD sizes 3.2 nm, 4.0 nm, 51 nm, 6.3 nm, respectively, has been
investigated. PL spectra of nonconjugated QDs are characterized by a
superposition of PL bands related to exciton emission in the CdSe core and to
electron-hole emission via interface states (2.37, 2.73 and 3.02 eV) at the
CdSe/zZnS or ZnS-polymer interfaces. The localization of high energy emission
centres at the interface was confirmed by the independence of peak positions
versus QD sizes and temperatures of measurement. The commercial CdSe/ZnS
QDs with the size between 3.6-4.0 nm covered by polymer with colour emission at
560-565 nm (2.19-2.22 eV) have been used for the bioconjugation study. The QD
bioconjugation is performed with the mouse anti Prostate-Specific Antigen antibody
(mab-PSA). The PL spectra of bioconjugated QDs have changed dramatically, with
essential decreasing of the electron-hole recombination flow via interface states.
This effect is explained on the base of re-charging of QD interface states at the
bioconjugation. The analysis of Raman scattering spectra of 565 nm CdSe/ZnS
QDs covered by polymer with and without bio-conjugation to the mouse anti PSA
(Prostate-Specific Antigen) antibodies, measured at room temperature (300K),
demonstrates two groups of peaks related to: 1) the Si substrate at 230-460, 522,
610, 670, 940-1040 cm™ and 2) related to polymer on the QD surface in the
spectral range 1268-3310 cm™. It is revealed that the QD bio-conjugation to the
mab-PSA is accompanied by a dramatic variation in the intensity of the Raman
lines of both types. The explanation of mentioned effect in bio-conjugated QDs has
been proposed on the base of surface enhanced Raman scattering (SERS) effect
that, at the same time, has confirmed that studied biomolecules have a dipole

moment and can participate in electrostatic interaction with QD in the
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bioconjugation process. It is shown that CdSe/ZnS QDs with interface states are

very promising for the study of bioconjugation effects to antibodies.
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Introduccion

Cuando se construyen estructuras de dimensiones del orden de nanometros
utilizando materiales semiconductores, estas, manifiestan nuevas propiedades
Opticas, estructurales entre otras, las cuales pueden ser utilizadas tanto para el
estudio de la fisica béasica de sistemas cero-dimensionales como, para las

aplicaciones tecnoldgicas de dispositivos optoelectronicos [1, 2].

Las propiedades de los materiales a escala hanométrica cambian drasticamente
debido a fendmenos cuanticos que provienen del confinamiento de electrones,
huecos y excitbnes. Los materiales en tal escala, hacen posible modificaciones en
otras propiedades del material, tales como las eléctricas y las Opticas, las cuales
manifiestan un comportamiento muy diferente, al que poseen estos mismos

materiales en grandes dimensiones (en bulto).

El confinamiento cuantico define tres grandes tipos de nanoestructuras: los pozos
cuanticos, los alambres cudénticos y los puntos cuanticos. En los pozos cuanticos,
los portadores estan confinados en la direccion perpendicular a la capa, pero se
mueven libremente en el pozo. Por otra parte, en los alambres cuanticos, los
portadores estan confinados en las dos direcciones, y se mueven libremente a lo
largo del eje del alambre. Asi mismo, en los puntos cuanticos, el confinamiento se

da en las tres direcciones[3].

Se denomina punto cuantico a los nanomateriales semiconductores, los cuales
presentan un confinamiento de excitones y/o portadores en las tres dimensiones.
Los puntos cuanticos por lo tanto, actian como “atomos artificiales”, confinando
excitones, electrones y huecos en las tres dimensiones. Sin embargo, esta
analogia debe considerarse con cuidado, pues hay que recordar que a diferencia

de lo electrones de un atomo, los portadores en los puntos cuanticos interactiian
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fuertemente con las vibraciones de la red y estan frecuentemente influenciados

por defectos, superficies e interfaces [3].

Para la creacion de puntos cuanticos, pueden hacerse crecer, y para ello, se han
desarrollado tres importantes técnicas como son: las sintesis en suspension, las

litograficas y el crecimiento epitaxial.

Por el método de sintesis en suspension, se preparan los puntos cuanticos
monodispersos a partir de precursores en suspensiones. Asi mismo, con las
técnicas litograficas, un punto cuantico es creado cuando una barrera de potencial
electrostéatica ha sido inducida y en el caso de crecimiento epitaxial los puntos

cuanticos se forman al momento del crecimiento.

De esta manera, los puntos cuanticos, son estructuras semiconductoras muy
pequefias (2-15 nm de didmetro) cubiertas por otro material semiconductor de una
banda prohibida mas grande. Es necesario sefialar que los puntos cuanticos son
regiones con propiedades bien definidas, que poseen un comportamiento,
semejante al de los atomos. Tal comportamiento proporciona un excelente e
interesante campo, para el estudio de la fisica del confinamiento de los portadores

y fenémenos de muchos cuerpos [4, 5].

Con base en lo anterior, las aplicaciones que se vislumbran para los puntos
cuanticos son muchas y variadas. Esto se ilustra, por ejemplo, con los dispositivos
luminosos, ya que el color de la luz que emiten los materiales con nanoestructuras
de puntos cuanticos, depende de las dimensiones del punto cuantico. El aumento
del tamafio de los puntos cuanticos produce un efecto batocromico o corrimiento al
rojo en la luz (el desplazamiento de los maximos de los picos de absorcion hacia
las longitudes de onda mas largos). A su vez, la disminucion del tamafio produce
un efecto hipsocromico o corrimiento a la luz azul (disminucion en la longitud de
onda). Todo el espectro de la luz visible podria obtenerse a partir de la emisién de

luz por los puntos cuanticos cambiando simplemente el tamafio de los puntos
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cuanticos. De esta manera, seria posible también el disefio de diodos emisores de
luz (LEDs) de cualquier color. Asi mismo, la fabricacion de “sintonizadores” de
colores desde el azul hasta el rojo, es hoy practicamente una realidad, debido a
que si se colocan estos puntos cuanticos en polimeros y se fabrican peliculas de
grosores que van de 1000 a 2000 angstroms. Ademas, se podrian construir diodos
que emitan luz blanca combinando puntos cuanticos de diferentes tamafios. Por
ejemplo, se podrian disefiar materiales con puntos cuanticos para hacer
compuertas logicas ultra rapidas e interruptores Opticos. Estas compuertas e
interruptores podria trabajar a la velocidad de 15 terabytes por segundo (las redes

de Ethernet actuales trabajan a solo 10 megabits por segundo).

También se podria aplicar en multiplexores Opticos (separando varias sefiales de
diferente longitud de onda en una fibra 6ptica). Existen mas aplicaciones posibles
en otros campos como criptografia cuantica, computacién cuantica, diodos laser,
transistores cuanticos y dispositivos optoelectrénicos que trabajen mas rapido, con
luz que con electricidad. Asi mismo, se pueden utilizar en computadoras en las
cuales no haya corrientes eléctricas sino solo flujos de luz. Otro posible uso de
este espectro de colores podria realizarse en biosensores utilizados para detectar
agentes infecciosos. Hoy en dia estos biosensores, basados en fluorescencia,
dependen de tintas organicas para marcar al agente. La luminiscencia de las tintas
organicas comprende un pequefio intervalo del espectro, y ademas se degrada

con el tiempo, lo cual practicamente se evitaria utilizando puntos cuanticos.

En el presente trabajo de tesis en el capitulo 1 se presenta el estado del arte el
cual presenta estudios referentes a los fendmenos fiscos que se presentan en
puntos cuanticos, de igual forma, diferentes técnicas de: sintesis de puntos
cuanticos, bioconjugacion, analisis de fotoluminiscencia y espectroscopia Raman
en puntos cuanticos, asi como la interaccién antigeno-anticuerpo. En el capitulo 2
se muestran las caracteristicas de los puntos cuanticos empleados, la preparacion
de la muestra, asi como la descripcion de las técnicas de espectroscopia

fotoluminiscencia y espectroscopia de dispersion Raman. En el capitulo 3 se
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presenta el analisis de espectroscopia por fotoluminiscencia asi como el
planteamiento de un modelo que describa los fendmenos observados. En el
capitulo 4 se muestra el analisis realizado a los puntos cuénticos mediante la
espectroscopia de dispersion Raman. Al final se presentan las conclusiones

basadas en la los resultados obtenidos en la presente tesis.
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Justificacion

Los puntos cuanticos de CdSe/ZnS, son, ampliamente utilizados para
investigaciones de procesos de bioconjugacion con diferentes biomoléculas, como
las proteinas y los amino&cidos entre otros. Hasta el presente, la bioconjugacion

de puntos cuanticos CdSe/ZnS con el mab-PSA no ha sido investigada.

En la actualidad, los datos publicados referentes a la fotoluminiscencia de puntos
cuanticos CdSe/ZnS bioconjugados estan principalmente relacionados con el
cambio de intensidad de fotoluminiscencia [7, 24, 27, 28, 35]. Sin embargo, no se
ha llevado a cabo el andlisis, cuando los espectros de fotoluminiscencia tienen
variaciones en la forma y no solo en la intensidad, de igual forma, no se ha

propuesto un modelo el cual pueda explicar este fenémeno.

En este trabajo se investigan los cambios en el proceso de fotoluminiscencia de
los puntos cuanticos de nucleo-coraza de CdSe-ZnS debidos a la bioconjugacién
con las biomoléculas mab-PSA. Ademas se propone un modelo viable para
explicacion de estos cambios. Como consecuencia, la técnica de fotoluminiscencia
resulta ser util para identificar la bioconjugacion de los puntos cuanticos debido a

los cambios de los espectros obtenidos sin y con bioconjugacion.

Ademas, se realizan las investigaciones de la espectroscopia Raman de los
puntos cuanticos de nudcleo-coraza de CdSe-ZnS no bioconjugados vy
bioconjugados con las biomoléculas mab-PSA. Los resultados obtenidos permiten
ademas de identificacion del proceso de bioconjugacion, obtener la informacion

adicional referente a la carga de los anticuerpos asi como de su momento dipolar.

La informacién, que proporcionan las ambas técnicas de estudios 6pticos puede
ser aplicada para la deteccion del proceso de bioconjugacion y su modelado. Y se
espera, que en un futuro cercano, los puntos cuanticos bioconjugados se podran

aplicar en la clinica para una deteccion temprana de cancer.
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Objetivo General

Investigar los espectros de fotoluminiscencia y dispersion Raman de los puntos
cuanticos nucleo/coraza de CdSe/ZnS, en los cuales se presentan estados de
interfase, asi como la modificacion de los espectros de fotoluminiscencia y
dispersidbn Raman en los procesos de bioconjugacion con anticuerpos de Antigeno

Prostatico Especifico (mab-PSA).

Objetivos particulares

1. Estudiar comparativamente la fotoluminiscencia de puntos cuanticos de
CdSe/ZnS no bioconjugados con tamafios diferentes, con emision en 525nm
(2.36eV), 565 nm (2.20 eV), 605 nm (2.04 eV) y 640 nm (1.93 eV) que
corresponden a tamafios de 3.2 nm, 4.0 nm, 5.1 nm respectivamente asi como el

analisis correspondiente a estas muestras.

2. Estudiar los espectros fotoluminiscencia de puntos cuanticos CdSe/ZnS a

565nm tanto bioconjugados como no bioconjugados, con mab-PSA.

3. Estudiar los espectros de dispersion de Raman de puntos cuanticos CdSe/ZnS

a 565nm no bioconjugados y bioconjugados con mab-PSA.

4. Proponer un modelo fisico para explicar los fenbmenos que acompafan al
proceso de bioconjugacion con anticuerpos de mab-PSA y su influencia a los

espectros de fotoluminiscencia y dispersion Raman.
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Capitulo 1 Estado del arte

1.1 Efecto de confinamiento cuantico en los puntos cuanticos

Los puntos cuanticos han sido objeto de un gran interés de la comunidad cientifica
durante las ultimas dos décadas, principalmente debido a sus aplicaciones tanto
como sondas fluorescentes de gran potencia y/o como modulos de biosensores [1,
2].

Debido a su tamafio nanométrico, (siendo éste del mismo orden de magnitud del
radio de Bohr de un excitbn a temperatura ambiente), [3] los estados de
portadores de libres (electrones y huecos) en semiconductores, estan cuantizados.
El movimiento de los electrones y los huecos son objeto de estudio de la mecanica
cuantica. Este fenomeno es llamado efecto de confinamiento cuantico [3]. En
forma semejante al modelo de una particula en una caja de potencial, los niveles
de energia de los electrones y huecos en el punto cuantico son discretos y

dependen de sus dimensiones respectivas.

Los puntos cuanticos pueden ser considerados como “atomos artificiales” debido a
la similitud entre los niveles discretos de energia de éstos y los niveles de energia

del los atomos (Figura 1-1) [3].

Dado que los niveles de energia de puntos cuanticos son dependientes del
tamafo, los niveles de energia pueden ajustarse de un modo controlable, durante
la sintesis de los diferentes tamafios de los nanocristales de la misma

composicion.
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Los niveles de energia dependientes del tamafio de los nanocristales
semiconductores contribuyen a la manifestacién de extraordinarias propiedades

Opticas y eléctricas [4, 5].
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Figura 1-1 Niveles de energia de diferentes sistemas A) Representacion esquematica de la
densidad de estados en un metal y los nanocristales semiconductores B) Densidad idealizada de
los estados en una banda de un semiconductor en funcién de sus grados de libertad. 3D para
grandes dimensiones, 2D para las peliculas cuantica, 1D para las fibras o hilos cuanticos y 0D de

puntos cuanticos|[3].

1.2 Propiedades 6pticas de puntos cuanticos

Las propiedades épticas de los puntos cuanticos estan relacionadas tanto a la

estructura electronica, como a la composicion quimica y al tamafio del cristal.
La figura 1-2 muestra como la emision de los puntos cuanticos de CdSe puede ser

modificada controlando el tamafio de los nanocristales. Se observa que al

incrementar el tamafo, el espectro de emision se desplaza del color azul al rojo
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[6], a mayor tamafio, el espectro de emision de los puntos cuanticos se desplaza

hacia el color rojo, es decir, hacia menores niveles de energia [7] (Figura 1-2).
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Figura 1-2 Espectro de emision y absorcién de puntos cuanticos de CdSe puro. Al cambiar el
tamafio de los puntos cudnticos, el espectro de absorcién y emisién cambia. Los radios de los
puntos cuanticos de CdSe puro utilizados son de 13 A (465-490nm) 15 A (594-601 nm) , 16 A
(501-510 nm) 18 A (518-528 nm) 22 A (538-555 nm),, 25 A (569-574 nm), y 27 A (610-620 nm),

respectivamente [7].

1.3 Tecnologia de preparacién del Nucleo CdSe

Como se ilustra en la figura 1-3, el modelo de La Mer muestra que la produccion
de particulas coloidales monodispersas, requiere de un crecimiento de las

particulas con el tiempo controlado [8]. El lento crecimiento y el calentamiento del

14|Pagina



solvente producen una superficie uniforme y regular en la estructura del nucleo.
Las particulas formadas son monodispersas cristalinas, las cuales a su vez,

pueden ser dispersadas en una variedad de solventes organicos.

Monodisperse Colloid Growth (La Mer)

Mucleation

Nucleation Thrashokd

(arbitrary units)
Injection

From Solution

Ostwald Ripening  Staluralion

Concantration of Precursors

400__ 600 800 1DE'D‘
Time
|Seconds)

Figura 1-3 llustracién de las etapas de nucleacién y crecimiento para la preparaciéon de puntos

cuanticos de alta calidad en el marco del modelo de La Mer[8].

El primer método para preparar nanocristales de CdSe altamente monodispersos
fue propuesto por Murray, Norris y Bawendi en 1993 [9]. La sintesis tiene como
base la pirdlisis de reactivos organometalicos con inyeccion en solventes. Asi
mismo, la clave para la obtener particulas monodispersas, es la separacion de los

procesos de nucleacioén y los pasos del crecimiento.

Asi mismo, los puntos cuanticos de CdSe de mejor calidad, se pueden preparar a
partir de los precursores piroféricos como Cd(CHs), y de Selenio elemental en
trioctilfosfina (TOP)/6xido de trioctilfosfina (TOPO) o hexadecilamina (HDA) a
temperaturas de 250-350° C [10] (Figura 1-4).
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Figura 1-4 Esquema de sintesis de puntos cuanticos de CdSe.

