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Motivacion y objetivos

1.1 Introduccion

El grupo de los elementos lantanidos (Ln) estd constituido por los
elementos quimicos cuyos nimeros atdmicos van desde el 57 al 71, es
decir, desde el lantano hasta el lutecio (Tabla 1.1). Los cationes de estos
elementos pueden encontrarse en distintos estados de oxidacién (Ln?*,
Ln3* o Ln*), siendo el estado trivalente el mas habitual [1, 2]. Entre las
propiedades mas interesantes de los cationes Ln3* destaca la capacidad
de la mayor parte de ellos de que, cuando se irradian con radiacién
electromagnética, emiten radiacidon con diferente longitud de onda a
través de un proceso de fotoluminiscencia convencional o “down-
conversion" (DC), en el que la energia de los fotones emitidos es menor
que la de los absorbidos, o fotoluminiscencia “up-conversion” (UC), que
implica el caso contrario (Apéndice 1). Estos procesos de absorcion y
emision de luz estdn asociados a transiciones entre diversos niveles
electrénicos en los que estan implicados los electrones 4f, los cuales
estan apantallados por los electrones 5s y 5p. Como consecuencia de
este apantallamiento, las bandas de emisién son muy estrechas y su
posiciéon estd poco afectada por el entorno cristaloquimico de los
cationes Ln3* (Apéndice 1), lo que da lugar a que el color de la
luminiscencia sea de mayor pureza cromadtica que el asociado a las
emisiones de otros compuestos luminiscentes, tales como los puntos
cuanticos (“guantum dots”) o colorantes orgdnicos, cuyas bandas de
emisién son mucho mas anchas [3]. Otras ventajas importantes de los
materiales basados en Ln3* frente a los otros compuestos luminiscentes
mencionados son su menor toxicidad, su mayor fotoestabilidad, su alto
rendimiento cuantico, y su mayor estabilidad térmica y quimica [4].

Tabla 1.1. Configuraciones electrdnicas de los cationes Ln>*.

La3* [Xe] Sm3* [Xe] 4f° Ho3* [Xe] 4f0
Ce3* [Xe] 4f! Eu3* [Xe] 4f® Er3* [Xe] 411
Pr3* [Xe] 4f2 Gd3* [Xe] 4f7 Tm3* [Xe] 4f12
Nd3* [Xe] 4f3 Tb3* [Xe] 4f8 Yb3* [Xe] 4f13
Pm3* [Xe] 4f Dy3* [Xe] 4f° Lu* [Xe] 4f4

15



Capitulo 1

Debido a estas propiedades, los compuestos luminiscentes que
contienen iones Ln3*, generalmente constituidos por una matriz
inorgdnica dopada con dichos cationes, pueden emplearse en un gran
numero de aplicaciones en distintos campos que incluyen el de la
optoelectrénica y, mas recientemente, el de la biomedicina [5, 6].

1.2 Aplicaciones optoelectronicas

En el campo de la optoelectrdnica, cabe destacar el amplio uso de los
materiales luminiscentes basados en iones lantanidos como
componentes de diversos dispositivos, tales como laseres [1], lamparas
fluorescentes [7], pantallas de televisién de tubo [7] y de plasma [8, 9],
y, mas recientemente, diodos emisores de luz blanca (LEDs) [10].

Esta ultima aplicacién es de gran interés y actualidad dado el creciente
uso de estos dispositivos para la iluminacién en sustitucidon de otros
cldsicos, como las ldmparas incandescentes y fluorescentes, por
motivos econdmicos y medioambientales. Asi, permiten ahorrar
grandes cantidades de energia, debido a que no se genera calor en el
proceso de emisidon de luz como ocurre en las lamparas incandescentes,
son poco agresivos con el medio ambiente al no contener mercurio
como las lamparas fluorescentes [10], y presentan una mayor
durabilidad y mayor brillo.

El primer LED emisor de luz blanca se fabricé usando un LED emisor de
luz azul recubierto con una capa policristalina de un fésforo basado en
el granate de itrio y aluminio (Y3AlsO12) dopado con Ce3* (YAG:Ce3*), el
cual sigue siendo el dispositivo de este tipo mds empleado
comercialmente. En este caso, la luz blanca se consigue por
combinacidn de la luz amarilla emitida por el fésforo, después de ser
excitado con luz azul emitida por el diodo, con la fraccién de luz azul no
absorbida (Figura 1.1). Estos dispositivos presentan algunos
inconvenientes, tales como el bajo indice de reproduccion cromatica
(debido a la falta de componente de emisidon en el rojo) y la baja
estabilidad de la temperatura del color del fésforo amarillo basado en
YAG:Ce3* [11]. Una posible alternativa para solucionar estos problemas
es cambiar el YAG:Ce3* por un conjunto de fésforos que emitan en el

16
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rojo, verde y azul, respectivamente, cuando se excitan con LEDs de luz
ultravioleta (Figura 1.1). Dado que el ojo humano no es sensible a este
tipo de radiacién, el color obtenido a partir de estos dispositivos
solamente depende del balance de intensidades de las emisiones roja,
verde y azul de los fésforos empleados. No obstante, el uso de LEDs con
multiples componentes emisores puede ser problematico, ya que es
dificil ajustar el balance de los colores y, ademas, cada uno de los
componentes puede degradarse a diferente velocidad, provocando el
deterioro de las propiedades espectrales con respecto a las iniciales.

LED azul LED UV

YAG:Ce -
Fésforos _——

Figura 1.1. Esquema de diferentes estrategias para obtener LEDs emisores de luz
blanca.

Como alternativa mdas ventajosa a estos sistemas trifdsicos se ha
propuesto el uso de un solo tipo de fésforo que sea capaz de emitir luz
blanca (monofasicos). Estos fdsforos poseen varias ventajas en
comparacion con el LED azul recubierto con YAG:Ce?*, tales como un
indice de reproduccion cromdatica mayor, una temperatura del color
ajustable y coordenadas cromaticas mas puras [12]. Por otra parte,
estos materiales también podrian solucionar el problema de la
diferente degradacion de los sistemas basados en multiples fésforos.

Para obtener fosforos emisores de luz blanca monofasicos se pueden
emplear diferentes métodos, entre los que destacan el codopado con
varios iones lantanidos con emisidn en distintas regiones del espectro,
tales como Th3* (verde azulado) + Sm3* (naranja) [13], Tm3* (azul) + Sm3*
(Naranja) [13], Tm3* (azul) + Tb3* (verde) + Eu3* (rojo) [13] o Ce3* (azul)
+ Tb3 (amarillo verdoso) [14]; o el dopado con un Unico ion,
generalmente Dy3* [15], en una matriz inorganica apropiada, siendo
esta Ultima opcién la mas simple. Este catidon presenta habitualmente
dos bandas principales de emisidn en la region visible: una en la regién
azul (470 — 500 nm) y otra en la region amarilla (570 — 600 nm),
originadas a partir de las transiciones *Fsj2 = ®His/2 y *Foj2 = ®Hi3/2 del
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ion Dy3*, respectivamente. En este caso, para obtener una luminiscencia
de color blanco es necesario que ambas emisiones presenten una
relacion de intensidades adecuada. Es por ello que la eleccién de la
matriz inorgdnica en la que se vaya a incorporar el catién Dy3*juega un
papel esencial, dado que la intensidad de la emisidon amarilla de este
cation es muy sensible al entorno quimico que rodea al Dy3*, mientras
que la emisién azul no [11].

Ademas de estas caracteristicas, estos materiales luminiscentes deben
presentar una serie de propiedades fisicas y quimicas adecuadas para
su correcta aplicacién en este campo. Asi, es deseable que el material
esté compuesto por particulas con forma y tamafio homogéneos, ya
gue asi pueden compactarse mejor, dando lugar a recubrimientos mas
densos, lo que resulta en un mayor brillo de la luz emitida [16]. Por
ultimo, es necesario que las particulas luminiscentes presenten
emisiones intensas. Sin embargo, a pesar de las multiples ventajas que
acompafan a los materiales luminiscentes basados en elementos
lantanidos ya discutidas, éstos presentan el inconveniente de su baja
eficiencia luminiscente debido al caracter prohibido de las transiciones
electrénicas que originan la luminiscencia de los cationes. Una de las
posibles alternativas para solventar este inconveniente es seleccionar
de forma adecuada la composicion de la matriz, ya que, aunque las
posiciones de las bandas de emision de los cationes Ln3* varian muy
poco con su entorno cristaloquimico, el campo cristalino impuesto por
dicha matriz influye en las probabilidades de transicién entre los niveles
electrénicos y, por tanto, en la intensidad de las emisiones. Ademas, en
el caso de los materiales con luminiscencia tipo “down-conversion”, la
matriz puede participar activamente en los procesos de emisién
mediante la absorcién de energia y su posterior transferencia de la
misma a los cationes emisores (Figura 1.2) [17]. Este es el caso de
diversos vanadatos, molibdatos y volframatos dopados con diferentes
cationes lantanidos, incluyendo el Dy3** y el Eu?*, en los que dichos
aniones tienen la capacidad de absorber mucha mas energia que el ion
lantanido, que posteriormente es transferida a éste, lo que tiene un
efecto muy positivo sobre la luminiscencia [18].

18
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Figura 1.2. Mecanismo de transferencia de energia entre iones MoO4* y Eu?* (NR= no
radiativa) [17].

Entre estas matrices se encuentra el CaMoOs, el cual emite luz azul
intensa cuando es excitado con radiaciéon UV debido a una transicion
electrénica desde la banda de valencia a la banda de conducciéon del
anién MoO4% [19], lo que lo convierte en un fdsforo de interés
comercial con diversas aplicaciones tanto en iluminacion [20] como en
la elaboracion de otros dispositivos fluorescentes, tales como lamparas
fluorescentes y centelleadores [21, 22]. Lo mismo sucede con el
volframato de calcio (CaWOQa), que también presenta emisién en el azul
con origen similar a la del CaMoOs4 y que ha sido empleado en
osciloscopios [23], iluminacion [24] y centelleadores [25]. Esta
capacidad de emitir luz azul de ambos materiales también los hace muy
interesantes para la obtencién de fésforos monofasicos emisores de luz
blanca por combinacidn de dicha luminiscencia azul con la suministrada
por cationes Ln3* emisores en la regién adecuada del espectro visible
(verde, roja), los cuales podrian incorporarse a dichos materiales
mediante dopado. Las coordenadas cromaticas y la temperatura del
color de la luz resultante podrian asi modularse facilmente a través del
ajuste de las intensidades de dichas emisiones que vienen dadas por el
nivel de dopado. De los posibles cationes que podrian utilizarse para
este propdsito el Dy3* seria el mas interesante por las razones ya
mencionadas. Sin embargo, a pesar de estas ventajas, en el momento
de comenzar esta tesis doctoral se podian encontrar en la bibliografia
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muy pocos antecedentes en relacién con el empleo de este tipo de
fosforos basados en CaXO4 (X = Mo, W) para la obtencion de luz blanca.
Ademas, los pocos estudios publicados sobre este tema fueron llevados
a cabo con particulas con tamafio y forma heterogéneos [21, 26, 27, 28,
29], no deseables para la fabricacidon de dispositivos de iluminacién
mediante la tecnologia LED, como se comenté anteriormente.

1.3 Aplicaciones biomédicas

Durante los ultimos anos, los materiales luminiscentes basados en
lantanidos han despertado un enorme interés en el campo de la
biomedicina debido a la gran variabilidad de aplicaciones que pueden
presentar en relacion con el diagnéstico clinico, asi como con la terapia
de enfermedades. En este trabajo se abordara Unicamente el area del
diagndstico clinico, contemplando tanto la obtencién de imagenes de
células y tejidos, como la deteccion y medida de especies quimicas de
interés bioldgico.

1.3.1 Técnicas de obtencion de bioimagenes

Es sobradamente conocido que gran parte de los recientes avances en
el campo del diagndstico clinico son debidos al empleo de modernas
técnicas de obtencidn de imagenes de células, tejidos y érganos. Entre
ellas, destacan por ser de las mas empleadas a nivel clinico la resonancia
magnética (MRI) y la tomografia computarizada de rayos X (CT, también
conocida como TAC). Ambas proporcionan informacion anatémica de
diversas partes del cuerpo, si bien la primera se usa para la obtencién
de imdgenes de tejidos blandos y érganos, mientras que la segunda es
mas apropiada para la obtencién de imagenes tridimensionales de
tejidos mds densos (huesos y calcificaciones). Cabe destacar también las
técnicas de obtencién de imagenes Oopticas, especialmente
luminiscentes (LI), las cuales tienen un gran potencial en este campo
[30], ya que suministran informacidn sobre patologias a nivel celular y
subcelular [31], complementando asi la obtenida mediante las técnicas
anteriormente mencionadas. Hay que mencionar que las técnicas
basadas en LI y MRI no emplean radiaciones ionizantes de alta energia
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potencialmente peligrosas para la salud, como es el caso de la técnica
de CT. Ello les confiere un interés adicional que justifica su eleccién
como objeto de estudio en esta tesis doctoral. Es importante sefialar
gue, para mejorar la calidad de las imagenes bioldgicas mediante dichas
técnicas, se requiere el uso de agentes externos, tales como sondas
luminiscentes para LI, o agentes de contraste (CAs) para MRI [32], cuya
naturaleza, tipologia y caracteristicas se describen a continuacion.

1.3.1.1 Sondas luminiscentes para LI

Para obtener imdagenes Opticas es necesario que se produzca un
contraste dptico entre la muestra a analizar y su entorno, el cual puede
deberse a variaciones de diversas propiedades de la luz que se usa para
iluminar el objeto (intensidad, polarizacién, energia, etc.). En el caso del
anadlisis de especimenes bioldgicos, la mayor parte de las imdgenes
Opticas se obtienen mediante fotoluminiscencia, que consiste en la
emisién de radiacion electromagnética con una energia diferente a la
de la radiacién con que se ilumina la muestra. Esta técnica es no
invasiva, barata y altamente sensible, por lo que se ha usado
ampliamente para la obtencidén de imagenes “in vitro” e “in vivo” [32],
siendo necesario, en la mayor parte de los casos, emplear sondas
luminiscentes.

El uso de materiales basados en elementos lantanidos como sondas
luminiscentes es especialmente ventajoso para dichas aplicaciones, ya
que, ademas de presentar las ventajas ya comentadas en la
introduccidn, y a diferencia de lo que sucede con otro tipo de sondas,
sus bandas de emisién son mucho mas estrechas que las asociadas a la
autofluorescencia de células y tejidos bioldgicos, lo cual confiere una
alta selectividad a los ensayos [33]. Ademas, mediante la eleccién del
catién activo es posible seleccionar el rango espectral en el que tienen
lugar la excitacién y las emisiones. Asi, por ejemplo, es bien conocido
que el dopado con cationes Sm3*, Eu3*, Tb3* o Dy3* origina fluorescencia
convencional en distintas zonas (rojo, verde, amarillo) del espectro
visible [19, 34]. De estos cationes, el mas adecuado para aplicaciones
biomédicas es el Eu3*, ya que emite en el rojo, siendo esta la region en
la que se minimizan las interferencias con la autofluorescencia de
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tejidos bioldgicos [35]. Es importante sefialar que este catidn se excita
con luz ultravioleta (UV), por lo que las sondas basadas en este
elemento no pueden usarse para aplicaciones “in vivo” dado el caracter
danino de este tipo de radiacion para las células y su escaso poder de
penetracion. No obstante, la luminiscencia del Eu3* puede observarse
en microscopios de fluorescencia o confocales convencionales (Figura
1.3) [36], lo que les confiere su interés para aplicaciones “ex vivo” o “in
vitro” [37].

40 E

Figura 1.3. Imagen de fluorescencia de células Hela incubadas con nanoparticulas de
YVO4:Bi**,Eu?* durante 24 horas [36].

El principal inconveniente que presenta este tipo de materiales basados
en Eu3 es su baja intensidad de la luminiscencia, ya comentado
anteriormente. Este problema se agrava en el caso de nanoparticulas
(NPs), ya que éstas suelen presentar defectos cristalinos, dado su
pequeiio tamafio, e impurezas superficiales, factores que, como es bien
sabido, también hacen disminuir la eficiencia de la luminiscencia
(Apéndice 1). Por ello, la busqueda de nuevos sistemas luminiscentes
nanoparticulados basados en tierras raras con propiedades
luminiscentes mejoradas sigue siendo prioritaria en este campo.

Como ya se ha mencionado, una de las posibles alternativas para
aumentar la intensidad de la luminiscencia de los cationes Ln3* es
emplear distintos tipos de vanadatos, molibdatos y volframatos como
matriz huésped que favorecen la luminiscencia a través de procesos de
transferencia de energia.
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En la bibliografia puede encontrarse una amplia variedad de vanadatos
dopados con cationes Ln** con aplicaciones en diversos campos,
incluido el de la biomedicina. Sin embargo, los compuestos
luminiscentes basados en molibdatos y volframatos no han recibido
tanta atencién en biomedicina por los motivos que se expondran mas
adelante. En este grupo de compuestos podemos encontrar,
principalmente, dos composiciones diferentes: los molibdatos o
volframatos de alcalinotérreos, AXO4 (A= Ca, Sr, Ba; X= Mo, W) ya
mencionados, y molibdatos o volframatos dobles de catidon alcalino,
generalmente sodio, y otro lantanido, NaLn(X0Oa), (X= Mo, W), todos
ellos con estructura cristalina tipo scheelita (Apéndice Il). Estos ultimos
son especialmente favorables para este tipo de aplicaciones puesto que
la presencia de cationes Ln3* constituyendo la matriz inorganica facilita
el proceso de dopado con otros cationes Ln** luminiscentes de
caracteristicas fisico-quimicas similares. De los cationes lantanidos
constituyentes de la matriz, el La3* y el Lu®* son los mas adecuados, ya
gue no interfieren en los procesos de luminiscencia debido a su
configuracion electronica de capa llena, si bien el La3* es mas
interesante desde el punto de vista practico, puesto que es
significativamente mas barato que el Lu3*.

1.3.1.2 Sondas magnéticas para MRI

La técnica de obtencidn de imagenes mediante resonancia magnética
se basa en la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN),
siendo el protdon (*H) el nucleo mas cominmente analizado en el
registro de imagenes MRI debido a la abundancia del agua en los tejidos
biolégicos y a su especial acumulacion en los tumores, asi como a la
propia abundancia natural de este is6topo del hidrégeno (99,98%). De
forma simplificada, esta tecnologia se basa en la respuesta que
presenta el protén del agua, contenida en tejidos y érganos del cuerpo,
en presencia de un campo magnético cuando éste recibe un pulso de
radiofrecuencia (RF). Debido a la baja sensibilidad de esta técnica es
necesario el empleo de agentes de contraste (CAs) con el fin de
aumentar el contraste entre los distintos tejidos objeto de estudio.
Estos agentes de contraste son sustancias magnéticamente activas que
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acortan los tiempos de relajacién longitudinal T1 y transversal T; del
proton, aumentando asi el contraste entre la sefal originada por el
drgano observado y la del fluido circundante [38]. La capacidad de un
CA para acortar T1 y T2 se conoce como relajatividad longitudinal (r1) y
transversal (r2), respectivamente. Cuando el valor del cociente r2/r1 es
muy elevado (>5), estos agentes de contraste disminuyen el brillo de la
zona observada, denominandose negativos, mientras que si ra/r1 es
muy pequeiia (<5), éstos aumentan el brillo de la zona observada y se
denominan positivos [38]. Generalmente se prefieren estos uUltimos, ya
gue minimizan las posibles interferencias con diversas sefales
fisioldgicas, tales como depdsitos de sangre, dando lugar, en algunos
casos, a diagndsticos erréneos.

Los CAs positivos que se usan hoy dia en clinica estan basados en
quelatos de Gd3* [39], estando aprobados en la actualidad hasta nueve
complejos distintos de Gd para su uso clinico (Apéndice Ill). Hay que
tener en cuenta que los CAs deben ser obviamente eliminados del
cuerpo una vez cumplida su funcién para evitar los posibles efectos
adversos que ocasionaria su acumulaciéon a largo plazo, lo cual no
siempre se cumple en el caso de los basados en complejos de Gd,
habiéndose descrito depdsitos de Gd en distintas zonas del cerebro y
siendo especialmente problematicos para pacientes con fallo renal [40].

Una posible alternativa a los complejos de Gd3* seria el uso de NPs
basadas en este catién, ya que, en este caso, podria controlarse la
posterior eliminacion de las mismas a través del ajuste del tamafio de
particula [41]. Ademas, mediante este tipo de CAs, se podria
administrar una mayor concentracion de Gd3* en la zona de estudio
(aumentando asi la sensibilidad del ensayo). Otra ventaja importante
del uso de NPs como CAs es que éstas pueden funcionalizarse con
facilidad con moléculas adecuadas de forma que puedan ser dirigidas al
drgano o tejido de interés, evitando su diseminacién por otras zonas
del organismo [42]. En el momento de comenzar esta tesis doctoral
podian encontrarse en la bibliografia algunos tipos de CAs para MRI
basados en NPs de diferentes compuestos de Gd3* (Gd.0s [43, 44],
GdPO4 [45], GdF3 [46] o NaGdF4 [47]), sin embargo, no existian estudios
previos sobre NPs basadas en NaGd(XOas), (X= Mo, W) para esta
finalidad.
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1.3.1.3 Sondas multifuncionales

Cada una de las técnicas de obtencidn de imagen anteriormente
descritas posee sus ventajas e inconvenientes que toman relevancia en
funcién de la aplicacién a la que sean destinadas. Por ejemplo, el uso de
sondas luminiscentes es muy util para obtener informacién sobre
patologias a nivel celular o subcelular debido a la alta sensibilidad de
esta técnica, la cual, sin embargo, presenta poco poder de penetracion
en los tejidos y baja resolucidon espacial. La técnica MRI no conlleva
estas limitaciones, sin embargo, ésta tiene una sensibilidad
relativamente baja. Por tanto, este tipo de sondas multifuncionales
pueden aportar informacién complementaria esencial para un
diagndstico clinico mas completo.

Estas sondas multifuncionales pueden fabricarse con diferentes
arquitecturas, siendo la mas simple la constituida por una matriz que
contiene iones Gd3*, con funcionalidad magnética (CA para MRI),
dopada con otros iones lantdnidos con funcionalidad luminiscente,
tales como el Eu3* (sonda dptica).

1.3.2 Deteccidn de especies quimicas de interés biolégico

La deteccidn y cuantificacion de determinadas especies quimicas es
también de gran interés en el ambito del diagndstico clinico, siendo los
biosensores luminiscentes una herramienta de gran utilidad para este
fin. El mecanismo de detecciéon de estos biosensores se basa en la
variacién de alguna de las caracteristicas de la luminiscencia
(intensidad, vida media, etc.) originadas por la presencia del analito.

Se han desarrollado una gran variedad de sensores de especies
guimicas de interés biomédico, tales como el pH intracelular [48, 49,
50], agua oxigenada [51, 52], iones (Cu?* [53], Fe3* [54], etc.),
marcadores tumorales [55] y otras biomoléculas [56]. Todas estas
especies son de gran interés, pues pueden ser indicadoras de ciertas
patologias o suministrar informacién sobre interacciones especificas
entre las nanoparticulas y las células. Asi, por ejemplo, el conocimiento
del pH intracelular puede ayudar a detectar valores anormales de pH
gue se podrian asociar a comportamientos irregulares o disfuncién de
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las células [57, 58, 59, 60], los cuales han sido observados en diferentes
tipos de enfermedades, tales como cdncer [61, 62], desérdenes
neuroldgicos [63] y enfermedades miopaticas/cardiovasculares [64].
Entre los distintos tipos de biosensores de pH, los mas interesantes son
los denominados ratiométricos, ya que presentan una mayor precision
y fiabilidad de las medidas puesto que disminuyen los errores asociados
a las variaciones del entorno, a la distribucién y concentracién del
sensor, y al propio rendimiento instrumental [65].

En el momento de comenzar esta tesis doctoral podian encontrarse en
la bibliografia diferentes ejemplos de sensores de pH ratiométricos,
incluyendo algunos colorantes organicos, con varias bandas de emision
qgue presentan diferente sensibilidad al pH, y nanoestructuras, cuya
luminiscencia no depende del pH actuando asi como referencia interna,
conjugadas con especies organicas sensibles al pH. Entre los primeros
puede mencionarse el compuesto conocido como
“seminaphtharhodafluor” (SNARF), que es un colorante orgdnico que
presenta dos emisiones a diferente longitud de onda cuya relacion de
intensidades es sensible al pH en el intervalo entre 6,5 y 9 [66]. Entre
las nanoestructuras inorganicas mas empleadas para el segundo tipo de
sensores se encuentran distintos tipos de NPs luminiscentes, tales como
puntos cudnticos (CdSe, ZnS) que han sido conjugados con verde oregdén
para obtener un sensor de pH en el intervalo de 3,5 a 6 [67], o
nanofdsforos basados en diversos cationes lantanidos, cuyas ventajas
en términos de su estabilidad quimica y luminiscente han sido ya
comentadas [65]. Ejemplos de estos ultimos son los sensores basados
en nanoparticulas de NaYFs codopadas con Yb3*y Er3* y conjugadas con
porfirinas, para la obtencidon de un sensor de pH entre 6 y 8 [48], 0 en
NPs de YVO4 codopadas con Bi3* y Eu3* y recubiertas con azul de nilo,
que presentan sensibilidad en el intervalo de pH entre 5y 10 (Figura
1.4) [36].
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Figura 1.4. Sensor de pH ratiométrico. A) Espectros de emision de nanoparticulas de
YVOu4:Bi**,Eu?* recubiertas con azul de nilo a diferentes valores de pH. B) Curva de
calibracion [36].

No obstante, estos dos ultimos casos presentan algunas desventajas
tales como el bajo rendimiento cudntico de la luminiscencia “up-
conversion” del par de iones Yb3* y Er3*, o el complejo procedimiento
de recubrimiento en varias etapas necesario para depositar azul de nilo
en las NPs de YVO, codopadas con Bi3*y Eu3*. Por tanto, sigue siendo
de gran interés la obtencion de sensores de pH ratiométricos
constituidos por NPs basadas en cationes lantanidos luminiscentes que
presenten emisiones intensasy no requieran complejos procedimientos
de preparacién. Para la fabricacién de este tipo de sensores, las NPs
basadas en NaLn(XOa)2 (X= Mo, W) dopadas con cationes Ln3* serian
buenas candidatas como referencia interna, dada la intensa
luminiscencia esperada para las mismas como consecuencia de los
procesos de transferencia de energia ya analizados, lo cual redundaria
en una mayor sensibilidad para los ensayos. Como especie luminiscente
sensible al pH podria emplearse la fluoresceina, cuya intensidad de
luminiscencia varia con el pH en un amplio rango (3-12) [68] y puede
encontrarse como reactivo comercial conjugada con ciertos polimeros,
lo cual simplifica el proceso de recubrimiento, como se pondra de
manifiesto en esta tesis doctoral.

1.3.3 Requisitos para el empleo de nanoparticulas en biomedicina

Para su empleo en estas aplicaciones biomédicas, las NPs deben
presentar unas propiedades fisicas y quimicas especificas segun la
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aplicacion concreta a la que se destinen. Obviamente, en el caso de su
aplicacion para la obtencidén de imagenes mediante las técnicas de ILy
MRI, es importante que las NPs presenten una luminiscencia intensa y
un alto valor de relajatividad, respectivamente. Pero, ademas,
independientemente del tipo de aplicacion, dichas particulas deben
cumplir los siguientes requisitos:

Tamafdo y forma de particula. El control del tamafio y forma de particula
es esencial para las aplicaciones biomédicas, pues las interacciones de
las particulas con las células (internalizacién, proliferaciéon, adhesion,
etc.) estdn afectadas por su tamafio e incluso de su forma [69]. Es
importante senalar que el tamafio de las particulas es un factor
especialmente critico para aplicaciones “in vivo”, pues influye en el
proceso de circulacion de las mismas en el interior del organismo y, por
tanto, en su biodistribucién [70]. Asi, por ejemplo, se admite que el
tamafio éptimo para que las particulas no sean eliminadas por el
organismo antes de cumplir su funcidn se encuentra en el intervalo
entre 20 y 100 nm, pues las particulas mas pequefias son rapidamente
eliminadas a través del riién y, las mds grandes, por el sistema
reticuloendotelial, el bazo o el higado. Hay que mencionar que el
tamafio de particula también influye sobre la relajatividad, que es la
magnitud que determina la efectividad de un agente de contraste para
MRI (Apéndice ).

Estabilidad coloidal en medio fisioldgico. Otro requisito importante para
las aplicaciones biomédicas “in vivo” es que las nanoparticulas no se
agreguen en el medio fisioldgico durante el tiempo necesario para que
cumplan su funcién. Para conseguir dicha estabilidad coloidal, en Ila
mayoria de los casos es necesario modificar la superficie de las NPs
mediante su recubrimiento con diversas moléculas orgdnicas que
mejoran su dispersabilidad en dichos medios. Este proceso,
denominado funcionalizacidon, cumple una funcién adicional muy
importante, pues dichas moléculas aportan los grupos funcionales
(amino, carboxilo, tiol, etc.) necesarios para que sea posible el anclaje a
las mismas de entidades bioldgicas de interés (biomoléculas o células),
proceso denominado bioconjugacién [71]. Entre los grupos funcionales
mas empleados podemos encontrar: COOH (acido poliacrilico, acido
citrico, carboxidextrano), NH: (polilisina, polialilamina), NH
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(polietilenimina), y OH (polietilenglicol) [71]. Para fijar estas moléculas
a la superficie de las nanoparticulas pueden emplearse distintos
procedimientos, generalmente basados en la formacidon de enlaces
covalentes o de coordinacidn, o en interacciones electrostaticas [72]. La
estrategia mas conveniente para la funcionalizacion de este tipo de
particulas es la llamada “one-pot synthesis”, o sintesis y
funcionalizacién en una sola etapa, que consiste en afiadir el agente
funcionalizante como aditivo durante el proceso de sintesis. En algunos
casos, su presencia juega un papel clave en la morfologia final de las
particulas [73]. No obstante, el proceso de funcionalizacion también se
puede llevar a cabo en una segunda etapa posterior a la sintesis.

Biocompatibilidad. Es obvio también que para el uso de estos
materiales nanoparticulados en aplicaciones “in vivo” o en el marcado
de células es necesario que estos no sean citotoxicos. Debe tenerse en
cuenta que la toxicidad no sélo depende de la composicion quimica de
las particulas, sino ademas de otros factores tales como su forma,
tamanfio, caracteristicas superficiales (hidrofilicidad, carga superficial) y
naturaleza del recubrimiento organico [74].

1.3.4 Nanoparticulas basadas en NaLn(XOas): (Ln= La, Gd; X= Mo, W)
para aplicaciones biomédicas

Como se ha comentado anteriormente, al comienzo de esta tesis no
pudieron encontrarse antecedentes bibliograficos sobre el empleo de
materiales basados en NalLn(XOa); (Ln= La, Gd; X= Mo, W) para
aplicaciones biomédicas a pesar de las ventajas que éstos presentan
desde el punto de visto luminiscente, ya discutidas en secciones
anteriores. Ello podria ser debido a que tampoco se habian reportado
métodos de sintesis que dieran lugar a NPs que cumplieran los
requisitos anteriormente comentados. Asi, si bien pudieron
encontrarse diversos procedimientos de obtencidn de particulas
uniformes basados en reacciones de precipitacidn en medio liquido [75,
76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84], en la mayoria de los casos, dichas
particulas eran de tamafio superior al nanométrico y, por tanto, no
aptas para su uso en biomedicina. Sélo se habia reportado un método
de sintesis de particulas homogéneas de Nala(MoQs), con caracter
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nanométrico [85] basado en el uso de acido oleico y oleilamina como
agentes limitadores del crecimiento, el cual ha sido también adaptado
recientemente para el sistema NaGd(WO4), [86]. Sin embargo, es
importante sefialar que el uso de dichos aditivos lleva consigo el
inconveniente de que las nanoparticulas obtenidas presentaban
cardacter hidrofébico debido a que contenian aniones oleato adsorbidos
en la superficie, por lo que no cumplen el criterio de estabilidad coloidal
en medio fisiolégico. Para hacerlas hidrofilicas, y por tanto utiles para
su empleo en aplicaciones biomédicas, seria necesario someterlas
posteriormente a distintos procesos (por ejemplo, oxidacion,
intercambio de ligandos, recubrimiento con silice funcionalizada) que
suelen resultar en una pérdida del caracter monodisperso [87, 88, 89,
90]. De todo esto se deduce que el desarrollo de métodos de sintesis
que den lugar a NPs de NaLn(XOa4)2 (Ln= La, Gd; X= Mo, W), dopadas con
cationes lantanidos luminiscentes, con forma y tamano uniformes,
coloidalmente estables en medio fisioldgico y biocompatibles, es una
tarea prioritaria para poder explorar las potenciales aplicaciones de
estos sistemas en el campo de la biomedicina.

1.4. Objetivos

Basandonos en los antecedentes anteriormente expuestos, se
plantearon los siguientes objetivos generales para esta tesis:

1- Preparacidén de materiales luminiscentes emisores de luz blanca
de alta intensidad basados en particulas de CaXOa4 (X= Mo, W)
dopadas con cationes Dy3* y con caracteristicas apropiadas para
su empleo en la fabricacién de dispositivos de iluminacién.

2- Preparacion de sondas luminiscentes basadas en NaLa(X0a4)z (X=
Mo, W) dopadas con Eu3* apropiadas para su empleo como
biosondas luminiscentes.