El arreglo experimental tipico para la sintesis de nanocristales se muestra en la
figura 1-5. El solvente en esta reaccion es TOPO, el cual, se introduce en el
recipiente de la reaccion, y se calienta a 300 °C. El precursor del Cadmio es el
dimetilCadmio (CHj3).Cd, el cual se prepara en una atmosfera inerte o al vacio. El
dimetilCadmio se mezcla con TOP y se carga en una jeringa. Se retira la fuente de
calor de la reaccion del recipiente, y el TOP con Cd, es inyectado rapidamente en
la solucion del TOPO.

La inyeccién de los reactivos a temperatura ambiente, causa una disminucion
rapida de la temperatura hasta 180°C. La fuente de calor es colocada nuevamente

y la temperatura incrementa gradualmente de hasta 260°C.

Las alicuotas de la solucion de reaccion, son removidas del recipiente de reaccion
en intervalos de 5 a 10 minutos, y se mide el espectro de absorcion. De esta
manera se monitorea durante el crecimiento de los nanocristales. Cabe sefalar,
qgue la principal desventaja de esta técnica de sintesis es que el (CH3),Cd es un

compuesto piroférico, es decir, es altamente inflamable [11].
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Figura 1-5 Experimento tipico para la sintesis de nanocristales. Un matraz aforado de tres cuellos
se coloca en una manta calefactora, equipada con termopar, condensador y un tabique, los

reactivos se inyectan con una jeringa [11].

Las principales ventajas de emplear disolventes organicos hidrofébicos (TOPO y
HDA) en los procesos de sintesis de puntos cuanticos son que ademas de servir
como medio de reaccion, se combinan con atomos de metales insaturados, en la
superficie de los puntos cuanticos, para prevenir la sedimentacién de las particulas

formadas.

La hexadecilamina ha sido utilizada en diferentes técnicas de sintesis como un co-
solvente. El crecimiento de nanocristales en TOPO/HDA, permite obtener
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particulas monodispersas en tamafio. Con la HDA se obtienen particulas mas

estables manteniendo sus propiedades por mas tiempo [12,13].

En un trabajo de Peng & Peng [14], se presentd una metodologia de sintesis que,

utiliza CdO como el precursor de Cadmio (figura 1-6).

(a).
VIR
2l
A
Selenioven TOF (1 Atmosfera Argon
CdO en Acido estearico
B E S
l N .
(5] (T [ e
(b)

En atmosfera de Ar

Se pellets en CdO en acido TOPO y HDA
TOP estearico

(TOPO coated “recubierto”)

Figura 1-6 (a) Arreglo experimental para la sintesis del nicleo de CdSe. (b) Esquema de sintesis

de puntos cuanticos de CdSe a partir de CdO.

Por otra parte Weller y su grupo de trabajo desarrollaron una metodologia sintética

utilizando acetato de Cadmio Cd(CH3CO5), como el precursor [15]
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1.4 Tecnologia de crecimiento de la coraza de ZnS

Las metodologias descritas anteriormente permiten preparar nanocristales de
CdSe monodispersos y con el tamafio de las particulas deseado. Asi mismo, el
rendimiento cudantico varia entre 1% y 15%. De hecho, nanocristales grandes de
CdSe no muestran fluorescencia debido a la captura de los portadores en la

superficie [16].

Sin embargo, es deseable que los nanocristales tengan un alto rendimiento
cuantico de luminiscencia. La coraza previene la foto-corrosion y aumenta la
eficiencia cuantica (el porcentaje de luz emitida respecto a la luz recibida durante
la excitacion) de particulas tipo punto cuéntico nucleo-coraza de CdSe/ZnS
(Figura. 1-7).

Azufre elemental Zns

Zn estearato en n S elemental en DDA L Cdse
TOP y HDA

[TOPO coated “recubierto”)

Figura 1-7 Esquema general de recubrimiento con la coraza de ZnS al nicleo de CdSe.

La coraza se agrega térmicamente en forma de otro semiconductor, que tiene la
banda prohibida mas grande comparandola con la de material del nacleo [17, 18].
Esto se realiza principalmente para aumentar la intensidad de los picos de

fotoluminiscencia [7] (Figura 1-8).
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Figura 1-8 (a) Espectro de absorcién de puntos cuanticos de CdSe puro (e) y puntos cuanticos de

nucleo/coraza CdSe/ZnS(o). Los picos de absorcion se desplazan hacia el color rojo al incrementar

el tamafio de los puntos cuanticos (b) [7].

El primer método para la fabricacion de nanocristales CdSe recubiertos de ZnS
presentado por Hines y Guyot-Sionnest. Los nanocristales CdSe se prepararon
por la adicion de la solucion de TOP:Se y Cd a TOPO a 350°C. La mezcla de

reaccion se deja enfriar, y cuando llega a 300 °C se agregan los reactivos Zn/ S/

TOP.

La solucion de Zn / S/ TOP se prepar6 utilizando (TMS)2S (2 (trimetilsilil) sulfuro)
y en el proceso de los nanocristales de CdSe se emplearon (CH3),Cd y los
precursores de azufre. Se inyectaron en la solucion de los reactivos Zn/ S/ TOP

en cinco proporciones medio de mililitro a intervalos de 20 segundos.
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1.5 Tecnologia de encapsulamiento de CdSe/ZnS nucleo/coraza

en polimero

Debido a los métodos de sintesis utilizados, los nanocristales tienen moléculas
organicas no polares en la superficie, lo que los hace incompatibles con los
sistemas acuosos. La estrategia comun para dispersar los puntos cuénticos en

agua, consiste en sustituir los ligandos hidrofobicos por los hidrofilicos [19].

Con esta finalidad, se utilizan varios agentes dispersantes, tales como
surfactantes, polimeros, grupos quelantes, etc. Particularmente, para aplicaciones

bioldgicas de puntos cuanticos, estos deben ser hidrosolubles.

Uno de los primeros métodos introducidos, incluye la agregacion de Silicio en la
superficie de los puntos cuénticos. Los mondmeros iniciales de Silicio, que
contienen grupos tiolo, desplazan TOPO de la superficie y crean el nacleo de
silice. Subsecuentemente, se pueden agregar a monomeros de Silicio que
contienen fosfonato, polietilenglicol (PEG) o amonio, los mondmeros que
contienen los grupos tiolo, carboxilo e hidroxilo con el objeto de proporcionar las
propiedades hidrofilicas y agregar los grupos funcionales, para la modificacién y

bioconjugacién de puntos cuanticos[20-22].

Sin embargo, los métodos mencionados tienen la desventaja de que a pesar de la
produccion de puntos cuanticos estables, no permiten obtener grandes cantidades

de material.

Otra estrategia utilizada con el propésito de crear puntos cuanticos solubles en
agua, es el intercambio de ligandos hidrofébicos en su superficie por ligandos
hidrofilicos [23]. Sin embargo, este método resulta ser menos eficiente, ya que

puede causar la agregacion de particulas y disminuir la fluorescencia [24].

21|Pagina



Un método alternativo que proporciona buenos resultados es la aplicacion de
polimeros amfifilos, que contienen dos tipos de segmentos: hidrofébicos
(hidrocarburos) e hidrofilicos (como polietilenglicol o polimeros con grupos

carboxilicos).

Los segmentos hidrofébicos reaccionan con las cadenas alquilicas de los ligandos
en la superficie de los puntos cuanticos, mientras que los segmentos hidrofilicos
se quedan en la superficie y vuelven hidrosolubles a los puntos cuanticos (Figura
1-9).

PEG-PE

ZnS

TOPO coated “recubierto” 5.5pmol PEG-PE en

CdSe/ZnS 2mg + cloroformo

Evaporaciénde cloroformo durante 8 hrs 60-70 °C

Figura 1-9 Esquema general de recubrimiento de puntos cuénticos con PEG.

Se ha comprobado que modificando la superficie de puntos cuanticos con las
cadenas de polietilenglicol se elimina el enlazamiento no especifico de los puntos
cuanticos con la mayoria de moléculas biolégicas, proporcionando la mayor
cantidad de sitios disponibles para la bioconjugacion posterior, aumentando de

esta manera la biocompatibilidad.
Comercialmente estan disponibles los puntos cuanticos que son encapsulados en

polietilenglicol por el método de Dubertret et al., [25] que previene la formacion de

agregados grandes de los puntos cuénticos encapsulados.
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1.6 Tecnologia de bioconjugacion de CdSe/ZnS nucleo/coraza con

biomoléculas.

La modificacion de los nanosistemas con moléculas selectivas, permite lograr el
“reconocimiento” e interaccidn de los puntos cuanticos con las células especificas.
A este proceso se le llama bioconjugacion. De esta manera los puntos cuanticos
pueden conjugarse con los ligandos biologicos tales como anticuerpos
monoclonales, péptidos, enzimas, &cidos nucléicos o pequefias moléculas-

inhibidoras, formando hibridos inorganico-organicos [26].

Recientemente, fueron desarrolladas estrategias para la produccion de puntos
cuanticos biocompatibles que poseen una alta estabilidad utilizando varios
meétodos, tales como la aplicacién de proteinas recombinantes, que se agregan
por atracciones electrostéaticas a la superficie de los puntos cuanticos; la aplicacién
de los dendrones organicos hidrofilicos y el encapsulamiento micelar de los puntos

cuanticos cubiertos con TOPO [27].

Para preparar los nanocristales de CdSe/ZnS biol6gicamente activos es necesario
dispersarlos en soluciones acuosas y agregar grupos reactivos tales como amino
(-NHy), carboxilo (-COOH) o mercapto (-SH) para la conjugacién posterior de los
puntos cuanticos con moléculas bioldgicas. Los puntos cuénticos bioconjugados
son unas 20 veces mas brillantes y 100 veces mas estables bajo la fotoexcitacion
y tienen el espectro de emision tres veces mas agudo que los marcadores

organicos convencionales [27, 28] (Figura 1-10).
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Figura 1-10 Comparacion de espectro de (a) absorcién y (b) emisién entre puntos cuanticos vy tinte
organico Rhodamina 6G [28].

En necesario mencionar que existen varios métodos de bioconjugacion, los cuales

se generan por diferentes mecanismos (Figura 1-11) [29].
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Figura 1-11 Esquema de reacciones quimicas de bioconjugacion por medio de diferentes grupos

(en 3 primeras reacciones: carboxilo, tiolo, amino) y por atraccion electrostatica (reaccion 4) [29].
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Sin embargo, la utilizacion de uno u otro método de bioconjugacion depende en
gran medida de la aplicacion y del medio en el que se utilizaran las puntos
cuanticos bioconjugados.

En promedio, a un nanocristal se le pueden conjugar unas tres moléculas de
anticuerpos de cancer [30]. En ocasiones la aplicacion de los puntos cuanticos
bioconjugados se dificulta en algunos sistemas bioldgicos, debido al cambio
simultaneo de sus cargas y de sus propiedades hidrodindmicas [31], las que
producen ya sea un aumento de la toxicidad de las particulas [32] o la pérdida de

su fluorescencia [33, 34].

Sin embargo, la toxicidad no tiene importancia si los puntos cuanticos
bioconjugados se van a utilizar in vitro (fuera de organismos vivos) para el analisis

de fluidos corporales.

1.7 Espectros de fotoluminiscencia de puntos cuanticos

bioconjugados

En lo referente a los estudios épticos de puntos cuanticos conjugados con
diferentes biomoléculas, se han realizado diferentes andlisis mediante
espectroscopia por fotoluminiscencia [37] y espectroscopia Raman [40]. A
continuacion se muestran algunos resultados referentes a la interaccion de puntos

cuanticos con diferentes biomoléculas.

Los puntos cudanticos pueden ser bioconjugados con anticuerpos, para que por
este medio, el punto cuantico se adhiera a la biomolécula en particular, haciendo
posible la deteccion de ciertos agentes especificos. En [35], se realizo un analisis
de las propiedades Opticas de 4 toxinas interactuando mediante la bioconjugacion,
con diferentes puntos cuanticos de CdSe/ZnS de diferente tamafio, con emision
respectiva de 510nm, 555nm, 590nm, 610nm (Figura 1-12).
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Figura 1-12 Espectro de emision de los 4 tamafios de puntos cuanticos de CdSe/ZnS empleados

en el analisis [35].

Los ensayos se realizaron con cada toxina individual para diferentes puntos
cuanticos (Tabla 1-1), con el fin de observar cual interaccion entre los diferentes
puntos cuanticos bioconjugados con anticuerpos y toxinas presenta los mejores

resultados.

Tabla 1.1 Configuracién de ensayos de toxinas individuales.

Muestra | Anticuerpos reportados [36] Méaxima emision de los puntos

cuanticos (nm)

CT Conejo anti CT 510
ricin Conejo anti-ricin 550
SLT Grupo de anticuerpos monoclonales | 590
SEB Conejo anti-SEB 610

De estos ensayos de una sola muestra de anticuerpos, se obtuvo un valor para el
nivel de deteccibn mas bajo de toxinas (LDL) para cada interaccién punto

cuantico- toxina (figura 1-13).
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Figura 1-13 Ensayos de cada toxina realizados para determinar el nivel de LDL para CT utilizando

puntos cuanticos de CdSe/ZnS con emisién de 510nm, 555nm, 590nm, 610nm [35].

De esta manera se puede estimar la concentracion de algun agente especifico por
método de fotoluminiscencia de puntos cuanticos de CdSe/ZnS bioconjugados con
hidrosales organofosforosas (OPH), que se utiliza para detectar pequefias

cantidades de paraoxén en solucién acuosa [39].

Los puntos cuénticos empleados tienen en este estudio la emisibn de
fotoluminiscencia a 570 nm, lo cual corresponde a un nucleo de 3.1 nm de radio y
con un ancho a la mitad del maximo (fwhm por sus siglas en ingles) de 30 nm. Los
espectros de fotoluminiscencia de los puntos cuanticos biconjugados con OPH se
midieron en una solucién de paraoxén a diferentes concentraciones (figura 1-14a,
1-14b).

Se puede observar una disminucion de picos de fotoluminiscencia en
concentraciones molares de 10:1 y 100:1 aplicando una fuente de excitacion de
350 nm. La intensidad de fotoluminiscencia decrece en relacion al aumento de

concentracion de paraoxon.
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Figura 1-14 Espectro de fotoluminiscencia de (a) 10:1 y (b) 100:1 de concentracién molar para

puntos cuanticos bioconjugados con OPH analizados en una solucién de paraoxén [35].

1.8 Estudio de espectroscopia Raman para puntos cuanticos

bioconjugados

Se han realizado estudios de espectroscopia Raman de diferentes puntos
cuanticos y diferentes biomoléculas [37, 56, 57], en este caso se presenta el
andlisis de puntos cuanticos CdSe/ZnS en estado “puro” y puntos cuanticos

CdSe/Zns bioconjugados con anticuerpos de Interlukina [37].

Los puntos cuanticos propuestos para [37] tienen una emision de
fotoluminiscencia de 605 nm, Las muestras de los puntos cuénticos en suspension
fueron depositadas en un sustrato de Silicio, posteriormente la solucién acuosa fue
evaporada. En la figura 1-15 se muestra el analisis de espectroscopia Raman.
Como se puede observar, en las graficas de los puntos cuanticos no
bioconjugados, Ginicamente se observa el pico en 521 cm™ representando el fon6n

LO de la sefial Raman del substrato de Silicio (1, 2, 3).

Sin embargo para las muestras bioconjugadas (Figura 1-15, graficas 4, 5, 6)
aparecen 2 picos adicionales en 208.5 cm™ y 280.8 cm™ y un hombro en 415 cm™.

El pico correspondiente a 208.5 cm™ corresponde al fonén éptico del nicleo del
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punto cuéntico (CdSe) y el hombro localizado en 415.8cm™ probablemente sea un

sobretono (componente de mayor frecuencia que su frecuencia fundamental).

Asi mismo, el pico mas pequefio en 280.8 cm™ esta relacionado con el fonén TO
de la coraza (ZnS). Se sabe que la posicion del pico del fonon LO para espectros
Raman del material en bulto CdSe esta en 213 cm™ este pico cambia a niveles
menores de energia por el decremento del tamafio a dimensiones nanométricas
(de 2-3 nm) debido al confinamiento del fonén y a los efectos de tension de enlace
inducido [38-40].