3- Preparacion de sondas multifuncionales basadas en NaGd(X0a)>
(X= Mo, W) dopadas con Eu3* apropiadas para su empleo como
biosondas luminiscentes y agentes de contraste para la
obtencién de imagenes por resonancia magnética.
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4- Preparacién de un biosensor de pH ratiométrico basado en
nanoparticulas de NaGd(XO4); (X= Mo, W) dopadas con Eu3* y
recubiertas con fluoresceina.
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2.1 Métodos de sintesis
2.1.1 Fundamentos

En este trabajo se han desarrollado dos métodos para la sintesis de
particulas uniformes basadas en molibdatos y volframatos de cationes
lantanidos o alcalinotérreos y su dopado con cationes lantanidos
Opticamente activos. Estos métodos se basan en reacciones de
precipitacion homogénea en medio poliol o en reacciones de
precipitacion en microemulsiones. A continuacién se presentan de
forma resumida los fundamentos de dichos métodos.

2.1.1.1 Precipitacion homogénea en medio poliol

Es bien conocido que para obtener particulas uniformes mediante
reacciones de precipitacion es necesario que este proceso se lleve a
cabo de forma homogénea, es decir, que la cinética de precipitacion sea
idéntica en todas las zonas de la disolucidn [1]. Para que esto sea posible
es necesario mantener la temperatura de la disolucién constante y la
concentraciéon de reactivos (que obviamente va cambiando durante el
proceso de precipitacidon) debe permanecer homogénea en el seno de
la disolucién en cada momento de dicho proceso. Una forma de
conseguirlo es que los aniones y/o los cationes implicados en la
formacién de la fase sélida sean aportados de forma lenta y controlada,
lo cual es posible si se utilizan precursores que sean estables a
temperatura ambiente y que puedan descomponerse por
calentamiento de las disoluciones, liberando asi los iones en el seno de
la disolucidn.

El requisito de precipitacién homogénea no es suficiente para asegurar
la formacién de particulas uniformes. Existen mas factores que deben
ser controlados, los cuales pueden deducirse a partir del modelo de
LaMer y Dinegar, el cual fue desarrollado para describir la formacion de
particulas en fase liqguida mediante reacciones de precipitacién [2].
Segun este modelo, durante dicho proceso se pueden distinguir tres
etapas: (Figura 2.1)
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- Induccién (etapa 1): durante esta etapa va aumentando la

concentracion de las especies precursoras de la precipitacion
hasta alcanzar la sobresaturacién (Cs) y llegar a un punto
denominado concentracién minima de nucleacién (Cmin™u<!).

- Nucleacidn (etapa Il): una vez que se ha alcanzado la Cmin™, se

forman las primeras entidades soélidas estables llamadas
nucleos.
- Crecimiento (etapa lll): con la formacién de los primeros

nucleos, la concentracion de precursores en el medio va
disminuyendo hasta caer por debajo de la Cmin™, inhibiéndose
la formacién de nuevos nucleos y creciendo entonces los ya
formados por incorporacién de los iones solubles a la superficie
de los mismos.

nucl
max

o o - - e e e e e e e

«°. o\ Nucleacién

nucl
min

Saturacion

Cp----
I1

Concentracion de precursores —»

Tiempo —»

Figura 2.1. Modelo propuesto por LaMer y Dinegar que describe el proceso de
precipitacion para la formacion de sdlidos monodispersos.

Siguiendo este modelo puede deducirse que, para que las particulas
finales tengan caracteristicas morfoldgicas uniformes, deberian
satisfacerse las siguientes condiciones:

a) Debe producirse un evento de nucleacién unico y corto, ya que
si se producen nucleaciones secundarias o el periodo de
nucleacién es largo, el proceso de crecimiento de los nucleos
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Parte experimental

inicialmente formados solaparia con el de formacién de nuevos
nucleos, lo cual obviamente daria lugar a sistemas polidispersos.
Estas condiciones pueden conseguirse si una vez que se ha
producido la nucleacién, la velocidad de generaciéon de
precursores es menor que la velocidad a la que se consumen los
mismos en el proceso de crecimiento. Dado que la velocidad de
formacién de precursores aumenta con la temperatura de
reaccién, con las concentraciones iniciales de reactivo y con la
velocidad de calentamiento, y es inversamente proporcional a
la viscosidad del disolvente, estas variables tienen que ser
ajustadas para conseguir una cinética de nucleacién que
satisfaga el requisito arriba mencionado.

Por otra parte hay que tener en cuenta que los nucleos
inicialmente formados o en sus primeros estadios de
crecimiento tienen una alta energia superficial debido a su
pequefio tamano, por lo cual, la presencia de procesos de
agregacion entre estas entidades es muy probable para asi
disminuir la energia superficial del sistema durante la etapa de
crecimiento [3]. Es razonable pensar que como consecuencia de
dichos procesos se obtendrian sistemas heterogéneos. Por
tanto, para la obtencion de particulas monodispersas es
necesario evitar los posibles procesos de agregacidon durante la
etapa de crecimiento. Esta tendencia a la agregacion se puede
contrarrestar con la presencia de cargas eléctricas en la
superficie de las particulas que son inherentes a los sistemas
coloidales y generan fuerzas repulsivas entre las mismas [3]. La
magnitud y signo de estas fuerzas dependen fundamentalmente
del pH, la fuerza idnica del medio y de la constante dieléctrica
del disolvente [3]. Otra estrategia para evitar la agregacion
consiste en afiadir moléculas orgénicas de cadena larga que se
adhieran a la superficie de las particulas evitando por
impedimento estérico que éstas puedan agregarse [4]. La
eficiencia de un agente dispersante depende de su naturalezay
concentracion. Por tanto, todos estos pardmetros que pueden
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afectar a los procesos de agregacion tienen que ser también
ajustados experimentalmente para obtener particulas
uniformes.

A pesar de que el modelo de LaMer y Dinegar se ha utilizado
frecuentemente para explicar los procesos de formacion de particulas
monodispersas, este no es capaz de interpretar numerosos casos en los
que varias particulas pequefas (primarias) se agregan de forma
ordenada una vez que han alcanzado cierto tamafio, dando lugar a
particulas monodispersas mas grandes (secundarias) [5, 6, 7, 8, 9, 10].
Obviamente, las causas de este comportamiento hay que buscarlas en
un equilibrio entre las fuerzas atractivas y repulsivas, cuya magnitud
viene determinada por los pardmetros experimentales anteriormente
mencionados [3]. Sin embargo, la descripcién detallada de dicho
mecanismo de formacidon de particulas por agregacién es muy
complejo, ya que los tres procesos implicados (nucleacion, crecimiento
por difusién y agregacidn) pueden verse afectados de diferente manera
por las variables experimentales implicadas (concentracion de
reactivos, temperatura de calentamiento, viscosidad y constante
dieléctrica del disolvente, pH, y fuerza idnica) [7, 11], lo que de nuevo
pone de manifiesto la necesidad de analizar sistematicamente el efecto
gue produce variar cada uno de los parametros experimentales
(concentraciéon y naturaleza de reactivos, temperatura de reaccién,
tiempo de reaccién, uso de aditivos y naturaleza del disolvente) sobre
las caracteristicas de las particulas precipitadas [12].

Como se ha mencionado anteriormente, la naturaleza del disolvente
juega un papel esencial en los procesos de precipitacion homogénea.
Entre las posibles alternativas se seleccionaron para este trabajo
diversos polioles, los cuales pueden jugar un doble papel en la sintesis
de particulas. Asi, ademas de como disolventes, también pueden actuar
como agentes complejantes de cationes, ayudando a su liberacion
controlada, y/o adsorberse sobre la superficie de las particulas
precipitadas limitando asi su crecimiento [13, 14].
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2.1.1.2 Precipitacion en microemulsiones

Este método se basa en el empleo de microemulsiones constituidas por
micelas invertidas, en cuyo interior pueden llevarse a cabo variadas
reacciones (hidrdlisis, reduccion, precipitacion, etc.) que conducen a la
formacién de particulas sélidas [15]. En este caso, la forma y el tamafio
de las particulas esta determinado por la forma y el tamano de las gotas
de la fase dispersa (que actuan como microrreactores), los cuales estan
principalmente gobernados por la composicién de la microemulsidn
(naturalezay proporcion de la fase organica, surfactante, cosurfactante,
concentracion de reactivos) [15]. Para que tengan lugar las reacciones
de sintesis en el interior de las gotas pueden emplearse diferentes
procedimientos experimentales, consistiendo el mas usual en la
preparacion de dos o mas emulsiones diferentes, las cuales contienen
los distintos precursores de la reaccién disueltos en la fase acuosa
dispersa. Posteriormente, se ponen en contacto las diferentes
emulsiones produciéndose la colisién y coalescencia de las gotas que
contienen los diferentes precursores, permitiendo asi una transferencia
de materia entre las diferentes gotas y dando lugar a la reaccién de
precipitacion. En la Figura 2.2 se muestra un esquema resumido de este
proceso.

Al igual que ocurre en el caso de la precipitacion homogénea, no se
pueden predecir las caracteristicas morfoldgicas de las particulas
formadas, por lo que también se llevé a cabo un estudio sistematico del
efecto de la composicion de las microemulsiones sobre las
caracteristicas finales de las particulas precipitadas.
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Microemulsion I

Colisién y coalescencia Reaccion quimica
de las gotas y precipitacién

Mezclado de las (: ﬂ ®
microemulsiones | e e

—_— R
Microemulsion II m @ @

Pt Syt

Figura 2.2. Esquema que describe el proceso de precipitacion en microemulsiones.

2.1.2 Procedimiento experimental

En todos los casos, para la determinacion de las condiciones
experimentales necesarias para la obtencidn de particulas uniformes,
se abordd, en primer lugar, la sintesis de las matrices sin dopar vy,
posteriormente, se aplicaron dichas condiciones para la sintesis de los
sistemas dopados.

2.1.2.1 Sistemas basados en molibdato de calcio

Para la sintesis de particulas uniformes de molibdato de calcio se
empled el método basado en la precipitacion homogénea en medio
poliol por liberacidn controlada de cationes haciendo uso de la
capacidad de los polioles de complejar a los cationes de calcio [16].

A continuacion se describe en detalle el procedimiento experimental
seguido. Inicialmente se disolvieron por separado las cantidades
deseadas de nitrato de calcio hidratado (Ca(NOs)2:4H,0, Aldrich, 99%) y
molibdato de sodio (Na2Mo0Q4, Aldrich, >98%) en 2,5 cm? del disolvente
seleccionado (glicerol (GLY, Aldrich, >99,5%), etilenglicol (EG, Aldrich,
>99,5%), mezclas de GLY/H.0 o GLY/EG). Para el caso de las mezclas
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GLY/H20 o GLY/EG, ambos precursores se disolvieron primero en el
agua o EG (segun la mezcla usada) y posteriormente se afadié GLY
hasta completar 2,5 cm? de disolvente en cada una de las disoluciones
de partida. En los casos en que el disolvente no contenia agua, las
disoluciones se calentaron suavemente (a 802C aproximadamente)
para facilitar la disolucién de los reactivos en medio poliol. Tras enfriar
hasta temperatura ambiente, ambas disoluciones se mezclaron con
ayuda de agitacion magnética. Esta mezcla de reaccién (volumen total
=5 cm?3) se llevd a un tubo de vidrio que se cerrd herméticamente y se
envejecio en una estufa convencional precalentada a 1202C durante el
tiempo necesario para completar la reaccién.

Para obtener las particulas de CaMoO4 dopadas con cationes lantanidos
se siguid el mismo procedimiento optimizado que se acaba de describir
para las particulas sin dopar pero afiadiendo las cantidades deseadas de
nitrato de disprosio hidratado (Dy(NOs)s-xH20, Aldrich, 99,9%) y nitrato
de europio pentahidratado (Eu(NOs)s-5H,0, Aldrich, 99,9%) en la
disolucidén inicial de Ca(NOs),. La concentracién total de cationes en esta
disolucién se mantuvo constante, es decir, se sustituyd parte del
Ca(NO3)2 por la misma cantidad (molar) de Ln(NOs)s. La proporcién
molar Ln3*/(Ln3*+Ca?*) se varidé para investigar el efecto del nivel de
dopado sobre la morfologia y las propiedades luminiscentes de las
particulas precipitadas.

2.1.2.2 Sistemas basados en volframato de calcio

Por los motivos que se expondran mads adelante en el capitulo
correspondiente, para la sintesis de particulas basadas en CaWQ4 se
empled tanto el método de sintesis basado en la precipitacion
homogénea en medio poliol como el basado en la precipitacion en
microemulsiones.
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2.1.2.2.1 Precipitacion homogénea en medio poliol

Dada la similitud composicional y estructural entre el CaWOQOs y el
CaMo0Qs, para la sintesis de particulas uniformes de CaWOas, mediante
el método de precipitacion homogénea en medio poliol, se emplearon
unas condiciones experimentales similares a las optimizadas en el caso
del CaMoQyg, con la Unica salvedad de que se cambid el molibdato de
sodio por volframato de sodio (Na;WOas, Aldrich, >99%).

2.1.2.2.2 Precipitacion en microemulsiones

Para la sintesis de particulas de CaWOs4 mediante precipitacidon en
microemulsiones se empled el sistema cuaternario basado en tritdn X-
100 (4-(1,1,3,3,-tetrametilbutil)fenil-polietileno, Sigma, laboratory
grade), actuando como surfactante, 1-octanol (CsH1s0, Aldrich, >99%)
como cosurfactante, ciclohexano (CsHi2, Scharlau, calidad de reactivo)
como disolvente organico y agua como fase dispersa, estando los
precursores de la reaccion disueltos en la fase acuosa. Este mismo
sistema ya habia sido empleado por Liy col. para la sintesis de particulas
homogéneas de CaMoO4 [17].

El procedimiento seguido se describe a continuacion. En primer lugar,
se prepararon dos microemulsiones a temperatura ambiente
afiadiendo 1,76 cm?3 de una disolucidn de cloruro de calcio dihidratado
(CaClz-4H,0, Fluka, >99%) y 1,76 cm?® de una disolucién acuosa de
Na;WO4, ambas con la concentracidn deseada, a 13 cm3 de una mezcla
de tritdnX-100/n-octanol/ciclohexano en la proporcién masica
deseada. Después de 10 minutos de agitacion magnética se mezclaron
las dos microemulsiones y se agitaron magnéticamente durante otros
20 minutos. Transcurrido este tiempo, se dejé envejecer la mezcla a
temperatura ambiente durante 48 horas.

Para obtener particulas de CaWO4 dopadas con Dy3* se empled este
mismo procedimiento optimizado para el caso de las particulas sin
dopar pero incorporando la cantidad deseada de cloruro de disprosio
(1) hexahidratado (DyCls:6H,0, Aldrich, 99,9%) a la disolucién inicial de

48



Parte experimental

CaCl;, manteniendo constante la concentraciéon total de cationes en
esta disolucion.

2.1.2.3 Molibdatos y volframatos dobles de lantano y sodio

Para la sintesis de particulas de NaLa(Mo0Qa4), y NaLa(WOa); se empled
un método de sintesis similar al anteriormente descrito para el caso del
CaMoOs basado en la precipitacion homogénea por liberacion
controlada de cationes en medio poliol. Ademas, en algunos casos, se
afadié acido poliacrilico (PAA) a las disoluciones de partida con objeto
de limitar el crecimiento de las particulas, disminuyendo asi su tamafio,
asi como para la funcionalizacién de la superficie de las particulas con
grupos carboxilicos.

El procedimiento experimental empleado se describe a continuacion.
Inicialmente, se prepararon 2,5 cm? de dos disoluciones, una de cloruro
de lantano (lll) hidratado (LaClz-xH;0, Aldrich, 99%) a la que se afadié
la cantidad de acido poliacrilico (MW~1800, Aldrich) deseada, disueltos
en EG o en una mezcla de agua y EG. En este ultimo caso, se disolvieron
primero los precursores en agua y posteriormente se afiadié EG hasta
completar el volumen mencionado. Asimismo, se prepard otra
disolucién que contenia molibdato o volframato de sodio disuelto en
EG. Esta ultima disolucidn se calentdé suavemente (~802C) mientras se
agitaba magnéticamente para favorecer la disolucién de la sal. Una vez
disuelta y enfriada a temperatura ambiente, se mezclaron ambas
disoluciones formandose una suspension blanca, indicando Ia
formacién de las primeras entidades sélidas. Esta suspensidn se trasfirid
a un tubo de vidrio herméticamente cerrado, se introdujo en una estufa
convencional precalentada a 1209C y se dejo envejecer durante un
tiempo determinado.

Para obtener particulas de NalLa(MoOa4), y NaLa(WOa), dopadas con
Eu3* se empled este mismo procedimiento optimizado para el caso de
los sistemas sin dopar pero incorporando diversas cantidades de
cloruro de europio (lll) hexahidratado (EuCls-6H.0, Aldrich, 99%) a la
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disolucion inicial de LaCls manteniendo constante la concentracion total
de cationes en esta disolucion.

2.1.2.4 Molibdatos y volframatos dobles de gadolinio y sodio

Para la sintesis de particulas de NaGd(Mo0Oa), y NaGd(WOQa4). se empled
en primer lugar la misma estrategia que la anteriormente descrita para
los sistemas basados en lantano usando las condiciones experimentales
optimizadas para éstos, pero sustituyendo el precursor de La3* por el
correspondiente de Gd3* (GdCls-6H,0, Aldrich, 99%).

Por razones que se expondran mads adelante, también fue necesario
disefiar una estrategia de sintesis ligeramente diferente. En concreto,
se anadieron a las disoluciones iniciales (en ausencia de PAA) aniones
citrato con objeto de formar un complejo Gd3*-citrato estable a
temperatura ambiente que puede descomponerse por calentamiento,
permitiendo asi una liberacién controlada de iones Gd3* en el seno de
la disolucién [18]. Los detalles experimentales se describen a
continuacion. Inicialmente, se prepararon 2,5 cm? de dos disoluciones,
una que contenia nitrato de gadolinio (lll) hexahidratado
(Gd(NO3)3-6H20, Aldrich, 99,9%) y citrato de sodio (Na3CsO7Hs:2H,0,
Aldrich, 99.5%) disueltos en EG o en una mezcla de agua y EG. En este
ultimo caso, se disolvieron primero los precursores en agua y
posteriormente se afiadié EG hasta el volumen mencionado. Asimismo,
se preparé otra disolucion que contenia molibdato o volframato de
sodio disuelto en EG. Esta ultima disolucién se calenté suavemente
(~802C) mientras se agitaba magnéticamente para favorecer la
disolucién de la sal. Una vez disuelta y enfriada a temperatura
ambiente, se mezclaron ambas disoluciones obteniéndose una mezcla
totalmente transparente, la cual se trasfiri6 a un tubo de ensayo
herméticamente cerrado, se introdujo en una estufa convencional
precalentada a 120°C y se dejo envejecer durante un tiempo
determinado.
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Para obtener particulas dopadas con cationes lantanidos se empled
este mismo procedimiento optimizado para el caso de los sistemas sin
dopar pero incorporando la cantidad deseada de nitrato de europio (ll1)
pentahidratado (Eu(NOs)s-5H,0, Aldrich, 99,9%) en la disolucidn inicial
de Gd(NOs)3, manteniendo constante la concentracién total de cationes
en esta disolucién.

2.1.3 Purificacion de los precipitados

Las suspensiones obtenidas se centrifugaron para eliminar todo el
sobrenadante, se lavaron los precipitados dos veces con etanol y una
vez con agua milli-Q en todos los casos, salvo en el caso de la sintesis de
las particulas de CaWOs mediante microemulsiones, en el cual se
lavaron los precipitados dos veces con acetona y una vez con agua milli-
Q. Finalmente, los precipitados se redispersaron en agua milli-Q o, para
algunos andlisis, se dejaron secar a temperatura ambiente.

2.2 Funcionalizacion de las nanoparticulas

Como se ha discutido en la introduccion, para el empleo de particulas
en el campo de la biomedicina, es necesario que estas cumplan una
serie de requisitos que incluyen el de presentar tamafio nanométrico y
estabilidad coloidal en medio fisiolégico (especialmente para
aplicaciones “in vivo”) y, en algunos casos dependiendo de la aplicacién,
contener grupos funcionales en su superficie capaces de interaccionar
con otras especias de interés (bioconjugacion). Con objeto de dotar a
las nanoparticulas obtenidas en este trabajo de estas caracteristicas,
fue necesario someterlas a un proceso de funcionalizacién de su
superficie. Entre los diversos procedimientos que pueden emplearse
con este objetivo [19, 20, 21], en este trabajo se eligié el basado en las
interacciones electrostaticas o idnicas entre la superficie cargada de las
particulas y los grupos funcionales de las moléculas que se van a anclar.
Puesto que estas interacciones se producen entre especies cargadas, el
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pH vy la fuerza iénica del medio tienen una gran influencia sobre este
tipo de procesos [22, 23].

2.2.1 Funcionalizacién de las nanoparticulas de Eu:NaGd(Mo0Oa), con
poli-L-lisina

Con objeto de mejorar su estabilidad coloidal en medio fisiolégico, las
nanoparticulas de Eu:NaGd(MoOa4),, cargadas negativamente debido a
los aniones citrato presentes (provenientes del método de sintesis) en
la superficie de estas, se funcionalizaron mediante interaccion
electrostdtica con poli-L-lisina (PL), ya que este polimero presenta
grupos amino cargados positivamente (Figura 2.3). Ademads, este
polimero presenta las ventajas de poseer una buena biocompatibilidad,
solubilidad en agua relativamente buena y un gran nimero de grupos
amino activos [24] adecuados para una posterior bioconjugacion.

y O
N
: n
Poli-L-lisina

Figura 2.3. Representacion esquemdtica de la estructura molecular de la poli-L-lisina.

Para llevar a cabo este proceso de funcionalizacion, se prepard una
disolucién de poli-L-lisina (disolucién al 0,1% p/v proporcionada por
Aldrich) con una concentracion 0,1 mg-cm™ y se ajusté el pH a 10
mediante la adicién de NaOH. A esta disolucidn se afiadié una cantidad
determinada de NPs de NaGd(MoOas); para obtener una concentracién
final de 0,2 mg-cm3. La suspensién resultante, con un volumen total de
10 cm3, se mantuvo en agitacion magnética durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de este tratamiento, las particulas ya
funcionalizadas se lavaron varias veces con agua milli-Q para eliminar el
exceso de PLy finalmente se redispersaron en agua milli-Q.
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2.2.2 Recubrimiento de las nanoparticulas de Eu:NaGd(WO4), con
fluoresceina

Con el objetivo de elaborar un sensor de pH ratiométrico, se recubrid la
superficie de las NPs de Eu:NaGd(WOa4). con fluoresceina, una molécula
cuya luminiscencia es sensible al pH en el rango de 3 a 12 [25]. Paraello,
se empled hidrocloruro de polialilamina conjugado con isocianato de
fluoresceina en una relaciéon 50:1 (Figura 2.4). Al igual que la poli-L-
lisina, este polimero también posee un gran nimero de grupos amino,
los cuales se encuentran cargados positivamente y son idéneos para
interaccionar con la ya mencionada superficie negativamente cargada
de las NPs basadas en NaGd(WOas), (debido a los aniones citrato
presentes en la superficie de estas).

NH,

» HCI
n m

H
AP
Ry
HO I (0] I OH
Hidrocloruro de polialilamina conjugado
con isocianato de fluoresceina

Figura 2.4. Representacion esquemdtica de la estructura molecular de la polialilamina
conjugada con fluoresceina.

El procedimiento experimental seguido se describe a continuacién. A
150 pl de una suspensién que contenia 1,2 mg de NPs de NaGd(WOa);
se anadieron 500 pl de una disolucién que contenia 5 mg/mL de
hidrocloruro de polialilamina conjugado con isocianato de fluoresceina
en una relacién 50:1 (PAH-F, Mw ~ 15000 Da, Aldrich) y 0,5 mol/L de
cloruro sédico (NaCl, Roth, >99,9%) a pH = 6,5. La suspensidn resultante
se tratd en un bafo de ultrasonidos durante 5 minutos y después se
mantuvo en agitacion magnética durante 15 minutos. Después de este
tiempo, las particulas ya funcionalizadas se lavaron 3 veces con agua
milli-Q para eliminar el exceso de reactivos. En el Ultimo lavado ya no se
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observd coloracién en el sobrenadante proveniente de los reactivos,
indicando que el exceso de reactivos habia sido eliminado por
completo. Finalmente, las particulas funcionalizadas se redispersaron
en agua milli-Q.

2.3 Caracterizacion morfoldgica, estructural y composicional

2.3.1 Microscopia electrénica de transmision (TEM) y microscopia
electrénica de barrido (SEM)

En este trabajo se han utilizado las técnicas de microscopia electrdnica
de transmision (TEM) y de barrido (SEM) para obtener informacién
acerca de la microestructura, la morfologia y el tamafio de las particulas
obtenidas.

La microscopia electrénica de transmisidon se basa en la formacién de
una imagen mediante el uso de lentes, empleando un haz de electrones
en lugar de luz como fuente de iluminacidn. Este tipo de microscopios
consisten basicamente en una columna a vacio donde se encuentra el
sistema de iluminacién (cafién de electrones y lentes
electromagnéticas), una pantalla de proyeccién y una cdmara
fotografica adosada a ella. El caindn electrénico produce un haz de
electrones que es acelerado mediante una diferencia de potencial
(habitualmente se emplean 200 kV) y es focalizado sobre la muestra
mediante una lente condensadora. Una vez que el haz atraviesa la
muestra, una lente objetivo forma la imagen, que a su vez es
amplificada y proyectada por un conjunto de lentes proyectoras.

Por otro lado, la microscopia electrénica de barrido no opera con el haz
de electrones que atraviesa la muestra, sino que registra los electrones
gue son emitidos por la superficie de la muestra, pudiéndose detectar
los electrones retrodispersados (los propios electrones del haz que son
desviados por los &tomos de la superficie de la muestra) o los electrones
secundarios (los electrones que son arrancados de los atomos de la
superficie de la muestra), entre otros tipos de sefales. En este tipo de
microscopia electrénica, el haz de electrones va escaneando la
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superficie de la muestra y se emplean potenciales de aceleracidon
menores (habitualmente 2 kV) a los empleados en TEM.

Para la obtencion de las micrografias mediante TEM se empled un
microscopio Philips CM 200 (200 KeV) con un filamento de LaBs y una
resolucién mdaxima entre puntos de 0,23 nm. Para la obtencién de las
micrografias de SEM se empled un microscopio de emisidn de campo
(FEGSEM) Hitachi S4800 (20keV) y una resolucion maxima de 1 nm a 15
kV. Para llevar a cabo estos analisis se depositd una gota de suspension
acuosa de la muestra sobre una rejilla de cobre que se dejé secar al aire
antes de ser introducida en el microscopio correspondiente.

La distribuciéon de tamafios de las particulas (longitud y anchura) se
determind a partir de sus correspondientes imagenes de TEM y SEM por
medicion de aproximadamente 120 particulas en cada muestra
empleando el software libre Imagel.

2.3.2 Espectrometria de emision atoémica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-AES)

El andlisis quimico cuantitativo de las muestras dopadas se llevd a cabo
mediante espectrometria de emision atdmica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-AES).

Para realizar estos analisis es necesario tener los atomos de la especie
a analizar en disolucién (ya sean ionizados o en estado fundamental).
Dicha disolucion es nebulizada por un capilar debido al paso de una
corriente de gas a alta presion, formandose finalmente un aerosol. Todo
este procedimiento se debe realizar en un ambiente inerte para evitar
la formacidon de especies indeseables (éxidos, carburos, etc.) que
afectarian a la precision de la medicion. Este aerosol pasa a una camara
donde es puesto en contacto con el plasma de argdn y los dtomos son
excitados llevando sus electrones a niveles electronicos mas
energéticos. Estos electrones volveran a su estado fundamental
emitiendo radiacidn electromagnética de una longitud de onda
caracteristica de cada elemento. La intensidad de esta emisidén es
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proporcional al nimero de fotones que llegan al detector, y por tanto,
al nimero de dtomos excitados [26].

Para la digestién de las nanoparticulas se utilizé acido clorhidrico
concentrado a temperatura ambiente y para la realizacién de los
analisis se empled un espectrometro de emision con fuente de plasma
de acoplamiento inductivo (ICP-AES, Horiba Jobin Yvon, Ultima 2).

2.3.3 Difraccién de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X es una técnica no destructiva de analisis que
proporciona informacién sobre las fases cristalinas presentes en la
muestra analizada.

El fendmeno de la difraccién de rayos X se debe al proceso de dispersion
eldstica que tiene lugar cuando un haz de radiacidn electromagnética,
monocromadtica y de longitud de onda del orden de la distancia
interplanar (rayos X), incide sobre una muestra cristalina. A la salida de
dicha muestra, la mayor parte de las ondas dispersadas por el cristal
interfieren destructivamente, cancelandose la resultante en mayor o
menor proporcién. Sin embargo, en determinadas direcciones, y debido
a la ordenacién periddica de los dtomos, las ondas dispersadas estan en
fase, interfiriendo de forma constructiva, dando lugar a la aparicion de
maximos de intensidad, denominandose difraccion a este fendmeno de
refuerzo.

Las condiciones necesarias para que se produzca la difraccidn vienen
determinadas por la ley de Bragg.

n-A=2-duw-sen@

Donde A es la longitud de onda de la radiacién incidente, dnx es el
espaciado de la familia de planos (hkl) y © es el dngulo de difraccién.

Para la obtencidn de los diagramas de difraccion se empled en este
trabajo un difractémetro modelo X’'Pert de Panalytical con un detector
X'Celerator multicanal, con un monocromador de grafito, empleando
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como radiacion la linea Ka del Cu (A = 1,54060 A). Los difractogramas se
registraron entre 10 y 902 (valores de 26) con pasos de 0,052 (26) y a
una velocidad de 80 s/paso.

Esta técnica también es util para obtener el tamaino de los dominios
coherentes de difraccion en las particulas sintetizadas (Dxrp), que puede
calcularse a partir de la anchura del pico de difraccién de mayor
intensidad en cada caso utilizando la ecuacion de Scherrer [27]:

k-2

Dxrp = B, - cosO

Siendo k wuna constante que depende de las condiciones
experimentales, cuyo valor es 0,89, A es la longitud de onda de la fuente
de rayos X, que en este caso es la linea CuKa (1,5406 A), B. es la anchura
a media altura corregida (Bc=BexreriventaL — Binstrumentat), donde
BinstrumenTaL €5 0,112 en radianes, y O es el dngulo donde tiene lugar la
difraccion en grados.

Por ultimo, en este trabajo se determinaron los parametros de celda
unidad de las nanoparticulas con objeto de analizar la formacién de
disoluciones sélidas. Dichas magnitudes se obtuvieron mediante el
ajuste de los diagramas de difraccidon con el uso del programa X'Pert
High Score Plus basado en el método Rietveld. Para ello se registraron
los difractogramas correspondientes entre 10 y 1202 a una velocidad de
barrido de 0,022/500 s.

2.3.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica se ha utilizado para obtener informacion sobre la presencia
de especies adsorbidas sobre la superficie de las nanoparticulas asi
como de posibles impurezas en las mismas [28, 29].

El espectro infrarrojo de absorcion (IR) de una sustancia se origina como
consecuencia de la absorcidon de radiacién infrarroja, que da lugar a
transitos entre los diferentes niveles de energia de los estados
vibracionales cuando la energia de la radiacién iguala exactamente a la
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diferencia de energia entre dos de dichos estados [28, 29]. El niUmero,
posicion e intensidad de las bandas de absorcién de un espectro IR
estdn determinados fundamentalmente por la naturaleza del enlace
entre los atomos implicados y, por tanto, por su composicién y
estructura cristalina (en el caso de sdlidos). De esta manera, esta
técnica es de gran utilidad a la hora de determinar la presencia de
moléculas orgdnicas incorporadas en la superficie de las particulas
sintetizadas debido al importante contraste composicional.

Los espectros de infrarrojos se registraron entre 4000 y 250 cm™ en un
espectrofotémetro de transformada de Fourier JASCO FT/IR-6200, con
una resolucién de 4 cm™, usando muestras diluidas en pastillas de
bromuro potasico (sustancia transparente a la radiacién infrarroja entre
250 y 4000 cm™) que fueron obtenidas por compactacién usando una
prensa hidraulica y aplicando una presién aproximada de 8000 kg-cm?.

2.3.5 Anadlisis termogravimétrico (ATG)

La termogravimetria (TG) es una técnica en la cual la masa (m) de una
muestra se mide continuamente en funcién de la temperatura,
mientras esta sometida a un programa controlado de calentamiento en
una atmosfera adecuada (aire estatico, aire dinamico, Oz, N2, Ar o H3),
representandose la masa en el eje de ordenadas y la temperatura en el
eje de abscisas.

En nuestro caso, el estudio por ATG de las diferentes muestras nos dio
informacién sobre diversos pardmetros, tales como la cantidad de agua
adsorbida y la cantidad de recubrimiento orgdnico presente en las
nanoparticulas [30].

Los analisis termogravimétricos se llevaron a cabo en un equipo SDT
Q600 TA en un intervalo de temperatura de 20-10002C con una
velocidad de calentamiento de 102C/min y en flujo de aire (100 ml/min)
para ayudar a la eliminacion de los gases producidos.
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2.4 Fotoluminiscencia

Las propiedades luminiscentes de las muestras se evaluaron mediante
espectroscopia de fotoluminiscencia y mediante la caracterizacion
colorimétrica de las emisiones.

2.4.1 Espectroscopia de fotoluminiscencia

Esta técnica consiste en la medida de la radiacion emitida por una
muestra cuando ésta es irradiada con un haz de luz con caracteristicas
tales que permite la excitacién de las especies dpticamente activas
presentes en la misma. En este trabajo, se analizaron los espectros de
excitacion y de emisién de los materiales objeto de estudio, asi como
de los valores de los tiempos de vida media de la luminiscencia
(Apéndice 1) obtenidos siguiendo el procedimiento que se describe a
continuacion.

2.4.1.1 Espectros de excitacion y emision

Los espectros de excitacidn se obtuvieron monitorizando la intensidad
de emision a una longitud de onda concreta y variando la longitud de
onda de la radiacién incidente. Por otra parte, para registrar los
espectros de emisidn se mantuvo fija la longitud de onda de la radiacion
incidente y se registrd la intensidad de emisidn a diferentes longitudes
de onda. Estas medidas se llevaron a cabo en un espectrofluorimetro
Horiba Jobin Yvon (Fluorolog3) operando con rendijas de excitacién y
emisién de 1 a 5 nm, en ambos casos. Para ello, se emplearon cubetas
de cuarzo en las que se introdujeron suspensiones de las particulas en
agua con una concentracion de 1 mM.

2.4.1.2 Vidas medias

Los valores de los tiempos de vida de la luminiscencia (t) se obtuvieron
mediante el ajuste de las curvas de decaimiento obtenidas mediante
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medidas de fluorimetria de pulsos. Para ello, es necesario aplicar un
pulso de luz de alta intensidad y corta duracién (t < ns) que excite las
muestras y luego se registra el numero de fotones emitidos en funcién
del tiempo.

Para fluoréforos con un solo tiempo de vida de luminiscencia la
intensidad de ésta decae exponencialmente de acuerdo con la siguiente
expresion:

I(t) =lexp(-t/T)

Donde la Iy es la intensidad de fluorescencia a tiempo cero. El tiempo
de vida de flurorescencia (1) es el tiempo en el que la intensidad de
fluorescencia decae un factor de 1/e con respecto a su valor a tiempo
cero (lo).

Normalmente es dificil encontrar muestras que presentan decaimiento
de intensidad de fluorescencia monoexponenciales. En este caso, se
utiliza un modelo multiexponencial, segun el cual la intensidad de
fluorescencia (/(t)) decae como una suma de decaimientos
exponenciales de varios componentes. Para el caso de dos
componentes:

t t
I(t) = 101 exp (_ ‘[_) + 102 exp (_ ‘[_>
1 2

Donde t; (i=1,2) son los tiempos de vida media de fluorescencia para el
componente i con intensidad /lp. Esta dependencia temporal es
frecuente en muchas nanoparticulas dopadas con iones lantanidos. En
estos casos estd aceptado que el componente de tiempo de vida mas
largo representa el tiempo de decaimiento intrinseco del ion lantanido
en las nanoparticulas, mientras que el componente de tiempo de vida
mas corto estd relacionado con los iones situados cerca de la superficie
de las mismas, cuya luminiscencia estd influenciada por centros de
desactivacion tales como diferentes ligandos o moléculas adsorbidas
[31]. Conociendo los diferentes tiempos de fluorescencia 1; se puede
calcular la media del tiempo de decaimiento <> mediante la siguiente
formula:
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_ fooo tI(t)dt _ (tilor + 73102)

(0 = fooo tl(t)dt "~ (tador + T2l02)

En este trabajo, las curvas de decaimiento se obtuvieron registrando la
emisién a 615 nm (para el Eu3*) y a 574 nm (para el Dy3*) usando como
fuente de excitacién una ldampara de pulsos emitiendo a la longitud de
onda adecuada para cada una de las diferentes matrices. Para ello se
empled el mismo fluorimetro con el que se registraron los espectros de
luminiscencia, pero usando, en este caso, las muestras en forma de
polvo.

2.4.2 Obtencidn de imagenes de luminiscencia

Para ilustrar la fotoluminiscencia de las muestras se tomaron
fotografias de suspensiones acuosas de las particulas introducidas en
cubetas de cuarzo o de las mismas depositadas sobre filtros millipore
de 0,1 um. Como fuente de iluminacién se usé una lampara de descarga
de Hg en la region ultravioleta (A = 254 nm).

2.4.3 Calculo de las coordenadas cromaticas CIE y temperatura del
color (CCT)

Para la evaluacién del color de la luminiscencia de las muestras
estudiadas se utilizé el espacio de color CIExyY [32]. En este espacio de
color la luminosidad viene dada por el valor Y, mientras que la
cromaticidad viene dada por el valor de las coordenadas cromaticas x e
y que se calculan a partir de las expresiones:

B X B Y
T Xxrr+z’ YT X+v+z

Donde:

x=fm>eu>om; Y=fy(x)gu)dz; Z=fz‘(/1)e(/1)d/1
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Siendo ¥ (1),y (1) y z(A) los valores triestimulos CIE yo (1) la
intensidad de emisidn en funcion de la longitud de onda.

Dichas coordenadas suelen representarse en el conocido diagrama
cromatico CIExy (Figura 2.5) para una mejor visualizacion de los colores
correspondientes.

0.9

Figura 2.5. Diagrama cromdtico CIExy.

En nuestro caso, las coordenadas cromaticas de la luz emitida por
nuestras muestras se calcularon a partir de los espectros de emisién
considerando un observador a 22 usando un programa informatico
desarrollado para este propdsito.

Por otra parte, para las muestras con emisién de luz blanca se calculé el
valor de la temperatura correlacionada al color, la cual se define
comparando su color dentro del espectro luminoso con el de la luz que
emitiria un cuerpo negro calentado a una temperatura determinada.
Para dicho célculo se empled la formula empirica de McCamy [33]:

CCT = —449n3 + 3525n% — 6823n + 5520,33
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Siendo x e y las coordenadas cromaticas de la luz emitida en el espacio
CIExyY y n un parametro definido por la siguiente ecuacion:

_ x—0332
"= 570,186

2.5 Caracterizacién magnética

Los valores de relajatividades magnéticas (r1 y r2) (Apéndice Il) se
determinaron a partir de las pendientes de las curvas de 1/T1 0 1/T2 en
funcién de la concentracién de Gd (lll) expresada en milimoles por litro
(mM), siendo T el tiempo de relajacién longitudinal o espin-red y T, el
tiempo de relajacion transversal o espin-espin.

Para la medicion de Ti se utilizd una secuencia de pulsos llamada
“Inversion Recovery” en la que, tras aplicar un campo magnético
constante de 1,47 T, se emitid un pulso de 1809 en el eje z seguido de
otro de 902 en el mismo eje separados por un tiempo t, y a continuacién
se midié el momento magnético de los nucleos en dicho eje.

Para la medida de T, se empled una secuencia de pulsos llamada “Carr-
Purcell-Maiboom-Gill (CPMG)”. Tras la aplicacién del campo magnético
de 1,47 T se aplicé un pulso de 902 en el eje x, seguido de otro de 1802
en el eje y tras un tiempo 1. A este pulso le siguié otro de 1802 en el
mismo eje pasado dos veces el tiempo T y se registrd la seial del
momento magnético de los nucleos en los ejes x e y.

Las medidas de T1y T, se realizaron en un espectrémetro MINISPEC de
Bruker operando con un campo magnético de 1,47T y a una
temperatura de 252C. Para ello se prepararon suspensiones con distinta
concentracion de Eu:NaGd(MoOa); o Eu:NaGd(WOa)2 en agua milli-Q,
las cuales se equilibraron a 252C antes de efectuar la medicién.
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Figura 2.6. Secuencia de pulsos empleados para determinar T1y Ta.

2.6 Estabilidad coloidal

Para realizar los estudios de estabilidad coloidal se llevaron a cabo
medidas de potencial Z y de didmetro hidrodindmico tanto en agua
milli-Q como en una disolucién de acido 2-morfolinoetanosulfénico
monohidrato (MES, CcH13NO4S-H;0, Aldrich) 50 nM a pH=6,5, el cual es
un simulador del pH fisiolégico ampliamente utilizado.

2.6.1 Medidas de potencial zeta

Las particulas coloidales dispersas en medio liquido poseen cargas
eléctricas en la superficie de la mismas que se generan a través de
diferentes procesos (ionizacién de grupos superficiales, pérdida
diferencial de iones en la red cristalina, adsorcién de iones o
surfactantes idnicos). Estas cargas eléctricas generan fuerzas
electrostdticas que afectan a la distribucion de iones en la regidn
interfacial, dando lugar a un aumento de la concentracién de iones de
carga opuesta (contraiones) en zonas proximas a la superficie de las
particulas, asi como a la repulsién de iones de la misma carga. La
distribucidn de los iones alrededor de las particulas esta descrita por el
modelo de la doble capa [34] que se representa en la Figura 2.7,
dividiéndose la zona que rodea a la superficie en dos regiones:

a) Capa mas préxima a la superficie o capa de Stern formada por
contraiones que interaccionan fuertemente con la superficie.

64



Parte experimental

b) Capa exterior o capa difusa en donde los iones interaccionan
mas débilmente con la superficie, cuyo limite exterior se
denomina plano de deslizamiento.

© © Plano de deslizamiento
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Figura 2.7. Modelo de la bicapa eléctrica para explicar la distribucion de cargas
alrededor de las particulas.

Se define el potencial zeta como la diferencia de potencial entre un
punto de la superficie de las particulas y un punto en la superficie de la
bicapa en el limite de deslizamiento. Dado que la carga eléctrica sobre
una particula puede afectar drdsticamente a la interaccidon entre
particulas dispersas y, por tanto, a la estabilidad de la suspension, el
potencial zeta es de gran interés prdactico para la caracterizacion de
dispersiones. Asi, las particulas que tienen un potencial zeta mayor a 30
mV en valor absoluto (ya sea positivo o negativo) se repelen las unas a
las otras, originando una dispersién estable.

En este trabajo los valores de potencial zeta se obtuvieron a partir de
medidas de la movilidad electroforética. Esta magnitud se define como
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la velocidad con la que migran las particulas al aplicar una diferencia de
potencial a los electrodos de la célula que contiene la suspensién de las
mismas, y se relaciona con el potencial zeta a través de la ecuacion de
Henry:

_2¢Zf(Ka)

Donde Uy es la movilidad electroforética (Ve/E), Ve es la velocidad de
migracion, E es el campo eléctrico aplicado, € es la constante dieléctrica
del medio, 17 es la viscosidad del medio, f (Ka) es la funcién de Henry y
Z es el potencial zeta.

Estas medidas se llevaron a cabo en un analizador automatico de
potencial zeta (Zetasizer Nano-ZS90 de Malvern) usando suspensiones
con una concentracion de 0,5 mg-cm™ de nanoparticulas dispersas en
agua milli-Q a pH=6,5.

2.6.2 Dispersion dinamica de luz

La dispersion dindmica de luz (DLS) es una técnica que se usa para
determinar la distribucion de tamafios de particulas en suspensién. Esta
técnica proporciona el valor del diametro hidrodinamico (D) de las
nanoparticulas, el cual, cuando se compara con el tamafio medio
obtenido a partir de las imagenes de microscopia electrdnica, permite
detectar posibles procesos de agregacidn de las mismas en suspension,
y por tanto, suministra informaciéon esencial sobre su estabilidad
coloidal.

El fundamento tedrico de esta técnica se basa en las fluctuaciones de la
intensidad de la luz dispersada por las particulas con respecto al tiempo
al ser iluminadas con un laser. Dichas fluctuaciones resultan del
movimiento browniano de las propias particulas en el seno del liquido
y puede correlacionarse con el coeficiente de difusion translacional y
con el tamafio de las particulas. El diametro hidrodinamico se obtiene a
partir de la ecuacién de Stokes-Einstein:
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kT
h = 37T7’]Ddif

Donde Dy es el diametro hidrodinamico, ks la constante de Boltzmann,
T la temperatura, n la viscosidad del disolvente y Dgjr es el coeficiente
translacional de difusion de las particulas [35]. Estas medidas fueron
llevadas a cabo en un equipo Zetasizer Nano-Z2S90 de Malvern usando
suspensiones de las NPs en agua milli-Q (a pH=6,5) o en el medio
fisioldgico seleccionado (MES 50 mM a pH=6,5) con una concentraciéon
de las mismas de 0,5 mg-cm.

2.7 Analisis de citotoxicidad

Para los estudios de viabilidad celular, en primer lugar, se analizé la
estabilidad de las nanoparticulas en “Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium” (DMEM) suplementado con un 10% de suero fetal bovino
(FBS), 5% de glutamina y 5% de penicilina/estreptomicina. Para ello, se
tomaron unas alicuotas (volumen inferior al 10%) de las suspensiones
de las nanoparticulas (0,1 mg de NPs) y se enrasaron con DMEM hasta
obtener unas suspensiones de 0,1 mg-cm3. Realizado esto, se dejaron
en reposo las suspensiones toda la noche en una incubadora a 372C.
Transcurrido este tiempo se confirmd visualmente que las
nanoparticulas eran estables en dicho medio.

A continuacién, se prepararon cultivos de células Vero (células
epiteliales del rifdn de un mono verde africano), las cuales se crecieron
en frascos de cultivo celular (TIP) con medio DMEM incubandolas a 372C
y con atmésfera de 5% COa.

Dichas células Vero se incubaron después en presencia de las
nanoparticulas, cuya citotoxicidad se determind mediante el conocido
ensayo colorimétrico MTT. En este ensayo se mide la actividad
mitocondrial mediante la reduccidén enzimatica de un tetrazol (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol o MTT) realizada por la
encima mitocondrial succinato deshidrogenasa (enzima que participa
en la cadena respiratoria), formando un compuesto de color azul
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(formazan) tras solubilizarlo con dimetilsulféxido (DMSO). Para llevar a
cabo dicho ensayo, se sembraron las células en placas de 96 pocillos a
una concentracién de 1-10* células/pocillo en 200 pl del medio DMEM.
Tras 24 horas se retiré el medio y se sustituyé por 200 ul de medio
nuevo en el caso de los controles positivos (100% viabilidad), 200 pl de
agua para los controles negativos (0% viabilidad), 6 200 pl de medio con
las nanoparticulas a la concentracidon deseada en el resto (siempre las
muestras por quintuplicado para evitar errores experimentales). Tras
incubacién a 372C durante 24 h, se retird el medio de los pocillos, se
lavaron con PBS y se anadieron 180 ul de medio nuevo junto con 20 pl
de una disolucién del pigmento MTT (5 mg-cm3), previamente pasada
por un filtro de 0,2 um para su esterilizacién. Después de 4 horas, se
retird el medio de todos los pocillos y se afiadieron 200 ul de DMSO a
cada uno para solubilizar los cristales azules formados. Por ultimo, se
midié la absorbancia en un lector de placas (Thermo Scientific Multiskan
GO UV/vis) a una longitud de onda de 740 nm.

La supervivencia celular expresada en porcentaje se obtuvo a partir de
las medidas de absorbancia en relacién con la muestra de control segun
la siguiente ecuacién:

[A] tratada 100

[A] control

Los resultados presentados corresponden al valor medio y la desviacién
estdndar de al menos 5 experimentos.
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CAPITULO 3

Fosforos emisores de luz blanca basados en
particulas uniformes de CaX0O4 (X = Mo, W) dopadas
con Dy3* para dispositivos de iluminacion
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Fosforos emisores de luz blanca basados en Dy:CaXO0,4 (X = Mo, W)

Introduccion

En este capitulo se aborda la preparacion y optimizacidon de materiales
luminiscentes emisores de luz blanca apropiados para su empleo en la
fabricacidon de dispositivos de iluminacién, basados en particulas de
CaX04 (X= Mo, W) con forma y tamafio homogéneo, y dopadas con
cationes Dy3*. Para conseguir este objetivo se disefiaron las siguientes
tareas:

a) Desarrollo de métodos de sintesis de particulas uniformes de
CaXO4 (X= Mo, W) dopadas con cationes Dy3*y caracterizacion
de las mismas

b) Evaluacién de las propiedades luminiscentes de las particulas
sintetizadas y andlisis de su dependencia con el nivel de dopado
con el fin de optimizar la intensidad y coordenadas cromaticas
de las emisiones.

c) Analisis comparativo de las propiedades luminiscentes de las
particulas basadas en los dos tipos de matrices (CaMoQOas y
CaWO0a4) con objeto de determinar el emisor de luz blanca
Optimo.

3.1 Particulas uniformes luminiscentes basadas en CaMoO4

3.1.1 Sintesis, mediante precipitacion homogénea en medio poliol, y
caracterizacion de particulas de CaMoO;,

Con objeto de determinar las condiciones experimentales adecuadas
para la sintesis de particulas homogéneas de CaMoOs sin dopar
mediante precipitacion homogénea en medio poliol, en primer lugar, se
estudio el efecto de la naturaleza del disolvente, para lo cual se
mantuvieron constantes las concentraciones de los reactivos (0,02
mol-dm3 de Ca(NOs); y 0,1 mol-dm= de Na:MoOa,), la temperatura
(1202C) y el tiempo de reaccion (20 h). Las caracteristicas morfoldgicas
de las particulas asi obtenidas se resumen en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Forma y tamafo de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de disoluciones que contenian Ca(NO3): (0,02 mol-dm3) y Na:MoO4
(0,1 mol-dm3) empleando diferentes mezclas de disolventes (GLY/H20 o GLY/EG). Las
cifras entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar.

5/0 - Heterogénea - - -
4/1 - Cacahuete 2,8(0,2) 1,2 (0,1) -
35/15 i C|I|ndro,d-e base 2.9(0,3) 13 (0,1) i
esférica

2,5/2,5 - Elipsoide 2,8 (0,3) 1,3(0,1) -
1,5/3,5 - Irregular - - -
0/5 - Irregular - - -
- 3,5/1,5 Irregular - - -

- 2,5/2,5 Esfera - - 1,2 (0,2)
- 2/3 Irregular - - -
- 0/5 Irregular - - -

Como puede observarse, empleando glicerol puro como disolvente se
obtuvieron particulas con forma heterogénea y agregadas (Figura 3.1a).
Sin embargo, al afadir agua al glicerol con diferentes proporciones
GLY/H20 resultaron importantes diferencias en la morfologia vy
uniformidad de las particulas precipitadas (Figura 3.1b-e). Asi, se
pudieron obtener particulas uniformes anisométricas con distinta
morfologia, incluyendo una parecida a la de un cacahuete (Figura 3.1b),
una cilindrica de base esférica (Figura 3.1c) y una elipsoidal (Figura
3.1d), empleando una relacién volumétrica GLY/H,0O igual a 4/1; 3,5/1,5
y 2,5/2,5, respectivamente. Todas estas particulas presentaban una
longitud (~ 3 um) y anchura (~ 1,3 um) similares. Para mezclas mas
ricas en agua (GLY/H;0 < 1,5/3,5) se obtuvieron particulas irregulares
muy agregadas (Figura 3.1e-f).

La forma de las particulas también pudo modularse empleando como
disolvente mezclas de glicerol y etilenglicol. Asi, empleando una
relacion GLY/EG igual a 2,5/2,5 se obtuvieron esferas uniformes con un
didmetro medio de 1,2 um (Figura 3.2b). Sin embargo, cuando se utilizé
una relacién GLY/EG diferente (Figura 3.2ay c) o EG puro (Figura 3.2d),
resultaron entidades irregulares y agregadas.
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Figura 3.1. Imdgenes de SEM de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de disoluciones que contenian Ca(NO3): (0,02 mol-dm3) y Na:MoO4
(0,1 mol-dm3) empleando diferentes disolventes: (a) GLY puro; (b) GLY/H20 = 4/1; (c)
GLY/H:0 = 3,5/1,5; (d) GLY/H20 = 2,5/2,5; (e) GLY/H20 = 1,5/3,5; y (f) agua pura.

Como puede observarse en las ampliaciones insertadas en la Figura 3.1
y 3.2, todas las particulas uniformes obtenidas estan constituidas por
subunidades mds pequefas autoensambladas con tamafio variable
segun las condiciones de sintesis, siendo aproximadamente de 100 nm
para los cacahuetes (Figura 3.1b), 160 nm para los cilindros (Figura
3.1c), 300 nm para los elipsoides (Figura 3.1d) y < 50 nm para las esferas
(Figura 3.2b).
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Figura 3.2. Imdgenes de SEM (a y b) y TEM (c y d) de las particulas obtenidas por
calentamiento a 120°C durante 20 horas de disoluciones de Ca(NO3): (0,02 mol-dm)
y NazMoO:4 (0,1 mol-dm3) empleando diferentes disolventes: (a) GLY/EG = 3,5/1,5; (b)
GLY/EG = 2,5/2,5; (c) GLY/EG = 2/3; y (d) EG puro.

Este tipo de microestructuras autoensambladas es caracteristica de
particulas que se forman mediante procesos de agregacién ordenada
de entidades mas pequefias denominadas particulas primarias [1]. Con
objeto de confirmar la presencia de dichos procesos en nuestro caso, se
estudié el mecanismo de formacién de las particulas mediante el
analisis de los precipitados obtenidos a diferentes tiempos de reaccion.

Asi, para el caso de las particulas con forma elipsoidal, se detecté una
alta turbidez después de un minuto y medio de reaccion, debida a la
precipitacion de particulas pequefias e irregulares (particulas primarias)
con diferentes grados de agregacion, que aparecian junto con algunos
elipsoides (Figura 3.3a), los cuales crecieron posteriormente a expensas
de las primeras hasta alcanzar su tamafo final a los 5 minutos de
reaccion (Figura 3.3b). Al mismo tiempo, se produjo un incremento en
el tamafio de las particulas primarias (Figura 3.3c). Este
comportamiento sugiere que después de la agregacion también tiene
lugar un proceso de recristalizacidn, ya que el rendimiento global de la
reacciéon permanece practicamente constante (alrededor del 80%)
durante este periodo (Tabla 3.2).
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Figura 3.3. Imdgenes de SEM de los precipitados obtenidos tras calentar a 120°C
durante diferentes tiempos de reaccion disoluciones que contienen Ca(NO3s): (0,02
mol-dm?3) y Na:2MoOQs (0,1 mol-dm) empleando diferentes disolventes: (a-c) GLY/H20
=2,5/2,5; (d-f) GLY/H20 = 4/1; y (g-i) GLY/EG = 2,5/2,5.

Se detectd un comportamiento similar para el caso de las particulas con
forma de cacahuete (Tabla 3.2 y Figura 3.3d-f) y las particulas esféricas
(Tabla 3.2 y Figura 3.3g-i), con la Unica salvedad de que la velocidad de
precipitacion fue ligeramente inferior para los cacahuetes y mucho mas
lenta para el caso de las esferas, indicando que la cinética de reaccién
es mas rapida cuanto mayor sea la cantidad de agua presente en el
sistema. Este resultado puede explicarse teniendo en cuenta la
viscosidad de cada uno de los disolventes empleados (glicerol: 1,5 Pa-s,
etilenglicol: 0,01733 Pa-s, agua: 0,001 Pa's), ya que a medida que
aumenta la cantidad de agua, la viscosidad de la mezcla de disolventes
disminuye, favoreciendo asi los procesos de difusién requeridos para la
nucleacidn y agregacidn de las particulas.
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Tabla 3.2. Rendimiento de reaccion obtenido para cada morfologia tras diferentes
tiempos de reaccion.

Forma Tiempo Rendimiento
(%)
Elipsoides 1,5 min 50
Elipsoides 5 min 82
Elipsoides 20h 80
Cacahuetes 3 min 82
Cacahuetes 5 min 91
Cacahuetes 20 h 98
Esferas 2h 9,2
Esferas 4h 48
Esferas 20 h 84

Las diferencias en el tamafio y forma de las particulas obtenidas
empleando diferentes mezclas de disolventes es dificil de explicar, ya
que la formacion de particulas por agregacion de particulas primarias
es un proceso muy complejo que implica varias etapas [2]. Sin embargo,
es obvio que las particulas primarias deben aproximarse inicialmente
mediante un proceso de difusion en el que ejerce una influencia
importante la viscosidad del disolvente. Una vez que las particulas estan
lo suficientemente cerca, la interaccion atractiva que existe entre ellas,
cuya fuerza impulsora es la alta energia superficial de las pequefias
particulas coloidales, debe predominar sobre las interacciones
repulsivas entre las mismas debidas a su carga superficial, cuya
magnitud esta gobernada, entre otros factores, por la acidez, fuerza
idnica y constante dieléctrica del disolvente [3]. Ello justificaria, al
menos cualitativamente, los cambios morfoldgicos observados cuando
varia la naturaleza del disolvente.

Finalmente, es interesante resaltar que la morfologia anisotrdpica
obtenida en la mayor parte de los casos (Figura 3.1b-d) podria atribuirse
a diferentes causas, incluyendo la agregacién preferencial de las
particulas primarias a través de las caras cristalinas de mas alta energia
para minimizar la energia superficial [2], o la presencia de moléculas
adsorbidas en ciertos planos cristalograficos de las particulas primarias,
lo que impide que éstas puedan ponerse en contacto a través de dichos
planos vy, por tanto, agregarse en la direccién perpendicular a los
mismos [2]. Con objeto de dilucidar cudl de ambos mecanismos es el
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que actla en nuestro sistema, se analizaron las muestras obtenidas
mediante espectroscopia FTIR. Los espectros obtenidos (Figura 3.4)
presentaban las bandas a <950 cm™ asociadas a las vibraciones del
grupo molibdato [4] junto con una banda a 1640 cm™, debida a la
vibracién de flexion de moléculas de agua adsorbida, y otra a 3450
cm! atribuible a la vibracion de tensiéon O-H de dichas moléculas [5].
Mas interesante para nuestro propdsito es la presencia de varias
bandas adicionales con una intensidad mucho menor, que pueden
atribuirse a vibraciones de tension (2925 y 2850 cm™) y flexién (entre
1470 y 1370 cm™) de enlaces C-H [6], y a vibraciones de tensién del
enlace C-OH (entre 1100y 1000 cm™) [6], que estarian originadas por
la presencia de moléculas de poliol adsorbidas en la superficie de las
particulas [7]. Estas bandas son algo mas intensas en el caso de las
particulas anisométricas obtenidas en medio GLY, sugiriendo que la
adsorciéon de moléculas de este poliol sobre determinadas caras
cristalograficas de los cristales de CaMoOs podria ser la causa de la
morfologia anisométrica obtenida.

o
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—— Esferas 0
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3
@
(8]
C T T T T T
g 3000 2500 2000 1500 1000
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<
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Figura 3.4. Espectro FTIR de las particulas de CaMoOas con diferente morfologia. Se
inserta ampliacidn (x7) de la regién entre 3500 y 900 cm™.

Ademas de estudiar el efecto que ejerce la composicion del disolvente
sobre las caracteristicas morfoldgicas de las particulas precipitadas,
también se estudid el de la concentracidn de reactivos. A continuacion,
se presentan como ejemplo los resultados obtenidos para el caso de las
particulas con forma de cacahuete (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Largo y ancho (medido en el centro de las particulas) de las particulas
obtenidas por calentamiento a 1202C durante 20 horas de disoluciones con diferente
concentracion de Ca(NOs3): y Na:2MoOs empleando como disolvente una mezcla
GLY/H:0 = 4/1. Las cifras entre paréntesis corresponden a la desviacion estdndar.

0,01 5/1 3,2(0,9) 1,2 (0,4)
0,02 5/1 2,8(0,2) 1,2 (0,1)
0,04 5/1 3,3(0,4) 1,9 (0,2)
0,02 2/1 4,5(0,6) 2,9 (0,5)
0,02 10/1 2,3(0,3) 1,1(0,1)

Como puede observarse, cuando se disminuyé la concentracién total de
reactivos resultaron particulas con una morfologia intermedia entre
cacahuete y cilindro de base esférica con un tamafio mucho mads
heterogéneo (Figura 3.5a), mientras que cuando se aumentd la
concentracion de reactivos, las particulas que se obtuvieron
presentaban una forma con extremos mas redondeados que se asemeja
a un dimero de esferas unidas (Figura 3.5b). Esta misma morfologia se
obtuvo al disminuir la relacion molar Mo04*/Ca%* manteniendo
constante la concentraciéon de calcio, si bien las particulas eran de
mayor tamafio (Figura 3.5c). Por ultimo, cuando se aumenté la relacion
molar Mo04%/Ca?*, las particulas presentaron un tamafio menor y
forma mas préxima al cilindro (Figura 3.5d). Estos efectos pueden
explicarse teniendo en cuenta que un cambio en la concentracion inicial
de reactivos influye tanto en la cinética de precipitacion como en la
fuerza idnica del medio, por lo que afectaria directamente a los
procesos de nucleacidn y agregacién, dando lugar a la precipitacion de
particulas con diferentes caracteristicas morfoldgicas.
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5um

Figura 3.5. Imdgenes de SEM de las particulas obtenidas empleando una mezcla de
disolventes GLY/H:0 = 4/1 y diferentes concentraciones de reactivos: (a) 0,01
mol-dm en Ca(NO3): y 0,05 mol-dm3 en NazMoOQs, (b) 0,04 mol-dm™ en Ca(NO3)z y
0,2 mol-dm™ en Na:MoOsa, (c) 0,02 mol-dm= en Ca(NO3)2 y 0,04 mol-dm™ en Na:MoOa
y (d) 0,02 mol-dm= en Ca(NO3)z y 0,2 mol-dm en NazMoOa.

Para la caracterizacion composicional y estructural de las particulas
obtenidas se seleccionaron las que presentaban forma de cacahuete,
elipsoides y esferas como muestras representativas. Las particulas con
forma de cilindro esférico se descartaron para el resto de los estudios
por ser un estado intermedio entre las particulas con forma de
cacahuete y las elipsoidales.

El difractograma de rayos X obtenido para dichas muestras se presenta
en la Figura 3.6, en el que puede observarse que todas ellas
presentaban la estructura tetragonal tipo scheelita (Apéndice Il)
correspondiente a la fase CaMoQs (PDF: 1-77-2238). El tamafio de
cristal calculado mediante la ecuacién de Scherrer resulté ser de 34 nm
para las esferas, 96 nm para los cacahuetes y mayor de 100 nm para los
elipsoides (por encima del limite superior de aplicabilidad de la
ecuacion de Scherrer). Estos valores estdn de acuerdo con las
observaciones realizadas sobre la microestructura de las particulas a
partir de las imagenes de SEM.
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Figura 3.6. Difractogramas de rayos X obtenidos para las particulas obtenidas con
diferentes morfologias.

Por tanto, podemos concluir que mediante el procedimiento de
precipitacion homogénea desarrollado en este trabajo es posible
obtener particulas homogéneas de CaMoQ4 cuyo tamaiio (en el rango
micrométrico) y morfologia pueden variarse a través del ajuste de las
condiciones experimentales de sintesis, en concreto, la naturaleza del
disolvente (mezclas GLY/H20 y mezclas GLY/EG) y, en menor medida,
las concentraciones de los reactivos (0,01-0,04 mol-dm™ para Ca(NOs)>
y 0,04-0,2 mol-dm para Na2Mo0Qs).

3.1.2 Sintesis y caracterizacion de particulas uniformes de CaMoOa4
dopadas con Dy3*

Para llevar a cabo el proceso de dopado con Dy3* se seleccionaron las
particulas con forma elipsoidal por presentar una mayor cristalinidad,
siendo esta propiedad muy beneficiosa de cara a las propiedades
luminiscentes [8]. Con el objeto de investigar los efectos del nivel de
dopado sobre las caracteristicas morfoldgicas y las propiedades dpticas
de las particulas resultantes, se sintetizaron diversas muestras con
contenido de Dy3* variable utilizando las mismas condiciones
experimentales descritas anteriormente, con la Unica diferencia de que,
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en este caso, ademas se afiadio la cantidad de Dy(NOs); deseada a las
disoluciones de partida.

Se observd que al emplear una relaciéon molar Dy/(Dy+Ca) igual al 0,5%
se obtenian particulas con un tamafio muy heterogéneo (2-20 um) y
una morfologia diferente a la de las particulas sin dopar (Figura 3.7).

Figura 3.7. Imagen de SEM de las particulas de CaMoO4 dopadas con un 0,5% de Dy**
obtenidas empleando como disolvente una mezcla GLY/H20 = 2,5/2,5.

Debido a la imposibilidad de obtener particulas homogéneas dopadas
con Dy3* en un amplio rango de niveles de dopado en estas condiciones,
se procedié a dopar las particulas con forma de cacahuete, las cuales
eran las que presentaban una mayor cristalinidad a excepcién de los
elipsoides. En este caso no se observaron cambios en la morfologia de
las particulas respecto a la muestra sin dopar para niveles de dopado <
0,7% (Figura 3.8), aunque si se detectd una ligera disminucion en el
tamafio de las mismas al aumentar la cantidad de Dy3* (Tabla 3.4).

5um

Figura 3.8. Imagen de SEM de las particulas de CaMoO4 dopadas con diferentes
cantidades de Dy** obtenidas empleando como disolvente una mezcla GLY/H-0 = 4/1.

Estas variaciones en la forma y el tamafio de las particulas producidas
como consecuencia del proceso de dopado podrian relacionarse con el
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hecho de que la sustitucién heteromdrfica de Ca?* por Dy3* implica la
generacion de defectos estructurales como consecuencia de la
diferente valencia de ambos cationes, tales como vacantes catidnicas o
introduccidn de iones intersticiales, los cuales podrian afectar a dichas
caracteristicas morfoldgicas. Es también razonable pensar que los
cationes dopantes podrian modificar las barreras energéticas presentes
en el proceso de nucleacién y en la cinética de crecimiento de los
nucleos [9], y consecuentemente, el tamafo y la forma de las particulas.
Por ultimo, la presencia de dichos cationes podria también alterar la
carga superficial de las particulas y, por tanto, a los procesos de
agregacion implicados en su formacion.