Se puede observar que en las muestras bioconjugadas (figura 1-15, curva 4, 5y 6)
existe un aumento en la intensidad de las Raman correspondientes al CdSe y al
ZnS. Este fendmeno indica la interaccion del dipolo de Interlukina por el efecto de

aumento de intensidades Raman en la superficie.
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Figura 1-15 Espectro Raman para puntos cuanticos sin bioconjugaciéon (1, 2, 3) y con

bioconjugacion con anticuerpo de Interleukina (4, 5, 6) Interlukina [37].
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1.9 Interaccion antigeno-anticuerpo

Las moléculas de anticuerpo aparecen en el suero sanguineo y en los tejidos de
algun vertebrado determinado, como respuesta a la inyeccion de un antigeno, una
proteina 0 una molécula extrafia a aquella especie. Esta reaccion se llama

inmunorespuesta y constituye la base de la inmunologia.

Las moléculas del anticuerpo pueden combinarse con el antigeno que indujo su

formacion y construir un complejo antigeno-anticuerpo [41] (Figura 1-12).
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Figura 1-16 Esquema de interaccién antigeno-anticuerpo: (a) El antigeno es introducido en un ser
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vivo, (b) en respuesta al antigeno, el sistema inmunoldgico crean anticuerpos especificos para el

antigeno invasor, (c) se realiza la interaccion antigeno-anticuerpo [41].
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Al producirse la interaccion antigeno-anticuerpo, los anticuerpos reconocen y

atacan al antigeno, eliminandolo del organismo.

La introduccion del antigeno al organismo sensibilizado, produce la respuesta por
parte del anticuerpo especifico, que se obtuvo en el proceso anterior. De esta
manera, los anticuerpos reconocen y atacan al antigeno y permiten al organismo

eliminarlo.

1.10 Anticuerpo del antigeno prostatico especifico

Los anticuerpos son proteinas pertenecientes al grupo de las inmunoglobulinas
(Ig) con una masa molecular que oscila desde los 10000 Dalton (D) hasta los
100000 D. Los anticuerpos son eléctricamente estables dentro de un intervalo de

pH, el cual depende del anticuerpo analizado [42].

El anticuerpo de antigeno prostatico especifico (PSA) surge a partir de una
reaccion natural del cuerpo humano ante un agente externo especifico (en este
caso PSA ). Este anticuerpo solo reaccionara ante este antigeno en particular. Al
reaccionar el anticuerpo de PSA con el antigeno de PSA se realiza la interaccion
antigeno-anticuerpo, para que por diferentes procesos (los cuales no son de
interés en el presente trabajo), se elimine el antigeno. A continuacion se plantean

algunas caracteristicas del PSA.

El PSA es una proteina prostéatica especifica para cancer, que puede determinarse
al estudiar, mediante métodos inmunoldgicos, los sueros de los pacientes
afectados por patologias tumorales de la préstata, tanto benignos como malignos
[43-45].

El PSA es una proteina sintetizada en la pristata, esta presente a altas

concentraciones en el fluido seminal.
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El tejido prostatico produce de manera natural PSA, pero los tejidos cancerosos
producen unas 10 veces mas PSA que los tejidos normales. Por tanto, la

concentracion de PSA aumenta en presencia de cancer de préstata.
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Capitulo 2 Muestras y Métodos

2.1 Sintesis de puntos cuanticos nucleo/coraza CdSe/ ZnS

Los puntos cuanticos, objeto de la investigacion de la presente tesis, fueron
adquiridos comercialmente de Invitrogen SA de CV, y tienen como especificacion,
la emision de fotoluminiscencia en ~565nm. En este caso, de acuerdo a las
referencias empleadas en la sintesis de los puntos cuénticos, se plantea el
procedimiento empleado por la empresa Invitrogen SA de CV, esto es con la

finalidad de retomarlo en trabajos futuros.

Asi mismo, esta informacion brinda la posibilidad de analizar de manera
consistente los resultados obtenidos mediante las técnicas Opticas de

Fotoluminiscencia y espectroscopia de dispersion Raman.

2.1.1 Sintesis del nucleo de puntos cuanticos CdSe/ZnS

La sintesis de la coraza de CdSe de los puntos cuanticos CdSe/ZnS fue realizada
utilizando el siguiente procedimiento:
1.- Se prepara el precursor de granos pequefios de Selenio disolviendo
0.78969 de selenio en 7.4g de TOP.

2.- Se prepara el precursor de Oxido de Cadmio disolviendo 0.45g de

Cadmio en 8g de Acido Estearico o Acido Oleico.

3.- En un matraz se crea una solucion de 8g de TOPO y 12g de HDA o 12g

de ODA en atmosfera de Argon.

4.- Se agrega a la solucion del paso 3 los precursores del paso 1y paso 2.
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En la Figura 2-1 se representa el esquema de proceso Yy el arreglo experimental

tipico para la sintesis.

(a)
En atmosfera de Ar
0.789g Se pellets + 0.45g CdO en 8.0g + 0.8g de TOPO
—_—
en 7.4g de TOP de acido estearico y 12.0g HDA
(TOPO coated “recubierto”)
(b)
A
2
N\

Selenio en TOP

CdO en Acido estearico

Figura 2-1. Esquema (@) y arreglo experimental (b) de sintesis del nicleo de los puntos cuanticos
de CdSe/zZnS.

Es importante sefialar que el tamafio de los puntos cuanticos se controla en
intervalos especificos de tiempo. Con el objeto de caracterizar los puntos
cuanticos se utilizan la microscopia electrénica de transmision de alta resolucién

(HRTEM), la espectrofotometria y la espectrofluorometria.
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2.1.2 Sintesis de la coraza de puntos cuanticos CdSe/ZnS.

La produccion de la coraza de los puntos cuanticos CdSe/ZnS se lleva a cabo

mediante el siguiente procedimiento: (Figura 2-2).

1.- Se prepara estearato de Zinc disolviendo 0.2g de Zinc en 2g de TOP y

29 de HDA:

2.- Se prepara azufre elemental derritiendo 0.1g de azufre en 2g de DDA y

se mezcla con la solucion del paso 1y:

3.- Se calienta el matraz con el nucleo de CdSe a 150°C en atmosfera de

Argbn y se agrega

aproximadamente 70 minutos.

la soluciébn del paso 2, este proceso dura

En la figura 2-2 se presenta el esquema de sintesis de la coraza de ZnS sobre el

nucleo de CdSe.

Los puntos cuénticos nucleo/coraza CdSe/ZnS son caracterizados por Invitrogen

utilizando los métodos de dispersion de rayos X, de espectrometria de absorcién y

de espectrometria de fluorescencia, para confirmar el tamafio y monodispersibidad

de las particulas.

0.2g Zn estearato
en 2.0g TOPy
2.0g HDA

Azufre elemental

0.1g de S elemental
en 2g DDA

+

(TOPO coated “recubierto”)

Figura 2-2 Esquema de sintesis de la coraza de los puntos cuanticos CdSe/ZnS.
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2.2 Recubrimiento de los puntos cuanticos con (NH,)-PEG-PE

Debido a que en el proceso de sintesis se realizd en la solucion organica de
TOPO, TOP y HDA, en la superficie de los puntos cuanticos se localizan
elementos organicos hidrofébicos. Lo cual hace que éstos no sean compatibles

con sistemas acuosos.

El proceso de bioconjugacion con los anticuerpos se lleva a cabo en un medio
acuoso, por lo cual, es necesario recubrir a los puntos cuanticos con un agente

hidrofilico (compatibles con sistemas acuosos) (Figura 2-3).

Figura 2-3 Esquema de puntos cuanticos de CdSe/ZnS después de la sintesis. Los puntos

cuanticos después de la sintesis estan recubiertos por TOPO.

En el presente trabajo, se plantea el uso de amino-polietilenglicol
fosfatidiletanolamina ((NH2)-PEG-PE), debido a que el polimero tiene las

siguientes caracteristicas (Figura2-4) [25].
1. Contienen dos tipos de segmentos: hidrofobicos (hidrocarburos) e

hidrofilicos (polietilenglicol y grupos carboxilicos). Los segmentos

hidrofébicos reaccionan con las cadenas alquilicas de los ligandos en la
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superficie de los puntos cuanticos, mientras que los segmentos hidrofilicos

se quedan en la superficie y vuelven hidrosolubles a los puntos cuénticos.

2. Son muy regulares en tamafio, forma y estructura.

R
\ ﬁ .y
RN
(CHZCHzo)ﬁ_E_T/\/O @'B YV IAANANANANN
H

b)
R —NH.

Figura 2-4 Esquemas de (a) PEG-PE especificado como R y (b) (NH,)-PEG-PE.

2.3 Proceso de recubrimiento con polimero

El proceso por el cual se realizo el recubrimiento con (NH,)-PEG-PE, este proceso
se realizé en la universidad del sur de florida (University of South Florida).el cual
se describe e continuacion [25]:

1.- Se toma una muestra de 2mg de los puntos cuanticos nucleo/coraza

CdSe/ZnS en suspensiéon con el TOPO.

2.- Se agregan los 2 mg de los puntos cuanticos a una solucion de 5.5umol
de (NH)-PEG-PE en cloroformo a una temperatura de 60-70°C, una vez
realizado este proceso, los reactivos permanecen a una temperatura de 60-

70°C durante aproximadamente 8 horas.
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Mediante este procedimiento, los puntos cuanticos quedan cubiertos por un
polimero, tal que permite su estabilidad y solubilidad en las soluciones acuosas
(figura 2-5).

Y

)
Y
*

HN—y
HN—Y

Figura 2-5 Esquema de puntos cuanticos de CdSe/ZnS después del recubrimiento con PEG.

2.4 Proceso de Bioconjugacion

Es necesario sefalar previamente, que para el proceso de bioconjugacién
realizado en la investigacion para esta tesis, se utilizé un kit de bioconjugacion
adquirido de la empresa Invitrogen, este proceso se realizo en la universidad del
sur de florida (University of South Florida).

2.4.1 Anticuerpos

Los anticuerpos que se emplearon en el andlisis de fotoluminiscencia y
espectroscopia Raman, fueron adquiridos comercialmente de la empresa
Invitrogen. El mab-PSA se presenta en forma liquida, almacenado en un buffer de
0.015 KPO,4 con pH de 7.4 con 0.85 % NaCl y 0.1%NaN3;. PSA es una proteina
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con peso molecular de 33kD (kilodaltons) y un punto isoeléctrico entre un pH de
6.8y 7.8.

El proceso de bioconjugacion se realizd por medio de la agregacion del crosslinker
Amino-Tiolo- SMCC  Sulfosuccinimidil ~ 4-[N-maleimidometil] ciclohexano-1-
carboxilato (figura 2-6). Este reactivo facilita el proceso de bioconjugacion, este
proceso se muestra en la figura 2-7.

@ ~ v \‘

HS— NH.

Figura 2-6 (a) SMCC y (b) amino tiolo SMCC.
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Figura2-7 Proceso de bioconjugacion realizado en el presente trabajo.

Interaccion con el
crosslinker Amino Tiolo

Bioconjugacion  con
mab-PSA

A
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2.5 Espectroscopia por Fotoluminiscencia

Un principio fundamental de la mecanica cuantica, sefiala que el proceso de
emision o absorcion de la energia ocurre en forma discreta, en multiplos
enteros de la constante de Plank, multiplicada por la frecuencia fundamental de
la onda radiada. Esto se debe a que las transiciones en los atomos que

constituyen la materia se realizan a través de estados “permitidos”.

De esta manera, la materia en estado estacionario solo puede encontrarse en
determinados niveles de energia discretos. Asi, entre los niveles de energia E;
y E2, puede ocurrir la transicion de un estado energético de la materia a otro,
solamente de manera cuantizada, de tal manera que la energia liberada o
absorbida ocurrird como ya se menciond anteriormente, en mdultiplos de (E; —
E>) [46].

En el caso de la que transiciobn ocurra a través de un proceso de emision o

absorcion de fotones, estos poseen la energia:
— — 2-1
E=E,-E =hv (2-1)

La transicién de las particulas de estado energético a otro, cuando la materia

es irradiada con fotones, es debida a los siguientes procesos:

Absorcion.- Los atomos absorben un fotdn de energia hv y su energia aumenta

del estado base de energia (E1) al nivel excitado (E,). Esta energia debe ser

suficiente para pasar la banda de energia prohibida [46].
Después de que el atomo ha sido excitado, este tiende a volver a su estado

anterior produciendo a su vez, la emision de un fotén. Esta emision puede ser

de 2 tipos: emisibn estimulada y emisidbn espontanea. En el caso de
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fotoluminiscencia, el mecanismo de emisiOn es espontaneo. La emision
estimulada es caracteristica de la produccion de luz laser.

Emision espontanea.- Una muestra puede emitir espontaneamente: si un foton
incidente, irradia la muestra con la suficiente energia para que un electron pase
de a un estado base E; a un estado excitado E,, se puede emitir otro foton por
el proceso radiativo. La energia del foton emitido por la muestra tiene energia

hv=E, — E;. Esta radiacién se emite en una direccion arbitraria (figura 2-8).

™~

Estado excitado E:

Foton de excitacion Banda prohibida
I| -I'. -- \ II: |
S
| b |
Fotén de emision
k. 4 h J

Estado base E1

Figura 2-8 Esquema de absorcion y emision espontanea de los fotones.

La técnica de fotoluminiscencia se basa en las mediciones de los fotones
emitidos por la muestra, la cual fue irradiada con la fuente de la luz de laser. La
informacion de los espectros de fotoluminiscencia en los puntos cuanticos,

indica la emision de los puntos cuanticos (ancho de la banda prohibida) [46].
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2.5.1 Caracteristicas del equipo empleado

Los espectros de fotoluminiscencia se midieron a temperatura de 10°K y 300°K
en el departamento de Ingenieria Eléctrica del CINVESTAV, con un
monocromador Higler-Watts Monospeck 600, de 0.75 m, con fotodetector tipo
S1 de fotocatodo de Ag-O-Cs y amplificador Lock-in.

Para lograr la excitacion de fotoluminiscencia se utilizo un laser de He-Cd con

longitud de onda de 325 nm y una potencia de 20-30 mW (figura 2-9).

Espejo dieléctrico

/__ ....... D — H Laser
Lock-in —> E

-

Detector ~

==+ Chopper z .-

-
-
-
-
-
-

1 O [+

-
-
-
-
-
-
-
-

= e

Muestra en criostato (FL)

Monocromador

Figura 2-9 Arreglo experimental de fotoluminiscencia con laser, monocromador, detector y
criostato. El lente L enfoca la sefal de fotoluminiscencia, los filtros F1 y F2 bloquean la luz del
laser no deseada; el choper C modula la luz de deteccion en el lock-in.
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2.6 Espectroscopia Raman

Al incidir un haz de luz, de frecuencia bien definida, sobre una muestra ocurren
varios fendmenos: en primer lugar, en la frontera entre la muestra y su entorno
(por ejemplo, aire) se refleja tUnicamente una fraccion del haz incidente debido
al cambio de indice de refraccion entre ambos medios. De la luz que consigue
penetrar en el medio, una parte puede ser absorbida y otra lo atraviesa hasta

salir de él, efectuandose la correspondiente reflexion en la frontera de la salida.

Si la energia correspondiente a la frecuencia de la luz incidente, coincide con la
energia de transicidn entre dos niveles del medio y existe ademas algun
mecanismo que permita la transferencia de energia de la radiacion al medio, es
decir, la transicion puede realizarse mediante un mecanismo de dipolo
eléctrico, magnético, cuadruplo, etc. ), una parte sustancial sera absorbida; de
lo contrario, la mayor parte de la luz atravesaria el medio. Estas pérdidas son
las mas importantes, aun mas que las perdidas por la reflexion a la entrada y a

la salida de la muestra [47].

El andlisis de la luz emitida o absorbida, en funcién de su frecuencia, constituye
el fundamento de las espectroscopias de absorcién en las zonas del espectro

visible, que comprende la regién desde el ultravioleta (UV) hasta el infrarrojo

(IR).

2.6.1 Descripcion general del efecto Raman

Las espectroscopias Raman e Infrarrojo conforman las espectroscopias
vibracionales debido a que estan relacionadas con las vibraciones moleculares.

Ambos efectos, producen transiciones entre niveles vibracionales cuantizados.
Sin embargo, son diferentes los mecanismos que inducen dichas transiciones.

Asi, en la espectroscopia infrarroja (IR) la molécula absorbe energia y se eleva

de un nivel vibracional a otro, mientras que en el efecto Raman no se produce
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absorcion de la luz. El efecto Raman es esencialmente un fendbmeno de

dispersion de luz.

Si un haz de luz altamente colimado y monocromético incide sobre una
muestra perfectamente transparente y se analizan las frecuencias de la luz
dispersada en un monocromador, se observard que la mayor parte de la luz ha
sido dispersada sin cambios (su frecuencia es la misma antes y después de la
interaccidn con la muestra). Este proceso se conoce como el efecto Rayleigh.
(Un ejemplo tipico de este proceso ocurre en la atmosfera donde la luz solar es
dispersada por las moléculas gaseosas produciendo el color celeste del cielo).