Tabla 3.4. Tamafio de particula, composicion y tamafio de cristal de las particulas de
CaMoOs dopadas con Dy>* obtenidas empleando como disolvente GLY/H.0 = 4/1.

0,35 0,37 2,7(0,2) 1,3 (0,1) 81
0,5 0,51 2,3(0,2) 1,1(0,1) 78
0,7 0,74 2,2(0,1) 1,1(0,1) 79

Todas las particulas dopadas cristalizaron en la misma estructura
tetragonal del CaMoQ,, independientemente de la cantidad de Dy3*
(Figura 3.9). El tamafio de cristal calculado mediante la formula de
Scherrer (Tabla 3.4) resulto ser ligeramente inferior al correspondiente
a la muestra sin dopar (96 nm), lo cual puede asociarse a una variacion
en la cinética de crecimiento provocada por la incorporaciéon de
cationes lantanidos [9]. Por ultimo, se determiné la relacion Dy/(Dy+Ca)
presente en las particulas mediante ICP (Tabla 3.4), resultando valores
muy similares a los valores nominales, indicando que tiene lugar la
precipitacion de ambos cationes en la misma proporcién.
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Figura 3.9. Difractograma de rayos X de las particulas de CaMoO4 dopadas con
diferentes cantidades de Dy?* obtenidas empleando como disolvente una mezcla
GLY/H;0 = 4/1.

Por tanto, podemos concluir que, empleando condiciones
experimentales similares a las que dieron lugar a la formaciéon de
particulas de CaMoO4 con forma de cacahuete, fue posible obtener
particulas uniformes de CaMoO4 dopadas con < 0,7% Dy3* con idéntica
morfologia, si bien su tamano disminuyd ligeramente al aumentar el
nivel de dopado.

3.1.3 Estudio de las propiedades luminiscentes de las particulas
basadas en CaMoO4

Debido a la influencia de la matriz de CaMoO4 sobre las propiedades
luminiscentes de los cationes lantanidos incorporados a la misma, se
analizaron en primer lugar los espectros de excitacion y emision
registrados para la muestra de CaMoOs sin dopar. Como puede
observarse en la Figura 3.10, el espectro de excitacién de las particulas
de CaMoO4 con forma de cacahuete consistia en una banda ancha
centrada a 276 nm, mientras que el espectro de emisidon también
presentaba una Unica banda centrada a 500 nm, la cual es responsable
del color verde azulado observado en la muestra excitada con luz
ultravioleta (imagen insertada en Figura 3.10). Ambas bandas son
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consecuencia de los procesos de transferencia de carga (CTB, del inglés
“charge transfer band”) intrinsecos de los grupos MoQ4? [10].

A, =500 nm

Intensidad (u. a.)
Intensidad (u. a.)

260 280 300 320 340 360 380 400 400 450 500 550 600 650 700 750

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.10. (a) Espectro de excitacion y (b) emision de las particulas de CaMoO4 con
forma de cacahuete. Se inserta una fotografia de la muestra depositada en un filtro e
iluminada con luz UV (A= 254 nm).

Los espectros de excitacién y emisién de las particulas con forma de
cacahuete dopadas con cantidades variables de Dy3* se presentan en la
Figura 3.11. En el espectro de excitacidon (Figura 3.11a) registrado
monitorizando la emisidon del Dy3* a 574 nm se observaron un conjunto
de bandas entre 340 y 400 nm debidas a la excitacion directa de los
cationes Dy>* desde su estado fundamental hasta los niveles de mayor
energia [11] detallados en el Apéndice |I. Ademas, se detectd una banda
ancha centrada a 276 nm, similar a la que presentaba la muestra sin
dopar, que indica la presencia de un proceso de transferencia de
energia (ET) desde los grupos MoO4* hasta los cationes de Dy3* [11].
Esta banda es mucho mds intensa que las bandas correspondientes a la
excitacion directa del Dy3*, por lo que se deduce que esta via de
excitacion es mucho mas efectiva con vistas a obtener la mayor
intensidad de emision del Dy**en esta matriz. Los espectros de emision
(Figura 3.11b) asi obtenidos mostraron las caracteristicas esperadas
para la emisién del catiéon Dy3*, que consisten, esencialmente, en dos
grupos de bandas en la regidon del azul-verde y del amarillo-naranja,
correspondientes a las transiciones electrdnicas entre los niveles #Fg/; —
6H1s/2 v *Fo/2 — ®H13/2, respectivamente [11]. Hay que mencionar que en
todos los espectros de emisiéon se observd una banda ancha menos
intensa en la regién azulada del espectro (desde 400 a 600 nm) debida
a la emisién residual de la matriz de CaMoOQ,, indicando que el proceso
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de transferencia de energia desde los grupos MoO4? hasta el Dy** no es
completo. Por otra parte, en dicha figura puede observarse que la
intensidad de las bandas de emisidn del Dy3* es practicamente idéntica
en todas las muestras, no aumentando con el nivel de dopado, a pesar
de que asi se aumenta el nimero de centros emisores. Ello podria
deberse a una disminucién en la eficiencia de la luminiscencia en las
muestras con mayor contenido en Dy3* provocada por el conocido
proceso de desactivacion por concentracion.

Dy(0,7%):CaMoO, a Dy:CaMoO,  Fg,-"H,, b
A= 574 nm % =276 nm
Dy*: 4f4f ”
——0.35% Dy
‘%Y ——0.5% Dy

0.7% Dy

Intensidad (u. a.)
Intensidad (u. a.)

350 375 400 425

T T T T T T T T
250 300 350 400 450 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.11. (a) Espectro de excitacion (Aem = 574 nm) registrado para la muestra de
Dy(0,7%):CaMo0Qa4 con forma de cacahuetes y (b) espectros de emision (Aex = 276 nm)
registrados para las muestras con forma de cacahuete dopadas con diferentes

cantidades de Dy**. Se inserta ampliacioén (x150) de la regién comprendida entre 330
y 425 nm.

Para confirmar esta hipdtesis se procedio a llevar a cabo el andlisis de
la dindmica de la luminiscencia mediante la determinacién de los
tiempos de vida (t) de las emisiones del Dy3* a partir de las curvas de
decaimiento de la emision a 574 nm (*Fs/2 — ®H13/2) (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Curvas de decaimiento obtenidas para la emision mds intensa de las
particulas de CaMoQsdopadas con Dy3*.

Estas curvas pudieron ajustarse considerando un modelo
biexponencial, cuyos parametros se muestran en la Tabla 3.5. Este
comportamiento ya ha sido observado anteriormente para este sistema
[12] y para otros nanofésforos basados en lantanidos [13], y se puede
explicar debido a la existencia de dos tipos de cationes Dy3*, unos
localizados cerca de la superficie de la particula, cuya luminiscencia estd
influenciada por las impurezas o defectos superficiales que actuan
como desactivadores de la luminiscencia (componente de tiempo mds
corto), y otros localizados en el interior de la particula, cuya
luminiscencia no se ve afectada por dichos defectos superficiales
(componente de tiempo mas largo) [13].

Tabla 3.5. Valores de tiempo de vida (11 y 12) de las emisiones correspondientes a las
dos componentes (A1 y Az) y tiempo de vida promedio (<t>) obtenido para las
particulas de CaMoO4 dopadas con Dy** medidos a partir de las curvas de decaimiento
de la emisién correspondiente a la transicién *Fo/2 — °Hiss> del Dy®* (574 nm) tras excitar
con una longitud de onda de 276 nm. Los valores entre paréntesis corresponden al
error experimental de la medida.

0,35% 11,1 487(2) 889 257(13)  252(13)
0,5% 10,1 54,5(3) 89,9 242(12)  237(12)
0,7% 10,6  62,3(3) 89,4 244(12)  238(12)
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En la Tabla 3.5 también se incluye el valor del tiempo de vida promedio
<> correspondiente a cada muestra, el cual experimentd un ligero
descenso (desde 0,252 a 0,237 ms) cuando se aumentd el contenido de
Dy3* por encima del 0,35% en las particulas, indicando que la magnitud
de los procesos no-radiativos también aumenta en las muestras con
mayor nivel de dopado. Este hecho confirma la presencia del conocido
efecto de desactivacidn por concentracion [14] para contenidos en Dy3*
por encima del 0,35%, siendo este valor el que da lugar a la muestra
mas eficiente.

Finalmente, también se registraron las curvas de decaimiento para la
emision de la matriz de CaMoOs a 510 nm (Figura 3.13) con el fin de
evaluar la eficiencia de la transferencia de energia (n) desde la matriz
hacia los cationes Dy3* segun la siguiente ecuacién [15]:

n=1-(t/t)

Siendo 1 el tiempo de vida del donador (en este caso la matriz de
CaMo0a4) en presencia del cation emisor y 1o el tiempo de vida del
donador en ausencia del mismo.

Dy:CaMoO,
s B 0% Dy
10 = }Lex - 276 nm 035%) Dy

Ay =510nm 4+ 05% Dy

e 0.7% Dy

2

©

®©

S

(2]

T 1n2
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0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (us)

Figura 3.13. Curvas de decaimiento obtenidas para la emision de la matriz de CaMoQ4
pura y dopada con Dy**.

Como puede observarse en la Tabla 3.6, el valor de <>, que para la
muestra sin dopar (15,6 us) es similar al valor reportado previamente
para particulas de CaMoOs (15,7 ps) [13], disminuye a medida que
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aumenta el nivel de dopado como cabria esperar debido al proceso de
transferencia de energia. Consecuentemente, el valor de n obtenido a
partir de esos valores de <t> aumenta desde el 5,7 %, para la muestra
con un 0,35 % de Dy3*, hasta el 16 % para la muestra con un 0,7 % de
Dy3* (Tabla 3.6). Estos valores son comparables a los reportados
previamente (18 %) para fosforos basados en CaMoOs dopados con una
cantidad similar de Dy3* (<1 %) [13].

Tabla 3.6. Valores de tiempo de vida (11 y 12) de las emisiones correspondientes a las
dos componentes (A1 y Az) y tiempo de vida promedio (<t>) obtenido para las
particulas de CaMoO4 dopadas con Dy** medidos a partir de las curvas de decaimiento
de la emision de la matriz de CaMoQ4 (510 nm) tras excitar con una longitud de onda
de 276 nm. También se incluyen los valores de la eficiencia de la transferencia de
energia (n) obtenidos. Los valores entre paréntesis corresponden al error experimental
de la medida.

Sin dopar 13 3,93(0,200 87 16,0(0,8) 156(0,8) -
0,35% 11  3,15(0,16) 89 150(0,8) 14,7(0,7) 5,77
0,5% 17  3,47(0,17) 83 14,0(0,7) 13,5(0,7) 13,5
0,7% 19  3,31(0,17) 81 13,6(0,7) 13,1(0,7) 16,0

Finalmente, como consecuencia de las emisiones del Dy3* y la emisién
azul residual de la matriz de CaMoOQg, la luminiscencia de todos los
fosforos dopados con Dy3* presentaba un color verde amarillento
(Figura 3.14), cuyas coordenadas cromaticas son muy similares entre si
(Tabla 3.7) y se localizan en la zona periférica de la zona del diagrama
cromatico CIExy correspondiente al color blanco (Figura 3.15). La
temperatura del color resultante (Tabla 3.7) indica que se trata de una
luz fria en todos los casos.

0,35% Dy 0,5% Dy 0,7% Dy

Figura 3.14. Fotografia de la luminiscencia producida por las muestras de CaMoO4
dopadas con Dy?* al ser excitadas con una ldmpara de descarga de mercurio (A = 254
nm).
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Tabla 3.7. Coordenadas de color CIE (x, y) y valores de temperatura del color de las
emisiones correspondientes a las muestras dopadas con Dy3*.

0,7% Dy** 0,285 0,384 7345
0,5% Dy** 0,276 0,378 7821
0,35 % Dy** 0,269 0,372 8112
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Figura 3.15. Diagrama CIExy en el que se representan las coordenadas cromdticas de
las muestras de CaMoOs sin dopar y dopadas con diferentes cantidades de Dy>* (0,35
—0,7%). La zona delimitada con una linea se considera la region del color blanco.

3.2 Particulas uniformes luminiscentes basadas en CaWO;,

3.2.1 Sintesis, mediante precipitacion homogénea en medio poliol, y
caracterizacion de las particulas basadas en CaWO4

Debido a la similitud estructural y composicional del CaWOs vy el
CaMo0Os anteriormente estudiado, para la sintesis de particulas
uniformes de CaWO4 se tomd como punto de partida las mismas
condiciones experimentales que dieron lugar a particulas uniformes en
el caso del CaMo0O4 (disoluciones en mezclas GLY/H20 de Ca(NOs); (0,02
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mol-dm3) y NaaWO4 (0,1 mol-dm3) calentadas a 120°C durante 20
horas), obviamente sustituyendo el precursor de molibdato por el de
volframato. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Forma y tamaiio (obtenido a partir de imdgenes de TEM y SEM) de las
particulas obtenidas por calentamiento durante 20 horas a 120°C de disoluciones de
Ca(NOs)2 (0,02 mol-dm3) y Na:WOs (0,1 mol-dm3) usando diferentes mezclas de
disolventes. Las cifras entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar.

GLY/H:0 4,5/0,5 Esferoidal con ) 10(3)
agregacion
GLY/H0 4/1 Esferoidal 36 (8) 28 (6)
GLY/H20 3,5/1,5 Esferoidal 32 (9) 25(7)
GLY/H20 3/2 Esférica 956 (232) -
EG/H.0 4,5/0,5 Irregular <10 <10
EG/H20 4/1 Esferoidal 24 (6) 18 (5)
EG/H20 3/2 Esférica 921 (115) -

En ella se observa que Unicamente se obtuvieron particulas uniformes
para la mezcla GLY/H,0 = 3/2 (Figura 3.16d), las cuales presentaron
forma esférica y un diametro de 956 nm (Tabla 3.8). El cambio del GLY
por EG en dicha mezcla de disolventes dio lugar a un comportamiento
similar, con la Unica diferencia de que el tamafo de las esferas era algo
inferior (921 nm, Tabla 3.8) y su uniformidad mayor (Figura 3.17c).

Como puede observarse en las imagenes de SEM, las particulas
esféricas que se obtienen (Figura 3.16d y 3.17c) estaban formadas por
particulas mas pequefias (particulas primarias) que se agregan
formando unidades mayores con forma esférica. Este tipo de
mecanismo de formacidon de particulas es muy similar al ya analizado
para el caso anterior de las particulas de molibdato de calcio.
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Figura 3.16. Imdgenes de TEM (a, b y c) y SEM (d) de las particulas obtenidas por
calentamiento a 1202°C durante 20 horas de disoluciones 0,02 mol-dm en Ca(NO3)z y
0,1 mol-dm™3 en Na:WOas en diferentes mezclas GLY/H20: a) 4,5/0,5; b) 4/1; c¢) 3,5/1,5;
d) 3/2.

El distinto comportamiento que presenta el sistema CaWO4 cuando se
compara con el de CaMoOs puede relacionarse con diferencias en la
cinética de precipitacion entre el anion WO4% y el anién Mo04?, lo que
podria dar lugar a particulas con diferentes caracteristicas morfoldgicas.

Figura 3.17. Imdgenes de TEM (a y b) y SEM (c) de las particulas obtenidas por
calentamiento a 1202C durante 20 horas de disoluciones 0,02 mol-dm™ en Ca(NO3s)2 y
0,1 mol-dm™ en Na:WOa en diferentes mezclas EG/H20: a) 4,5/0,5; b) 4/1; c) 3/2.

Las particulas esféricas presentaban la estructura cristalina tetragonal
tipo scheelita del CaWOas, como puede observarse en el difractograma
de rayos X obtenido para dicha muestra (Figura 3.18).
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EG/agua: 3/2

I T Y

Tetragonal CaWoO,
PDF: 1-72-1624
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Figura 3.18. Difractograma de rayos X obtenido para la muestra representada en la
Figura 3.17c. Se incluye el patron correspondiente a la fase tetragonal de CaWOa.

3.2.2 Sintesis, mediante precipitacion homogénea en medio poliol, y
caracterizacién de las particulas de CaWO, dopadas con Dy3*

Para llevar a cabo el proceso de dopado con Dy3* de las particulas
esféricas de CaWOs anteriormente obtenidas, se seleccionaron las
condiciones experimentales (disolvente constituido por una mezcla
EG/H,0 con una relacién 3/2) que dieron lugar a las particulas (Figura
3.17c) con una distribucidon de tamafio mas estrecha (Tabla 3.8).

Se observd que para un nivel de dopado del 0,5% molar de Dy3*
resultaron precipitados muy irregulares constituidos por entidades muy
pequefias y agregadas como las que se observan en la Figura 3.19. Este
cambio drastico en la morfologia de las particulas podria deberse a las
mismas causas ya descritas para el sistema Dy:CaMoOa.
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-

Figura 3.19. Imagen de TEM de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de disoluciones 0,0198 mol-dm~ en Ca(NOs)z, 0,0002 mol-dm en
Dy(NOs)s y 0,1 mol-dm™ en Na:WOs empleando una mezcla EG/Hz0 3/2.

En conclusidn, si bien se ha conseguido obtener particulas esféricas
uniformes de CaWOs con un tamafo préximo a la micra mediante
precipitacion homogénea en medio poliol, el proceso de dopado de las
mismas con Dy3* dio lugar a particulas con formay tamafio heterogéneo
gue no cumplen el requisito de uniformidad que se planteé como
objetivo en este trabajo.

3.2.3 Sintesis, mediante precipitacion en microemulsiones, y
caracterizacion de las particulas basadas en CaWO4

Debido a que el método de sintesis anteriormente descrito no fue
efectivo para obtener las particulas uniformes deseadas, se decidié
emplear un método de sintesis basado en la precipitacién en
microemulsiones, cuyas caracteristicas esenciales se analizaron en el
Capitulo 2.

Los resultados obtenidos del analisis de los efectos de las distintas
variables experimentales sobre las caracteristicas morfolégicas de las
particulas obtenidas mediante este método se resumen en la Tabla 3.9.
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Tabla 3.9. Forma y tamafio (medido a partir de imdgenes de TEM) de las particulas
obtenidas mediante precipitacion asistida por microemulsiones empleando diferentes
composiciones de la emulsion y diferentes concentraciones de precursores. Los valores
entre  paréntesis  corresponden a la  desviacion  estdndar. T:0:C=
triton:octanol:ciclohexano.

1.5:2:8 0,08 8/1 Elipsoidal  510(92) 187 38)
3:2:8 0,08 8/1 Elipsoidal 162 (22)  67(8)
6:2:8 0,08 8/1 Irregular 21 (8) -
3:2:8 0,08 a/1 Elipsoidal 822 (151) 307 42)
3:2:8 0,08 16/1 Irregular 26 (6) -
3:2:8 0,04 8/1 Elipsoidal 773 (110) 267 49)
3:2:8 0,16 8/1 Irregular 23 (9) -

Como puede observarse, empleando una relacion madsica de
triton:octanol:ciclohexano (T:0:C) igual a 3:2:8, una concentracién de
Ca®* de 0,08 mol-dm3 y una relacion molar WO4%>/Ca?* de 8/1 se
obtuvieron particulas con forma elipsoidal y con un tamafo de 162 x 67
nm (Figura 3.20a).

Con el objetivo de analizar el efecto de la composicién de la emulsidn
sobre la forma y el tamafio de las particulas se varié la relacion T:0:C
manteniendo constantes el resto de variables experimentales. Como se
observa en la Tabla 3.9, cuando se disminuyd la cantidad de tritén X-
100 (relacion masica T:0:C de 1,5:2:8) resultaron particulas mas
grandes (510 x 187 nm) y con forma elipsoidal (Figura 3.20b). Por el
contrario, tras aumentar la cantidad de tritén X-100 (relacion masica
T:0:C de 6:2:8) resultaron particulas (Figura 3.20c) mucho mas
pequefias (21 nm). Este aumento del tamafio de particula al disminuir
la concentracién de surfactante ya ha sido observado para otros
sistemas sintetizados mediante emulsiones, siendo atribuido a la menor
disminucion de la tensidn superficial producida en estas condiciones,
resultando, por tanto, gotas mas grandes [16].
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Figura 3.20. Imdgenes de TEM de las particulas obtenidas usando diferentes relaciones
madsicas de T:0:C: (a) 3:2:8, (b) 1,5:3:8, (c) 6:3:8.

La concentracién de los precursores también tuvo un gran efecto sobre
las caracteristicas morfoldgicas de las particulas precipitadas. Asi, una
disminucién de la relacion molar W0O4?/Ca?* (desde 8/1 a 4/1) (Figura
3.21a) o de la concentracién de cationes Ca%* (desde 0,08 a 0,04
mol-dm3) (Figura 3.21c) dio como resultado particulas elipsoidales
(Tabla 3.9) mas grandes (822 x 307 y 773 x 267 nm, respectivamente).
Por otro lado, cuando se aumentd la relacién molar WO4%*/Ca?* (desde
8/1 a 16/1) (Figura 3.21b) o la concentracion de cationes Ca®* (desde
0,08 a 0,16 mol-dm™3) (Figura 3.21d) se obtuvieron particulas irregulares
mas pequefias (=26 y =23 nm, respectivamente) (Tabla 3.9). Estos
efectos pueden relacionarse con las variaciones en la fuerza idnica
asociadas al cambio en la concentracidn de reactivos, ya que se ha
documentado que un aumento de tal magnitud da como resultado la
reduccion de las fuerzas repulsivas entre las cabezas polares de los
surfactantes, reduciendo asi el tamafio de particula [17].
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Figura 3.21. Imdgenes de TEM de las particulas obtenidas usando disoluciones acuosas
con diferente concentracién de precursores: (a) 0,08 mol-dm de CaCl; y WO4*/Ca®* =
4/1; (b) 0,08 mol-dm= de CaCl> y WO+ /Ca?* = 16/1; (c) 0,04 mol-dm de CaCl> y WO+
/Ca®* =8/1; y (d) 0,16 mol-dm~ de CaCl. y WO+*/Ca?* = 8/1.

También se estudio el efecto del tiempo de envejecimiento sobre las
caracteristicas morfolégicas de las particulas homogéneas presentadas
en la Figura 3.20a. Como puede observarse en la Figura 3.22, tras 1 hora
de reaccion aparecieron particulas elipsoidales (155 x 62 nm) muy
similares a las particulas finales. El aumento del tiempo de reaccion
hasta 3 horas y 24 horas no dio lugar a cambios en las caracteristicas
morfolégicas de las particulas. Sin embargo, el rendimiento global de la
reacciéon aumentd a medida que aumentaba el tiempo de reaccidon
hasta alcanzar un valor préoximo (88%) al correspondiente a la
precipitacion completa tras 48 h de reaccion (Tabla 3.10), indicando la
conveniencia de este envejecimiento prolongado desde el punto de
vista practico.
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Figura 3.22. Imdgenes de TEM de las particulas de CaWO4 obtenidas empleando las
condiciones experimentales que generan las nanoparticulas elipsoidales mostradas en
la Figura 3.20a con diferentes tiempos de reaccion.

Por ultimo, es interesante resaltar la forma elipsoidal de las particulas
precipitadas, ya que desde el punto de vista termodinamico, las
particulas obtenidas mediante emulsiones deberian de ser esféricas o
equiaxiales [17], pues su forma, en general, viene impuesta por la
geometria esférica de las gotas, si bien, bajo ciertas composiciones de
la emulsién, se pueden producir micelas con otras formas [17]. No
obstante, se ha reportado que se pueden formar particulas
anisométricas en el seno de microemulsiones a través de una
agregacion direccional de pequenas subunidades (particulas primarias),
como ya se ha comentado que ocurre en nUMerosos casos en Procesos
de sintesis mediante precipitacion homogénea [18]. En nuestro caso
podriamos estar en esta situacién ya que, como se detallard a
continuacion, nuestras particulas tienen caracter policristalino, lo cual
estaria de acuerdo con dicho comportamiento.

Tabla 3.10. Rendimiento de reaccion observado para la sintesis de las particulas
elipsoidales mostradas en la Figura 3.20a con diferentes tiempos de reaccion.

24 h 67

48 h 88

Por tanto, de este estudio se concluye que para obtener nanoparticulas
uniformes con forma elipsoidal, de tamafio ajustable entre 162 x 67 nm
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y 822 x 307 nm mediante sintesis en microemulsiones, empleando el
procedimiento experimental descrito en este trabajo, es necesario un
conjunto de condiciones experimentales, las cuales consisten en
emplear una relacién masica de T:0:C comprendida entre 1,5:2:8 y
3:2:8, una concentracién de cationes Ca?* en el rango de 0,04 a 0,08
mol-dm3, una relacion molar WO4?/Ca?* en el intervalo de 4/1 a 8/1y
una relacién volumétrica entre fase acuosa/fase organica de 1,76/13 en
cada una de las microemulsiones.

Para la caracterizacién composicional y estructural de las
nanoparticulas obtenidas se selecciond la muestra constituida por
nanoparticulas elipsoidales de 162 x 67 nm, mostradas en la Figura
3.20a, como ejemplo representativo. El difractograma de rayos X
obtenido para dicha muestra (Figura 3.23) indicd que las nanoparticulas
consistian en CaWQs con estructura scheelita (PDF 1-72-257). El tamafio
de cristal, calculado mediante el método de Scherrer a partir de la
reflexion 101 (2 theta = 18,6°), era muy inferior (38 nm) al tamafio de
las particulas medido a partir de la imagen de TEM (162 x 67 nm),
indicando que las particulas estdn formadas por varios dominios
cristalinos como cabria esperar en particulas formadas por agregacion.

Wb

CaWO, Tetragonal
PDF: 01-072-0257
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Figura 3.23. Diagrama de difraccion de rayos X obtenido para la muestra constituida
por nanoparticulas elipsoidales de 162 x 67 nm (Figura 3.20a) y patron de difraccion
correspondiente a CaWOs tetragonal.
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En el espectro FTIR de la misma muestra (Figura 3.24) se observaron
claramente las bandas a <1000 cm™ asociadas a las vibraciones del
grupo volframato [19]. También en dicho espectro, se detectd una
banda a 1635 cm™ debida a la vibracidn de flexion de las moléculas de
agua adsorbida, y otra a 3415 cm™ atribuible a la vibracion de tension
del enlace O-H de dichas moléculas [5]. Finalmente, se observaron tres
grupos de bandas con muy baja intensidad en los rangos espectrales
desde 2950 a 2840 cm™?, desde 1480 a 1340 cm™ y desde 1140 a 1020
cml. Estas bandas podrian ser debidas a vibraciones de tensién de
enlaces CHs, de flexién de grupos -CHs y de tensién del enlace C-O-C,
respectivamente, las cuales estarian asociadas a la presencia de
pequefias cantidades de tritén X-100 [20] adsorbidas en la superficie de
las nanoparticulas. Por tanto, se puede concluir que estas NPs se
encuentran libres de impurezas organicas superficiales a excepcién de
una infima cantidad de tritén X-100 incorporado en la superficie de las
mismas.
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Figura 3.24. Espectro FTIR de la muestra constituida por nanoparticulas elipsoidales
de 162 x 67 nm (Figura 3.20a). Se inserta ampliacion (x10) de la region del espectro
comprendida entre 3000 y 1000 cm™.
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3.2.4 Sintesis, mediante precipitacion en microemulsiones, y
caracterizacién de las particulas de CaWO, dopadas con Dy3*

Con el objetivo de estudiar la capacidad de la matriz de CaWOQ4 para la
obtencidén de fésforos emisores de luz blanca, se prepararon muestras
de nanoparticulas dopadas con diferentes cantidades de Dy3*. Para ello,
se emplearon las mismas condiciones experimentales en las que se
forman las nanoparticulas elipsoidales del material sin dopar y se le
afiadio la cantidad deseada de DyCls a la emulsién inicial en la que se
incorpora el CaCls.

(B VaRe

1 0,35% Dy r ik

Figura 3.25. Imdgenes de TEM de las particulas de CaWO4 dopadas con diferentes
cantidades de Dy3*.

Se observd que para cantidades nominales de Dy3* comprendidas entre
el 0,35 y 0,7% molar, las particulas obtenidas presentaban la misma
forma (Figura 3.25) pero con una ligera disminucién en el tamafio de las
mismas (Tabla 3.11) con respecto a las particulas sin dopar. Esta
disminucion de tamano podria relacionarse con el incremento de la
fuerza idnica producido por la sustitucion de algunos iones Ca?* por
iones Dy3* de mayor valencia que daria lugar a una disminucién del
tamafio de gota, como se ya ha sido discutido en la seccién anterior. Sin
embargo, es posible que esté presente algun efecto adicional que
desconocemos, ya que las particulas mas pequefias son las que se
obtienen con la menor cantidad de Dy3*.

El analisis quimico realizado mediante la técnica de ICP (Tabla 3.11) para
estas particulas reveld que la relacién molar Dy/(Dy+Ca) era muy similar
a la relacion nominal empleada, lo que sugiere que ambos cationes
precipitan en la misma proporcion.
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Tabla 3.11. Composicion [relacion molar Dy/(Dy+Ca)] y tamafio (obtenido por TEM) de
las nanoparticulas dopadas con diferentes cantidades de Dy3*. Los valores entre
paréntesis corresponden a la desviacion estdndar.

0,35 0,40 78(12)  38(5)
0,5 0,51 95(15) 40 (5)
0,7 0,71 92(12)  37(5)

Mediante difraccién de rayos X (Figura 3.26) no se observaron
diferencias entre las muestras dopadas y la sin dopar con respecto a su
estructura cristalina, que consistia en CaWO4 con estructura tetragonal.
El tamafio de cristal calculado mediante el método de Scherrer para las
nanoparticulas dopadas con Dy3* (Tabla 3.12) también resultd ser muy
similar al obtenido para las particulas sin dopar (38 nm), indicando que
el dopado no altera la microestructura de las mismas. Asi pues,
podemos concluir que el método de sintesis desarrollado en este
trabajo basado en el uso de microemulsiones es también apropiado
para obtener nanoparticulas de CaWO4 dopadas con Dy3 cuyo tamafio
es ligeramente inferior al de las nanoparticulas sin dopar.

‘\ 0,7% Dy
d A M A ]
| ‘\ 0,5% Dy
h J\ 0,35% Dy
l N 0% Dy

Patron CaWO .
| L | PDF:1-72:257
1 1 | 1

20 40 60 80
2 Theta (grados)

Figura 3.26. Difractogramas de rayos X obtenidos para las muestras de nanoparticulas
de CaWO4 dopadas con diferentes cantidades de Dy**. También se incluye el patrén de
difraccion correspondiente al CaWOa.
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Tabla 3.12. Tamafo de cristal calculado para las particulas de CaWOQ4 dopadas con
distintas cantidades de Dy3*.

Relaciéon molar Tamano de
Dy/(Dy+Ca) cristal (nm)

0% 38
0,35% 37
0,5% 34
0,7% 33

3.2.5 Estudio de las propiedades luminiscentes de las particulas
basadas en CaWO,

Al igual que en el sistema de CaMoOQOs4, en este caso también se
analizaron en primer lugar los espectros de excitacion y emision de las
nanoparticulas elipsoidales de CaWOs sin dopar. Dichos espectros se
muestran en la Figura 3.27a y b, respectivamente. Como puede
observarse, el espectro de excitacién obtenido al monitorizar la
longitud de onda de emisién (430 nm) reportada para este tipo de
fésforos [21, 22] consiste en una banda ancha cuyo maximo se
encuentra por debajo de 250 nm [21], que queda fuera del limite de
deteccién de nuestro fluorimetro. El espectro de emision obtenido
excitando a este valor de longitud de onda mostraba una Unica banda
ancha centrada en 430 nm, la cual es responsable del color azulado de
la emision de este fésforo (imagen insertada en la Figura 3.27b), para la
gue resultaron unas coordenadas cromaticas x = 0,166 e y = 0,122.
Ambas bandas de excitacion y emisidon se atribuyen a procesos de
transferencia de carga (CTB) en los grupos WO4?" [21], similares a las
que tiene lugar en los grupos Mo04%.
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hom = 430 nm hem =230 M

Intensidad (u. a.)
Intensidad (u. a.)

T T T T T T
250 300 350 400 400 500 600 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.27. (a) Espectro de excitacion de las nanoparticulas de CaWOa4 sin dopar
monitorizando la emision a 430 nm. (b) Espectro de emision de la misma muestra
excitada con una longitud de onda de 250 nm. Se inserta una fotografia de la misma
muestra depositada en un filtro y excitada con luz UV (A= 254 nm).