Una pequefia fraccion de la luz incidente se dispersa con cambios en su

frecuencia original (Vo), de esta manera, se encontrardn frecuencias con

valores mas altos y mas bajos con respecto a V. Estas nuevas frecuencias

son las llamadas frecuencias Raman [47].

La naturaleza de la dispersion tanto de Rayleigh como de Raman se puede
comprender facilmente si se usa un modelo de transferencia de energia. Para

ello, supongamos que el haz de luz incidente consiste en un paquete de
fotones de energia hVO Estos fotones pueden chocar con la molécula en forma

elastica o inelastica. Si el choque fotdbn-molécula es elastico, segun el principio

de conservacion de la energia, ni el foton ni la molécula ganan o pierden

energia. De ese modo el foton es dispersado con la misma energia hVo dando

origen a la linea Rayleigh.

Por otra parte, si el choque fotdbn-molécula es inelastico y la molécula esta en
su estado fundamental, el foton perderd energia, la cual, es transferida a la
molécula produciéndose el salto a un estado excitado de (mayor energia).

Como resultado de este proceso, el fotdn dispersado tendra una energia

h(VO —V,) donde V, es la frecuencia gue esta relacionada con el numero de

onda asociado a los dos niveles entre los que se ha producido el salto cuantico.
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C
Digamos a modo de aclaracion que la frecuencia v esta definida como V= E

donde A es la longitud de onda de la radiacién y c es la velocidad de la luz. El

_ 1
numero de onda (V ) se define como V= z por lo tanto V=CV .

Antes de producirse el choque inelastico foton-molécula, es posible que la
molécula estuviera ya en un estado excitado, de tal manera que al colisionar

con el fotdn, sea ella la que pierde energia y el foton a su vez, sea dispersado

con una energia mayor h(VO +Vk) [47].

Es claro entonces que las frecuencias V, £V, (figura 2-10) corresponden a las

lineas Raman y son equivalentes a los cambios de energia involucrados en las

transiciones de la molécula dispersante y son caracteristicas de esta molécula.

Dispersién Raman Stokes

h(vy — v;,) Estado vibracional base el fotdn pierde energia

Fotdn incidente de excitacién hy,

W W Linea de Rayleigh

h(vy + v;.) Estado vibracional excitado el fotdn gana energia

Dispersiéon Raman Anti-Stokes

Figura 2-10 Mecanismos involucrados en el efecto Raman.
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Tomando como referencia el razonamiento anterior, pareciera que las lineas
Stokes y antiStokes tuvieran intensidades semejantes. Sin embargo, a
temperatura ambiente (aprox. 300° K) el estado vibracional base, esta mucho
mas poblado que cualquier estado excitado y por lo tanto las lineas Raman
Stokes debieran ser mas intensas. Es en efecto que asi ocurre, y como se vera
mas delante, las lineas Raman antiStokes decrecen rapidamente en intensidad

al aumentar la frecuencia de la molécula.

De esta manera, alrededor de 1000 cm™ su intensidad es casi nula. Es
entonces comprensible el por qué, para un compuesto dado, normalmente se

obtiene el espectro Raman Stokes y no el antiStokes.

La dispersion Raman, que ocurre con la disminucion de la frecuencia del foton
incidente, se asemeja al proceso de fluorescencia. La fluorescencia, sin
embargo, es un proceso en el que el fotdn se absorbe y la molécula salta de un
estado base a un estado electronico excitado de mayor energia donde
permanece por un corto tiempo (aprox. 10° seg) y luego baja al estado

electrénico base emitiendo luz de més baja frecuencia.

En el proceso Raman, el fotbn no es absorbido y solo perturba la molécula
induciendo una transicion, ya sea vibracional, rotacional o ambas. La
fluorescencia puede ser detenida o “quencheada” agregando una molécula
capaz de absorber la energia antes que molécula baje a su estado base. La

dispersibn Raman no puede ser “quencheada”.

2.6.2 Ventajas de analisis mediante espectroscopia Raman

En la mayoria de los casos, la espectroscopia Raman presenta ventajas

relevantes, como las siguientes [47]:

i) El espectro de dispersion Raman completo, es entre 0 cm™y 4000 cm™.
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i) La cantidad de muestra requerida, va desde algunos pocos miligramos a

microgramos o nano litros en el caso de liquidos.

iii) En los andlisis cuantitativos, la intensidad de una banda es directamente
proporcional a la concentracion. En la espectroscopia de absorcion
infrarroja, la relacion entre la intensidad de una banda y la
concentracion es del tipo logaritmico.

iv) No se requiere una preparacion de la muestra, como en el caso del
infrarrojo y por lo tanto aquellos compuestos que son sensibles o
muy costosos, se pueden estudiar sin que sufran descomposicion o

haya pérdida de ellos.

v) Los espectros son mucho mas simples que los infrarrojos ya que en el
infrarrojo se observan las bandas de combinacién y sobretonos, que
requieren para su analisis un trabajo adicional, mientras que en el
Raman, estas bandas ocurren con menos frecuencia y en la mayoria

de los casos no se detectan.

2.6.3 Teoria de la polarizaciéon

El efecto de dispersion es debido al efecto de la polarizacién. Cuando la luz
incidente en un medio se dispersa, el efecto de polarizacion se debe al
desplazamiento de los electrones, bajo la influencia del campo eléctrico de la
radiacion electromagnética. Como resultado del desplazamiento electrénico se
produce un momento dipolar oscilante inducido (P ) que actia como fuente de

radiacion.

Este momento dipolar inducido, que es completamente distinto al momento
dipolar permanente que la molécula pueda tener en ausencia del campo
eléctrico perturbante, irradia luz en todas direcciones excepto a lo largo de su
propia direccién, con la maxima intensidad en aquellas direcciones ubicadas a

90° de la direccion de emision del dipolo.
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La intensidad de emisién en cualquier direccién que tenga un angulo @ con P

. 2enn? .
sera igual a KPy'sen“d donde K es una constante y P, es la magnitud del

momento dipolar oscilante, esto es, una amplitud en la oscilacion. La intensidad

. , 2.
maxima |max ocurre para @ =90° y estara dada por KPO , mientras que la
intensidad en cualquier otra direccion estara determinada por [47]:

_ 2 2-1
l,=1_ sen’d (2-1)

Esta distribucion tridimensional de la intensidad tiene forma de dona alrededor

del dipolo eléctrico oscilante P

El dipolo eléctrico oscilante no es la uUnica fuente de radiacion. El dipolo
magnético oscilante y los cudédruplos eléctricos son también de gran
importancia en el fendmeno de dispersion de sistemas quiralies. Sin embargo,
el dipolo eléctrico oscilante es la fuente que mayormente contribuye a los

efectos Rayleigh y Raman y por lo tanto se les considera como fuente Unica.

Si el campo eléctrico es estético, el dipolo inducido oscilara con la frecuencia
de la vibracion molecular, pero si el campo eléctrico es oscilante, como el de la
radiacion electromagnética, el dipolo inducido oscilara no solo con la frecuencia
del campo eléctrico, sino que también con las frecuencias de pulsacion, entre la

frecuencia de oscilacion del campo eléctrico y de la molécula.

La magnitud del momento dipolar inducido P no solo depende del campo

eléctrico E de la radiacién electromagnética, sino que ademéas depende de la
denominada polarizabilidad eléctrica de la molécula (&), por lo cual se puede

escribir lo siguiente [47]:

P=qE (2-2)
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En general, el momento dipolar inducido estad relacionado con el campo
eléctrico por una relacion mas compleja que esta determinada por la siguiente

ecuacion

1 1

P=aE+=PBE*+=yE°+... (2-3)

2 6
Donde /3 es la hiperpolarizabilidad y 7 es la segunda hiperpolarizabilidad. Por
lo tanto (2-2) es una aproximacion lineal para el momento P.
Debido a que en las dispersiones Rayleigh y Raman se pueden observar
intensidades de campo eléctrico bajas, el segundo y tercer término del
desarrollo (2-3) son despreciables y la ecuacion (2-2) es suficiente para

describir los fendmenos de Rayleigh y Raman.

El origen de los espectros Raman puede ser explicado mediante la teoria

clasica. Se considera una onda de luz con frecuencia Yy con una intensidad

del campo eléctrico E . Donde E oscila a una frecuencia Vo, lo cual puede

ser escrito como:

E = E, cos(2rv,t) (2-4)

Con Eo la amplitud y t el tiempo. Si una molécula diatomica es irradiada por

esta onda, el dipolo eléctrico inducido estara determinado por:

P =aE, cos(2zv,t) (2-5)

Por otra parte, si la molécula vibra a una frecuencia V,, entonces el

desplazamiento nuclear Qk esta determinado por:
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Q, =Q,, cos(2xv,t) (2-6)

Donde Qko es la amplitud vibracional. Para pequefias amplitudes de vibracion,

O es una funcion lineal de Qk , por lo tanto puede ser escrita como:

oo
a=0o,+ [5—ij0 Qk (2-7)

Se propone

a'= [5—0‘] (2-8)
oQ )y

Entonces

a=a,+a'Q, (2-9)

Donde & es la polarizabilidad en estado de equilibrio y o' es la razén de

cambio & con respecto al cambio en Qk evaluado en la posicién de

equilibrio.

Continuando con este razonamiento, se sustituye (1-9) en (1-5):
P =q¢,E+a'EQ, cos(27v,t) (2-10)
Se sustituye (2-4) en (2-9) se tiene:

P = E, cos(2zv,t) + «'E,Q,, cos(27zv,t) cos(2rv, t) (2-11)
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Recordando la relacion trigonométrica:

cos@cos;zﬁ=%(cos(0+¢)+cos(0—¢)) (2-12)

La ecuacién puede ser reescrita como:
1
P = o, E, cos(27v,t) + > a'E,Q,o | c0s(27t (V, +V, )) +cos(27t (v, -V, )) |

Para una molécula poliatbmica, con varios modos normales, la ecuacion
anterior puede ser extendida (segun el principio de superposicion) sumando
para los diferentes valores de k, diferentes modos vibracionales. Asi se tiene

finalmente que:

P = «,E, cos(2v,t) +% E, > Qo' [ 0s(27t (V, +V, ) +cos(27t (v, -V, ) |
k

Esta ecuacion, predice correctamente la dispersion Rayleigh y corresponde al

primer término de esta ecuacién. El efecto Rayleigh depende de &, esto es,

de la polarizabilidad de la molécula en su configuraciéon de equilibrio. Cabe
seflalar que esta ecuacion también predice correctamente las frecuencias

Raman Stockes y Raman antiStockes. Estas frecuencias corresponden a las

frecuencias Vy, £V, y dependen de o' gue es también llamada polarizabilidad

derivada de la molécula.

Por lo tanto ademas de V, la molécula emitira frecuencias a Vo £V, las que

seran observadas en direcciones diferentes a la luz incidente.
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2.6.4 Dispersion Raman aumentada en superficie (SERS)

La dispersion Raman de un compuesto cerca de superficie de un metal puede
ser 10°-10 °® mayor que en una solucién, el fenémeno de SERS se debe a dos

mecanismos [47]:

Primero, a un aumento producido por el campo eléctrico en la superficie del
metal: si la longitud de onda de excitacion es cercana a longitud de onda de
plasma, los electrones de conduccion en el superficie se excitan hasta alcanzar
un estado de excitacion extendido (estado de resonancia de plasmones

superficiales).

Segundo, a la formacion de complejos por el fendbmeno de transferencia de
carga entre la superficie y la molécula analizada.

Las muestras en las cuales se presenta el fenobmeno de SERS son las
moléculas con pares electrénicos libres o enlaces Tt (piridina, aminas
aromaticas, fenoles), u otros grupos funcionales, ricos en electrones (acidos
carboxilicos). Por otra parte, el aumento del campo eléctrico en la superficie,
puede atribuirse a las resonancias de plasmoénes, fonénes, polaritones, o

excitones en la superficie de la muestra.

El fendbmeno de SERS es util para estudio de monocapas de materiales
absorbidos en metales (inclusive los electrodos, coloidales, peliculas metalicas
sobre el substrato dieléctrico, para estudiar tanto la cinética de absorcion vy

absorcion competitiva, como en quimica analitica.

2.6.5 Caracteristicas del equipo empleado

Los espectros de Raman se midieron a temperatura de 300K en el
departamento de Ingenieria Eléctrica del CINVESTAV en el microscopio de alta
resolucion Raman (Micro-Raman 1429-LabRAM-HR). Para lograr la excitacion

se utilizo un laser de He-Ne con longitud de onda de 632.8 nm y una potencia
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de 30 mW con un detector de CCD de 1024 Pixeles, con una distancia focal de

800mm, ver figura 2.11.

Espejo dieléctrico
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Microscopio
electrénico

Muestra
Monocromador

Figura 2-11 Arreglo experimental de Raman con laser, monocromador y detector de CCD. El
lente L enfoca la sefial de Raman, los filtros F1 y F2 bloquean la luz del laser no deseada.
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Capitulo 3 Andlisis de los espectros de
fotoluminiscencia de puntos cuanticos

Los puntos cuanticos estudiados en el presente trabajo, tienen un tamafio
aproximado de 3.6-4.0 nm con una emision de 560-565nm. Como ya se
menciono en el capitulo 2, se separaron las muestras con recubrimiento de
polimero no bioconjugados (565N) y bioconjugados (565P) para su andlisis por
los métodos de fotoluminiscencia y espectroscopia Raman. Tales muestras,
fueron colocadas en forma de puntos de 5mm de radio, sobre un substrato de

Silicio.

3.1 Investigacion de Fotoluminiscencia de Puntos cuanticos
con emision 565nm a una temperatura de 300 K de muestras no
bioconjugados

En la figura 3 (a, b, ¢) se pueden observar las bandas de fotoluminiscencia en
el intervalo espectral de 1.80 eV a 3.2 eV. En intervalo de energias en las
muestras no bioconjugadas, se deberia de observar Unicamente la banda de
fotoluminiscencia correspondiente al nucleo de CdSe. Esta banda, localizada
aproximadamente en 2.2 eV, refleja la recombinacién radiativa de exciténes
que corresponden al estado base de el nucleo de CdSe. Sin embargo, se
puede observar la presencia de diferentes picos adicionales en la figura 3-1,

cuyas ubicaciones en el espectro se muestran en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Ubicacion de picos de bandas elementales para la muestra normalizada de puntos
cuanticos 565N con diferente intensidad de emision.

estras 565x1 565x11 565x18
Picos Curva a Curva b Curva c
1 2.22 2.18 2.16
2 3.75 2.36 2.34
3 2.71 2.63 2.64
4 3.02 2.95 3.02
5 2.05 2 2
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Figura 3-1 Espectros de fotoluminiscencia normalizados de la muestra de puntos cuanticos
565N a una temperatura de 300K con diferente intensidad de emision.

Para llevar a cabo el analisis de la naturaleza del espectro en el intervalo entre

de 1.80 eV y 3.2 eV, es importante realizar un analisis mediante la
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deconvolucién del espectro de cada muestra, con este proposito se platea la
ubicacion de las bandas elementales en funcion de los picos observados en los

andlisis experimentales.

Estas bandas elementales, se caracterizan por tener una forma Gaussiana

cuya distribucion de probabilidades, esté representada por la ecuacion 3-1.

y=yo e
0 W\F 3-1
2

Para la muestra 565Nx1 se obtuvieron los resultados de las bandas
elementales con valores representados en la tabla 3.2, asi mismo las gréficas

correspondientes a los picos de deconvolucion se muestran en la figura 3-2.

Tabla 3.2 Valores de las curvas Gaussianas de las bandas elementales de la muestra 565N x1
Figura.3.2 Curva a.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A W
1 2.22 0.06 0.16
2 2.37 0.12 0.20
3 2.71 0.46 0.37
4 3.02 0.12 0.25
5 2.05 0.01 0.12
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Figura 3-2 Deconvolucion del espectro de fotoluminiscencia en 5 bandas elementales para la
muestra 565Nx1 a una temperatura de 300K.

Para la muestra 565Nx11 se obtuvieron los resultados de las bandas
elementales con valores representados en la tabla 3.3, asi mismo, las graficas

resultantes se muestran en la figura 3-3.