En la Figura 3.28a se muestra el espectro de excitacién obtenido para la
muestra de CaWO4 dopada con Dy3* (0,7 %) monitorizando la emisién
mas intensa de este fdsforo (572 nm) [23]. En él pueden observarse
bandas estrechas en el intervalo 320-380 nm debidas a la excitacidn
directa de los cationes Dy3* [23], como ya se menciond para el sistema
Dy:CaMoQs. Asimismo, se observa una banda ancha y mucho mas
intensa, debida a la transferencia de energia (ET) de los grupos
volframato a los cationes Dy3*, cuyo maximo se encuentra desplazado
hacia mayor energia (por debajo de 250 nm) respecto a la previamente
observada para el sistema Dy:CaMoOQO4 (276 nm). De esto se deduce que
la manera mads favorable de excitar este fosforo es a través de la banda
de transferencia de energia. Empleando una longitud de onda de
excitacion correspondiente a dicho proceso (250 nm), se detectaron en
todas las muestras dopadas con Dy3* las emisiones caracteristicas de
estos cationes (Figura 3.28b), debidas a las transiciones electrénicas
desde el estado excitado °Fg/> hasta los niveles ®His/, (desde 470 a 490
nm)y ®Hi3/2 (572 nm) [23], ademds de la banda de emisidn ancha debida
a la matriz de CaWQ4 (430 nm), cuya intensidad disminuye con respecto
a la muestra sin dopar debido a los procesos de transferencia de
energia. También se pudo observar un ligero incremento en la
intensidad de emisién del Dy3* cuando se aumenté el nivel de dopado
desde el 0,35% hasta el 0,5%, mientras que para un contenido de Dy3*
igual al 0,7% la intensidad de emision decrecid.
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Figura 3.28. (a) Espectros de excitacion de las nanoparticulas de CaWQO4 dopadas con
Dy3* monitorizando la emisién a 572 nm, incluyendo una ampliacidn de la regién entre
315-400 nm para una mejor visualizacion de las transiciones electrénicas
correspondiente a la configuracion 4f° de los cationes Dy**. (b) Espectros de emisidn

(Aex = 250 nm) de las nanoparticulas de CaWOa sin dopar y dopadas con diferentes
cantidades de Dy

Este efecto podria asociarse a una disminucién de la eficiencia de la
luminiscencia provocado por el ya mencionado efecto de desactivacion
por concentracién [14], que fue confirmado mediante el analisis de los
tiempos de vida de la luminiscencia (t) obtenidos a partir del registro de
las curvas de decaimiento registradas para la emisién del Dy3* a 574 nm
(*Fo/2 — ®H13/2) (Figura 3.29).

10° - Dy:CaWoO,
A= 250 nm 0.35 % Dy
hogm= 974 NM + 0.5% Dy
s + 0.7 % Dy
S
g 3
E 107
[7]
c
2
£
10
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Tiempo (ms)

Figura 3.29. Curvas de decaimiento obtenidas para la emision mds intensa de las
nanoparticulas de CaWOsdopadas con Dy>*.
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Esas curvas pudieron ajustarse considerando también un modelo
biexponencial, ya observado anteriormente para este sistema [22, 23],
cuyo origen ha sido ya discutido para el caso del sistema basado en
CaMo0Oa4 y cuyos parametros se muestran en la Tabla 3.13. En esta tabla
también se incluye el valor del tiempo de vida promedio <>
correspondiente a cada muestra, el cual experimenté un descenso
progresivo (desde 382 a 327 us) a medida que aumento el contenido de
Dy3* (desde 0,35% a 0,7%) en las nanoparticulas. Este hecho confirma
la presencia del conocido efecto de desactivacion por concentracién
[14] para contenidos en Dy3* por encima del 0,35%, siendo este valor el
gue da lugar a la muestra mas eficiente.

Tabla 3.13. Valores de tiempo de vida (11 y 12) de las emisiones correspondientes a las
dos componentes (A1 y Az) y tiempo de vida promedio (<t>) obtenido para las
nanoparticulas de CaWO: dopadas con Dy** medidos a partir de las curvas de
decaimiento de la emisién correspondiente a la transicion *Fes2 — ®His/2 del Dy** (574
nm) tras excitar con una longitud de onda de 250 nm. Los valores entre paréntesis
corresponden al error experimental de la medida.

0,35 18,8 984(5) 81,3 398(20)  382(19)
0,5 21,9 954(5) 78,1 377(19)  358(18)
0,7 253 97,6(5) 74,7 349(17)  327(16)

Asimismo, se evalud la eficiencia del proceso de transferencia de
energia (n) desde la matriz de CaWO; a los cationes Dy>* a partir de las
curvas de decaimiento registradas para la emisiéon de la matriz de
CaWO04 a 430 nm de las distintas muestras (Figura 3.30) empleando el
mismo procedimiento que para el sistema de CaMoOQas.

107



Capitulo 3

Tabla 3.14. Valores de tiempo de vida (t1 y 12) de las emisiones correspondientes a las
dos componentes (A1 y Az) y tiempo de vida promedio (<t>) obtenido para las
nanoparticulas de CaWOs dopadas con Dy** medidos a partir de las curvas de
decaimiento de la emision de la matriz de CaWO4 (430 nm) tras excitar con una
longitud de onda de 250 nm. También se incluyen los valores de la eficiencia de la
transferencia de energia (n) obtenidos. Los valores entre paréntesis corresponden al
error experimental de la medida.

noopar 728 S8y M04m sy
0,35% 86,2 (36?1896; 13,8 (90"45372) (1:’6}3615) 30,15
0% sn U g9 U5 A0 g,
om me My, S e g

Como puede observarse en la Tabla 3.14, el valor de <t>, que para la
muestra sin dopar (7,527 us) es similar al valor reportado previamente
para nanoparticulas de CaWOa (8,46 ps) [23], disminuyd a medida que
aumenté el nivel de dopado como cabria esperar debido al proceso de
transferencia de energia. Como consecuencia, el valor de n obtenido a
partir de esos valores de <t>aumenté desde el 30,15 %, para la muestra
con un 0,35% de Dy, hasta el 37,56 % para la muestra con un 0,7% de
Dy3* (Tabla 3.13). Hay que destacar que estos valores son mas altos que
los reportados previamente (<20 %) para fésforos basados en CaWO4
dopados con una cantidad similar de Dy3* (<1 %) [24], indicando una
mayor eficiencia del proceso de transferencia de energia en nuestro
caso.
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Figura 3.30. Curvas de decaimiento obtenidas para la emision de la matriz de CaWO4
pura y dopada con Dy**.

Finalmente, como consecuencia de las emisiones del Dy3* y la emisién
azul residual de la matriz de CaWO, las coordenadas cromaticas (Tabla
3.15) de la luz emitida por todos los fosforos preparados (Figura 3.31),
se encuentran en la region del blanco del diagrama CIExy (Figura 3.32),
siendo la muestra con las coordenadas cromaticas mds parecidas a las
del blanco perfecto (x = 0,33, y = 0,33) la que contiene 0,35 % de Dy>* (x
= 0,281, y = 0,304). No obstante, el color resultante de sus emisiones
presenta un tono azulado que conlleva una temperatura del color
elevada (6804 K) (Tabla 3.15) y, por tanto, se trata de una luz fria.

0,35% Dy

Figura 3.31. Fotografia de la luminiscencia producida por las muestras de CaWO4
dopadas con Dy** al ser excitadas con una ldmpara UV (A = 254 nm).
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Tabla 3.15. Coordenadas cromdticas y temperatura correlacionada al color obtenidas
para los nanofdsforos basados en CaWOa sin dopar y dopados con diferentes
cantidades de Dy3*.

Sin dopar 0,166 0,122 -

0,35% 0,281 0,304 6804
0,5% 0,264 0,275 9619
0,7% 0,273 0,291 8475

Figura 3.32.

09—
520
0.8
0.7

0.6

500
0.5

y
04

0.3
4

0.2

0.1

0.0 460 °
00 041 02 03 04 05 06 07 08
X

280
SO

Diagrama CIE mostrando las coordenadas cromdticas de las

nanoparticulas de CaWOs sin dopar y dopadas con Dy** (0,35 — 0,7 %).

3.3 Estudio comparativo de las propiedades luminiscentes de los
sistemas de CaMoOs y CaWO, dopados con Dy3*

Para facilitar la comparacidon de las caracteristicas de los fésforos
emisores de luz blanca desarrollados en este trabajo, a continuacién se
resumen las propiedades luminiscentes de los sistemas basados en
CaMoO4 y CaWO4 dopados con la cantidad dptima de Dy3* (0,35%
molar) y se justifican las diferencias encontradas.
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Las caracteristicas mas importantes a tener en cuenta desde un punto
de vista practico son el color de la luz emitida por cada uno de estos
materiales y la intensidad de la misma.

Las coordenadas cromaticas de ambos fosforos se comparan en la
Figura 3.33.
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Figura 3.33. Diagrama ClExy en el que se representan las coordenadas cromdticas
correspondientes a la luz emitida por las muestras de CaMoOs y CaWO4 dopadas con
0,35% de Dy**.

Como puede observarse, en el caso de la muestra de CaWQ4 dopada
con Dy3* se obtuvo un color de la luminiscencia mas préximo al blanco
perfecto que para el caso de la muestra de CaMoO4 dopada con Dy3*.
Esta diferencia de color se debe fundamentalmente a que la banda de
emision de la matriz del CaWOQ4 esta centrada a 430 nm, es decir, en la
zona azul del espectro, mientras que la banda de emisién de la matriz
de CaMoO:s se encuentra centrada en la zona del verde (500 nm).

En cuanto a la intensidad de las emisiones de ambos fésforos, se obtuvo
una luminiscencia mas intensa en el caso del CaMoO4 como se observa
claramente en la Figura 3.34, donde se presentan los espectros de
emisién de ambos materiales excitados a la longitud de onda 6ptima
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para cada sistema. Este efecto se puede asociar a la diferente
cristalinidad de las muestras, siendo la muestra de CaMoQOa la que
posee un mayor tamafio de dominio cristalino (69 nm para CaMoOQOs y
37 nm para CaWOa).

— Dy(0,35%):CaMoQ,; »._= 276 nm
—— Dy(0,35%):CaWO,; A_ =250 nm

Intensidad (u. a.)

400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)

Figura 3.34. Espectros de emision de las particulas de CaMoO4 y CaWO4 dopadas con
0,35% Dy** y excitadas a la longitud de onda éptima para cada sistema.

Por tanto, el fosforo basado en Dy:CaMoOs es el que presenta una
mayor intensidad de emisidén, por lo que este sistema seria el mas
adecuado para su uso en dispositivos emisores de luz. Sin embargo, las
coordenadas cromaticas correspondientes al color de su luminiscencia
estdn mas alejadas de la regidon del blanco perfecto que las
correspondientes al sistema basado en Dy:CaWOa.

3.4 Codopado con Eu* de las particulas de Dy:CaMoO,

Con objeto de acercar las coordinadas cromaticas de los fdsforos
basados en Dy:CaMoQs a las del blanco perfecto (x = 0,33; y = 0,33), se
disefid una estrategia consistente en la incorporacion a este material de
una pequeiia cantidad de emisores de luz roja, ya que asi aumentaria el
valor de la coordenada x de acuerdo con el diagrama cromatico. El
mejor candidato para ello es el ion Eu3*, ya que es conocido que este
catién emite luz roja al ser excitado con radiacidn de la misma longitud
de onda que el Dy3* en la matriz de CaMoO4 [11]. Ello fue comprobado
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mediante el dopado previo de una muestra de CaMoQO4 con un 1% de
Eu3*. En efecto, el espectro de emisidn obtenido excitando a través de
la banda de ET situada a 276 nm (Figura 3.35) presentd varias bandas
entre 530 y 710 nm debidas a las transiciones electrdnicas entre los
niveles °D1 — “F1 y Do — ’F; del catidn Eu3* (Apéndice 1), siendo la mas
intensa la que aparece a 615 nm [11], que es la responsable del color
rojo de la luz emitida por esta muestra (insercién en la Figura 3.35).

Eu(1%)CaMoO,  D,-'F,
A= 276 nm

Intensidad (u. a.)

400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)

Figura 3.35. Espectro de emision (Aex = 276 nm) registrado para la muestra dopada con
Eu’* (1%). Se inserta fotografia de la misma muestra depositada en un filtro y excitada
con luz UV (A =254 nm).

Con el fin de encontrar el contenido en Eu3* que origina las coordenadas
cromaticas mas préximas al blanco perfecto, se procedié a codopar, con
diferentes cantidades de dicho catién, la muestra dopada con Dy3*
previamente optimizada (Dy(0,35%):CaMo0a4). Hay que mencionar que,
en todos los casos, la adicion de Eu** no modifico de forma significativa
las caracteristicas morfolégicas y estructurales de las particulas
obtenidas con respecto a las dopadas con Dy3*.

Tras diferentes ensayos, se encontrd que la muestra codopada obtenida
con un 0,15% de Eu3* presentaba las bandas de emisién (Figura 3.36)
correspondientes a los cationes Dy3* y Eu3*, y a la matriz de CaMoO4 con
una relacién de intensidades apropiada para la obtencién de luz blanca
con coordenadas cromaticas (x = 0,335; y = 0,365) muy préoximas a las
del blanco perfecto (Figura 3.37), siendo la temperatura de este color
blanco muy préxima a la luz del dia o luz natural (5407 K) [25]. Por
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tanto, mediante esta estrategia se pudo obtener el fésforo monofasico
basado en la matriz CaMoOa., mas adecuado para su uso en dispositivos
emisores de luz blanca.

Dy,Eu(0.35%; 0.15%):CaMoO, Eu
A =276 nm

Intensidad (u. a.)

400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 3.36. Espectro de emision (Aex = 276 nm) registrado para la muestra codopada
con Dy3* (0,35%) y Eu®* (0,15%). Se inserta fotografia de la misma muestra depositada
en un filtro y excitada con luz UV (A = 254 nm).
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Figura 3.37. Diagrama ClExy en el que se representan las coordenadas cromdticas
correspondientes a la luz emitida por la muestra de CaMoO4 codopada con Dy3*
(0,35%) y Eu®* (0,15%,).
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3.5 Conclusiones

1.

Se ha desarrollado un método de sintesis sencillo para la
obtencién de particulas uniformes y micrométricas de CaMoOQ,
basado en reacciones de precipitacion homogénea en medio
poliol a baja temperatura (1202C).

Mediante el ajuste de la naturaleza del disolvente (mezclas
GLY/H,0 y mezclas GLY/EG) es posible modular las
caracteristicas morfolédgicas de los precipitados, pudiéndose
obtener particulas con forma de cacahuete, elipsoidal o esférica.

El método de sintesis desarrollado permite dopar con Dy3* las
particulas con forma de cacahuete sin que ello afecte a la
uniformidad y morfologia de las mismas cuando el nivel de
dopado se mantiene inferior al 1% molar.

Mediante reacciones de precipitaciéon en microemulsiones
basadas en el sistema cuaternario triton X-100, n-octanol,
ciclohexano y agua, pueden obtenerse particulas homogéneas
de CaWO, dopadas con Dy3*con forma elipsoidal en la escala
nanomeétrica.

Independientemente del método de sintesis empleado, todas
las muestras dopadas con Dy>* presentan las bandas de emision
caracteristicas de este catidon, cuya intensidad aumenta
considerablemente cuando se excitan a través de la banda de
transferencia de energia X042 = Dy3* (X= Mo, W).

El color de la luz emitida por los fésforos de Dy:CaXQO4 (X = Mo,
W) puede modularse a través del control del nivel de dopado,
obteniéndose la tonalidad mas blanca cuando se emplea un
0,35% molar de Dy3* en ambos casos, si bien se trata de una luz
fria (alta temperatura del color).
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7. La luminiscencia generada por las particulas basadas en
Dy:CaMoQOs es mucho mas intensa que la de las particulas
basadas en Dy:CaWO, si bien las coordenadas cromaticas de la
luminiscencia asociada a la matriz de molibdato se encuentran
mas alejadas de la regién del blanco perfecto.

8. Elcodopado conun0,15% molar de Eu3* de la particulas 6ptimas
basadas en Dy:CaMoO4 hace disminuir la temperatura del color
(luz mas cdlida) y mejorar la pureza cromatica de la luz blanca
como consecuencia de la emisidon roja aportada por los cationes
Eu?', lo que hace que esta estrategia sea muy adecuada para la
generacion de fosforos basados en Dy:CaMoOQ4 con potenciales
aplicaciones en dispositivos LEDs emisores de luz blanca.
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Sondas luminiscentes basadas en NaLa(XO4).
(X= Mo o W) dopadas con Eu3* para aplicaciones
biomédicas
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Sondas luminiscentes basadas en Eu:NalLa(X0,),; (X= Mo, W)

Introduccion

En este capitulo se aborda la preparacion y optimizacién de las
propiedades fisico-quimicas de sondas luminiscentes basadas en
NaLa(XO0a)2 (X= Mo o W) dopadas con Eu3* que cumplan con todos los
requisitos necesarios para su empleo en aplicaciones biomédicas, ya
descritos en el capitulo introductorio.

Para la consecucién de este objetivo se disefiaron las siguientes tareas:

a) Desarrollo de métodos de sintesis y funcionalizacién de NPs
uniformes de NalLa(X0a)2 (X= Mo o W) dopadas con cationes
Eu3*.

b) Optimizacién de las propiedades luminiscentes de las NPs
sintetizadas mediante el andlisis de su dependencia con el nivel
de dopado y la naturaleza de la matriz.

c) Evaluacidn de la estabilidad coloidal de las NPs funcionalizadas
y optimizadas en medio fisiolégico.

d) Estudio de la biocompatibilidad de los nanomateriales
optimizados mediante estudios de citotoxicidad in vitro.

4.1 Sintesis, mediante precipitacion homogénea en medio poliol, y
caracterizacion de particulas de NaLa(WOa,)2

Al igual que en el caso de los sistemas anteriormente estudiados, en
primer lugar, se abordd la sintesis de particulas homogéneas de
NaLa(WOa4) sin dopar, para lo cual se utilizé el método de precipitacion
homogénea en medio poliol. En la Tabla 4.1 se presenta el efecto de la
naturaleza del disolvente sobre las caracteristicas morfoldgicas de las
particulas obtenidas manteniendo constantes el resto de las
condiciones experimentales: concentracion de reactivos (0,03
mol-dm3 en LaCls y 0,16 mol-dm3 en Na;WOs), temperatura (1202C) y
tiempo de reaccién (20 h).
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Tabla 4.1. Forma y tamafo de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de disoluciones que contenian LaCls (0,03 mol-dm3) y Na2WOas (0,16
mol-dm3) empleando diferentes mezclas de disolventes. Las cifras entre paréntesis
corresponden a la desviacion estandar.

5/0 - Irregular <10 <10
4/1 - Irregular <10 <10
3/2 - Irregular <10 <10

- 5/0 Irregular <10 <10

- 4/1 Elipsoidal 205 (65) 100 (25)

- 3/2 Elipsoidal 1450 (230) 370 (75)

Como puede observarse en la Figura 4.1, empleando GLY o EG puro
como disolvente se obtuvieron entidades irregulares muy pequefas y
muy agregadas, caracteristicas que no variaron al sustituir el GLY por
mezclas de GLY/H20 en diferente proporcion. Sin embargo, al afiadir
cierta cantidad de agua al EG resultaron particulas con forma elipsoidal
muy bien definida.

GLY/H,0: 3/2]

uro | e

2 SK

Figura 4.1. Imdgenes de TEM de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de disoluciones que contenian LaCl3 (0,03 mol-dm3) y Na:WOa4 (0,16
mol-dm~3) empleando diferentes disolventes.

122



Sondas luminiscentes basadas en Eu:NalLa(X04); (X= Mo, W)

Este efecto podria explicarse teniendo en cuenta la diferente viscosidad
de los disolventes empleados (glicerol (1,5 Pa-s), etilenglicol (0,01733
Pa-s) y agua (0,001 Pa's)). Asi, en este caso, cuando el disolvente es muy
viscoso (GLY o sus mezclas con agua) los procesos de difusidn presentes
en las etapas de nucleacidn y crecimiento de las particulas parecen ser
demasiado lentos, lo cual da lugar a particulas muy pequeias que se
agregan para disminuir la alta energia superficial que poseen. Sin
embargo, mediante el uso de mezclas EG/H,0, que presentan una
menor viscosidad, es posible conseguir una cinética adecuada para la
precipitacion de particulas con forma homogénea y aisladas. La
ausencia de agregacién en estos casos podria explicarse por el
incremento en la constante dieléctrica del medio (80 para el agua y 37
para el EG a 209C) que se produce al afiadir agua, lo que daria lugar a
un valor de potencial zeta de las particulas formadas mas alto [1] y, por
lo tanto, a un comportamiento diferente de las mismas frente a la
agregacion.

En la Figura 4.1 también puede observarse que las elipses obtenidas en
presencia de agua presentan un tamafio heterogéneo en el rango
submicrométrico (EG/H20 = 4/1) o micrométrico (EG/H,0 = 3/2) (Tabla
4.1) y, por tanto, dichas particulas no son adecuadas para las
aplicaciones perseguidas. El aumento de tamafio de particula al
aumentar la cantidad de agua podria explicarse teniendo en cuenta que
el incremento de la constante dieléctrica del medio provoca un
aumento de la solubilidad de los precursores, que hace disminuir el
grado de supersaturacidén y por consiguiente el radio de los nucleos
formados de acuerdo con la ecuacidon de Kelvin [2].

Tabla 4.2. Forma y tamafo de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de disoluciones que contenian LaCls (0,03 mol-dm) y Na:WO4 (0,16
mol-dm?3) en una mezcla EG/H-0 = 4/1 y empleando diferentes concentraciones de
PAA. Las cifras entre paréntesis corresponden a la desviacion estdndar.

1 Elipsoidal 190 (60) 95 (25)
2 Elipsoidal 168 (20) 89 (11)
4 Elipsoidal 162 (19) 78 (10)
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Con el objetivo de conseguir un mayor control sobre la uniformidad de
las particulas y disminuir su tamafio al rango nanométrico, se disefid
una estrategia consistente en anadir pequeias cantidades de acido
poliacrilico (PAA) a las disoluciones de partida usando las condiciones
experimentales que conducen a las elipses mas pequefias (EG/H20 =
4/1). Como se hareportado en varios estudios anteriores, este polimero
tiene la capacidad de actuar como agente limitador del crecimiento
mediante su adsorcién sobre la superficie de las particulas durante su
etapa de crecimiento [3]. En la Figura 4.2 puede observarse que cuando
se empled una concentracion de PAA igual a 1 mg-cm™ no se produjeron
cambios significativos en las caracteristicas morfoldgicas de las
particulas. Sin embargo, un aumento de esta magnitud a 2 mg-cm3 dio
lugar a una disminucion del tamaifo medio de las particulas que ademas
presentaban una distribucién de tamafios mucho mas estrecha (Tabla
4.2). Una mayor concentracién de PAA (4 mg-cm) practicamente no
tuvo ningun efecto significativo sobre la forma o el tamafio de las
mismas, por lo que se fijé como éptima una concentracion de PAA igual
a2 mg-cm?,
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Figura 4.2. Imdgenes de TEM de las particulas obtenidas por calentamiento a 1202C
durante 20 horas de disoluciones en mezclas EG/H:0 (4/1) que contenian LaCl3 (0,03
mol-dm?3) y Na2WOs (0,16 mol-dm) empleando diferentes concentraciones de PAA:
(a) 1 mg-cm?, (b) 2 mg-cm, (c) 4 mg-cm™.

El notable efecto del PAA sobre la uniformidad y el tamafio de las
particulas precipitadas puede explicarse a la vista de la informacién
proporcionada por la técnica de espectroscopia infrarroja. Asi, el
espectro FTIR de la muestra sintetizada empleando una concentracidn
de PAA igual a 2 mg-cm™ (Figura 4.3) mostré las bandas de absorcion
esperadas para el grupo WO4%* (< 1000 cm™) [4], junto con bandas
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centradas a 3400y 1640 cm™ que pueden atribuirse a las vibraciones de
tension de grupos O-H y de flexion H-O-H, respectivamente, de
moléculas de agua adsorbida [5]. Ademads, en dicho espectro se
detectaron otras bandas de menor intensidad en la regién comprendida
entre 1720 y 1400 cm™, que no estan presentes en el espectro de la
muestra sintetizada sin PAA (Figura 4.3). Dichas bandas pueden ser
atribuidas a la vibracion de tension de C=0 (1711 cm™), a la flexién de
CH2 (1450 cm™?) y a la tensidn simétrica (1400 cm™) y asimétrica (1545
cml) de los grupos carboxilato de las moléculas de PAA ancladas en la
superficie de las NPs [6]. Estos resultados confirman que la capacidad
del PAA para determinar el tamano de las particulas y su uniformidad
se debe a la localizacién de moléculas de este polimero sobre la
superficie de las particulas bloqueando asi su crecimiento.

Sintetizada con PAA

Absorbancia (u. a.)

4000 3000 2000 1000

Ndmero de ondas (cm™)

Figura 4.3. Espectros FTIR de las particulas elipsoidales sintetizadas en presencia
(Figura 4.2b) y ausencia (Figura 4.1e) de PAA.

Por tanto, el método de sintesis desarrollado en esta tesis permite
obtener particulas uniformes con tamafio nanométrico y que ademas
guedan funcionalizadas con grupos carboxilatos provenientes del PAA,
lo cual tiene un efecto muy importante sobre la estabilidad coloidal de
las mismas como se expondra mas adelante.

La cantidad de PAA anclado en la superficie de las NPs pudo
determinarse mediante andlisis termogravimétrico de las muestras
sintetizadas en presencia y ausencia de PAA (Figura 4.4). En ambos
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casos se observo una pérdida de peso en la regidon entre los 25 y 3002C,
menor para la muestra sin PAA (2,3%) que para la que contiene PAA
(4%), que podria asociarse a la eliminacion del agua adsorbida en la
superficie de las NPs. Ademas, la muestra funcionalizada con PAA
presentd una pérdida de peso adicional (3,7%) en el intervalo entre 300
y 6002C que podria atribuirse a la descomposicién de las moléculas de
PAA.

100
2,3%

981 4% — T—
< 96
o —— Sin PAA
a Con PAA
& 94 . 3,7%

92

20 T T T T

200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Figura 4.4. Andlisis termogravimétrico de las particulas elipsoidales sintetizadas en
presencia (Figura 4.2b) y ausencia (Figura 4.1e) de PAA.

El difractograma de rayos X obtenido para las particulas funcionalizadas
con PAA se muestra en la Figura 4.5, en el que puede observarse que
todas las reflexiones corresponden a la estructura tipo scheelita
correspondiente a la fase de NaLa(WOQa), (PDF: 1-79-1118). El tamafio
de cristal calculado mediante la ecuacion de Scherrer resulté ser de 24
nm, mucho menor que el tamafo de particula medido a través de las
imagenes de TEM (168 x 89 nm). Esto sugiere que las particulas estan
formadas por varios dominios cristalinos y parece indicar que éstas se
forman por un proceso de agregacion de unidades mas pequefias de
manera similar al caso de las particulas de CaMoOs, ya discutido en el
Capitulo 3.
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Figura 4.5. Difractograma de rayos X obtenidos para la muestra de las NPs elipsoidales
ilustradas en la Figura 4.2b. Se incluye el patrén de difraccion correspondiente a dicha
estructura cristalina.

Con el objeto de identificar la presencia de dicho proceso de formacion
de particulas homogéneas por agregacién de particulas primarias, se
estudié el mecanismo de formacién de las particulas mediante el
analisis de los precipitados obtenidos a diferentes tiempos de reaccién.
Se pudo observar que inmediatamente después de mezclar ambas
disoluciones de los precursores aparecidé una alta turbidez debida a la
formacién de las primeras entidades solidas de tamafio inferior a 20 nm
y agregadas de manera irregular (Figura 4.6a), las cuales eran amorfas
segun su difractograma de rayos X (Figura 4.7). Tras una hora de
envejecimiento a 1202C, estas entidades sélidas presentaban el mismo
aspecto (Figura 4.6b). No obstante, tras 2 horas de envejecimiento a
1209C, parte de estas entidades sdlidas parecian autoensamblarse
dando lugar a la formacion de algunas particulas con forma elipsoidal
(Figura 4.6c). Tras 3 horas de envejecimiento a 1202C, Unicamente se
detectaron particulas elipsoidales (Figura 4.6d) con caracteristicas
morfoldgicas (Tabla 4.3) y estructurales (Figura 4.7) practicamente
iguales a las de las particulas obtenidas tras 20 horas de envejecimiento
(Figura 4.2b), si bien el tamafo de estas ultimas era ligeramente
superior (Tabla 4.3). Este resultado parece confirmar que el mecanismo
de formacion de estas particulas se basa en la agregacion ordenada de
particulas primarias.
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1pm

Figura 4.6. Imdgenes de TEM de los precipitados de Nala(WOa), obtenidos tras
diferentes tiempos de reaccion: (a) mezcla inicial, (b) 1 hora, (c) 2 horas y (d) 3 horas.

Hay también que destacar la forma anisométrica que presentaron estas
particulas, la cual puede ser debida a una adsorcidn preferencial de las
moléculas de PAA sobre ciertas caras cristalinas, impidiendo la
agregacion de particulas sobre dichas caras y dejando expuestas otras
caras cristalinas diferentes para la unién que da lugar a las particulas
finales [7]. Ademas, se observd que el tamaino de cristalito aumento
desde 16 nm hasta 24 nm (Tabla 4.3) al aumentar el tiempo de
envejecimiento desde 3 horas hasta 20 horas, lo que podria ser debido
a un proceso de recristalizacion y cementacidon causado por un
envejecimiento prolongado. A la vista de estos resultados, se eligid un
tiempo de envejecimiento de 20 horas para los experimentos de
dopado.

Tabla 4.3. Tamafho de particula y tamafio de cristalito de las nanoparticulas de
NalLa(WO.): obtenidas tras diferentes tiempos de reaccion. Los valores entre
paréntesis corresponden a la desviacion estdndar.

0 No definido No definido Amorfo
1 No definido No definido Amorfo
2 Heterogéneo  Heterogéneo 12
3 152 (35) 75 (12) 16
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Figura 4.7. Difractogramas de rayos X de los precipitados de NalLa(WOa4): obtenidos
tras diferentes tiempos de reaccion.

4.2 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas uniformes de
NaLa(WOs), dopadas con Eu3*

Con el objeto de investigar los efectos del nivel de dopado sobre las
caracteristicas morfolégicas y las propiedades dpticas de las NPs
basadas en Nala(WOQa4);, se sintetizaron diversas muestras con
contenido de Eu3* variable utilizando las mismas condiciones
experimentales que dieron lugar a la formacidén de las particulas
ilustradas en la Figura 4.2b con la Unica diferencia de que, en este caso,
ademas se afiadio la cantidad de EuCls deseada a las disoluciones de
partida.

Se observd que para cantidades nominales de Eu3* < 27% molar se
obtenian particulas con la misma forma (Figura 4.8) que las de la
muestra sin dopar, si bien se detecté una ligera disminucion en el
tamafio de las mismas (Tabla 4.4) al aumentar el nivel de dopado. Hay
gue mencionar que en estudios recientes, varios autores han observado
gue el tamafio de particula obtenido para compuestos de tierras raras
mediante reacciones de precipitacion puede ser modificado mediante
el dopado con cationes de otras tierras raras [8]. Este comportamiento
podria ser debido a diferentes causas (entre otras, variaciones en la
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cinética de precipitaciéon y en el volumen de celdilla unidad inducidas
por el cation dopante). Sin embargo, la correlacion entre las
caracteristicas fisico-quimicas del catién dopante y la forma y el tamafio
de particula finales alin no ha podido ser claramente establecida [9].

e P ¥

Figura 4.8. Imdgenes de TEM de las particulas de NaLa(WOa): dopadas con diferentes
cantidades de Eu®*.

El andlisis quimico realizado mediante la técnica de ICP (Tabla 4.4)
reveld que la relacién molar Eu/(Eu+La) era muy similar a la relacion
molar nominal empleada, lo que sugiere que tiene lugar la precipitacion
de todos los cationes implicados en el proceso de sintesis en la misma
proporcion.

Mediante espectroscopia FTIR se comprobé que todas las muestras
presentaban las mismas bandas que la muestra sin dopar (Figura 4.3),
indicando también la presencia de moléculas de PAA en la superficie de
estas NPs.

130



Sondas luminiscentes basadas en Eu:NalLa(X04); (X= Mo, W)

Tabla 4.4. Composicidn [relacién molar Eu/(Eu+La)] nominal y calculada mediante ICP,
y tamarfio (obtenido por TEM) de las NPs de NalLa(WOQOas): dopadas con diferentes
cantidades de Eu®'. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacién
estdndar.

0 - 168 (20) 89 (11)
3 3,0 150 (19)  80(10)
7 7,4 120 (16)  70(8)
14 14,6 100 (14) 60 (6)
20 20,8 80 (11) 55 (5)
27 28,1 70 (10) 40 (5)

Ademads, a partir de los difractogramas de rayos X registrados para
dichas muestras (Figura 4.9) se comprobd que todas ellas estaban
constituidas Unicamente por Nala(WOa.); con estructura tetragonal,
pues no aparecian reflexiones adicionales en ninguno de los
difractogramas.

J\M Eu:NaLa(WO,), 27% Eu
A B ————
MEU
JA.A_A 14(% Eu
. A~

’\ 7% Eu
3% Eu
,\ Sin dopar
AL N A A
I T
20

Tetragonal NaLa(WO,),

‘l (|
30 40 50 60 70 80
2 Theta (grados)

Figura 4.9. Difractogramas de rayos X de las muestras de NalLa(WOs). dopadas con
diferentes cantidades de Eu®*.

No obstante, se detecté un ligero desplazamiento de las reflexiones
observadas hacia angulos mayores a medida que se aumentd la
cantidad de dopante, lo que sugiere la formacidon de una disolucién
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sélida del Eu3* en la matriz de NaLa(WOQa)2. Ello se comprobd mediante
el ajuste de los parametros de red mediante el método de Rietveld
(Tabla 4.5), los cuales mostraban una disminucién progresiva con el
nivel de dopado que dio lugar a una contraccion lineal del volumen de
celdilla (Figura 4.10). Este fendmeno estd de acuerdo con la
incorporacion del Eu3* en la estructura del NaLa(WOs) sustituyendo al
La3*, ya que el Eu3* presenta un radio idnico en coordinacién ocho
menor (1,066 A) que el La3* (1,16 A) [10].

Tabla 4.5. Parametros de red, volumen de celdilla y tamafio de cristal determinados
para las muestras de NalLa(WOs4):@PAA dopadas con diferentes cantidades de Eu®*.
Los valores entre paréntesis corresponden al error experimental de la medida.