Tabla 3.3 Valores de las curvas Gaussianas de las bandas elementales de la muestra 565N
x11 Figura.3.3 Curva b.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A W
1 2.18 0.06 0.16
2 2.36 0.15 0.20
3 2.64 0.33 0.34
4 2.95 0.16 0.25
5 2.00 0.01 0.12
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Figura 3-3 Deconvolucion del espectro de fotoluminiscencia en 5 bandas elementales para la
muestra 565Nx11 a una temperatura de 300K.

Para la muestra 565Nx18 se obtuvieron los resultados de las bandas
elementales con valores representados en la tabla 3.4, asi mismo, las gréficas

resultantes se muestran en la figura 3-4.

Tabla 3.4 Valores de las curvas Gaussianas de las bandas elementales de la muestra 565N
x18 Figura.3.4 Curva c.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A W
1 2.17 0.06 0.16
2 2.34 0.23 0.23
3 2.64 0.22 0.36
4 3.02 0.04 0.25
5 2.00 0.12 0.25
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Figura 3-4 Deconvolucion del espectro de fotoluminiscencia en 5 bandas elementales para la
muestra 565Nx18 a una temperatura de 300K.

3.2 Comparacion de espectros de fotoluminiscencia de la
muestra con diferentes intensidades de emision 565nm no

bioconjugadas (565N)

Con el objeto de realizar una comparacién directa entre la muestra con
diferente intensidad de emision, se ha elaborado la figura 3-5, en la cual se
puede observar de manera mas clara la similitud de la forma y naturaleza de

las bandas elementales (1, 2, 3, 4, 5).

Asi mismo, se ha realizado la normalizacion de los valores para poder analizar
las graficas de manera simultanea. Los nameros en las curvas x1, x11, x18
indican el coeficiente de multiplicacién aplicado para la normalizacién de

espectro experimental de fotoluminiscencia.
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Figura 3-5 Espectro normalizado de fotoluminiscencia de los puntos cuénticos 565N (sin
bioconjugacion) para una muestra con diferente intensidad de fotoluminiscencia a una
temperatura de 300K.

A pesar de que las bandas elementales tienen ubicacién diferente, los maximos
de las bandas a la mitad de la altura (full width at half maximum, fwhm), que se
obtienen por deconvolucion de los picos, son similares para cada banda
elemental. Por lo que se puede proponer, que para cada muestra, la banda
elemental, asignada con un numero, puede ser comparada con la misma banda

elemental, de otra muestra (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5 Asignacion de intervalo de energia a las diferentes bandas elementales.

Banda elemental de Intervalo de la banda elemental
fotoluminiscencia
1 2.17-2.22 eV
2 2.34-2.38 eV
3 2.64-2.71 eV
4 2.95-3.02 eV
5 2.00-2.05 eV

Como se puede observar de la tabla 3.5 y figura 3.5, para los diferentes
espectros cambia la contribucion de las diversas bandas elementales. Para
analizar la dependencia entre las bandas elementales., se comparan
intensidades relativas de los picos, para ello, ese toman en consideracién los
factores de multiplicacion correspondientes, que estan especificadas en la

siguiente tabla 3.6.

Tabla 3.6 Relacién de intensidades del espectro de fotoluminiscencia con el factor multiplicativo
de normalizacion.

Muestra Intensidades relativas Intensidades relativas
X1 lo 18lp
X11 lo/11 161
X18 lo/18 lo

Analizando el cambio de area en funcion de la intensidad, se tiene que las
areas de las bandas 3 y 4 disminuyen en funcién del decremento de intensidad.
Al contrario, las areas de las bandas 2 y 5 aumentan en funcién del decremento
de la intensidad. De esta manera, es posible efectuar el analisis de
intensidades relativas para los picos correspondientes para confirmar lo ya

mencionado (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7 Relacion de areas con intensidades relativas.

A A+A A+A
rea
Intensidad relativa A A
1 4,33 5,83
1,6 8,16 2,66
18 9,67 2,16

Como se puede ver en la figura 3-6, existe una dependencia entre las areas de
las diferentes bandas elementales de la muestra 565N, analizada a diferente
intensidad de fotoluminiscencia.

6,0
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a 3’5_-
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2,5 '\_

20-
1040 2 4 6 8 10121416182
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Area de

[@)

= (A3+A4)/A1]

Area de picos de PL

0 2 4 6 8101214161820
Intensidad de PL un. arb.

Figura 3-6 Dependencia del cambio de &rea de las diferentes bandas de fotoluminiscencia
elementales en funcién de la intensidad de fotoluminiscencia de la muestra 565N.

La naturaleza de las bandas elementales 2, 3, 4, 5 pueden relacionarse a tres
posibles mecanismos:
i) Estados excitados en el nucleo de CdSe.

i) Estados en la banda prohibida en la coraza ZnS.
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iii) Estados superficiales en la interfase de CdSe/ZnS.

iv) Estados superficiales en la interfase de ZnS/polimero.

3.3 Investigacion de fotoluminiscencia de puntos cuanticos con
diferentes tamafios de nucleo de CdSe a 300 K.

Para confirmar las hipoétesis, se realizo el analisis de emision de los puntos

cuanticos de diferente tamafio (no bioconjugados): 3.2 nm (A=525 nm), 4.0 nm
(A=560 nm), 5.1 nm (A=605 nm), 6.3 nm (A=640 nm). Para el siguiente analisis

realizado, se propuso la hipétesis, si las bandas de energias mas altas (2, 3, 4),

estan conectadas con la recombinacion de excitbnes localizados en los estados

excitados del nudcleo de CdSe, la posicion de estas bandas tiene que

desplazarse al aumentar o disminuir el tamafo de los puntos cuanticos.

Tabla 3.8a Datos de deconvolucién de la muestra con emisién 525nm, Figura.3-7, Curva a.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A W
1 2.35 0.02 0.16
2 2.37 0.11 0.20
3 2.71 0.46 0.37
4 3.02 0.13 0.25
5 2.15 0.036 0.14

Tabla 3.8b Datos de deconvolucién de la muestra con emisién 565nm, Figura.3-7, Curva b.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A W
1 2.22 0.06 0.16
2 2.37 0.12 0.20
3 2.71 0.22 0.37
4 3.02 0.46 0.25
5 2.05 0.01 0.12

Tabla 3.8c Datos de deconvolucién de la muestra con emision 605nm, Figura.3-7, Curva c.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A W
1 2.08 0.08 0.23
2 2.35 0.16 0.20
3 2.64 0.45 0.37
4 2.95 0.12 0.25
5 2.00 0.12 0.01
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Tabla 3.8d Datos de deconvolucién de la muestra con emisién 640nm, Figura.3-7, Curva d.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del méaximo
XC A W
1 1.96 0.11 0.12
2 2.37 0.12 0.20
3 2.68 0.42 0.37
4 3.00 0.13 0.25
5 2.16 0.05 0.14
14 525N a

300K

Intensidad de FL, un. arb.

15 2.0 2.5 3.0 3.5
Energia de emisién, eV

Figura 3-7 Espectro de fotoluminiscencia normalizado de puntos cuanticos nicleo/coraza
CdSe/ZnS con diferentes tamafios d: 1 - 3.2 nm (A=525 nm), 2 - 4.0 nm (A=560 nm), 3 - 5.1 nm
(A=605 nm), 4 - 6.3 nm (A=640 nm).

Tal y como se puede observar en la tablas 3.8 a, b, ¢, d y figura 3-7, las
posiciones de las bandas 2, 3, 4 y sus fwhm no cambian con la variacién de los
tamafos de los puntos cuanticos. Por lo tanto, se puede concluir que las
bandas elementales 2, 3, 4 no estan conectadas con estados excitados en el

nucleo de CdSe.
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3.4 Investigacion de puntos cuanticos con emision 640nm a
10K.

Para aclarar la naturaleza de estas bandas elementales de alta energia se
realizo el estudio de fotoluminiscencia de los puntos cuanticos CdSe/ZnSe con
emision de 640 nm de a diferentes temperaturas (10°K y 300°K).

La disminucién de la temperatura permite despreciar el proceso de ionizacion
térmica del nucleo de CdSe a la coraza de ZnS que puede ocurrir a la
temperatura ambiental (300K). Se puede observar (figura 3-8a, b) que la
posicion de los picos referentes a las bandas 2, 3, 4, 5 no cambia con la

disminucién de la temperatura a 10K.

Sin embargo, la banda de fotoluminiscencia relacionada con los excitones de
emision del ndcleo de CdSe demuestra un desplazamiento a energias mayores
(=60 meV) debido al incremento de la banda prohibida al disminuir la

temperatura.

La posicidn constante de las bandas de fotoluminiscencia 2, 3, 4 y 5 a
temperaturas diferentes, indica que estas bandas de fotoluminiscencia no estan
conectadas con los estados en la banda prohibida en ZnS. En este caso, las
bandas de energia pueden deberse a estados de interfase. Para confirmar esta
hipbtesis, se realizo el andlisis de la muestra 640N, debido a que es la Unica
muestra en la que se puede observar claramente el fendmeno de
desplazamiento del pico referente a la coraza CdSe por la disminucién de la
temperatura.

Tabla 3.9a Valores de las bandas de deconvolucién de la muestra con emision 640nm a una
temperatura de 10K.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A W
1 2.02 0.04 0.12
2 2.16 0.04 0.14
3 2.37 0.12 0.20
4 2.68 0.42 0.37
5 3.00 0.13 0.25
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Tabla 3.9b Valores de las bandas de deconvoluciéon de los puntos cuanticos con emisién en
640 nm a una temperatura de 300K.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del méaximo
XC A W
1 1.96 0.11 0.12
2 2.17 0.05 0.14
3 2.37 0.12 0.20
4 2.68 0.42 0.37
5 3.00 0.13 0.25

Intensidad de FL, un. arb.

Energia de emisién, eV

Figura 3-8 Comparacion de espectros de fotoluminiscencia normalizados de la muestra con
puntos cuanticos 640N a una temperatura de 10K y 300K.

Debido al desplazamiento del pico de la muestra referente al nldcleo de CdSe
640N a mas altas energias, causado por la disminuciéon de la temperatura,
aunado a que este efecto no ocurre para las bandas 2, 3, 4 y 5, es posible
confirmar que estas bandas son debidas principalmente a estados de interfase

en los puntos cuanticos.
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Para confirmar esta hipotesis, es necesario analizar los espectros de

fotoluminiscencia de la muestra con bioconjugacion (565P).

3.5 Fotoluminiscencia de puntos cuanticos con emisioén 565nm
bioconjugados (565P)

Se podria esperar que las bandas 2, 3 y 4, observados en las muestras no

bioconjugadas, continuardn en las muestras bioconjugadas. Sin embargo, en

las figura 3-9 se observa Unica banda 1, que corresponde a la emision de la

coraza de CdSe de los puntos cuanticos (Tabla 3.10).

Tabla 3.10 Valor caracteristico de la curva Gaussiana que representa la emision del ndcleo de
CdSe Figura.3.9 Curva a.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A w
1 2.22 0.16 0.164
1,04 565P .
S | 300K
I
C' 0,8 T
>
o 06
)
©
§ 0,4 -
2 1
3 0,2
e 7 x4
0,0
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Energia de emision, eV

Figura 3-9 Deconvolucién del espectro de fotoluminiscencia en 1 banda fundamental para la
muestra 565P x4.
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Por otra parte, la alta concentracion de estados de interfase (menor intensidad

de fotoluminiscencia) en el proceso de bioconjugacion, provoca la disminucion
de la intensidad de bandas de fotoluminiscencia de las bandas elementales 2,

3, 4y 5. Sin embargo, la intensidad de emision en estos niveles de energia es

mayor (figura 3-10) comparandolo con la figura 3-9. Ademas, se observa un

pico adicional: al nucleo de CdSe, este se encuentra ubicado aproximadamente

en 1.98 eV (tabla 3.11).

Tabla 3.11 Valores de las bandas de deconvolucion de los puntos cuanticos 565P
(bioconjugados), de la Figura 3-8 Curva b.

Pico Posicion | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A w

1 2.21 0.15 0.16
2 2.38 0.08 0.23
3 2.71 0.05 0.36
4 3.02 0.02 0.25
5 1.98 0.04 0.11
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Figura 3-10 Deconvolucion del espectro de fotoluminiscencia en 5 bandas elementales para la

muestra 565P x12.
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Cuando se presentan valores muy altos de concentracion de estados de

interfase, el proceso de bioconjugacion no cambia el

espectro de

fotoluminiscencia. Al analizar el siguiente espectro (figura 3-11), se muestran

las contribuciones mayoritarias de las bandas elementales 2, 3, 4 (tabla 3.12),

cuya ubicacion concuerda con los estados de interfase planteados en las

graficas no bioconjugadas (565N).

Tabla 3.12 Valores de las bandas de deconvolucion de los puntos cuanticos 565P (con

bioconjugacion), de la figura 3-11.

Pico | Posicién | Area de la Gaussiana | Ancho medio a la mitad del maximo
XC A w
1 2.17 0.06 0.16
2 2.34 0.21 0.23
3 2.64 0.16 0.36
4 3.02 0.01 0.25
5 2.00 0.15 0.25
a
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Energia de emision, eV

Figura 3-11 Deconvolucién del espectro de fotoluminiscencia en 5 bandas elementales para la

muestra 565P x68 Curva c.
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En la figura 3-12 se pueden observar las gréaficas anteriores en un espectro
normalizado. Los numeros en las curvas x4, x12, x68 indican el coeficiente de
multiplicacion utilizado para la normalizacion de espectro experimental de

fotoluminiscencia.

11565P
330K

Intensidad de FL, un. arb.

1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Energia de emision, eV

Figura 3-12 Espectro de fotoluminiscencia normalizado de los puntos cuénticos 565P
(bioconjugados) realizado a 300K para s con diferentes intensidades de fotoluminiscencia (a, b,

c).
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Se puede observar que para las diferentes intensidades de fotoluminiscencia,
la contribucién de las bandas elementales resulta distinta. Ademas, se observa
una dependencia entre el area e intensidad. Para poder analizar este cambio
es necesario realizar un analisis basado en intensidades relativas. Para ello, se
toma en cuenta el factor de multiplicacion, las intensidades se especifican en la
tabla 3.13.

Tabla 3.13 Relacidn de intensidades del espectro de fotoluminiscencia con el factor
multiplicativo de normalizacién para muestras.

Muestra Intensidades relativas Intensidades relativas
X4 lo/4 15.75lg
X12 lo/12 5251,
X68 10/63 lo

Analizando el cambio de area en funcion de la intensidad, se observo el area
de las bandas 2, 3, 4, 5 tiene una dependencia inversa con respecto a la
intensidad. Para confirmar lo mencionado anteriormente, se realizo el andlisis
de intensidades relativas (Tabla 3.14). En la figura 3-13 se muestra el cambio
del area de los picos de fotoluminiscencia en funcién de la intensidad de

fotoluminiscencia.

Tabla 3.14 Relacion de areas con intensidades relativas.

A A+ A A+A
rea
Intensidad relativa A A
1 2,83 6
5,25 0,46 0,8
15,75 0 0
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Figura 3 13 Dependencia del cambio de area de las diferentes bandas elementales en funcion
de la intensidad de fotoluminiscencia de la muestra 565N.

3.6 Comparacion entre espectros de fotoluminiscencia de
puntos cuanticos no bioconjugados y bioconjugados

Al realizar la comparacion entre las figuras 3-2 y 3-9 se puede observar
claramente la desaparicion de las bandas elementales 2, 3, 4 y 5 (figura 3-14),

gue probablemente se deban a estados en las interfases.
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El cambio se debe al proceso de bioconjugacion. Sin embargo, es necesario
plantear un modelo el cual pueda explicar la dinamica de la desaparicion de
estados de interfases en el proceso de bioconjugacion, de esta manera se
propuso un modelo basado en el diagrama de energia de los puntos cuanticos
de CdSe/ZnS sin bioconjugacion. Este modelo explica el comportamiento
observado en la fotoluminiscencia de estos puntos cuanticos en términos de
niveles de energia de bandas de emisiones correspondientes a los picos de
fotoluminiscencia generados por las recombinaciones de los electrones y
huecos en el nucleo y en los estados de interfase del nucleo con coraza y
recubrimiento polimérico. Este modelo seria util en un futuro, para determinar el

éxito del proceso de bioconjugacion.

=
|

565P
300K

x4

Intensidad de FL, un. arb.

15 20 25 3,0 35
Energia de emision, eV

Figura 3-14 Comparacion de espectros de fotoluminiscencia normalizados de puntos cuanticos
no bioconjugados (565N) y bioconjugados (565P).
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3.7 Analisis de los efectos de la bioconjugacion

A partir de un diagrama de bandas, se pueden deducir claramente los estados
de interfase (figura 3-15). La energia de los respectivos niveles de estados de
interfase en las bandas 2, 3, 4 y 5 pueden ser estimados a partir de los

maximos respectivos [48] (figura 3-2, 3-3 y 3-4).

Una investigacion anterior, acerca de de la dinAmica de despoblacion de los
portadores (electrones y huecos) en estados cuantizados en CdSe, revela una
rapida recombinacion (del orden inferior a picosegundos) de electrones y
huecos en semiconductores en bulto [49].Este efecto se debe a la emision de
los fonones en semiconductores [49]. El rapido decaimiento inicial de la
poblacion de electrones depende fuertemente del grado de pasivacion de la
superficie, y se debe a la captura de éstos, en los estados interfase.

La veloz recombinacion de los huecos, fue casi idéntica en las muestras con
diferentes propiedades de la superficie [49], lo cual sugiere que esa dinamica
es debida a la relajacion dentro de los estados intrinsecos de nanocristales, o
bien a los estados interfase que permanecen sin ser pasivados, bajo el
tratamiento superficial utilizado. Es decir, que a pesar de que se tenga la
coraza de ZnS para pasivar tales estados, la coraza no elimina de manera

definitiva estos estados de interfase.

Para las bandas 2, 3, 4 ocurre una rapida variacién de electrones y huecos en
estados cuantizados en los puntos cuanticos de CdSe. Por esta razén se
propone que los defectos radiativos responsables de estas bandas, estan
localizados en la interfase de CdSe/ZnS. Cabe mencionar que la coraza de
ZnS es suficientemente delgada (1-2nm) para permitir el tunelamiento de

portadores a la interfase de ZnS/polimero.

Asi mismo, para explicar los efectos de espectros de fotoluminiscencia
anteriormente descrito en la Ref. [48]. Este modelo permite representacion
esquematica de las particulas de CdSe/ZnS, recubiertos con polimero.

Aplicando este modelo, es posible suponer que los estados de interfase (IS)
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responsables de la captura de huecos en los puntos cuanticos, estan cargados
negativamente, tal como los defectos de tipo aceptores (IS-) semejante a las
vacancias de Zn o Cd (o sus complejos) [51, 52].

De igual forma, los estados de interfase responsables de la captura de
electrones en puntos cuénticos no bioconjugados, estdn cargados
positivamente, tal como si se tratara de defectos de tipo donadores (IS+), que
se deben a las vacancias de S o Se (0o sus complejos) [50, 51]. Esta

aseveracion se deriva de la neutralidad eléctrica de los puntos cuanticos

La carga negativa de la interfase debidos a los defectos tipo aceptores, ocurre
por la compensacion por electrones de los defectos tipo donadores en puntos
cuanticos no bioconjugados (figura 3-15). De esta manera, la localizacién de
defectos en la interfase de CdSe/ZnS y sus potenciales de atraccion debidos a
las cargas positivas y negativas (proceso de recarga), permiten la competencia
entre los procesos de recombinacion con excitones y de los defectos no

radiativos.
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Figura 3-15 Diagrama de energia de los puntos cuanticos no bioconjugados nucleo/coraza
CdSe/ZnS recubiertos con polimero. Los simbolos IS+ e IS- presentan la carga de estados de
interfase tipo donadores y tipo aceptores respectivamente en puntos cuanticos 565N (no
bioconjugados). Las lineas punteadas horizontales muestran la manera en la que los
portadores hacen el efecto tinel de los estados de interfaz de CdSe/ZnS a los estados de
interfase ubicados en ZnS/polimero.

Para confirmar el modelo propuesto es necesario analizar los espectros
normalizados de puntos cuanticos con diferentes intensidades de

fotoluminiscencia (figura 3-5 curvas x1, x11, x18).

Como se puede observar, a bajas concentraciones de estados de interfase
localizados en las bandas 2, 3 y 4, la recombinacion ocurre a través de los
estados de interfase saturados (bandas elementales 2 y 5). De esta manera las

bandas de alta energia de los estados de interfase (bandas elementales 3 y 4)
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dominan el espectro de fotoluminiscencia (figura 3-5 curva x1). Al mismo
tiempo, la intensidad de fotoluminiscencia de los puntos cuanticos
ndcleo/coraza CdSe/ZnS recubiertos con polimero es alta (el coeficiente de

multiplicacion para los espectros normalizados es 1).

Cuando las concentraciones de los estados de interfase localizados en las
bandas 2, 3 y 4 son esenciales, la recombinacion a través de los niveles de
energia bajos (bandas elementales 2 y 5) no estd saturado y la
fotoluminiscencia de estos estados de interfase dominan el espectro de
fotoluminiscencia (figura 3-4 curva x11 y x18). Simultdneamente, las
intensidades de los puntos cuanticos nucleo/coraza CdSe/ZnS recubiertos con
polimero es pequefia (los coeficientes de multiplicacion para los espectros

normalizados son de 11 y 18 respectivamente).

De esta manera, la recombinacion a través de los defectos de interfase se
vuelve poco eficiente en los puntos cuanticos con bioconjugacion. Como se ha
mencionado anteriormente, la bioconjugacibn de proteinas con puntos
cuanticos se logra a través de los enlaces covalentes utilizando los grupos
funcionales de la superficie de los puntos cuanticos [22, 23, 52, 53] y con la

ayuda de interaccioén electrostatica [54-58].

Es conocido que algunas biomoléculas tienen carga positiva en la superficie
(relacionada con los iones H+), que pueden participar en una interaccion
electrostatica durante el proceso de bioconjugacion [55, 56, 41]. La distribucion
de iones H+ a lo largo del eje de la cadena del mab-PSA es asimétrico [41], y
se presenta en forma de centros activos. De esta manera se puede formar un

momento dipolar en una molécula.

En el siguiente capitulo, se analizara como este momento dipolar de las
biomoléculas se detecta en la espectrometria Raman de puntos cuanticos

bioconjugados.

De esta manera, se puede suponer que en los puntos cuanticos bioconjugados,

los electrones ubicados en los estados de interfase con comportamiento tipo
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donador (IS+) se acumulan en la superficie de los puntos cuanticos (debido al
efecto de tunelamiento en el polimero), e interactian electrostaticamente con la
carga superficial de las biomoléculas (mab-PSA). En este caso, los electrones
desde los estados de interfase tipo donadores, no son compensados por los
estados de interfase tipo aceptores en la interfase CdSe/zZnS. Como
consecuencia, los estados de interfase tipo donadores permanecen cargados
positivamente (IS+) y los estados de interfase aceptores presentan carga

neutral (ISO) en puntos cuanticos bioconjugados (figura 3-16).

Puntos cuanticos bioconjugados

Polimero/TOPO Polimero/TOPO
= ZnsS CdSe ZnsS
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Figura 3-16 Diagrama de energia de los puntos cuanticos bioconjugados nucleo/coraza
CdSe/znS recubiertos con polimero. Los simbolos IS+ e ISO presentan la carga de estados de
interfase donadores y aceptores respectivamente en puntos cuanticos 565P (bioconjugados).
Las lineas punteadas horizontales muestran la manera en la que los portadores hacen el efecto
tinel de los estados de interfaz de CdSe/ZnS a los estados de interfase ubicados en
ZnS/polimero
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De esta manera, el flujo de huecos neutrales a través de los estados de
interfase tipo aceptores decrece rapidamente, en comparacion con el flujo de
huecos a través de los estados de interfase aceptores cargados en puntos
cuanticos no bioconjugados (proceso de recarga). Como resultado, se tiene
que la intensidad de fotoluminiscencia referente al nucleo de CdSe (banda
elemental 1) aumenta significativamente (figura 3-9).

Al realizar la comparacion entre los puntos cuanticos 565N y 565P se puede
notar que la intensidad de los espectros normalizados de 565P es menor
respecto a las muestras 565N (figura 3-17). En el caso de los puntos cuénticos
565P bioconjugados con mab-PSA, la intensidad de fotoluminiscencia decrece
(figura 3-13 muestras 565P con coeficiente de multiplicacidon x4, x12, x68). Se
propone que este efecto se debe a la reabsorcién de los puntos cuénticos con
luz emitida en 565 nm por la biomolécula mab-PSA.
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Figura 3-17. Comparacion de espectros de fotoluminiscencia normalizados de la muestras de
puntos cuanticos 565N y 565P bajo un mismo factor multiplicativo
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3.8 Conclusiones

1. Los puntos cuanticos no bioconjugados con emisién en 565nm con
estados en la banda prohibida o estados de interfase, estan
caracterizados por una relativamente baja intensidad y una forma
complicada del espectro de fotoluminiscencia. ElI espectro de
fotoluminiscencia de puntos cuanticos puede ser representado como la
superposicion de bandas de fotoluminiscencia elementales con la
posicion de sus picos en: 2.00-2.05 eV, 2.16-2.22 eV, 2.34-2.37 eV,
2.64-2.71 eV y 2.95-3.02 eV.

2. La banda de fotoluminiscencia en el intervalo de 2.16-2.22 eV esta
relacionada con la emision del nldcleo de CdSe y las otras bandas de
fotoluminiscencia estan relacionadas con las posiciones de estados de

interfase en los puntos cuanticos.

3. La energia de emisién por recombinacion de portadores via estados de
interfase, no dependen del cambio de la temperatura en el intervalo de
10-300K. Asi mismo, la energia emision por recombinacion de
portadores via estados de interfase no depende del tamafio del nucleo
de CdSe.

4. Por el proceso de bioconjugacion (en la cual se forman enlaces
covalentes), los espectros de fotoluminiscencia cambian fuertemente.
Este cambio se debe a la recarga electrostatica de los estados de
interfase. La banda relacionada con la emision del nacleo de CdSe
aparece como unico pico en el espectro de fotoluminiscencia de los

puntos cuanticos bioconjugados.
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Capitulo 4 Andlisis de muestras mediante espectroscopia de
dispersion Raman

4.1 Espectros Raman de la muestra con emisién 565 no
bioconjugada (565N)

Para el andlisis de los espectros Raman de tales muestras, se separaron los
espectros, y las mediciones se realizaron a una temperatura de 300°K y con
una excitacion de laser de He-Ne con longitud de onda de 632.8nm, con una
intensidad de 20mW. El analisis de la muestra 565 esta denotado N-1, N-2, N-3
para es caso de los puntos cuanticos no bioconjugados y 565 P-1, P-2, P-3
para los puntos cuanticos bioconjugados esto es debido a que la medicion se

realizo en diferentes zonas de analisis de la muestra.

4.1.1 Analisis de las lineas Raman en un intervalo de 100-800cm™

En la figura 4-1 se muestra el espectro Raman de la muestra 565 N-1, N-2, N-3
en un intervalo de 100-1200 cm™, en donde el pico de mayor intensidad se
encuentra en 522 cm™, el cual se refiere directamente a los fonénes 6pticos del
sustrato de Silicio. Sin embargo es importante analizar el espectro Raman por

secciones, de tal manera que la naturaleza de los otros picos sea conocida.
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Figura 4-1 Espectro Raman de las muestra 565 N-1, N-2, N-3 (mediaciones realizadas en
diferentes zonas de la muestra) en un intervalo de andlisis de 100-1200 cm™.

El espectro Raman, que se representa en la figura 4-2, en la cual se pueden
muestran las intensidades de los picos Raman de las muestras sin
bioconjugacién (565 N-1, N-2, N-3) en los intervalos espectrales 100-800 cm™,
respectivamente. Asi mismo, en la Tabla 4.1 se presenta las lineas Raman de
los picos correspondientes a la muestra 565 N-1, N-2, N-3 en el intervalo de
100-800cm™.

Tabla 4.11. Lineas Raman de los picos de la muestra 565 N-1, N-2, N-3 en un intervalo de 100 a
800 cm’

Pico | Lineas Raman (cm™) | Lineas Raman (cm™) | Lineas Raman (cm™)
para la muestra 565 N-1 | para la muestra 565 | para la muestra 565
N-2 N-3
1 230 228
2 303 302 302
3 435
4 521 521 521
5 615 610 612
6 670 667
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Figura 4-2 Intensidades de los espectros Raman de la muestra 565 N-1, N-2, N-3 en un
intervalo de 100-800cm™.

En este intervalo de espectro, no se observa el pico referentes al nucleo de
CdSe, el cual, debe de estar ubicado en 211 cm™ [38, 57, 58], de igual forma,
no se observa el pico referido a la coraza de ZnS que deberia estar ubicado en
350 cm™ [58]. La causa de este fenémeno puede ser la baja cantidad de los
puntos cuanticos con respecto al resto de los materiales (PEG, sustrato de

Silicio) que contiene la muestra.

Es conocido que el Silicio tiene estructura de diamante y por lo tanto tiene un
solo fonén 6pticamente activo en Raman de primer orden [z, localizado en el
centro de la zona de Brillouin (ZB), con una energia de 519-522 cm™[59, 60].
En la figura 4-3 se observa la forma de la zona de Brillouin tipica para una red

cubica centrada en las caras, con las posiciones de puntos y lineas de alta
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simetria. La Tabla 4.2 presenta las frecuencias de fonones épticos y acusticos

asociados con los puntos criticos de la zona de Brillouin del Silicio [60].

Figura 4-3 La zona de Brillouin para una red cristalina cubica centrada en las caras [60].

Tabla 4.2. Frecuencias caracteristicas de fonénes de los puntos de alta simetria de la zona de

Brillouin en Silicio [60].

Puntos de Frecuencia de Frecuencia de Frecuencia de Frecuencia de
alta simetria| fonénes [59] (cm™) | fondnes [61] (cm™) | fonénes de [62] (cm™)| fondénes [60] (cm™)
I (0) 522 517 +-2 518+-3 519
X (TO) 463 449 +-3 464+-10 460
X(TA) 149 155+-5 150+-2 151
L(TO) 491 496+-2 490+-10 490
L(TA) 114 113 +-2 114+-2 113
W(TO) 478+-13 481+-13 470
X(TA+TO) 610
2(TA+TO) 435

En Silicio, la dispersién en la regién de 0 cm™ a 800 cm™ consiste solamente en

sobretonos de

fonbnes acusticos.

Los picos, que se

observan a
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aproximadamente en ~230, ~302, ~435 cm™ de la muestra, se atribuyen a la
dispersion de los sobretonos de dos fondnes transversales acusticos a lo largo
de los puntos L y X. El pico ubicado en ~435 cm™ es asignado a la
combinacion de fondnes épticos y acusticos en la direccidn Z, respectivamente
(Tabla 4.2). Asi mismo, los picos Raman ubicados en ~610 y ~670 cm™ son
asignados a los fondnes 6pticos en X y a las combinaciones de fonénes 6pticos

y acusticos en la direccidn Z, respectivamente [60].

4.1.2 Andlisis de las lineas Raman en un intervalo de 800-1050

Al analizar el espectro Raman en el intervalo de 800-1050cm™ (figura 4-4) se
observa la presencia de otros picos Raman de la muestra sin bioconjugacién
(565 N-1, N-2, N-3). En la Tabla 4.3 se presentan las intensidades de las lineas

Raman de los picos correspondientes.

Tabla 4.?l>. Lineas Raman de los picos de la muestra 565 N-1, N-2, N-3 en un intervalo de 800 a
1050cm’

Pico Lineas Raman (cm™) Lineas Raman (cm™) Lineas Raman (cm™)
muestra 565 N-1 muestra 565 N-2 muestra 565 N-3
7 941 942 941
8 979 975 088
9 1003 1003
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Figura 4-4 Intensidades de los espectros Raman de la muestra 565 N-1, N-2, N-3 en un
intervalo de 800-1050 cm™

Las lineas de dispersién en la region de 800-1050 cm-1 son atribuidas a los
sobretonos de los fondnes Opticos. Se observa un rapido incremento de
intensidad de los picos Raman en 920 cm™, 940 cm™ y en el hombro a 975 cm’
! asi como la rapida disminucién del pico en 1040cm™, Estos picos se
identificaron con base de los resultados en la Tabla 4.2 [60]. Estos picos
corresponden a la dispersion del sobretono de 2 fonones transversales 6pticos

de los puntos de alta simetria X, W, L y I respectivamente.
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4.1.3 Analisis de los espectros Raman en un intervalo de 1050-
4000 cm™

Los espectros Raman de la muestra 565 N-1, N-2, N-3 en el intervalo de 1050-

4000 cm™ se pueden observar la figura 4-5. En la Tabla 4.4 se presenta las

posiciones de los picos Raman correspondientes.