0 53548(3)  11,671(1) 334,6452 25
3 53526(3)  11,662(1) 334,1105 26
7 5,3494(3)  11,651(1) 333,4028 28
14 53425(3)  11,631(1) 331,9948 27
20 53364(3)  11,612(1) 330,6808 25
27 53301(3)  11,591(1) 329,2728 26

El tamafio de cristal calculado mediante el método de Scherrer para las
NPs dopadas con Eu3* resultd ser similar al obtenido para las particulas
sin dopar (Tabla 4.5), indicando que el dopado no altera la
microestructura de las particulas.

Asi pues, podemos concluir que el proceso de dopado con Eu3* (< 27%)
no altera la forma ni la microestructura de las NPs de
NaLa(WOa4).@PAA, aunque si que hace disminuir ligeramente el tamafio
de las mismas.
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Figura 4.10. Representacion del volumen de celdilla de las particulas de
Eu:Nala(WOs):@PAA frente al contenido en Eu®*.

4.3 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas uniformes de
NaLa(Mo0Os):

Debido a la similitud entre los sistemas de NaLa(WOa4), y NaLa(Mo00a),
se decidié emplear las mismas condiciones de sintesis optimizadas que
dieron lugar a la precipitacién de particulas homogéneas en el sistema
de NalLa(WOa4), para conseguir particulas uniformes de NalLa(MoQa),.
Estas condiciones consistian en envejecer durante 20 horas a 1202C una
mezcla de precursores con una concentracion igual a 0,03 mol-cm™3 de
LaCl3, 0,16 mol-cm™ de NazMoO4 y 2 mg-cm de PAA disueltos en una
mezcla de EG/H20 con una proporcion 4/1. Las particulas asi obtenidas
presentaban también forma elipsoidal (Figura 4.11) pero con un
tamafio medio notablemente inferior (115 x 45 nm) y una relacidn axial
superior (r=2,6) a las del sistema NaLa(WO4), (168 x 89 nm; r=1,9).
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Figura 4.11. Imagen de TEM de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de una disolucién que contenia LaCls (0,03 mol-dm3), PAA (2
mg-cm3) y Na2WOs (0,16 mol-dm3) en EG/H20 (4/1).

Como ocurria en el caso del sistema basado en NalLa(W0Qa),, el espectro
FTIR de las particulas de NalLa(MoOa), (Figura 4.12) presentaba las
bandas caracteristicas del PAA (1711, 1545, 1450 y 1400 cm),
indicando la presencia de moléculas de este polimero en la superficie
de las mismas.

Absorbancia (u. a.)

4000 3000 2000 1000

Numero de ondas (Cm_1)

Figura 4.12. Espectros FTIR de las NPs ilustradas en la Figura 4.11.

El analisis termogravimétrico (Figura 4.13) determiné que la cantidad
de agua adsorbida en la superficie de las NPs era igual al 4,4% del peso
total. Por otra parte, la cantidad de PAA presente en la superficie de las
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NPs era algo superior (4,8%) al valor obtenido para el sistema
NalLa(W0Oa4)2 (3,7%), lo que estaria de acuerdo con la mayor superficie
especifica que deben presentar las particulas de NaLa(MoQOa), como
consecuencia de su menor tamafo.
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Figura 4.13. Andlisis termogravimétrico de las NPs ilustradas en la Figura 4.11.

Mediante difraccion de rayos X (Figura 4.14) se comprobd que estas NPs
estaban constituidas Unicamente por la fase tetragonal de NaLa(Mo0Qa4),
ya que no se observaron reflexiones adicionales. Ademas, el tamafio de
cristalito determinado para dichas NPs resulté ser igual a 16 nm, mucho
menor que el tamafio medio de las particulas determinado mediante
TEM, lo que pone de manifiesto el caracter policristalino de éstas.
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Figura 4.14. Difractograma de rayos X obtenidos para la muestra de las NPs de
Nala(MoO4):@PAA. Se incluye el patrén de difraccion correspondiente a dicha
estructura cristalina.
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Figura 4.15. Imdgenes de TEM de los precipitados de Nala(MoOas): obtenidos tras
diferentes tiempos de reaccion: (a) mezcla inicial, (b) 30 minutos y (c) 1 hora.

Con el objetivo de obtener mas informacion acerca del proceso de
formacién de estas particulas, se analizaron las caracteristicas
morfoldgicas y estructurales de los precipitados obtenidos tras
diferentes tiempos de reaccién. Asi, al igual que en caso del
NalLa(WOas)2, se pudo observar que, inmediatamente después de
mezclar ambas disoluciones de los precursores, aparecié una alta
turbidez debida a la formacién de las primeras entidades sdlidas de
tamanfio inferior a 20 nm y agregadas de manera irregular (Figura 4.15a),
las cuales eran amorfas segun el difractograma de rayos X (Figura 4.16).
Tras 30 minutos de envejecimiento a 1202C ya no se observaron estas
entidades, sino que solamente se detectaron particulas elipsoidales
(Figura 4.15b) con caracteristicas morfoldgicas y estructurales (Figura
4.16) muy similares a las particulas obtenidas tras 20 horas de reacciéon
(Tabla 4.6). Un aumento en el tiempo de reacciéon no produjo cambios
significativos en las caracteristicas morfoldgicas y estructurales de estas
NPs. Este resultado sugiere que, al igual que el sistema anterior de
NalLa(WOas),, estas NPs se forman mediante un mecanismo de
agregacion ordenada de particulas primarias, si bien en este caso la
cinética de formaciéon es mas rapida (30 minutos para el molibdato y >3
horas para el volframato).
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Figura 4.16. Difractogramas de rayos X de los precipitados de NaLa(MoOas)z obtenidos
tras diferentes tiempos de reaccion.

Finalmente, podemos concluir que el método desarrollado para la
sintesis de NPs uniformes de Nala(WO4)@PAA permite obtener
también NPs de NaLa(Mo0Q4).@PAA con caracteristicas morfolégicas y
superficiales muy parecidas a las de las primeras.

Tabla 4.6. Tamaiio de las nanoparticulas de NaLa(MoOas)z obtenidas tras diferentes
tiempos de reaccion. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacion
estdndar.

0 No definido No definido Amorfo
0,5 111 (12) 44 (6) 14

1 114 (14) 45 (6) 14
20 115 (13) 45 (6) 16

4.4 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas uniformes de
NaLa(MoO), dopadas con Eu3*

Al igual que en el sistema anterior, se investigaron los efectos del nivel
de dopado sobre las caracteristicas morfoldgicas y las propiedades
Opticas de las NPs basadas en Nala(MoQ4), empleando las mismas
condiciones experimentales ya descritas, pero anadiendo diferentes
cantidades de Eu3* a las disoluciones de partida. Las particulas asi
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obtenidas se presentan en la Figura 4.17. En esta figura puede
observarse que las particulas dopadas obtenidas presentaban la misma
forma que las del sistema sin dopar y que su tamafio medio disminuyé
ligeramente con la cantidad de dopado (Tabla 4.7), al igual que ocurria
en el caso del NaLa(WOa),.
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Figura 4.17. Imdgenes de TEM de las particulas de Nala(MoQOas): dopadas con
diferentes cantidades de Eu®*.

En este caso el analisis quimico realizado mediante la técnica de ICP
(Tabla 4.7) también revelé que la relacién molar Eu/(Eu+La) era muy
similar a la relacién molar nominal empleada, indicando que la
precipitacion de los cationes implicados se produce en la misma
proporcién, al igual que ocurria en el caso de NaLa(W0Qa4)a.

Los espectros FTIR registrados para todas las muestras dopadas con
Eu3* mostraron las mismas bandas que la muestra sin dopar (Figura
4.12), indicando también la presencia moléculas de PAA en la superficie
de estas NPs.
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Tabla 4.7. Composicién [relacion molar Eu/(Eu+La)] nominal y determinada mediante
ICP, y tamaiio (obtenido por TEM) de las NPs de NaLa(MoQas): dopadas con diferentes
cantidades de Eu®'. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacién
estdndar.

0 - 115 (14) 45 (6)
3 2,9 106 (12)  32(5)
7 7,2 102 (10) 34 (5)
14 14,6 105 (11)  31(6)
20 21,0 80 (9) 30 (5)
27 27,9 75 (8) 25 (5)

Mediante difraccion de rayos X (Figura 4.18) se comprobd que todas las
muestras estaban constituidas Unicamente por Nala(MoOa); con
estructura tetragonal ya que no se observaron reflexiones adicionales a
las de esta fase.

wz 27% Eu
‘—J\J\A‘M 14% Eu
M 7% Eu
JMW 3% Eu

‘ Tetragonal NaLa(MoO,),
L . |, —1 b . - " .

20 40 60 80
2 Theta (grados)

Figura 4.18. Difractogramas de rayos X de las muestras de NaLa(MoOs): dopadas con
diferentes cantidades de Eu®*.

En este sistema también se observd un desplazamiento de las
reflexiones hacia angulos mayores a medida que aumentaba el
contenido en Eu?* sugiriendo la formacion de una solucién solida de los
cationes Eu®* en la estructura de NalLa(MoOa),. Para confirmar esta
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hipotesis, se llevd a cabo un refinamiento Rietveld de los
difractogramas para determinar los pardmetros de la celdilla unidad.
Como puede observarse en la Tabla 4.8, dichos pardmetros presentaron
una disminucién lineal al aumentar el nivel de dopado, que queda
claramente reflejada en la Figura 4.19, en la que se representa la
variacién del volumen de celdilla en funcidn de la cantidad de Eu3".

Tabla 4.8. Parametros de red, volumen de celdilla y tamafio de cristal determinados
para las muestras de Nala(MoOs):@PAA dopadas con diferentes cantidades de Eu’*.
Los valores entre paréntesis corresponden al error experimental de la medida.

0 5,3447(4)  11,737(1) 335,2886 16
3 53421(3)  11,732(1) 334,8068 16
7 5,3384(7)  11,721(1) 334,0567 16
14 53321(3)  11,701(1) 332,6703 17
20 53260(3)  11,683(1) 331,4139 16
27 53198(3)  11,662(1) 330,0708 16

Por ultimo, el tamafio de cristal calculado mediante el método de
Scherrer para las NPs dopadas con Eu3* (Tabla 4.8) resultd ser igual al
obtenido para las particulas sin dopar, indicando que el dopado no
altera la microestructura de las particulas.

335~

334 ~

333 ~

332

Volumen de celdilla (A%

331+

330 ~

o
)]
-
o
_
]
N
o
N
[$)]

Eu/(Eu+La) (% mol)

Figura 4.19. Representacion del volumen de celdilla de las particulas de
Eu:Nala(Mo0O4):@PAA frente al contenido en Eu.
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Asi pues, al igual que en el sistema anterior, podemos concluir que este
método de sintesis es apropiado para obtener NPs uniformes vy
homogéneas de NalLa(MoOa); funcionalizadas con PAA y, ademas,
permite el dopado de las mismas sin que ello altere la forma ni la
microestructura de las NPs, aunque si que hace disminuir ligeramente
el tamafio de particula.

4.5 Estudio de las propiedades luminiscentes de las particulas basadas
en NaLa(X04)@PAA (X= Mo, W) dopadas con Eu3*

Los espectros de excitacion de las muestras de Eu:NalLa(MoOa); y
Eu:NalLa(WOs); funcionalizadas con PAA y dopadas con un 7% de Eu3*,
obtenidos monitorizando la banda de emision mas intensa (610 nm) del
Eu3* en estas matrices [4, 11], se representan en la Figura 4.20. Hay que
seflalar que dichos espectros eran cualitativamente similares a los
obtenidos en cada caso para las muestras con distinto nivel de dopado.

Eu(7%):NaLa(M004)2@PAA
— Eu(7%):NaLa(WO4)2@PAA
A= 610 nm

Eu®: 4f-4f

x15

dl

360 380 400 420

Intensidad (u. a.)

250 300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura 4.20. Espectros de excitacion de las muestras de NaLa(MoQa)2 y NaLa(WOas):
dopadas con un 7% de Eu®*. Se inserta ampliacion (x15) de la regién comprendida entre
350y 425 nm.

Como puede observarse en dicha figura, en el espectro correspondiente
a la matriz de molibdato aparece una banda ancha e intensa centrada a
290 nm que se ha asignado a un proceso de transferencia de carga del
ion 0% al ion Mo®* constituyentes del grupo MoQ4?" [12]. Su presencia
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en dicho espectro manifiesta que la energia absorbida por los aniones
de la matriz es después transferida a los cationes Eu* [11]. En el caso
de la matriz basada en volframato se detecté una banda similar cuyo
maximo se encontraba desplazado hacia una longitud de onda menor
(262 nm) y que corresponde a procesos similares de transferencia de
carga y de energia asociados a los grupos WO4% [13]. Esta diferencia
en la posicion del maximo de la banda de transferencia de energia
podria ser debida a la distinta energia de enlace X-O (X = Mo, W) en las
estructuras estudiadas, que seria mas alta en el caso del volframato ya
que la distancia W-O (1,781 A) [14] es menor que la distancia Mo-O
(1,789 A) [15].

Ademds, también se detectaron varias bandas en la region
comprendida entre 350 y 420 nm mucho menos intensas y muy
similares en ambos casos, debidas a la excitacion directa de los cationes
Eu3* desde su estado fundamental hacia los niveles excitados, siendo la
mas intensa la que aparece a 393 nm debida a la transicidn desde el
nivel fundamental ’Fo hasta el nivel excitado °Ls (Apéndice 1). Como
puede observarse, al igual que en los sistemas presentados
anteriormente, la banda de transferencia de energia es mucho mas
intensa que las bandas debidas a la excitacion directa, por lo que la
primera via de excitacidon es la mas conveniente desde el punto de vista
practico, ya que daria lugar a una mayor intensidad de emisién. Por ello,
para analizar los efectos del nivel de dopado sobre la luminiscencia de
estas muestras, se registraron los espectros de emision de las muestras
de Eu:NaLa(MoOa),@PAA y Eu:NaLa(WOQa4).@PAA dopadas con distinto
contenido en Eu3* empleando la longitud de onda de excitacién de 290
y 262 nm, respectivamente.

Los espectros de emision asi obtenidos (Figura 4.21) eran muy similares
en cuanto a la posicion e intensidad relativa de las bandas,
independientemente del nivel de dopado y de la naturaleza de la matriz,
como cabria esperar dada la similitud en composicién y estructura del
NalLa(MoOgs); y Nala(WOa),. Todos estos espectros mostraron las
bandas de emisidn caracteristicas del catién Eu3*, correspondientes a
las transiciones electrdnicas entre los niveles °>Do—"F; del Eu3*, siendo J =
0 - 4, que aparecen centradas a 577, 590, 610, 653 y 700 nm,
respectivamente, en dichos espectros. Es bien conocido que la relacién
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de intensidades entre las transiciones *Do—"F1 y °Do—"F, del Eu3* estd
muy influenciada por la simetria local de los cationes Eu3* (Apéndice 1),
siendo la transicion °Do—"F, la que predomina en el espectro de emision
en ambas matrices, por lo que podemos deducir que los cationes Eu3*
se encuentran en un sitio cristalografico no centrosimétrico, como es el
caso del sitio ocupado por los cationes La* (grupo puntual Sa) en la
estructura tipo scheelita [16] de dichas matrices (Apéndice Il). Dicha
banda es la responsable de la intensa luminiscencia roja que se observa
para cada sistema en las fotografias insertadas en la Figura 4.21.

a .YDE.?F; b :‘D’:.‘VFi
Eu:NalLa(M00,) @PAA Eu:NaLa(Wo,),@PAA
% =290 nm L, =262 nm

' 3% Eu S 3% Eu

) . ' 7% Eu
S 7% Eu 5
=] 2 ——14% Eu
o ——14% Eu o
© @ ——20% Eu
° —20% Eu °
@ ——27%Eu @ ——27%Eu
8 . 8 .
= D-F, |E D.-F,

550 600 650 700 550 600 650 700

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.21. Espectros de emision de las muestras de (a) NaLa(MoOQOas):@PAA y (b)
Nala(WO04).@PAA dopadas con diferentes cantidades de Eu®*. Se insertan fotografias

+

de suspensiones acuosas de las muestras dopadas con un 14% de Eu®*, obtenidas
mediante iluminacion con luz UV (A= 254 nm).

La intensidad integrada de las emisiones de las distintas muestras
sintetizadas en funcidn del contenido en Eu3* se presenta en la Figura
4.22. En ella puede observarse un notable aumento de la intensidad de
emisién a medida que se aumenté la cantidad de Eu3* hasta el 14% en
ambos sistemas. Sin embargo, para una mayor concentracién de Eu3*
no se produjo ningln aumento apreciable de intensidad, la cual llegd
incluso a disminuir para altos contenidos en Eu3* en el caso de la matriz
de molibdato. Este comportamiento sugiere la presencia de un efecto
de desactivacidn por concentracidn de los cationes Eu3* (Apéndice 1).
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—Q@— Eu:NaLa(MoO,),@PAA
—@— Eu:NaLa(WO,),@PAA

Intensidad integrada (u. a.)
\o

0 5 10 15 20 25 30
Eu/(Eu+La) (% mol)

Figura 4.22. Intensidad integrada de las emisiones de las muestras de Eu:NalLa(MoOas):
y Eu:Nala(WOs): dopadas con diferentes cantidades de Eu®*.

Para confirmar esta hipdtesis se llevd a cabo un estudio de la dindmica
de la luminiscencia mediante la determinacién de los tiempos de vida
(r) de las emisiones del Eu3* a partir de las curvas de decaimiento de la
emisién a 610 nm (°Do — ’F2) (Figura 4.23).

Eu:N aLa(l.an__}E@PAA

Intensidad (u. a.)

k=290 nm
L =810 nm
=

Tiempo (ms) Tiempo (ms)

Figura 4.23. Curvas de decaimiento obtenidas para la emision mds intensa (610 nm)
de las particulas de (a) NaLa(MoOa)zy (b) NaLa(WQs)2 dopadas con Eu**.

En ambos sistemas, dichas curvas pudieron ajustarse considerando un
modelo biexponencial, cuyos parametros se muestran en la Tabla 4.9.
Este comportamiento es andlogo al caso del Dy3* en las particulas de
CaMo04 y CaWOs descrito en el capitulo anterior y pone de manifiesto
la presencia de dos tipos de centros activos para los cationes Eu3* en las
particulas de NalLa(MoOas); y NaLa(WOa),, uno correspondiente a los
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cationes Eu3* situados en la superficie de las NPs (tiempo de vida corto)
y otro correspondiente a los cationes Eu3* localizados en el interior de
las mismas (tiempo de vida largo).

Tabla 4.9. Valores de tiempo de vida (11 y 12) de las emisiones correspondientes a las
dos componentes (A1 y Az) y tiempo de vida promedio (<t>) obtenido para las
particulas de NalLa(MoOs): y Nala(WOa4), dopadas con Eu®* medidos a partir de las
curvas de decaimiento de la emisién correspondiente a la transicion °Do — ’F> del Eu?*
(610 nm) tras excitar con una longitud de onda de 290 nm o0 262 nm. Los valores entre
paréntesis corresponden al error experimental de la medida.

3 40 482(24) 60  985(49) 861 (43)
7 32 426(21) 68  893(45) 807 (40)
NaLa(MoOa); 14 22 333(17) 78  792(40) 744 (37)
20 19 315(16) 81  744(37)  705(35)
27 13 201(10) 87  675(34)  655(33)
3 27 457(23) 73 1158(58) 1069 (53)
7 14 455(23) 86 1117(56) 1077 (54)
NaLa(WOa)> 14 7 458(23) 93 1059(53) 1040 (52)
20 1 457(23) 99 1005(50) 1004 (50)
27 0 100 959 (48) 959 (48)

En la Tabla 4.9 también se incluye el valor del tiempo de vida promedio
<> correspondiente a cada muestra, el cual se representd en funcion
de la cantidad de Eu3* (Figura 4.24). En esta figura se observa un ligero
y progresivo descenso de dicha magnitud cuando se aumenté el
contenido de Eu3* por encima del 7% en ambos sistemas, siendo éste
mas moderado para las NPs de Eu:NaLa(WOa).. Este hecho confirma la
presencia del ya mencionado efecto de desactivacion por
concentracién para contenidos en Eu3* por encima del 7% en ambas
matrices, siendo este valor el que da lugar a las muestras mas eficientes.
No obstante, hay que hacer notar el notable aumento de luminiscencia
producido al aumentar el contenido en Eu3* desde 7% al 14% en ambos
sistemas, que debe atribuirse a que el proceso de desactivacién por
concentracion es parcialmente compensado por un aumento del
numero de centros emisores a estos niveles de dopado. Por tanto,
puede considerarse que, desde un punto de vista practico, en ambos

145



Capitulo 4

casos el nivel de dopado 6ptimo es el 14%, ya que da lugar a las
emisiones mas intensas con el minimo contenido en Eu3*.

1,2

N
o
1

@ Eu:NaLa(MoO,),
@ EuNalLa(Wo,),

o
o

Tiempo de vida promedio (ms)
(=]
™

0 5 10 15 20 25 30
Eu/(Eu+La) (% mol)

Figura 4.24. Valores de tiempo de vida promedio en funcién de la cantidad de Eu®*
presente en las particulas de Eu:NalLa(MoOa4)2 y Eu:NaLa(WOas)..

Finalmente, en la Figura 4.22 puede observarse que la intensidad de las
emisiones en la matriz de molibdato es significativamente superior a la
obtenida en el caso de la matriz de volframato en todo el rango del nivel
de dopado estudiado, excepto en el caso de las muestras mas diluidas
gue presentan intensidad muy parecida. Dada la similar cristalinidad y
composicion superficial (moléculas de PAA presentes que pueden
actuar como centros de desactivacion de Iluminiscencia por
acoplamiento fondn-fotén (Apéndice 1)) observada para ambos tipos de
muestras, este comportamiento puede ser debido a una mayor
capacidad de la matriz de molibdato para absorber energia y transferirla
a los cationes emisores, lo cual estaria de acuerdo con la mayor
intensidad de la banda de transferencia de energia detectada para el
caso de la matriz de molibdato (Figura 4.20). Por tanto, desde el punto
de vista Optico, las sondas basadas en NaLa(Mo0Q4), dopadas con Eu3*
desarrolladas en este trabajo son mas adecuadas que las basadas en
NaLa(WOg4), para sus aplicaciones biomédicas debido a la mayor
intensidad de la luminiscencia de las primeras cuando se excitan a
través de la banda de transferencia de energia a la longitud de onda
Optima en cada caso.
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4.6 Estudio de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas basadas en
Eu:NalLa(X01)@PAA (X= Mo, W)

Con el objetivo de estudiar la aplicabilidad de estas NPs en el campo de
la biomedicina como sondas luminiscentes, se estudio la estabilidad
coloidal de la muestra de Nala(MoO4),@PAA y Nala(WOa),@PAA
dopadas con un 14% de Eu?*, que, como se ha mostrado anteriormente,
presentaron las propiedades 6pticas éptimas. Asi, se determiné el
didmetro hidrodinamico medio de estas NPs suspendidas en una
solucion tampdén de MES 50 mM a pH=6,5 (Figura 4.25), resultando un
valor de 140 nm y 160 nm, respectivamente. Estos valores son muy
préximos al tamafio medio de las NPs obtenido a partir de las imagenes
de TEM, lo que indica la ausencia de procesos de agregaciéon de
particulasy, por tanto, que se cumple el requisito de estabilidad coloidal
en medio fisioldgico. Ello puede atribuirse al impedimento estérico
frente a la agregacion que originaria la presencia de moléculas de PAA
presentes en la superficie de las NPs.

— Eu:NaLa(MoO,),@PAA, D = 140 nm
—— Eu:NaLa(WO,),@PAA, D= 160 nm

Intensidad (u. a.)

10 100 1000

Diametro hidrodinamicon(m)

Figura 4.25. Curvas de distribucion de tamafio obtenidas mediante DLS para las
muestras de Eu:NalLa(MoOas):@PAA y Eu:NalLa(WO4):@PAA suspendidas en una
disolucion de MES 50 mM a pH=6,5.
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4.7 Estudio de la citotoxicidad de las nanoparticulas basadas en
Eu:NalLa(X01)@PAA (X= Mo, W)

La evaluacion de la viabilidad celular de las muestras basadas en
Eu:NalLa(MoOa),@PAA y Eu:NaLa(WOa),@PAA se llevd a cabo mediante
la utilizacion del protocolo MTT descrito en el Capitulo 2. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 4.26, donde pueden observarse
valores de viabilidad celular por encima del 80% para concentraciones
de NPs de hasta 0,3 mgcm3, siendo este valor superior a la
concentracion necesaria para gran parte de las aplicaciones biomédicas,
por lo que se puede considerar que estas NPs cumplen el criterio de
ausencia de toxicidad requerido para las mismas.

EuNala(MoO,) @PAA EuwNalLa(WOo,) @PAA
1004 —= 1004 —F
804 204
£ S
o 60 o 60
o o
= =
8 404 8 10
> >
204 204
D T T T T T T D T T T T T T
0 0,025 0,05 0,1 0,2 0,3 0 0,025 0,05 0,1 0,2 0,3
Concentracién (mg.cm”) Concentradién |mg.cm™)

Figura 4.26. Valores de viabilidad celular obtenidos para distintas concentraciones de
NPs basadas en Eu:NalLa(MoOa):@PAA y Eu:Nala(WOs):@PAA determinados
mediante ensayos MTT. Se presenta el valor medio (n = 5) de viabilidad, relativo a la
muestra de control, y la desviacion estdndar.

4.8 Conclusiones

1. Se ha desarrollado un método de sintesis basado en reacciones
de precipitacion homogénea a baja temperatura (1202C) que,
usando como disolvente una mezcla de etilenglicol y agua,
permite obtener particulas uniformes de NalLa(MoOa); y
NaLa(WOa4)2 con forma elipsoidal, cuyo tamafio puede ser
modulado en el rango nanométrico mediante la adicién de
cantidades variables de acido poliacrilico a las disoluciones de
partida.
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Las moléculas de &cido poliacrilico se depositan sobre la
superficie de las nanoparticulas durante su formacion,
guedando éstas funcionalizadas con grupos carboxilato
provenientes de dichas moléculas.

El método de sintesis desarrollado permite dopar las
nanoparticulas de NaLa(X0a4)2 (X = Mo, W) con Eu®* sin que ello
afecte a la uniformidad, morfologia vy caracteristicas
superficiales de las mismas cuando el nivel de dopado se
mantiene inferior al 27% molar.

Todas las muestras dopadas con Eu3* presentan luminiscencia
de color rojo de gran intensidad cuando se excitan con luz UV, a
través de un proceso de transferencia de energia desde los
grupos X042 hasta los cationes Eu3* (X= Mo, W).

La mayor intensidad de luminiscencia se obtiene para un nivel
de dopado del 14% molar de Eu3* tanto para el sistema basado
en NaLa(MoOas), como en NaLa(WOa)..

La luminiscencia de las nanoparticulas basadas en
Eu:NaLa(MoOa); es mas intensa que la asociada a las de
Eu:NaLa(WOa). debido, probablemente, a una mayor capacidad
de las primeras para absorber energia vy transferirla
posteriormente a los cationes Eu3*.

Las nanoparticulas de NalLa(XQOa4): (X = Mo, W) presentan una
alta biocompatibilidad y estabilidad coloidal en una solucién de
acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidrato 50 mM a pH=6,5
(simulador del pH fisioldgico), cumpliendo asi con los requisitos
establecidos para su aplicacién como sondas luminiscentes para
la obtencion de imagenes biomédicas.
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CAPITULO 5

Sondas multifuncionales basadas en NaGd(XO4).
(X= Mo o W) dopadas con Eu3* para la

obtencion de imagenes mediante

luminiscencia y resonancia magnética
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Introduccion

En este capitulo se aborda la preparacion y optimizacién de las
propiedades fisico-quimicas de sondas multifuncionales basadas en
NaGd(X0a)2 (X= Mo, W) dopadas con Eu3* que cumplan con todos los
requisitos necesarios para su empleo como biosondas luminiscentes y
agentes de contraste para la obtencion de imagen por resonancia
magnética.

Para la consecucidn de este objetivo se disefiaron las siguientes tareas:

e) Desarrollo de métodos de sintesis y funcionalizacién de NPs
uniformes de NaGd(XOa4), (X= Mo, W) dopadas con cationes
Eu3*.

f) Optimizacién de las propiedades luminiscentes de las NPs
sintetizadas mediante el andlisis de su dependencia con el nivel
de dopado y la naturaleza de la matriz.

g) Evaluacién de las propiedades magnéticas de las NPs con
propiedades luminiscentes dptimas.

h) Evaluacién de la estabilidad coloidal de las NPs funcionalizadas
y optimizadas en medio fisiolégico.

i) Estudio de la biocompatibilidad de los nanomateriales
optimizados mediante estudios de citotoxicidad in vitro.

5.1 Sintesis, mediante precipitacion homogénea en medio poliol, y
caracterizacion de particulas de NaGd(WOa,)2

Como punto de partida se utilizaron las mismas condiciones
experimentales empleadas para los sistemas NalLa(XOa)2 (X= Mo, W)
presentados en el capitulo anterior, con la Unica salvedad de que se
reemplazé el precursor de lantano por el de gadolinio. Sin embargo, las
particulas asi obtenidas (Figura 5.1) eran muy pequeiias (< 20 nm) e
irregulares y estaban muy agregadas, por lo que podemos concluir que
este método de sintesis no es aplicable al caso de los sistemas basados
en Gd3*,
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Figura 5.1. Imagen TEM de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C durante
20 horas de una disolucién en una mezcla EG/H20 (4/1) que contenia GdCls (0,03
mol-dm?3), Na2WO0s (0,16 mol-dm3) y PAA (2 mg-cm™).

Como alternativa se planted el uso de complejos solubles Gd-citrato
como precursores con el objetivo de obtener un mayor control sobre la
cinética de precipitaciéon. Ello puede llevarse a cabo ya que estos
complejos son estables a temperatura ambiente, por lo que no
permiten la reaccion de los cationes Gd>* con los aniones presentes en
la disolucién. Sin embargo, dichos complejos se descomponen por
calentamiento de las disoluciones a temperatura moderada,
liberdndose asi de forma lenta los cationes Gd3*, con lo que se consigue
un mayor control de la cinética de la reaccion de precipitacién [1, 2]. En
la Tabla 5.1 se presenta el efecto de las diferentes variables
experimentales (mezcla de disolventes y concentracién de reactivos)
sobre las caracteristicas morfoldgicas de las particulas obtenidas
manteniendo constante el tiempo (20 h) y la temperatura (1202C) de
reaccion.
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Tabla 5.1. Forma y tamafo de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de disoluciones que contenian diferentes cantidades de Gd(NO3);,
citrato sédico (NasCit) y Na:WOs empleando diferentes mezclas EG/H:0 como
disolvente. Las cifras entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar.

0,05 2/1 4/1 4/1 No precipita

0,05 2/1 2/1 4/1 Esférica 88 (17)
0,05 2/1 1/1 4/1 Irregular

0,05 2/1 2/1 5/0 No precipita

0,05 2/1 2/1 4,5/0,5 No precipita

0,05 2/1 2/1 3/2 Irregular

0,02 2/1 2/1 4/1 No precipita

0,10 2/1 2/1 4/1 Irregular

0,05 5/1 2/1 4/1 Irregular

Como puede observarse, fue posible obtener particulas uniformes, las
cuales presentaban forma esférica (Figura 5.2), bajo unas condiciones
experimentales muy estrictas, incluyendo una concentracién de
Gd(NOs)s igual a 0,05 mol-dm3, una relacidon molar WO4%/Gd>* igual a
2/1, una relacion NasCit/Gd3* igual a 2/1 y una mezcla de EG/H,0 con
una relacién volumétrica 4/1.

Figura 5.2. Imagen TEM de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°2C durante
20 horas de una solucién en EG/H:0 (relacién volumétrica 4/1) que contenia Gd(NO3)s
(0,05 mol-dm™3), NasCit (0,1 mol-dm3) y Na:WOs (0,1 mol-dm).
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El empleo de una relacidon NasCit/Gd3* mas baja (1/1), manteniendo
constantes el resto de condiciones experimentales, dio como resultado
la precipitacién instantanea de particulas muy pequenasy agregadas de
manera irregular (Figura 5.3a), sugiriendo que no se llegé a formar el
complejo Gd-citrato en este caso. Por otra parte, cuando se aumenté la
relacion NasCit/Gd3* (4/1) no se detectd precipitacion alguna, lo que
podria ser debido a una mayor estabilidad térmica del complejo en tales
condiciones.

Figura 5.3. Imagen TEM de las particulas obtenidas después de modificar los siguientes
pardmetros experimentales: (a) relacién NasCit/Gd** = 1/1, (b) relacion EG/H-0 = 3/2;
(c) concentracién de Gd(NOs)s (0,1 mol-dm3), NasCit (0,2 mol-dm3) y Na:WOa (0,2
mol-dm3); (d) concentracion de Gd(NOs)s (0,05 mol-dm?3), NasCit (0,25 mol-dm?3) y
Na:WO0s (0,1 mol-dm?).

La disminucion de la proporcién EG/H,0 desde 4/1 a 3/2 también dio
como resultado un sistema heterogéneo (Figura 5.3b) mientras que no
se observd precipitacién para mezclas de disolventes mas ricas en EG.
Este comportamiento podria relacionarse, al igual que ocurria en los
sistemas anteriores, con el incremento de la viscosidad del medio de
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reaccion debido al mayor contenido en EG en la disolucion, lo que
ralentizaria la velocidad de reaccién.