Tabla 4.4. Posiciones de los picos de la muestra 565 N-1, N-2, N-3 en un intervalo de 1050 a

4000 cm™
Pico Lineas Raman (cm™) para | Lineas Raman (cm™) para Lineas Raman (cm™)
la muestra 565 N-1 la muestra 565 N-2 para la muestra 565 N-3

10 1268-1340

11 1449 1447

12 1657 1656

13 2872 2875

14 2932 2934

15 3064 3061

16 3310 3314
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Figura 4-5 Intensidades de los espectros Raman de las muestras 565 N-1, N-2, N-3 en un
intervalo de 1050 a 4000 cm™

En algunas muestras de Silicio se pueden ser observar dispersiones débiles en
1500 cm™, las cuales son atribuidas al proceso de tres fonénes 6pticos [60].
Otra manera de explicar la aparicibn de estos picos pequefios, es por la
presencia del polimero PEG en la superficie de los puntos cuanticos

nucleo/coraza CdSe/ZnS estudiados.

De manera general, en la muestra de puntos cuanticos sin bioconjugacién 565 N-
1, N-2, N-3 han sido detectados los picos ubicados en 1268-1340, ~1449,
~1657, ~2872, ~2932, ~3064 y ~3310 cm™ (Tabla 4-3). Como se comprobara
mas adelante, la intensidad de estos picos es muy baja en la muestra de
puntos cuanticos no bioconjugados (Figura 4-5) con respecto a la muestra

bioconjugada (Figura 4-9).
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Todos los picos encontrados en la muestra no bioconjugada pueden ser
atribuidos a los diferentes modos vibracionales del polimero (NH,)-PEG-PE, el

cual se utilizo para recubrimiento de los puntos cuanticos.

De esta manera, los picos ubicados entre 1268-1340 y en ~1447 cm™ son
atribuidos a vibraciones de estiramiento y flexién de los grupos C-H y CH,. Por
otra parte, el pico ubicado en 1657 cm™ es debido a los movimientos de
estructura de los grupos funcionales -C-C, -C=C, -C-0O, - C=0. Los picos que
estan ubicados en ~2872, ~2932 y ~3064 cm™, corresponden a vibraciones de
estiramiento simétrico y asimétrico de los grupos -CH, -CH, o -CHs,
respectivamente. Por dltimo, el pico ubicado en ~3310 cm™, se debe a las

vibraciones de estiramiento de los grupos funcionales de (-OH) o (-NH>) [63].

4.2 Espectros de Raman de las muestras con emision 565
bioconjugadas (565P)

4.2.1 Analisis de las lineas Raman en un intervalo de 100-
800cm™

En la figura 4-6 se muestra el espectro Raman de la muestra 565 P-1, P-2, P-3,
en un intervalo de 100-1200 cm™, en donde el pico de mayor intensidad se
encuentra en 522 cm™, el cual se refiere directamente al sustrato de Silicio Sin
embargo, es importante analizar el espectro Raman para las muestras
bioconjugadas por secciones, de la misma manera, como se analizaron las
muestras sin bioconjugacion, de tal forma que sea posible conocer la

naturaleza de los picos observados.
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Figura 4-6 Espectro Raman de la muestra 565 P-1, P-2, P-3 (mediaciones realizadas en
diferentes zonas de la muestra) en un intervalo de andlisis de 100-1200cm™.

Las intensidades de los picos Raman de la muestra bioconjugada (565 P-1,
565 P-2, 565 P-3) en el intervalo de 100-800 cm™ se muestran en la figura 4-7.
En la Tabla 4.5 se presentan las posiciones de los picos Raman

correspondientes a esta muestra.

Tabla 4.15. Lineas Raman de los picos de la muestra 565 P-1, P-2, P-3 en un intervalo de 100 a
800 cm’

Pico Lineas Raman (cm™) para | Lineas Raman (cm™) para | Lineas Raman (cm™) para
la muestra 565 P-1 la muestra 565 P-2 la muestra 565 P-3
1 234 233 233
2 309 308 309
3 441 441 441
4 626 625 627
5 674 672
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Figura 4-7 Intensidades de los espectros Raman de las muestras 565 P-1, 565 P-2, 565 P-3 en
un intervalo de 100-800- cm™

Como se mencion0 anteriormente, en Silicio, la dispersibn Raman en la regién
de 0 a 800 cm™ consiste en sobretonos de Ginicamente fondnes acusticos. Los
picos ~234, ~308 y ~441 cm™, son atribuidos por lo tanto, a la dispersién de los
sobretonos de dos fondnes transversales acusticos a lo largo de los puntos L y
X, El pico a ~441 cm™ es asignado a la combinacién de fonénes 6pticos y
acusticos a en la direccién Z (Tabla 4.2). Asi mismo, los picos Raman ubicados
en ~626 y ~674 cm™ son asignados a dos picos de fonénes épticos en el punto
de alta simetria X y a las combinaciones de fonones épticos y acusticos en la
direccion X [60]
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4.2.2 Andlisis de las lineas Raman en un intervalo de 800-1050
cm™

Se ha analizado el espectro Raman en el intervalo de 800-1050 cm™ (figura 4-
8), para estudiar las intensidades de los picos Raman de la muestra
bioconjugada en el intervalo de 800-1050cm™ (figura 4-8). En la Tabla 4.6 se
presenta las lineas Raman de los picos correspondientes a las muestra 565 P-

1, P-2, P-3 en el intervalo de 800-1050cm™

Tabla 4.6. Lineas Raman de los picos de las muestras 565 P-1, 565 P-2, 565 P-3 en un
intervalo de 800-1050 cm™

Pico | Lineas Raman (cm™) para | Lineas Raman (cm™) para la Lineas Raman (cm™)
la muestra 565 P-1 muestra 565 N-2 para la muestra 565 P-3
6 947 946 946
7 979 977 978
e 5000 - ——565P1
—565P 2
CE? 565P 3
C 4000
>
Ch 3000
£
M 2000+
e
© 1000
{ e
)
m 0 T T T T
800 900 1000

Desplazamiento Raman, cm™t

Figura 4-8 Intensidades de los espectros Raman de la muestra 565 P-1, P-2, P-3 en un
intervalo de 800-1050 cm™
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La dispersién en la regiéon de 900-1050 cm™ es atribuida, como en un caso
anterior, a la aparicion de los sobretonos de los fonones épticos. El rapido
aumento de intensidad en el espectro Raman en 947 cm™ y el hombro en 979
cm™, (identificado a base de la Tabla 4.2), se atribuyen a la dispersion del
sobretono de 2 fondnes transversales Opticos en los puntos de alta simetria en
Wy L.

4.2.3 Analisis de los espectros Raman en un intervalo de 1050-
4000 cm™

Los espectros Raman de la muestra 565 P-1, P-2, P-3 en el intervalo de 1050-
4000 cm™ se pueden observar la figura 4-5. En la Tabla 4.4 se presentan las

lineas Raman de los picos correspondientes.

Tablla 4.7. Posiciones de los de la muestra 565 P-1, P-2, P-3 en un intervalo de 1050 a 4000
cm’

Pico | Lineas Raman (cm™) para | Lineas Raman (cm™) para | Lineas Raman (cm™) para
la muestra 565 P-1 la muestra 565 P-2 la muestra 565 P-3

10 1268-1316 1301 1268-1316

11 1445 1448 1449

12 1660

13 2145 2146 2144

14 2887 2887

15 2936

16 3316
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Figura 4-9 Intensidades de los espectros Raman de la muestra 565 P-1, P-2, P-3 en un
intervalo de 1050 a 4000 cm™

En algunas muestras de Silicio pueden observarse dispersiones
extremadamente débiles en 1500 cm™, las cuales se atribuyen al proceso de
tres fondnes oOpticos [60]. En caso de la muestra estudiada en la presente tesis
la presencia de estos picos pequefios, se debe al polimero PEG en la

superficie de los puntos cuanticos nucleo coraza CdSe/ZnS.

En la muestra de puntos cuanticos bioconjugados han sido detectados los
picos ubicados en ~1268-1316, ~1449, ~1660, ~2145, ~2887, ~2936, y ~3316
cm? (tabla 4-7). Todos los picos encontrados en las muestra con
bioconjugacién, pueden ser atribuidos a los diferentes modos vibracionales del
polimero (NH,)-PEG-PE, que se utilizo para recubrimiento de los puntos

cuanticos.
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Asi mismo, los picos ubicados entre ~1268-1316y ~1449cm™ son atribuidos a
vibraciones de estiramiento y flexion de los grupos C-H y CH, A su vez, los
picos ubicados en 1660 y 2145 cm™ son debidos a los movimientos de
estructura de los grupos funcionales -C-C, -C=C, -C-O, - C=0. Los picos
ubicados en 2887 y 2936 cm™, son referidos a vibraciones de estiramiento
simétrico y asimétrico de los grupos -CH, -CH, o -CHs. Por ultimo, el pico
ubicado en 3316 cm™, se debe a las vibraciones de estiramiento de los grupos
funcionales de -OH o -NH, [63].

4.3 Comparacion y analisis de espectros de puntos cuanticos
no bioconjugados y bioconjugados

En la figura 4-10 se presentan los espectros de las muestras no bioconjuada y
bioconjugada de la muestra 565P y 565N respectivamente. El pico principal
para yodos los casos se ubica en 522 cm™, el cual es relacionado directamente

a los senales del substrato de Silicio.
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60000+ b ———565P2
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Figura 4-10 Espectro Raman de las muestras no bioconjugadas (a) y bioconjugadas (b) en un
intervalo de analisis de 100-1200cm™
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Comparando las muestras en los intervalos de 100-800 cm™ y 800-1050 cm™

(figura 4-11a, b), se puede observar que la intensidad de las muestras 565N es
menor con respecto a la intensidad de las muestras 565P en casi 10 veces. Sin
embargo, para las muestras analizadas en el intervalo de 100-800 cm™ no se
observan los picos referentes al nucleo de CdSe, el cual estad ubicado en 211
cm™ [38, 57, 58] o el pico que corresponde a la coraza de ZnS ubicado en 350
cm™ [58]. Lo anterior puede deberse a la baja cantidad de los puntos cuanticos

con respecto al resto de los materiales (anticuerpos, PEG y sustrato).
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Figura 4-11 Espectros Raman de la muestra no bioconjugada (a) y bioconjugada (b) en un
intervalo de analisis de 100-800cm™ (1) y 800-1050cm™ (2)

En las muestras de puntos cuanticos sin bioconjugacion han sido detectados
los picos ubicados en 1268-1340, 1449, 1657, 2872, 2932, 3064 y 3310 cm™
(tabla 4-4). La intensidad de estos los picos es muy baja, sin embargo, la
intensidad incrementa en las muestras de puntos cuanticos bioconjugados
(figura 4-12). Todos los picos encontrados en la muestra no bioconjugada y
bioconjugada pueden ser atribuidos a los diferentes modos vibracionales del
polimero (NH,)-PEG-PE, que se utilizé para recubrimiento de los puntos

cuanticos.
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Figura 4-12 Espectro Raman de las muestras no bioconjugadas y bioconjugadas en un
intervalo de analisis de 1050-4000 cm™

En la muestra la muestra 565P se observa un hombro ubicado en 2145 cm™, el
cual probablemente se debe al polimero PEG. Este hombro solo se ve en las
muestras 565P con el aumento de la intensidad Raman en méas de 10 veces.
Para confirmar la hipotesis, que los picos ubicados en el intervalo de 1050-
4000 cm™, son debidos al recubrimiento de la superficie de los puntos
cuanticos con (NH,)-PEG-PE, se realizd el analisis de espectroscopia de
dispersion Raman de los puntos cuanticos no bioconjugados y sin
recubrimiento polimérico (figura 4-13). Como se muestra en la figura 4-14, no
aparece ninguno de los picos observados para los puntos cuanticos

encapsulados en el polimero.
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Figura 4-13 Espectro Raman de la muestra 565 sin recubrimiento de polimero en un intervalo
de analisis de 2500-4000 cm™.

La excitacibn de los campos 6pticos de los puntos cuanticos con
bioconjugacion cerca de la superficie de Siy el notable incremento de todas las
lineas Raman en la muestra bioconjugada, se puede atribuir al efecto del
aumento de dispersion Raman en la superficie (SERS o Surface Enhanced
Raman Spectroscopy). Por otra parte, el aumento del campo eléctrico en la
superficie, se atribuye a las resonancias de plasménes, fonénes, polaritones, o
excitones, descritas para los nanocristales. Este efecto depende de las

condiciones de la resonancia realizada [64, 65].

En el estudio realizado en esta tesis, se observo el incremento de las sefales
Raman, relacionadas con el sustrato de Silicio y con el polimero en la superficie
del punto cuantico de CdSe/ZnS para las muestras de puntos cuanticos

bioconjugados con mab-PSA.
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Este hecho indica que mab-PSA se caracteriza por un momento dipolar. Tal
momento, permite al anticuerpo interactuar con el campo eléctrico de la luz
incidente en la superficie de Silicio y participar en el efecto de aumento de

campo eléctrico en la superficie (SERS).

4.4 Conclusiones

1. En el analisis de espectrometria de dispersion Raman, se observo que
para los intervalos de analisis 100-800cm™ y 800-1050cm™, los picos en
los espectros Raman que caracterizan a las muestras (565N y 565P),
son atribuidos principalmente a los diferentes fonénes del sustrato de

Silicio

2. De la misma manera, se observd que para los intervalos de analisis
1050-4000 cm™, los picos que caracterizan a las muestras (565N y
565P), son atribuidos principalmente a los diferentes modos
vibracionales del (NH,)-PEG-PE, lo que se confirmd al realizar el estudio
de espectroscopia Raman para puntos cuanticos sin recubrimiento de
(NH)-PEG-PE.

3. En las muestras 565P se observa un hombro ubicado en 2145 cm™, el
cual, probablemente, se debe al propio polimero (NH,)-PEG-PE: este
hombro se observa Unicamente en la muestra 565P (debido al aumento
de la intensidad Raman en mas de 10 veces comparando con las

muestras no bioconjugadas).

4. En el estudio realizado se observo el incremento de las sefiales Raman
relacionadas con el sustrato de Silicio y con el polimero en la superficie
del punto cuantico de CdSe/ZnS en la muestra de puntos cuanticos
bioconjugados con el mab-PSA. Este efecto se atribuye al fendbmeno de
SERS y confirma la hipoétesis, que las moléculas del mab-PSA participan

en este fendmeno debido a la presencia de un momento dipolar.
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Capitulo 5 Conclusiones generales

1. La investigacion de fotoluminiscencia de puntos cuanticos CdSe/ZnS con
estados de interfase y con tamafios diferentes de 3.2 nm, 4.0 nm, 5.1
nm, 6.3 nm que corresponden a una emision 525 nm (2.36eV), 565 nm
(2.20 eV), 605 nm(2.04 eV) y 640 nm (1.93 eV) respectivamente, revela
que la energia emitida en la recombinacion de los portadores via
estados de interfase no varia con el cambio de tamafio del nucleo de
CdSe, asi mismo, la energia emitida de los estados de interfase no

depende del cambio de la temperatura en el intervalo de 10-300K.

2. Los puntos cuanticos CdSe/ZnS no bioconjugados con emision en
565nm con estados en la banda prohibida y estados de interfase que se
analizaron en el presente trabajo, estdn caracterizados por la
relativamente baja intensidad de y una forma complicada del espectro de
fotoluminiscencia. El espectro de fotoluminiscencia de estos puntos
cuanticos se pueden representar como la suma de bandas elementales,
las cuales estan conectadas con la recombinacion en el nucleo de CdSe
(2.17-2.22 eV) y la recombinacion via estados de interface (2.34-2.38
eV, 2.64-2.71 eV, 2.95-3.02 eV y 2.00-2.05 eV).

3. Es posible suponer que los estados de interfase (IS) responsables por la
captura de huecos en los puntos cuanticos, estan cargados
negativamente, como si se tratara de defectos de tipo aceptores (IS-)
debido a las vacancias de Zn o Cd (o sus complejos). De igual forma, los
estados de interfase responsables de la captura de electrones en puntos
cuanticos no bioconjugados, estan cargados positivamente, tal como si
se tratara de defectos de tipo donadores (IS+), debido a las vacancias
de S o Se (o sus complejos). Esta aseveracién proviene de la
neutralidad eléctrica de los puntos cuanticos. La carga negativa del

estado de interfase de los defectos tipo aceptores, es debida a la
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compensacion por electrones de los defectos tipo donadores en puntos
cuanticos no bioconjugados. Asi, la localizacién de estados de defectos
en la interfase de CdSe/ZnS y sus potenciales de atraccion (debidos a
las cargas positivas y negativas), permiten su competencia en el proceso
de recombinacion de excitones en nucleo y via defectos no radiativos en

puntos cuanticos no bioconjugados.