Finalmente, cuando se disminuyd la concentracion de Gd3* desde 0,05
a 0,02 mol-dm™ no se observo precipitacién, mientras que al aumentar
dicha magnitud hasta 0,1 mol-dm™ se obtuvo un sistema heterogéneo
constituido por particulas mucho mas grandes (Figura 5.3c). Se detecté
un comportamiento similar cuando se aumenté la relacién molar WO4?*
/Gd3* (Figura 5.3d). Estos efectos ponen de manifiesto la influencia de
la concentracidn de reactivos sobre la cinética de precipitacién.

shESUEEEEEESY (15h o T

Figura 5.4. Imdgenes TEM de las nanoparticulas obtenidas tras diferentes tiempos de
reaccion.

Por ultimo, también se estudidé el efecto del tiempo de reaccidon
mediante el andlisis de las caracteristicas morfolégicas de los
precipitados obtenidos a diferentes tiempos de reaccion (Figura 5.4). Se
pudo observar una leve turbidez transcurridas 8 horas de reaccion, lo
que indica la formacién de las primeras entidades sélidas, las cuales
presentaron forma esférica y un tamafio promedio de 36 nm (Figura
5.4). El didmetro de estas particulas aumento hasta 88 nm a medida que
aumentaba el tiempo de envejecimiento hasta las 20 horas de reaccién,
y permanecid sin variaciones importantes (95 nm) para tiempos mas
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largos (30 h) (Tabla 5.2), por lo que puede considerarse que el tiempo
de reaccion dptimo es 20 h.

Tabla 5.2. Tamafio de las nanoparticulas esféricas obtenidas tras diferentes tiempos
de reaccion. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estdndar.

Tiempo (h) Diametro (nm)
8 36 (8)
15 41 (9)
20 88 (17)
30 95 (19)

El difractograma de rayos X registrado para las particulas esféricas
obtenidas se presenta en la Figura 5.5, en el que puede observarse que
todas las reflexiones corresponden a la estructura tetragonal
correspondiente a la fase NaGd(WOa4), (PDF: 25-829). El tamafo de
dominio cristalino calculado mediante la ecuacién de Scherrer resulté
ser mucho menor (10 nm) que el tamafo de particula medido a partir
de las imagenes TEM (88 nm), lo que sugiere que las particulas estan
formadas por varios dominios cristalinos. Ello parece indicar que las
particulas se forman por un proceso de agregacion de unidades mas
pequefias de manera similar al responsable de la formacién de las
particulas de los demas sistemas anteriormente presentados.

Tetragonal NaGd(WO )
PDF: 00-025-0829

P

‘ |.H Ii "|. "‘L ‘ ||"
20 40 60 80
2 Theta (grados)

Figura 5.5. Difractograma de rayos X obtenido para las NPs esféricas mostradas en la
Figura 5.2.
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Por tanto, es posible obtener NPs uniformes de NaGd(WOa), mediante
precipitacion homogénea a partir de complejos solubles citrato-Gd pero
en unas condiciones de sintesis muy restrictivas que implican el
calentamiento a 1202C durante 20 horas de disoluciones en EG/H,0
(relacién volumétrica 4/1) de Gd(NOs)s (0,05 mol-dm3), NasCit (0,1
mol-dm3) y NazWOz (0,1 mol-dm3).

Con el objeto de obtener mas informacion sobre la composicidn de las
particulas precipitadas, se analizaron las muestras obtenidas mediante
espectroscopia infrarroja. El espectro FTIR de las nanoparticulas
esféricas se presenta en la Figura 5.6. En dicho espectro se observaron
las bandas de absorcidon esperadas para el grupo WO4* (< 1000 cm™)
junto con bandas de tension de O-H (centradas a 3400 cm™) y de flexion
de moléculas de agua adsorbida (1570 cm™) [3]. También se detectaron
algunas bandas adicionales en la regién entre 3000-2800 y 1600-1400
cml, que también estdn presentes en el espectro del citrato sddico
(Figura 5.6), y que pueden atribuirse a la vibracién de tension del enlace
C-H (2920 y 2853 cm™) y a las vibraciones de tension asimétrica y
simétrica (1620 y 1405 cm?, respectivamente) de grupos carboxilato
[3], indicando que los aniones citrato se anclan a la superficie de las NPs
durante el proceso de precipitacion.

Citrato de sodio

Intensidad (u. a.)
840

T T T
4000 3000 2000 1000

NUmero de ondas (cm™)

Figura 5.6. Espectro FTIR de las NPs esféricas homogéneas de NaGd(WOa).. Se incluye
el espectro FTIR del citrato de sodio puro.
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Con objeto de determinar la cantidad de citrato presente en la
superficie de las NPs, se llevd a cabo un andlisis termogravimétrico de
las mismas (Figura 5.7). En dicho analisis se observé una pérdida de
peso correspondiente al 4,7% en el intervalo desde 25-2509C, la cual
puede atribuirse a la eliminacién de agua adsorbida. Ademas, pudo
detectarse una segunda pérdida de peso del 4,8% en el intervalo desde
250-5009C que puede ser atribuida mayoritariamente a |Ia
descomposicién de los aniones citrato.

100
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Figura 5.7. Andlisis termogravimétrico de las NPs esféricas homogéneas de
NaGd(WO4):@cit.

Asi pues, se puede concluir que el método de sintesis descrito en este
apartado es apropiado no sélo para obtener nanoparticulas (88 nm)
esféricas y uniformes de NaGd(WOas);, sino también para su
funcionalizacién simultdanea con aniones citrato provenientes del
complejo Gd-citrato empleado como precursor de la reaccién.

5.2 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas uniformes de
NaGd(WO,), dopadas con Eu3*

Con el objeto de investigar los efectos del nivel de dopado sobre las
caracteristicas morfolégicas y las propiedades épticas de las NPs
basadas en NaGd(WOQa4);, se sintetizaron diversas muestras con
contenido de Eu3* variable utilizando las mismas condiciones
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experimentales descritas para el sistema sin dopar con la Unica
diferencia de que, en este caso, ademdas se afiadid la cantidad de
Eu(NOs)s deseada a las disoluciones de partida.

Figura 5.8. Imdgenes TEM de las particulas de NaGd(WOa). dopadas con diferentes
cantidades de Eu®*.

Se observd que para cantidades nominales de Eu3* < 15% molar se
obtenian particulas uniformes con forma esférica (Figura 5.8), similares
a las de la muestra sin dopar, si bien se detecté un ligero aumento del
tamanfio de las mismas al aumentar el nivel de dopado (Tabla 5.3). Este
efecto es similar al detectado anteriormente para los sistemas basados
en La3* cuyas posibles causas fueron discutidas en el Capitulo 4.

Tabla 5.3. Composicion [relacién molar Eu/(Eu+Gd)] nominal y calculada mediante ICP,
y tamafo (obtenido por TEM) de las NPs de NaGd(WOas): dopadas con diferentes
cantidades de Eu®. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacion
estdndar.

0 - 88 (17)
2 2,8 117 (10)
5 6,5 119 (21)
10 13,6 131 (11)
15 20,2 134 (16)
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El andlisis quimico realizado mediante la técnica de ICP (Tabla 5.3)
revelé que la relacion molar Eu/(Eu+Gd) en las NPs dopadas era
aproximadamente 1,3 veces superior a la relacidn molar nominal
empleada en la sintesis, lo que sugiere una precipitacién preferencial
de los cationes Eu>* frente a los cationes Gd3*. Ello probablemente es
debido a una mayor estabilidad del complejo Gd-citrato en
comparacion con la del complejo Eu-citrato, ya que es conocido que la
constante de estabilidad de los complejos Ln3*-citrato aumenta al
disminuir el radio idnico del catién Ln3* [4, 5]. Puesto que esta diferencia
entre la relacion molar nominal y determinada mediante ICP es
proporcional al nivel de dopado, en adelante se harad referencia
Unicamente a la relacién molar nominal por simplicidad.

Los espectros FTIR registrados para todas las muestras dopadas con
Eu* mostraron las mismas bandas que la muestra sin dopar (Figura 5.6),
indicando también la presencia de aniones citrato en la superficie de
estas NPs.

Ademas, mediante difraccion de rayos X (Figura 5.9) se observd que
todas las muestras estaban constituidas Unicamente por NaGd(WOa),
con estructura tetragonal, pues no aparecian reflexiones adicionales en
ninguno de los difractogramas.

Eu:NaGd(WO ),
15% Eu
L 10% Eu
LA P,
k"\ 5% Eu
LN S
2% Eu
J\.‘J\ 0% Eu
_—A M
‘ Tetragonal NaGd(WO,),
| W P L
20 40 80 80

2 Theta (grados)

Figura 5.9. Difractogramas de rayos X obtenidos para las muestras de NaGd(W0Oa4):
dopadas con diferente cantidad de Eu*.
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En este sistema no se detectd desplazamiento alguno de las reflexiones
observadas a medida que se aumento la cantidad de dopante. Ello no
descarta la formacion de una disolucién sélida del Eu3* en la matriz de
NaGd(WOas),, ya que el radio idnico del Eu3* (1,066 A) en coordinacién
ocho es muy similar al del Gd3* (1,053 A), por lo que una sustitucién
isomorfica no produciria cambios en las dimensiones de la celdilla
unidad. El tamaio de dominio cristalino calculado mediante el método
de Scherrer para las NPs dopadas con Eu3* (11-13 nm) resulté ser similar
al obtenido para las particulas sin dopar (11 nm), indicando su caracter
policristalino y, por tanto, que el dopado no altera la microestructura
de las particulas.

Asi pues, podemos concluir que el proceso de dopado con Eu3* (< 15%)
no altera la forma ni la microestructura de las NPs de NaGd(WQa),@cit,
aungue si que hace aumentar ligeramente el tamano de las mismas.

5.3 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas uniformes de
NaGd(MoOa)

Para la obtencion de particulas uniformes de NaGd(MoOa); se decidid
emplear las mismas condiciones de sintesis optimizadas que dieron
lugar a la precipitacién de particulas homogéneas en el sistema de
NaGd(WOa4), debido a la similitud entre ambos sistemas. Estas
condiciones consistian en envejecer durante 20 horas a 1202C una
disolucién con 0,05 mol-cm= de Gd(NOs)3, 0,1 mol-cm™ de NazMoO4 y
0,1 mol-dm= de NasCit disueltos en una mezcla de EG/H,0 con una
proporcion 4/1. Las particulas asi obtenidas también eran uniformes y
presentaban forma elipsoidal (Figura 5.10) con un tamafio medio de
70x35 nm, siendo, por tanto, morfolégicamente diferentes a las
particulas esféricas (88 nm) resultantes para el caso del volframato.
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Figura 5.10. Imagen TEM de las particulas obtenidas por calentamiento a 120°C
durante 20 horas de una solucién en EG/H:0 (relacién volumétrica 4/1) que contenia
Gd(NOs3)s (0,05 mol-dm™3), NasCit (0,1 mol-dm3) y Na:MoOs (0,1 mol-dm3).

Este comportamiento sugiere diferencias en la cinética de nucleacién y
crecimiento originadas por la naturaleza del anién constituyente de la
fase solida.

Figura 5.11. Imdgenes TEM de las particulas obtenidas tras diferentes tiempos de
reaccion.
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En este sistema también se estudid el efecto del tiempo de reaccidon
sobre las caracteristicas morfoldgicas de las particulas precipitadas. Se
pudo observar la precipitacion de las primeras entidades sélidas tras 3
horas de reaccién (Figura 5.11), siendo este periodo mds corto que en
el caso del sistema de NaGd(WOa), (8 horas). Estas primeras particulas
presentaban un tamafio de 33 x 23 nm (Tabla 5.4) y fueron creciendo a
medida que aumentd el tiempo de reaccion hasta las 30 horas (Figura
5.11), alcanzando un tamafio de 128 x 75 nm. Sin embargo, se eligid
como Optimo un tiempo de reaccion igual a 20 horas el cual dio lugar a
particulas homogéneas con todas sus dimensiones por debajo de los
100 nm.

Tabla 5.4. Tamafio de las nanoparticulas obtenidas tras diferentes tiempos de
reaccion. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estdndar.

3 33(7) 23 (5)
4 42 (8) 31(6)
8 54 (9) 34 (6)
20 70 (11) 35 (6)
30 128 (21) 75 (12)

Mediante difraccion de rayos X (Figura 5.12) se comprobd que la
estructura cristalina de estas NPs correspondia a la fase tetragonal
NaGd(MoQ4),. Ademas, el tamafio de dominio cristalino calculado
mediante el método de Scherrer para estas NPs resultd ser 60 nm, valor
muy similar al tamafo de particula obtenido a partir de las imagenes de
TEM (70 x 35 nm), lo que sugiere que estas NPs son monocristalinas a
diferencia de las de NaGd(WOa4)2 que eran policristalinas.
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PDF: 25-0828

I |
20 40
2 Theta (grados)

|| ‘l. o
60 80

Figura 5.12. Difractograma de rayos X obtenidos para las NPs elipsoidales mostradas
en la Figura 5.10 y patron de difraccion correspondiente a la fase NaGd(Mo0Oa)z.

El espectro FTIR (Figura 5.13) registrado para dicha muestra también
presentaba las bandas asociadas a la vibracién de tensidon de enlaces
C-H (centradas a 2940 cm™) y la vibracién de tensién asimétrica y
simétrica de grupos carboxilato (1590 y 1410 cm™, respectivamente)
que, como ya se discutid para el caso del sistema NaGd(WOa),, pusieron
de manifiesto que estas particulas también contenian iones citrato
anclados a su superficie.
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Figura 5.13. Espectro FTIR de las NPs elipsoidales de NaGd(MoOa4)2. Se incluye espectro
FTIR del citrato de sodio puro.
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La curva termogravimétrica obtenida para dicha muestra (Figura 5.14)
manifestd pérdidas de peso del 5% (25-2502C) y 4,5% (250-6002C)
atribuidas a la eliminacion de agua e iones citrato, respectivamente.
Estos valores son muy similares a los obtenidos para el sistema
NaGd(WOa4).@cit (4,7% de agua y 4,8% de citrato)

100
5%

< 954
[e]
(2]
(0]
o 4,5%

904
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Temperatura (°C)

Figura 5.14. Andlisis termogravimétrico de la muestra compuesta por nanoparticulas
elipsoidales de NaGd(MoOa):@cit.

Asi pues, se puede concluir que el método de sintesis descrito en este
apartado también es apropiado para obtener nanoparticulas uniformes
de NaGd(Mo0Qa); funcionalizadas con aniones citrato.

5.4 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas uniformes de
NaGd(MoO,), dopadas con Eu3*

Para investigar los efectos del nivel de dopado sobre las caracteristicas
morfoldgicas y las propiedades o6pticas de las NPs basadas en
NaGd(Mo0Oys); se sintetizaron diversas muestras con contenido de Eu3*
variable. Para ello se emplearon las mismas condiciones experimentales
ya descritas para la obtencidn de la muestra sin dopar con la Unica
salvedad de que se afiadieron diferentes cantidades de Eu3* a la
disolucién de Gd3* de partida. Las particulas asi obtenidas se ilustran en
la Figura 5.15, las cuales presentaron la misma morfologia que las
particulas sin dopar, si bien se detectaron pequefias variaciones de
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tamafio en las particulas dopadas con Eu3* (Tabla 5.5) como también
ocurria en el caso del sistema Eu:NaGd(WOa4),@cit.
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Figura 5.15. Imdgenes TEM de las particulas de NaGd(Mo0Oa4): dopadas con diferentes
cantidades de Eu*.

El andlisis quimico realizado mediante la técnica de ICP (Tabla 5.5)
reveld6 que la relacion molar Eu/(Eu+Gd) determinada era
aproximadamente 1,3 veces superior a la relacion nominal, al igual que
ocurria en el sistema NaGd(WOai),, poniendo de manifiesto la
precipitacion preferencial del cation Eu3* frente al Gd3*, cuya causa ya
fue anteriormente discutida para dicho sistema. También en este caso,
para designar a las diferentes muestras se tomdé como referencia la
relacion nominal Eu/(Eu+Gd).

Los espectros FTIR registrados para todas las muestras dopadas con
Eu3* eran muy similares a los de la muestra sin dopar (Figura 5.13),
poniendo de manifiesto que las NPs dopadas también contenian
aniones citrato anclados a su superficie.
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Tabla 5.5. Tamano obtenido mediante TEM de las NPs de NaGd(MoOs): dopadas con
diferentes cantidades de Eu®'. Los valores entre paréntesis corresponden a la
desviacion estdndar.

0 - 70 (7) 35 (6)
2 2,7 85(12)  48(6)
5 7,1 83(10) 46 (6)
10 13,4 89(13)  49(7)
15 19,8 73 (8) 39 (6)

Mediante difraccion de rayos X (Figura 5.16) se comprobd que todas las
muestras estaban constituidas Unicamente por la fase tetragonal
NaGd(MoOa),.

Eu:NaGd(MoO,),
15% Eu
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Figura 5.16. Difractogramas de rayos X de las muestras de NaGd(MoOa4): dopadas con
diferentes cantidades de Eu®*.

Al igual que en el sistema anterior basado en NaGd(WOQa4);, no se
detectd desplazamiento alguno de las reflexiones observadas en todas
las muestras dopadas con diferentes cantidades de Eu3* por los motivos
analizados para dicho sistema. El tamafio de dominio cristalino
calculado mediante el método de Scherrer para las NPs dopadas con
Eu3* (60-65 nm) resulté ser similar al obtenido para las particulas sin
dopar (60 nm), indicando que el dopado no altera la microestructura de
las particulas.
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Asi pues, podemos concluir que el proceso de dopado con Eu3* (< 15%)
no altera la forma ni la microestructura de las NPs de
NaGd(Mo0Oa),@cit, aunque si hace variar ligeramente el tamafio de las
mismas.

5.5 Estudio de las propiedades luminiscentes de las nanoparticulas
basadas en NaGd(X04).@cit (X= Mo, W) dopadas con Eu3*

Las caracteristicas luminiscentes de las nanoparticulas de
Eu:NaGd(MoOa);@cit y Eu:NaGd(WOa),@cit eran muy similares a las
anteriormente analizadas para el caso de los correspondientes sistemas
basados en La3*, como cabria esperar dada la similitud en composicién
y estructura de todos estos sistemas. Asi, los espectros de excitacién de
las muestras de Eu:NaGd(MoOa),@cit y Eu:NaGd(WOa),@cit dopadas
con un 5% (nominal) de Eu3*, obtenidos monitorizando la banda de
emisién mas intensa (615 nm) del Eu3* en estas matrices [6, 7] (Figura
5.17), presentaban las bandas caracteristicas de la excitacidn directa de
los cationes Eu3* (entre 350 y 420 nm), junto con las bandas anchas y
mucho mas intensas centradas a 285 nm para la matriz de molibdato y
265 nm para el caso del volframato, correspondientes a los procesos de
transferencia de energia desde los grupos X04* (X= Mo, W) a los
cationes Eu3* [6, 7], ya descritos.

A= 615 nm

— Eu(5%):NaGd(MoO,),@cit

— Eu(5%):NaGd(WO,),@cit
) "
5 Eu™: 4f-4f
8 x50
o
n
[
2
£

350 375 400 425
250 300 350 400 450

Longitud de onda (nm)

Figura 5.17. Espectros de excitacion de las muestras de NaGd(MoQOas):@cit y
NaGd(WOs):@cit dopadas con un 5% (nominal) de Eu*. Se inserta ampliacién (x50) de
la regidn comprendida entre 350 y 425 nm.
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Asimismo, los espectros de emisidon obtenidos excitando mediante las
bandas de transferencia de energia (Figura 5.18), también presentaban
las bandas de emisidn caracteristicas del catién Eu3*, siendo
predominante, en todos ellos, la transicion >Do—’F,, de acuerdo con la
localizacién de los cationes Eu3* en el sitio cristalografico no
centrosimétrico de los cationes Gd3* (grupo puntual Si) (Apéndice II).
Como consecuencia, estos sistemas también presentaron una
luminiscencia roja de gran intensidad (ver fotografias insertadas en
Figura 5.18) que los hace utiles como biosondas luminiscentes.

EuNaGd(MoO) @ct EuNaGd(WO ) @ct
h,=2850m oo a i =263nm (D, b

2% Eu oo ——2%Eu
N 5% Eu 5% Eu
® | — 10%Eu = |—10%Eu
3 |—15%Eu 5 |——15%Eu
3 =
3 S
2 3
2] 5
£ =

T T T T T T T T T
550 600 650 700 550 600 650 700

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 5.18. Espectros de emisién de las muestras de (a) NaGd(MoOa):@cit y (b)
NaGd(WOs):@cit dopadas con diferentes cantidades de Eu®*. Se insertan fotografias
de suspensiones de las particulas de cada sistema dopadas con un 5% de Eu3*.

En la Figura 5.19 se representa la intensidad integrada de las emisiones
de las muestras de Eu:NaGd(X0Oa)2 (X = W, Mo) sintetizadas en funcién
del contenido en Eu3*. Como puede observarse, la intensidad de
emision aumentd al aumentar la cantidad de Eu3* hasta el 5% en el caso
del molibdato, y hasta el 10% en el caso del volframato, mientras que
una mayor concentracién de Eu3* no produjo ningun cambio
significativo en dicha intensidad en ninguno de los dos casos.
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Figura 5.19. Intensidad integrada de las emisiones de las muestras de Eu:NaGd(Mo0Oa4):
y Eu:NaGd(WO0.): dopadas con diferentes cantidades de Eu>*.

Este comportamiento sugiere la presencia de un efecto de
desactivacion por concentracién (Apéndice 1), similar al observado para
los sistemas anteriormente estudiados, que fue analizado mediante la
determinacién de los tiempos de vida de la luminiscencia (t) a partir de
las curvas de decaimiento de la emisién a 615 nm (°Do — ’F2) del Eu3*
(Figura 5.20).
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Figura 5.20. Curvas de decaimiento obtenidas para la emision mds intensa (615 nm)
de las particulas de (a) NaGd(MoOas):@cit y (b) NaGd(WQai)@cit dopadas con
diferentes cantidades de Eu®*.

En ambos sistemas, dichas curvas pudieron ajustarse considerando un
modelo biexponencial, cuyos pardametros se muestran en la Tabla 5.6.
Este comportamiento pone de manifiesto la presencia de dos tipos de
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centros activos para los cationes Eu3* en las particulas de NaGd(Mo0Qa4)2
y NaGd(WOa4)2, uno correspondiente a los cationes Eu3* situados en la
superficie de las NPs y otro correspondiente a los cationes Eu3*
localizados en el interior de las mismas, como ya se discutid en capitulos
anteriores.

Tabla 5.6. Valores de tiempo de vida (11 y t2) de las emisiones correspondientes a las
dos componentes (A1 y Az) y tiempo de vida promedio (<t>) obtenido para las
particulas de NaGd(MoO.):@cit y NaGd(WO.)@cit dopadas con distintas cantidades
de Eu* a partir de las curvas de decaimiento de la emisién correspondiente a la
transicién *Do— ’F2 del Eu®* (615 nm) tras excitar con la longitud de onda dptima para
cada sistema (285nm para molibdato y 263 nm para volframato). Los valores entre
paréntesis corresponden al error experimental de la medida.

2 35 330(17) 65 800(40) 700 (35)
5 40 480(24) 60 930(47) 790 (40)

NaGd(M
aGd(MoOa)z 10 30 240(12) 70 660(33) 590 (30)
15 29  170(9) 71 520(26) 470 (24)
2 39 397(20) 61 1243(62) 1097 (55)
5 39 426(21) 61 1140(57) 1002 (50)
el 10 36 396(20) 64 968 (48) 860 (43)
15 33 359(18) 67 894(45) 806 (40)

En la Tabla 5.6 también se incluye el valor del tiempo de vida promedio,
<>, correspondiente a cada muestra, el cual se representé en funcién
de la cantidad de Eu?* (Figura 5.21). En dicha representacion se observa
un notable descenso de dicha magnitud cuando se aumenté el
contenido de Eu3* por encima del 5% en ambos sistemas. Estos
resultados confirman la presencia del ya mencionado efecto de
desactivacién por concentracién para contenidos en Eu3* por encima
del 5% en ambas matrices, siendo, por tanto, este nivel de dopado el
que da lugar a las muestras mas eficientes. Hay que hacer notar que el
notable aumento de luminiscencia producido al aumentar el contenido
en Eu3* desde 5 al 10% en el sistema Eu:NaGd(WOa4)2 es debido a que el
proceso de desactivacidn por concentracion es parcialmente
compensado por un aumento del niumero de centros emisores, como
ya se ha mencionado anteriormente. Por tanto, puede considerarse
gue, desde un punto de vista practico, el nivel de dopado éptimo es el
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5% para la matriz de molibdato y el 10% para la matriz de volframato,
ya que asi se consigue la mayor intensidad de emisiéon con el minimo
contenido en Eu* para cada sistema.

1,2
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Figura 5.21. Valores de tiempo de vida promedio en funcién de la cantidad de Eu®*
presente en las particulas de NaGd(Mo0Oa4)2 y NaGd(WQa)..

Finalmente, en la Figura 5.19 puede observarse que la intensidad de las
emisiones en la matriz de molibdato es significativamente superior a la
obtenida en el caso de la matriz de volframato en todo el rango de nivel
de dopado estudiado. Este comportamiento puede ser debido a la
mayor cristalinidad observada para las particulas de Eu:NaGd(MoOa)
y/o a una mayor capacidad de la matriz tipo molibdato para absorber
radiacion UV y posteriormente transferir la energia absorbida a los
cationes Eu3* en comparacion con la basada en volframato. Por tanto,
desde el punto de vista Optico, las nanoparticulas basadas en
NaGd(MoOa4),@cit dopadas con un 5% de Eu3* obtenidas en este trabajo
son mas adecuadas que las basadas en Eu(10%):NaGd(WOa4),@cit para
sus aplicaciones como biosondas luminiscentes.

5.6 Estudio de las propiedades magnéticas de las nanoparticulas
basadas en Eu:NaGd(X0).@cit (X= Mo, W)

Con el objetivo de evaluar las propiedades magnéticas de estos
materiales de cara a su posible uso como agentes de contraste para la
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obtencién de imdgenes por resonancia magnética, se midieron los
valores de relajatividad longitudinal (r1) y transversal (r2) de las
muestras dopadas con Eu3*. Estos resultados se representan en la Figura
5.22.

40
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Figura 5.22. Relajatividades del protén (rl y r2) de las nanoparticulas de (a)
Eu(5%):NaGd(MoOs):@cit y (b) Eu(10%):NaGd(WOa):@cit.

Es bien conocido que la relacion entre la relajatividad transversal (r2) y
la relajatividad longitudinal (r1) determina la capacidad del material
para comportarse como agente de contraste positivo o negativo
(Apéndice Ill), prefiriéendose los primeros ya que se minimiza las
posibles interferencias con otras sefiales bioldgicas o patogénicas. Asi,
una baja relacion ra/r1 (<5) se considera ideal para los agentes de
contraste positivos. En nuestro caso encontramos una relacién ra/rq
igual a 1,78 para el sistema Eu:NaGd(MoOa),@cit, y 4,32 para el sistema
Eu:NaGd(MoOa),@cit. En ambos casos la relacién ry/r1 es, por tanto,
menor a 5, indicando que ambos sistemas serian Utiles como agentes
de contraste positivo. No obstante, el sistema basado en molibdato es
mas adecuado para este propédsito debido a su menor relacion ra/ri. Hay
gue indicar, ademas, que dicha relacion (1,78) se encuentra entre los
valores mas bajos reportados hasta la fecha para distintos agentes de
contraste nanoparticulados basados en compuestos de gadolinio [8, 9,
10]. Por tanto, dicho sistema puede considerarse como un candidato
Optimo para tales aplicaciones.
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5.7 Estudio de la citotoxicidad de las nanoparticulas basadas en
Eu:NaGd(XO0s).@cit (X= Mo, W)

La evaluacion de la viabilidad celular de las muestras basadas en
Eu:NaGd(MoOa),;@cit y Eu:NaGd(WOa),@cit se llevé a cabo mediante
la utilizacion del protocolo MTT descrito en el Capitulo 2. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 5.23, donde pueden observarse
valores de viabilidad celular en torno al 100% para concentraciones de
nanoparticulas de Eu:NaGd(Mo0s), de hasta 0,2 mg-cm3, mientras que
para las particulas de Eu:NaGd(WOai), se registraron valores de
viabilidad ligeramente inferiores al 80% a partir de concentraciones 2
0,025 mg-cm3. Por tanto, podemos considerar que las NPs de
molibdato cumplen el criterio de ausencia de toxicidad requerido para
aplicaciones biotecnoldgicas, mientras que las NPs basadas en
volframato se encuentran en el umbral de lo que comienza a
considerarse toxico.
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-
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Figura 5.23. Valores de viabilidad celular obtenidos para distintas concentraciones de
NPs basadas en Eu:NaGd(MoOQas).@cit y Eu:NaGd(WOs):@cit determinados mediante
ensayos MTT. Se presenta el valor medio (n = 5) de viabilidad, relativo a la muestra de
control, y la desviacion estdndar.

5.8 Estudio de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas basadas en
Eu:NaGd(XO0a)@cit (X= Mo, W)

Con el objetivo de estudiar la aplicabilidad de estas NPs en el campo de
la biomedicina como sondas luminiscentes y/o agentes de contraste
para MRI, se estudié la estabilidad coloidal de la muestra de
NaGd(MoOa),@cit dopada con un 5% de Eu3*y la de NaGd(WOs).@cit
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dopada con un 10% de Eu?*, que fueron las que presentaron unas
mejores propiedades Opticas. Asi, se determiné el diametro
hidrodindmico medio de estas NPs suspendidas en agua milli-Qy en una
solucion de tampdn MES 50 mM a pH=6,5 (Figura 5.24). Como puede
observarse, se obtuvo un valor de diametro hidrodindmico medio (Dn)
de 77 nm para el sistema de molibdato y 122 nm para el de volframato
en suspension acuosa. Estos valores son muy proximos al tamafio medio
de las NPs obtenido a partir de las imagenes de TEM, lo que indica la
ausencia de procesos de agregacion de particulas significativos en
medio acuoso. Ello puede atribuirse a la carga superficial aportada por
los iones citrato presentes, lo que genera un potencial Z de -39 mV en
ambos sistemas, siendo este potencial suficiente para vencer las fuerzas
atractivas intrinsecas a los sistemas coloidales y evitando asi su
agregacion [11].

Eu:NaGEI[MoO__j:E@cit a D ~122 nm Eu:NaGEI[".“."O__j:E@cit b

D ~77nm i
g illi g A illi-c
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Figura 5.24. Curvas de distribucion de tamaiio obtenidas mediante DLS para las
muestras de NPs de (a) Eu(5%):NaGd(MoOa):@cit y (b) Eu(10%):NaGd(WQ.)@cit
suspendidas en agua milli-Q y una disolucion de MES 50 mM a pH=6,5.

Sin embargo, el valor de didmetro hidrodinamico medio determinado
para estas mismas NPs suspendidas en tampdn MES fue muy superior
(477 nm para el molibdato y 581 para el volframato), indicando la
aparicion de procesos de agregacion de particulas. Este efecto puede
atribuirse a que la magnitud de las fuerzas repulsivas asociada a la carga
superficial de las NPs se debilita debido a la mayor fuerza idnica
presente en el tampdn MES. Por tanto, estas particulas no son estables
en medio fisioldgico y seria necesario funcionalizarlas con alguna
molécula organica que impida la agregacion de éstas mediante
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impedimento estérico como ocurria en los sistemas basados en lantano
gracias a su recubrimiento con PAA.

5.9 Funcionalizacion de las nanoparticulas basadas en
Eu:NaGd(MoOs).@cit con poli-L-lisina y evaluacion de sus
propiedades.

Entre las posibles moléculas orgdnicas de cadena larga que pueden
utilizarse con objeto de mejorar la estabilidad coloidal de las sondas
optimizadas por recubrimiento de su superficie con las mismas, se
selecciond la poli-L-lisina (PL) por los motivos expuestos en el Capitulo
2 y se siguid el procedimiento de funcionalizacion descrito en dicho
capitulo. Para este estudio se seleccionaron las NPs basadas en
Eu:NaGd(MoOa),@cit ya que presentaron mejores propiedades épticas
y magnéticas y menor toxicidad.

El seguimiento del proceso de funcionalizacién se llevé a cabo mediante
la determinacidn del potencial Z, el cual experimenté un cambio desde
-39 mV, para las particulas cubiertas por citrato, hasta +26,9 mV
después del proceso de funcionalizacidn con PL. Este cambio de signo
en el potencial Z debe asociarse a la deposicién de moléculas de PL en
la superficie de las NPs, las cuales poseen grupos amino positivamente
cargados en las condiciones de pH fisiolégico. La presencia de PL en la
superficie de las NPs se corrobord también mediante espectroscopia
FTIR (Figura 5.25). Asi, ademds de las bandas correspondientes a la
muestra sin funcionalizar, el espectro FTIR de la muestra funcionalizada
con PL mostré algunas caracteristicas adicionales que confirman su
presencia. En concreto, se observd la banda de amida | debida a la
vibracién tensién del enlace C=0 (1647 cm™) y la banda de amida Il
resultante de la tension del enlace C-N y la flexion de los enlaces N-H
(1542 cm) [12, 13].
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Figura 5.25. Espectros FTIR de las NPs basadas en Eu:NaGd(MoOs):@cit
funcionalizadas con poli-L-lisina y sin funcionalizar. Se incluyen los espectros obtenidos
para una muestra pura de citrato de sodio y poli-L-lisina.