Un modelo de proceso de bioconjugacion fue propuesto en este trabajo.
La bioconjugacion de los puntos cuanticos de CdSe/ZnS con color de
emision de 565 nm con anticuerpos de Antigeno Prostético Especifico
ocurre por la creacion de los enlaces covalentes (via crosslinker SMCC),
y ademdas por interaccion electrostatica entre puntos cuanticos y
biomoléculas. Este ultimo proceso estd acompafiado por la recarga de
los estados en la interface CdSe/ZnS o ZnS/polimero. En resultado, los
espectros de fotoluminiscencia cambia notoriamente: las bandas de FL
relacionados con interface desaparecen y Unicamente se presenta la
banda de fotoluminiscencia relacionada con la emision de los excitones
en el nacleo CdSe. Estos cambios son resultados de cambio de carga
de estados de interface en proceso de bioconjugacion.

En el estudio realizado, se observo un incremento de las sefiales Raman
relacionadas con el sustrato de Silicio y con el polimero en la superficie
del punto cuantico de CdSe/ZnS en la muestra de puntos cuanticos
bioconjugados con el anticuerpo, este efecto se atribuye al fendmeno de
SERS. Este hecho confirma directamente que el mab-PSA se
caracteriza por un momento dipolar. Y gracias a este momento dipolar,
una interaccion electrostatica tiene lugar en el proceso de

bioconjugacién de puntos cuanticos con esto anticuerpo mab-PSA.
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Semiconductor CdSe/ZnS core/shell quantum dots (QDs) have unique optical properties such as
QD-size tunable photoluminescence (PL) with narrow emission bandwidths and sufficiently high
quantum efficiency. The ability to cover these QDs with biomolecules is a critical step in producing
efficient bio-luminescent markers. Spectroscopic confirmation of bioconjugation with the detection
not only the variation of PL intensity but also the spectral transformation of emission spectra or
the changes in a peak full width at half maximum (FWHM) is highly important.

This paper presents the results of the analysis of PL spectra of CdSe/ZnS QDs covered by polymer
with and without bioconjugation to bio-molecules: mouse anti PSA (Prostate-Specific Antigen)
antibody (mab). Commercial CdSe/ZnS QDs used in the study are characterized by the color
emission with the maximum at 560 nm (2.21 eV) at 300K. It is shown that PL spectra of
nonconjugated QDs can be presented as a superposition of PL bands related to exciton emission in
the CdSe core (2.21 eV) and some high energy PL bands (in the peak ranges 2.37 - 3.00 eV). The
study of PL spectrum at low temperature (10K) has testified that high energy PL bands deal with
electron-hole emission via interface state at the CdSe/Zn$ interface.

Itis revealed that the QD bioconjugation to the anti PSA mab is accompanied with the changes of
QD PL spectra dramatically. Main features of PL spectrum transformstions deal with the decrease
of PLintensity of interface related PL bands and the rise of intensity of the CdSe core related PL
band. The explanation of mentioned effects has been proposed on the base of re-charging of
interface related states at the bioconjugation process.

The comparison of PL spectra of CdSe/ZnS QDs with interface states in non-conjugated and
bioconjugated cases gives opportunity to detect the bioconjugation without mistake. Moreover the
role of electrostatic effect in bioconjugation process is discussed on the base of analysis of
CdSe/ZnS QD PL spectra.

This work was partially supported by CONACYT (the project 058358) as well as by the SIP-IPN,
Mexico.
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1 Introduction Semicondwctor crystallites, known as
napocrystals or quaptm dots (QDs), can essentially im-
prove the uzing of fluorescent markers in bielogy and me-
dicine [1]. The zbility to cover the QD with biomolacales
iz 3 crfical step in producing efficient bio-honinascent
markers. The most popular QD are core'shell CdSe/ZnS
JDs doe to their specific and unique opticsl properties.
The emission of Cd%eEnf QDs iz characterized by high
photohoninescence guantun ylelds and can be changed
with the vanation of CdSe core size due to the guanfum
confinement effect [2]. The overcoating of CdSe QDs with
higher band zap Zn% material bas increased the PL gquan-
mum yield due to passivatng nonradistive surface recombi-
nafion states (such as dapgling bonds) s well as due o
increasing the potentizl barrier at the QD surface [3]. As
rasult the core/shell CdSeZaS QDs kave baen widely used
in optoelecmonic and biological applicatons [4] QD=
being conjuzated to biomolecules serve s honinescence
tags in antigen-antbody biochemical reactions and can be
nsed in early cancer disgmostcs [1]. The confirmation of
QD bicconpugation using the detection of essental wans-
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formation of PL spectra is highly imporant This paper
presants the results of PL analtysis of Cd%e/Zn% core/shell
D nonconmugated and biocowjugared to bio-molecules —
the mouse ot PSA (Prostate-Specific Antigen) antibody
(tnak).

2 Experimental details

Commercially available core-zhell Cd%eZnd QDs, co-
verad with polymer, are used in a form of colleidal partic-
les diluted m a phosphate buffer (FES) with a 1:200 volu-
memic rato. Studied QD are characterized by the size of
3.6-4.0 mm and color emission with the maxima at 360-563
wmm (2.19-2.22 eV). The part of Cd3e/Zns QDs has besn
bicconmugated (pamed 585F) to the mouse ann PSA
(Prostate-Spectfic Anfigen) antbody nsing the comumerci-
ally available 585 mm QD conjugation kit [5]. This kit con-
tams smine-derivanzed polymer coated QD= and the ami-
ne-thiol crosslimker SMCC [5]. The conjugation reaction is
based on the efficient conpling of thiels, that present in re-
duced antibodies, to reactive maleimide groups which exjst
on the QD surface afier SMCC actovaton (Fig. 1). Some
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Semiconductor CdSe/ZnS core/shell quantum dots (QDs) with the high intensity of QD-size tunable
photoluminescence (PL) can be used as bio-luminescent markers. The variation of PL intensityor
the shape of PL spectra when coupled to different biomolecules indicate on changes in quantity of
these molecules. It is important to look for other effects of the QDs which can offer additional
information concerning the structure of bio-conjugated QDs.

This paper presents the results of analysis of Raman scattering spectra of CdSe/ZnS QDs covered by
polymer (PEG) with and without bio-conjugation to bio-molecules: mouse anti PSA (Prostate-
Specific Antigen) antibody (mab). Commercial CdSe/ZnS QDs used in the study are characterized by
the color emission with the maximum at 560 nm (2.21 eV) at 300K. Samples of CdSe/ZnS QDs (bio-
conjugated and non-conjugated) in the form of an 5 mm-size spot were dried on a polished surface
of crystalline Si substrate to ensure a low level of light scattering background. Raman scattering
spectra were measured at room temperature by micro Raman spectrometer using a He-Ne laser
(632.8 nm) as an excitation source with a power of 20 mW in backscattering configuration.

Raman scattering spectra of non-conjugated QDs can be presented as a superposition of Raman
lines: 212.2, 222.5, 308.3, 440.3, 618.0, 667.8 cm-1 related to the core/shell CdSe/ZnS quantum
dots and Si substrate (521.0 cm-1). The Raman lines 943.5, 986.7, 1003.9, 1317.8, 1452.9, 1656.8,
2870.4, 2931.8 and 3059.9 cm-1 deal with the vibration of COH, CH and OH groups of polymer,
which cover of QDs, were detected additionally. It is revealed that the QD bio-conjugation to the
anti PSA mab is accompanied with the changes dramatically in the intensity of both types of Raman
lines: related to CdSe/ZnS core/shell and polymer groups. The explanation of bio-conjugation
effects has been proposed and discussed. The comparison of Raman spectra of CdSe/ZnS QDs in
non-conjugated and bio-conjugated states gives opportunity to detect the bio-conjugation without
mistake.

This work was partially supported by CONACYT (the project 058358) as well as by the SIP-IPN,
Mexico. -
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This paper presents the results of comparative analysis of Ra-
man scattering spectra of CdS%eZnS (Ds coversd by polymer
with and without bio-conjuzation to the monse antt PSA {Pros-
(D5 used in the smdy are characterized by the color emdssion
with the maxiemm at 565 om (319 eV at 300 K. Faman scat-
tering spectra measired at room temperature demonstrate two
groups of peaks: i) related to the 52 substrace at 230-4450, 522,

1 Introduction Semiconductor core'shell quanhum
dots (QDk) of II-VI matemals (CdSeZns, CdSeZnSe,
CdSeTeZo%.) widely use a3 bio-lnminescent markers in
different biclogical and medical investgatons [1]. It kas
been proven that shells prepared from higher band gap
semiconductor maternals (ZoSa, ZnS ) can essentally m-
crease the D core photolhuminescence (PL) intensity, their
chemicz]l and photo- stabilities by passivating noaradiatve
surface recoanbinstion states and by the creation of potan-
nal barrders oo the QD surface [2]. The research aftention
in biology and medicine 15 directed to employ these mark-
ers for disgnestic of various diseases such as ovanan, hing
and prosmie cancers by usiwg QD bis-conjugatad o spe-
cific antbodies (IgG prowins) [3.4]. Addizonally to the
emmission study [3-7], other optical methods could offer n-
reresting informardon related wo the bio-conjugated QD=
Earlier we have shown that the smdy of Faman scartering
of QDs bio-conjugated with specific antbodies can be the
powerful techrique for the proof of acmal bio-conjugation,
which iz quastionszbls m many cases [89]. This paper pre-
sents the results of Faman scatmering study in QDs with
and without bip-conjuzaton to mouse and PS4 (Prosmte-
Specific Antizen) anabodies (mab).

. ey N
{-._ " InterScience’

610, 670, 820-1040 cw™ and 2) to oo the QD surface
in the spactral range 1288-3310 cm™. It &s revealed that the QD
hio-conjugation fo the apti PSA mab is accompanied by the
variation dramatically in the intensity of Raman lives of both
types. The explamation of Faman peak stomiaton in bio-
conjuzated (Ds has besn proposed on the base of surface en-
hanced Raman scattering (SERS) effect.

A0 WLEY-W'CH Verlag GritH & Co. K0as, Weintels

2 Experimental details

Commercially available core-shell CdSe/ZeS QD= co-
vered with anuve-derivatized polyethyleneglycol (PEG)
polymear were nsad in 2 form of colleidal particles dilured
m a phosphate buffer (PBS) with a 1:200 volumetric ratio.
The QD+ ara characterized by the color emission with the
maximmm at 385 o (218 eV ar 300 K. The part of 363
wn s has been biocomjugated (named 365F) 1o the
mouse snfi PSA (Prostate-Specific Antizen) antbody ws-
g the commercially avatlable 565 mn QD conjuganon kit
[10]. Thes kit contzins amine-derivatized PEG coated 565
wn Q0 and the amine-thiol crosslinker SMCC [10]. The
conjugstion reacton 15 based on the effictent conpling of
thiols, that present in reduced aprnbodies, to reactive ma-
leimide groups which exist on the QD surface after 3MCC
acovation [10]. Some part of CdSeZnS QDs (named
5650T) has been left non-conjuzated and serves as a refe-
rence object. Samples of QDs (bio-conjngated and non-
conjuzzted) o the shape of 5 mm drops were dded on a
surface of crystalline 51 substrates as described m [B9].
The thickoess of dred lzyers was of 200-600 pm. Faman
scaftaring specma were measurad at 300 K and the excita-
ton by a He-Me laser with 2 wavelength of 632.8 nm and a
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« Los puntos cuanticos tienen una amplia gama de aplicacion en la computacion cuantica, diodos
emisores de luz, celdas solares, laseres y las dreas de medicina y biologia
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conductores cuyo tamafio nanométrico

b que se investiga mucho sobre los QDs de diferentes
5, ¥ que hay estudios muy importantes sobre su sintesis,
dades y aplicacion. Sin embargo, debido a sus propieda-
finicas hay un futuro muy prometedor para sus aplicacio-
{lomo ¢jemplo basta mencionar que el nombre de los QDs ha
fado asociado con la computacion cudntica, los diodos emi-
s de luz, las celdas solares y los ldseres modernos, aunque
#sto pudiera parecer ain ciencia ficcién. Por otro lado, lla-
i también la atencion sus miltiples aplicaciones en las dreas
dicina y biologia debido a que los tamaios de los QDs son
semejantes a los tamanos de lag biomoléculas sencillas, lo
s hace prospectivos desde el punto de vista tanto del diag-
Rico como de la curacion de enfermedades, asf como también
festudio de los procesos bioquimicos a nivel molecular. To-
bistas aplicaciones propician que el drea de los QDs se desa-
ben varias direcciones y a una velocidad impresionante.
de donde provienen las propiedades que tienen los

QDs son fluoréforos (particulas fluorescentes) con lineas
ion bien definidas en la region del espectro visible y del
jo cercano. Entonces, si se aplica la luz de ldser con lon-
s de onda en la region ultravioleta, ellos emitirdn luz en la
n del visible, es decir, se podrd ver un brillo peculiar de és-
iendo uso desde luego de un microscopio de laboratorio
son unas particulas muy pequenas.
8 los combinamos con moléculas bioldégicas -un proceso que
ina bioconjugacién- los QDs se pueden utilizar como
tes o indicadores, pero mucho mis eficientes y estables
s colorantes orgdnicos utilizados usualmente en laborato-
finicos, porque lo QDs poseen propiedades
s y eléctricas tinicas, un ancho intervalo de
espectral y una mejor estabilidad térmi-
Sinembargo, lo que hace a estas particulas aun
flantisticas es que el color de su alta luminis-
Bl depende de su tamano [1] (ver Figura 1). Por
Bplo, las que tienen el tamafio de 2nm tienen un
R de color verde, mientras que las del tamafio
brillan con un llamativo y hermoso color
thiro que todo esto ocurre siempre bajo la ex-
de liser de potencia en la regién ultravio-

i grupo de investigacion ha puesto mayor
en los QDs de niicleo de Seleniuro de Cad-

0s puntos cudnticos (quantum dots o QDs por sus siglas en inglés) son nanocristales semi-

varfa de 2 a 30 nm (un nanémetro equivale a la

milmillonésima parte de un metro), que producen luminiscencia debido a los efectos de
confinamiento cudntico, es decir, debido a la limitacién del movimiento de los electrones a
laregion muy reducida, —del orden de nanémetros—, del espacio. En el supuesto de que usted
table lector buscara informacion sobre los QDs en la Internet, le apareceran un listado de miles
articulos sobre el tema, y tal vez tenga la idea de que el asunto de los QDs est4 resuelto.

Figura 2), tanto por su alta eficiencia luminiscente como por la es-
tabilidad de las particulas. Para las aplicaciones biomédicas éstas
deben ser estables en soluciones acuosas, por lo tanto se les apli-
can capas adicionales, que pueden ser de polimeros o algunos
otros compuestos quimicos que permiten dispersar los QDs en
agua. Ademds, estas capas adicionales los hacen mds accesibles
para su bioconjugacién con moléculas bioldgicas. Lo que nuestro
grupo de investigadores realiza consiste en preparar QDs, envol-
verlos en polimeros, bioconjugarlos con los anticuerpos o antige-
nos de ciincer y finalmente, estudiar sus propiedades Opticas por
algunos métodos de fisica aplicada.

Para las aplicaciones de estas particulas en la medicina cli-
nica, hace falta recorrer todavia un largo camino: Se tienen que
comprender los factores que afectan sus propiedades Gpticas,
tales como longitud de onda de emisién (es decir, el color de la
luz emitida) y su eficiencia cudntica’ [2]. El color de la luz emi-
tida por los QDs, no solo depende del tamaio de la particula
sino también del tiempo de su preparacién, temperatura v los
disolventes empleados, entre otros factores. Por ejemplo, para las
partfculas bioconjugadas con proteinas la fotoluminiscencia in-
variablemente aumenta [1).

Como biomarcadores luminiscentes, los QDs se han utilizado
para el monitoreo de las funciones de las células vivas, asi como
para observar el flujo sanguineo, imdgenes de nudos linfaticos
0 para producir imdgenes de células extraidas por biopsia (ver
Figura 3).

Los pares electrén-hueco’ fotoexcitados® generados en los
QDs semiconductores estimulan en estos sistemas la generacion

de fotocorrientes’, por lo que se proponen como futuros biosen-

o ertes de

0% puntos. cudntxos de d 05 WMaN0s de W nanoparticulin, IMagen tomada de
eseencn f o
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