Con el objetivo de cuantificar la cantidad de PL presente en la superficie
de las NPs se llevd a cabo un analisis termogravimétrico sobre las
muestras funcionalizadas y sin funcionalizar (Figura 5.26). En ambos
casos se detectd una pérdida de masa en dos etapas que ocurrian en
los mismos intervalos de temperatura. La primera etapa (25-2502C)
puede asociarse a la pérdida del agua adsorbida, siendo ligeramente
superior en el caso de las particulas funcionalizadas (6,5%) con respecto
a las NPs sin funcionalizar (5%). La segunda etapa tiene lugar entre los
250 y 800°C y debe atribuirse a la descomposicion de las especies
organicas. Esta pérdida resultd ser de un 4,5% en peso para la muestra
no funcionalizada, que corresponde a la eliminacidon de los aniones
citrato, y mucho mayor para las NPs funcionalizadas con PL (24%)
debido a la descomposicion adicional de moléculas de PL. Asi pues, por
diferencia entre estas dos magnitudes, se puede considerar que la
cantidad total de PL incorporada equivale al 19,5% del peso total de Ia
muestra.
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Figura 5.26. Andlisis termogravimétrico de las NPs basadas en Eu:NaGd(MoOs).@cit
funcionalizadas con PL y sin funcionalizar.

Una vez confirmado el éxito del proceso de funcionalizacién se volvio a
evaluar la estabilidad coloidal de estas NPs (Figura 5.27). El valor de
didmetro hidrodindmico medio obtenido para la muestra
funcionalizada y suspendida en agua milli-Q fue ligeramente superior
(160 nm) al obtenido para las NPs sin funcionalizar (77 nm). Esta
diferencia puede atribuirse a la presencia de moléculas de PL en Ia
superficie de las NPs, aunque tampoco pueden descartarse procesos de
agregacion muy débiles. Por otra parte, cuando se evalué la estabilidad
coloidal en tampén MES 50 mM a pH 6,5 se obtuvo un valor muy similar
(155 nm) para las particulas funcionalizadas, indicando la ausencia
significativa de agregacién y, por tanto, se cumple con el requisito de
estabilidad coloidal necesario para aplicaciones biomédicas.
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Figura 5.27. Curvas de distribucion de tamafio obtenidas mediante DLS para las NPs
de Eu:NaGd(MoOa):@cit@PL suspendidas en agua milli-Q y tampén MES 50 mM.

Es importante mencionar que la funcionalizaciéon con PL no afecté de
manera significativa a las propiedades luminiscentes de este material.
Asi, la intensidad de emision de las particulas funcionalizadas fue
ligeramente inferior a la observada para las mismas antes del proceso
de funcionalizacion (Figura 5.28), indicando que la presencia de estas
moléculas de PL en la superficie de las NPs no incrementa
significativamente la desactivacion de la luminiscencia de los cationes
Eu3*. Por tanto, las propiedades dpticas de las NPs funcionalizadas con
PL permanecen inalteradas y adecuadas para su uso como biosonda
luminiscente para aplicaciones in vitro.

—— Sin funcionalizar
—— Funcionalizada con PL

Intensidad (u. a.)

550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 5.28. Espectros de emision obtenidos para las NPs de Eu(5%):NaGd(MoQa4):@cit
funcionalizadas con PL y sin funcionalizar excitadas con A = 285 nm.
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Por otra parte, se detectdé una disminucion en el valor de r; (desde 5,03
hasta 2,12 mM* s!) después de funcionalizar con PL, mientras que el
valor de r, permanecid casi inalterado (8,7 mM™ s?) (Figura 5.29), lo
cual resulta en una relacién ra/r1 de 4,1 (mayor que en la muestra sin
funcionalizar) que indica una menor eficiencia del material
funcionalizado como agente de contraste positivo. Ello puede explicarse
por el hecho demostrado de que las relajatividades magnéticas en los
agentes de contraste particulados se ven afectadas por la presencia de
un recubrimiento orgdnico, ya que éste dificulta el acceso de las
moléculas de agua a los cationes Gd** situados en la superficie de la
particula [14].
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o
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Concentracién de Gd (mM)

Figura 5.29. Relajatividades del proton (r1 y r2) de las nanoparticulas de
Eu(5%):NaGd(MoOa4):@cit funcionalizadas con PL.

Por ultimo, los ensayos de viabilidad celular realizados para las
muestras funcionalizadas (Figura 5.30) revelaron un ligero incremento
en la toxicidad. Ello podria ser debido al cambio de signo del potencial
Z resultante del proceso de funcionalizacidn, ya que es conocido que las
particulas cargadas positivamente presentan una mayor toxicidad con
respecto a las cargadas negativamente [15, 16]. No obstante, se
obtuvieron valores de viabilidad celular superiores al 80% para
concentraciones de NPs de hasta 0,025 mg-cm?3, que se consideran
suficientes para su uso como agente de contraste para MRI.

182



Sondas multifuncionales basadas en Eu:NaGd(X04), (X= Mo, W)

120

Eu:NaGd(MoO ) @cit@PL
100 ——
—F—

80 4 —I

60 - — ——

Viabilidad (%)

40

20 +

0 0005 0025 0075 015 03
Concentracion de NPs (mg-cm3)

Figura 5.30. Valores de viabilidad celular obtenidos para distintas concentraciones de
NPs basadas en Eu:NaGd(MoO4):@cit@PL determinados mediante ensayos MTT. Se
presenta el valor medio (n = 5) de viabilidad, relativo a la muestra de control, y la
desviacion estandar.

Por tanto, de este estudio se puede concluir que el proceso de
funcionalizacién con PL permite mejorar en gran medida la estabilidad
coloidal de las NPs de Eu(5%):NaGd(MoOQa),@cit sin que ello afecte
negativamente a sus propiedades épticas. No obstante, se detectd una
pérdida de eficiencia de cara a su uso como agente de contraste positivo
en MRI y un ligero aumento de la toxicidad de las mismas, si bien ello
no descarta su posible aplicabilidad en el campo de la biomedicina.

5.10 Conclusiones

1. Se ha desarrollado un método de sintesis basado en reacciones
de precipitacion homogénea a baja temperatura (1202C) que,
empleando complejos Gd-citrato como precursores de Gd3* y
una mezcla de etilenglicol y agua como disolvente, permite
obtener particulas uniformes con tamafio nanométrico de
NaGd(WOs4),, con forma esférica, y de NaGd(Mo0Qg),, con forma
elipsoidal.
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2. El método de sintesis desarrollado permite funcionalizar las
nanoparticulas con aniones citrato durante su proceso de
formacién.

3. El método de sintesis y funcionalizaciéon desarrollado permite
dopar las nanoparticulas de ambos sistemas con Eu3* sin que ello
afecte a la uniformidad, morfologia vy caracteristicas
superficiales de las mismas cuando el nivel de dopado se
mantiene inferior al 15% molar.

4. Todas las muestras dopadas con Eu3* presentan luminiscencia
de color rojo de gran intensidad cuando se excitan con luz UV a
través de un proceso de transferencia de energia desde los
grupos X042 hasta los cationes Eu3* (X= Mo, W).

5. La mayor intensidad de luminiscencia se obtiene para un nivel
de dopado del 5% molar de Eu3* en la matriz de molibdato, y del
10% molar de Eu3* en la matriz de volframato.

6. La luminiscencia de las nanoparticulas basadas en
Eu:NaGd(MoO4); es de mayor intensidad que Ia
correspondiente  a las de Eu:NaGd(WOa.) debido,
probablemente, a la mayor cristalinidad de las primeras y/o a
una mayor capacidad de éstas para absorber energia vy
transferirla posteriormente a los cationes Eu3*.

7. Los valores de relajatividad magnética longitudinal (ri) vy
transversal (r2) que presentan las nanoparticulas de NaGd(X0a4)2
(X = Mo, W) son apropiados para su uso como agentes de
contraste positivo para la obtencién de imagenes mediante
resonancia magnética, si bien, las particulas de Eu:NaGd(MoO4);
son mas apropiadas para este propdsito dado su menor valor de
ra/r1.
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Sondas multifuncionales basadas en Eu:NaGd(X04), (X= Mo, W)

8. Se ha desarrollado un procedimiento de funcionalizacién de la
superficie de las nanoparticulas de Eu:NaGd(MoOa4), con poli-L-
lisina que mejora notablemente la estabilidad de las mismas en
medio fisioldgico sin que ello afecte negativamente de manera
significativa a sus propiedades dépticas o magnéticas, y a su
toxicidad. Por tanto, dichas nanoparticulas cumplen los criterios
establecidos para su empleo como sondas multifuncionales para
la obtencion de bioimagenes mediante luminiscencia y
resonancia magnética.

185



Capitulo 5

Referencias bibliograficas

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

N. O. Nufez, S. Rodriguez-Liviano y M. Ocafia, Journal of Colloid and
Interface Science, vol. 349, pp. 484-491, 2010.

J. Zhao, Y. Sun, X. Kong, L. Tian, Y. Wang, L. Tu, J. Zhao y H. Zhang, Journal
of Physical Chemistry B, vol. 112, pp. 15666-15672, 2008.

K. Nakamoto, Infrared and raman spectra of inorganic and coordination
compounds part B, John Wiley and Sons, 1997.

J. C. Barnes y P. A. Bristow, Journal of the Less-Common Metals, vol. 22,
pp. 463-465, 1970.

G. E. Jackson, S. Wynchank y M. Woundenberg, Magnetic Resonance in
Medicine, vol. 16, pp. 57-66, 1990.

J. Liao, H. Huang, H. You, X. Qiu, Y. Li, B. Qiu y H. R. Wen, Materials
Research Bulletin, vol. 45, pp. 1145-1149, 2010.

Y. Liu, G. Liu, J. Wang, X. Dong y W. Yu, Inorganic Chemistry, vol. 53, pp.
11457-11466, 2014.

N. J. J. Johnson, W. Oakden, G. J. Stanisz, R. S. Prosser y F. C. J. M. van
Veggel, Chemistry of Materials, vol. 23, pp. 3714-3722, 2011.

S. Rodriguez-Liviano, N. O. Nufiez, S. Rivera-Fernandez, J. M. de la Fuente
y M. Ocafia, Langmuir, vol. 29, pp. 3411-3418, 2013.

[10] F. Huy Y. S. Zhao, Nanoscale, vol. 4, pp. 6235-6243, 2012.

[11] R. J. Hunter, Zeta potential in colloid science: principles and applications,

London: Academic Press, 1981.

[12] C. Fang y M. Zhang, Journal of Materials Chemistry, vol. 19, pp. 6258-

6266, 2009.

[13] C. Shan, H. Yang, D. Han, Q. Zhang, A. Ivaska y L. Niu, Langmuir, vol. 25,

pp. 12030-12033, 2009.

[14] M. Cho, R. Sethi, J. S. Narayanan, S. S. Lee, D. N. Benoit, N. Taheri, P.

Decuzzi y V. L. Colvin, Nanoscale, vol. 6, pp. 13637-13645, 2014.

[15] S. Bhattacharjee, I. M. C. M. Rietjens, M. P. Singh, T. M. Atkins , T. K.

Purkait, Z. Xu, S. Regli, A. Shukaliak, R. J. Clark, B. S. Mitchell, G. M. Alink,
A. T. M. Marcelis, M. J. Fink, J. G. C. Veinot, S. M. Kauzlarich y H. Zuilhof,
Nanoscale, vol. 5, pp. 4870-4883, 2013.

[16] C. M. Goodman, C. D. McCusker, T. Yilmaz y V. M. Rotello, Bioconjugate

Chemistry, vol. 15, pp. 897-900, 2004.

186



CAPITULO 6
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Introduccion

En este capitulo se aborda la preparacion y evaluacién de las
propiedades fisico-quimicas de un sensor de pH ratiométrico fabricado
a partir de nanoparticulas de NaGd(WO4); dopadas con Eu3* vy
recubiertas con fluoresceina. En este sistema, la luminiscencia del Eu3*
presente en las NPs es insensible al pH del medio y actuaria como
referencia interna, mientras que la luminiscencia de la fluoresceina
depende del pH del medio en el rango de 3a 12 [1].

Para la consecucidn de este objetivo se disefiaron las siguientes tareas:

a) Desarrollo de un procedimiento de recubrimiento de NPs
uniformes de Eu:NaGd(WOa)2 con fluoresceina

b) Evaluacién de la sefial luminiscente ratiométrica del sensor a
diferentes valores de pH

6.1 Recubrimiento de las nanoparticulas de Eu:NaGd(WO4): con
fluoresceina

Para el recubrimiento de la superficie de las NPs de Eu:NaGd(WOa4), con
fluoresceina se utilizé la muestra que contenia un 10% de Eu3* como
prueba de concepto. Como precursor de dicho colorante se empled
hidrocloruro de polialilamina conjugado con isocianato de fluoresceina
(PAH-F) siguiendo el procedimiento experimental descrito en el
Capitulo 2. El motivo que justifica la eleccién de este polimero es el gran
numero de grupos amino que posee, los cuales se encuentran cargados
positivamente y son iddneos para interaccionar con la superficie
negativamente cargada de las NPs basadas en NaGd(WOQa),. Esta carga
superficial negativa es debida a iones citrato adsorbidos en la superficie
de estas NPs, los cuales provienen del complejo Gd-citrato empleado en
la sintesis, como ya se describié en el Capitulo 5.

Hay que indicar que, tras el proceso de funcionalizacion, las NPs
presentaban un color anaranjado que sugiriere la presencia de
fluoresceina en la superficie de éstas y, por tanto, el éxito del proceso
de recubrimiento. Este éxito fue confirmado mediante medidas de
potencial Z. Asi, el valor de esta magnitud experimenté un cambio
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desde -39 mV hasta +21 mV (medidos a pH 7) que debe asociarse a la
presencia de moléculas de PAH-F en la superficie de las NPs, las cuales
originarian carga superficial positiva debido al gran nimero de grupos
amino (protonados) presentes en dicho polimero.

Con el objetivo de cuantificar la cantidad de polimero depositada en la
superficie de las NPs se llevé a cabo un analisis termogravimétrico de
las muestras antes y después del proceso de recubrimiento (Figura 6.1).
En ambos casos se detectd una pérdida de masa en dos etapas que
ocurrian en los mismos intervalos de temperatura. La primera etapa
(25-2502C) puede asociarse a la pérdida de agua adsorbida vy
corresponde a un 4,7% del peso total para ambas muestras. La segunda
etapa tiene lugar entre los 250 y 6002C y debe atribuirse a la
descomposicion de las especies organicas contenidas en las muestras.
Esta pérdida resultd ser de un 4,8% en peso para la muestra inicial
(correspondiente a la descomposicion de los aniones citrato) vy
sensiblemente mayor para las NPs recubiertas con PAH-F (6,4%). La
diferencia de pérdida de peso entre ambas muestras en esta segunda
etapa (1,6%) debe, por tanto, atribuirse a la cantidad de PAH-F
depositado.

100 S
4.7% —— Recubiertas con PAH-F
—— Sin recubrir

96 |
o
wn
& 924

88

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Figura 6.1. Andlisis termogravimétrico de las NPs basadas en Eu(10%):NaGd(WOas):
recubiertas con PAH-F y sin recubrir.

Una vez confirmado el éxito del proceso de funcionalizacién, se volvié a
evaluar la estabilidad coloidal de estas NPs en tampdn MES (Figura 6.2).
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Conviene recordar que estas NPs no eran estables en tampon MES
antes del proceso de recubrimiento con PAH-F, ya que para éstas se
obtuvo un valor de didmetro hidrodinamico medio muy superior (581
nm) al tamafo medio de particula obtenido mediante TEM (119 nm).
Sin embargo, el valor de didmetro hidrodindmico medio obtenido para
la muestra recubierta con PAH-F fue notablemente inferior (153 nm),
indicando el efecto claramente favorable que tiene dicho recubrimiento
sobre la estabilidad coloidal de dichas NPs.

D, ~153nm  ___ Recubiertas con PAH-F
—— Sin recubrir
=
s DH ~581 nm
©
©
i)
(%)
c
Q9
=
0 400 800 1200 1600 2000

Diametro hidrodinamico (nm)

Figura 6.2. Curvas de distribucion de tamarfio obtenidas mediante DLS para las NPs
basadas en Eu(10%):NaGd(WOa)z recubiertas con PAH-F 'y sin recubrir suspendidas en
tampon MES 50 mM.

Por tanto, se puede concluir que el procedimiento desarrollado es
apropiado para el recubrimiento de la superficie de NPs de
Eu(10%):NaGd(WOa4), con PAH-F, y que ademas permite mejorar la
estabilidad coloidal de dichas NPs.

6.2 Evaluacion de la respuesta luminiscente del sensor frente al pH

Con el objetivo de evaluar la respuesta luminiscente del sensor
desarrollado, se dispersaron las NPs de Eu(10%):NaGd(WOQa)2
recubiertas con fluoresceina en medio acuso con diferentes valores de
pH. Para estas dispersiones se registré independientemente la
intensidad de emisidn de los cationes Eu3*, excitando con Aex = 263 nm,
y de las moléculas de fluoresceina, excitadas a la longitud de onda
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Optima para este compuesto (Aex =490 nm) [1]. Como cabria esperar, se
detectd que la intensidad de las bandas de emision correspondientes a
los cationes Eu3* no experimenté ninguna variacién en todo el intervalo
de valores de pH ensayado (Figura 6.3), por lo que esta sefal podria
emplearse como referencia interna. Por otra parte, la intensidad de
emision asociada a las moléculas de fluoresceina ancladas a la superficie
de las nanoparticulas, las cuales presentan una banda de emisiéon ancha
centrada a 512 nm, mostré una clara dependencia con el valor de pH
del medio (Figura 6.3). En concreto, se detectdé un notable incremento
en la intensidad de emisién de ésta ultima (aproximadamente 4 veces
mayor) cuando se aumento el valor de pH desde 4 hasta 10.

Fluoresceina

pH 12

pH 7
/\ Eus+
pH 3
_/_\ \
500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Intensidad (u. a.)

Figura 6.3. Espectros de emision de las nanoparticulas de Eu(10%):NaGd(WO.)2
recubiertas con PAH-F suspendidas en soluciones a diferente valor de pH. La emision
del Eu** (parte derecha del espectro) se registré excitando la muestra con A = 263 nm,
mientras que para la fluoresceina (parte izquierda) se empled A = 490 nm. Todos los
espectros se encuentran representados en la misma escala.

Este comportamiento permitié emplear la relacidon entre la intensidad
de emision del Eu3t y la fluoresceina como una sefial analitica. Ello
proporciona una serie de ventajas, tales como una mayor precisién y
fiabilidad de las medidas, ya que de esta manera se disminuyen los
errores asociados a las variaciones del entorno, a la distribucién y
concentracion del sensor, y al propio rendimiento instrumental [2]. La
respuesta obtenida a partir de la curva de calibracidn de la relaciéon de
intensidades del Eu3*y la fluoresceina frente al valor del pH (Figura 6.4)
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demostré que este material puede emplearse como sensor de pH en un
intervalo notablemente mas amplio (4-10) que otros sensores
anteriormente desarrollados, ya descritos en la introduccidn.

4

| (Fluoresceina)/ | (Eust)

pH

Figura 6.4. Relacion entre la intensidad de emision de la fluoresceina (A =512 nm) y el
Eu’* (A = 615 nm) medida a diferentes valores de pH.

6.3 Conclusiones

1- Se ha desarrollado un procedimiento sencillo para recubrir
nanoparticulas basadas en Eu:NaGd(WOa4), con fluoresceina mediante
interacciones electrostaticas entre la superficie de las mismas y el
polimero de polialilamina conjugada con fluoresceina.

2- Dicho proceso de recubrimiento mejora notablemente la estabilidad
de las nanoparticulas de Eu:NaGd(WOa)2 en una disolucién de acido 2-
morfolinoetanosulfénico monohidrato a pH=6,5 (simulador del pH
fisioldgico).

3- Larelacion entre la intensidad de emisién de la fluoresceina (sensible
al pH) y de los cationes Eu3* (referencia interna) en dichas NPs permite
usar este sistema como sensor de pH ratiométrico en el intervalo de pH
de 4a 10.
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7.1 Conclusiones finales

1. Se han desarrollado fosforos emisores de luz blanca basados en

3.

particulas uniformes de CaMoQs, con forma de cacahuete (2,8 x
1,2 um), y de CaWOas, con forma elipsoidal (162 x 67 nm),
dopadas con 0,35% molar de Dy3*, presentando las primeras
luminiscencia mds intensa, aunque con menor pureza cromatica
que las segundas. El codopado con un 0,15% molar de Eu3* de
la particulas 6ptimas basadas en Dy:CaMo0Q4 hace disminuir la
temperatura del color (luz mas cdlida) y mejorar la pureza
cromatica de la luz blanca.

Se han sintetizado nanoparticulas uniformes con forma
elipsoidal de NaLa(W0Oa); (100 x 60 nm) y de NaLa(MoOQa); (105
x 31 nm) dopadas con 14% Eu3* que presentan alta estabilidad
coloidal en una disolucién de acido 2-morfolinoetanosulfénico
monohidrato 50 mM a pH=6,5 (simulador del pH fisiolégico), y
alta viabilidad celular, cumpliendo asi con los requisitos exigidos
para su empleo como biosondas luminiscentes, si bien las
basadas en Nala(MoOa); son las mas adecuadas para este
propdsito dado que presentan una mayor intensidad de
luminiscencia.

Se ha desarrollado una sonda multifuncional basada en
nanoparticulas uniformes con forma elipsoidal (83 x 46 nm) de
NaGd(MoOa4), dopadas con un 5% Eu3* y funcionalizadas con
poli-L-lisina que presentan luminiscencia intensa en la zona del
rojo, bajo valor de r2/r1, buena estabilidad coloidal en simulador
del pH fisiolégico y alta biocompatibilidad, por lo que cumple los
requisitos exigidos para su empleo para la obtencion de
bioimagenes luminiscentes y como agente de contraste positivo
para la obtencidn de imagenes por resonancia magnética.
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4. Se ha elaborado un biosensor de pH ratiométrico basado en
nanoparticulas uniformes de Eu:NaGd(WQ4), recubiertas con
fluoresceina que presenta una buena sensibilidad en el intervalo
de pH de 4 a 10.
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Luminiscencia de cationes lantanidos (Ln3*).
Transferencia de energia, procesos de desactivacion
y tiempo de vida de luminiscencia.

199



200



Luminiscencia de cationes lantdnidos

1. Luminiscencia de cationes lantanidos (Ln3*) y transferencia de
energia.

En este apéndice se describen algunos conceptos basicos relacionados
con la luminiscencia de iones lantanidos que son necesarios para
abordar el estudio de las propiedades luminiscentes de las particulas
sintetizadas.

Los elementos lantanidos (Ln) pueden encontrarse en distintos estados
de oxidacion (Ln%*, Ln3* o Ln*'), siendo el estado trivalente el mas
habitual [1, 2] y del que se ha hecho uso en este trabajo. Entre las
propiedades mas interesantes de los cationes Ln3* destaca la capacidad
de la mayor parte de ellos de que, cuando se irradian con radiacién
electromagnética, emiten radiacidon con diferente longitud de onda a
través de un proceso de fotoluminiscencia convencional o “down-
conversion” (DC) en el que la energia de la radiacién emitida es menor
que la de la absorbida, o tipo “up-conversion” (UC) en el que la energia
de la radiacién emitida es mayor que la de la absorbida. En adelante,
Unicamente se considera el primer tipo de luminiscencia por ser el
implicado en esta tesis.

Los procesos de absorcion y emisién de luz, en el rango visible-
ultravioleta cercano, de cationes Ln3* estan asociados a transiciones
entre diversos niveles electrénicos en los que estan implicados los
electrones 4f. Es evidente que para que se produzcan fenédmenos de
luminiscencia es necesario que existan niveles de energia vacios que
permitan transiciones electrdnicas, los cuales son responsables de los
fenémenos de absorcion (excitacidn a niveles vacios mas energéticos) y
emisién (relajacion de los estados excitados a estados de menos
energia) de radiacion electromagnética. Por tanto, todos los elementos
lantanidos presentan propiedades luminiscentes a excepcion del
lantano y el lutecio (primero y ultimo de la serie), los cuales no
presentan fenédmenos de luminiscencia debido a sus configuraciones
electrdénicas con capas totalmente llenas.
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Los niveles de energia se designan a través de las etiquetas: (25*1)L,,
donde S corresponde al espin total (3 S), L es el momento angular orbital
(5> 1) que se designa por una letra (S, P, D, F, G, H, I...) en funcidon de su
valor numérico (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6...), y J es el momento angular total (J =
S+L). Para cada valor de J existen 2J+1 microestados que estan
degenerados en el ion libre pero que pierden la degeneracién cuando
se incorporan en redes cristalinas, dependiendo de la simetria del sitio
cristalografico. La energia de estos niveles se representa en la Figura
Al1.1, donde se muestra el conocido diagrama de Dieke [3]. Como
consecuencia del apantallamiento efectivo de los electrones 4f por los
situados en las capas 5s y 5p, las bandas de emisidon son muy estrechas
Yy su posicion estd poco afectada por el entorno de los cationes Ln3* en
las matrices huésped, si bien, el nUmero de bandas observadas y su
intensidad relativa si se afectan por el tipo de matriz, lo cual se debe a
diferencias en el entorno cristalino de los cationes emisores. Asi, segln
la teoria del campo del cristal, la simetria del entorno del centro emisor
determina el desdoblamiento de los orbitales (f en este caso) y por
tanto el nimero de posibles bandas de emisién.

No obstante, el diagrama de Dieke es muy util para interpretar la
luminiscencia de los cationes Ln3*, independientemente de la matriz
huésped en que se encuentren incorporados. Veamos, por ejemplo, los
procesos de excitacion y emision de los cationes Eu3* y Dy3* utilizados
en este trabajo.

En el diagrama de niveles del Eu3* (Figura A1.2) podemos observar cdmo
este cation puede excitarse desde el nivel basal (’Fo) hasta uno de sus
niveles de mayor energia, como por ejemplo el nivel °Le, absorbiendo
un fotdn con A =393 nm [2]. Una vez excitado, el Eu** puede perder una
parte de su energia de manera no radiativa hasta caer al nivel emisor
Dy, desde donde se puede emitir radiacion visible (en la zona del
naranja-rojo) mediante la transicién a los niveles ’F; [2].

El Dy3* (Figura A1.2) se excita desde el nivel basal ®His/> hasta el nivel
#1112 mediante la absorcion de un fotén de radiacion UV (A = 389 nm)
[2]. Posteriormente, dicho catidon puede perder parte de la energia de
excitacion de manera no radiativa hasta llegar al nivel emisor *Fg/2,
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desde el cual puede emitirse radiacion visible por transicion a los niveles
H13/2 (banda en el amarillo) y ®His/2 (banda en el azul) [2].
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Figura A1.2. Diagrama de niveles y posibles transiciones electrénicas del Eu®* y Dy**.

Es importante mencionar también que en el caso del Eu?*, la transicién
electrénica entre los niveles °Do — ’F2 (en el rojo) del europio estd
asociada al dipolo eléctrico y sélo esta parcialmente permitida cuando
los cationes Eu3* ocupan un sitio sin centro de simetria dentro de la red
cristalina, condiciones en las que aumenta la intensidad de la banda de
emisién resultante de dicha transicion. Por otra parte, la transicion
electrdnica entre los niveles °Do — ’F1 (en el naranja) se asocia al dipolo
magnético y la intensidad de la emisidén sélo depende del indice de
refraccion del material y no se ve afectada por la simetria local de los
cationes Eu3* [4]. Por tanto, la relacion de intensidades de las emisiones
>Do—"F1/°Do—"F2y, por tanto, la tonalidad de la emisidn (naranja/rojo),
depende de la simetria del sitio cristalografico en el que se encuentra el
cation. El mismo fendmeno ocurre para el caso del Dy3*, donde la
transicion “Fo/2 — ®Hi3/2 (en el amarillo) estd asociada al dipolo eléctrico,
y, por tanto, afectada por el entorno cristaloquimico que rodea a este
cation, mientras que la transicion #Fg/2 — ®His/2 (en el azul) se asocia al
dipolo magnético y es poco sensible al entorno cristaloquimico [5].
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Otra caracteristica importante de la luminiscencia de los iones Ln3* es
que estas transiciones electrénicas entre estados con la configuracion
4f" estan prohibidas por la paridad (regla de Laporte), por lo que no
deberian observarse las emisiones foténicas propias de cada transicion.
Como resultado de este cardcter prohibido, los coeficientes de
absorcion son bajos y la luminiscencia no es muy alta. Por esta razény
con objeto de aumentar la intensidad de las emisiones, se hace uso de
una estrategia consistente en activar los cationes emisores a través de
un proceso de transferencia de energia desde especies que presenten
mayor coeficiente de absorcidn que dichos cationes. De esta forma
aumenta la poblacién de sus estados excitados y por tanto la intensidad
de las emisiones. Estas especies pueden consistir en otros cationes
(lantdnidos o de transicidon) que se incorporan a la matriz huésped
mediante codopado, o en aniones de la propia matriz huésped.

Este ultimo es el caso de diversas matrices basadas en molibdatos o
volframatos que presentan la capacidad de absorber fotones de
radiacidon UV y transferir esta energia a diferentes aceptores, tales como
el Eu3* o el Dy*. Esta transferencia de energia se representa
esquemadticamente en la Figura A1.3 para el caso del Eu* en una matriz
de molibdato, elegido como ejemplo. Como puede observase el MoO4>
puede excitarse desde el estado de menor energia 'A; hasta el estado
1T, mediante absorcion de energia con A = 273 nm. Posteriormente,
estas especies excitadas pueden relajarse de forma no radiativa al
estado excitado de menor energia 'T1. A partir de éste, puede emitirse
un fotdon mediante una transicion al nivel 'A;, o bien la energia
absorbida puede transferirse al Eu3* mediante un proceso de
resonancia. Seguidamente, el Eu3* puede relajarse de manera no
radiativa hasta su nivel °Do mediante procesos de relajacion
multifondnicos y a partir de éste, generar asi las emisiones
caracteristicas desde el nivel Do hasta los niveles ’F; (J = 0, 1, 2, 3, 4).
Por tanto, se pueden obtener las emisiones caracteristicas del Eu3*
mediante excitacion a 273 nm a través de dicho proceso de
transferencia de energia [6].
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Figura A1.3. Diagrama esquemdtico de la transferencia de energia desde el grupo
MoO4* a los iones Eu** y el proceso de emision desde los iones Eu’* [6].

2. Procesos de desactivacion de luminiscencia.

Los procesos no radiativos también desempefian un papel importante
en las propiedades luminiscentes de los iones Ln3*. Estos procesos
pueden ser de varios tipos y obedecen a distintos casos. Los mas
importantes se describen a continuacion.

Interaccion fondn-foton

La energia del estado excitado puede ser tomada por el entorno del
cation Ln3*, en forma de energia vibracional, mediante la emisién de
fonones. La eficacia de este proceso depende de la disponibilidad en el
entorno de energia vibracional alta y de la diferencia de energia entre
los niveles de energia del ion lantdnido. Como es sabido, la energia de
las vibraciones fundamentales (fonones) de los enlaces quimicos
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depende de la masa reducida de los atomos implicados en el enlace.
Asi, los enlaces con hidrégeno, de masa reducida pequena, presentan
energias vibracionales altas. Por tanto, estos enlaces son capaces de
absorber grandes cantidades de energia y desactivar de forma muy
efectiva a los iones lantdnidos en los cuales exista una gran separacion
entre sus niveles de energia. Por ello, estos iones se desactivan
significativamente cuando se disuelven en agua o, en menor medida,
cuando se encuentran en particulas recubiertas por moléculas
organicas. Por otro lado, la eficiencia de la desactivacidn también
depende en gran medida del nimero de fonones que se necesitan para
pasar del nivel de emisidn mas bajo al nivel no radiativo con energia
mas alta. Ademds, otro factor importante que determina la eficiencia
de la desactivaciéon es la distancia entre el ion lantanido y el grupo
desactivador.

Relajacién cruzada

El fendmeno de la relajacion cruzada implica un proceso de
transferencia de energia entre iones de la misma especie atdmica. En la
Figura Al1.4 se muestra dicho proceso para el caso del ion Eu3*. Cuando
este ion se encuentra en el estado excitado °D1 puede transferir su
energia a un ion vecino Eu*" promoviéndolo al nivel ’F3. Como
consecuencia, el ion dador queda en el estado excitado Do y el aceptor
en el nivel “F3 no emisor. Por tanto, la poblacion de los niveles D1
disminuye notablemente, por lo que las intensidades de las emisiones
desde el nivel °D; también disminuyen llegando éstas incluso a
desaparecer. La probabilidad de que ocurra este proceso es
inversamente proporcional a la distancia entre los iones Eu3* vecinos,
por lo que a medida que aumenta la concentracién de Eu3* |a distancia
entre estos iones se acorta, disminuyendo asi la intensidad de las
emisiones desde el nivel °D;.
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Figura A1.4. Proceso de relajacion cruzada en Eu*.

Migracion de energia

Los niveles de energia del estado excitado de iones idénticos son
resonantes, por lo que la energia se puede transferir desde union a otro
gue se encuentre suficientemente préximo y asi de forma sucesiva, por
lo que podriamos decir que la energia puede “viajar” a través de la
matriz. Durante este proceso de migracién, la probabilidad de que dicha
energia sea atrapada por un centro desactivador de la luminiscencia
aumenta, lo cual haria disminuir la eficiencia de la luminiscencia. Puesto
qgue la probabilidad de que se produzcan estos procesos aumenta al
disminuir la distancia entre iones vecinos, un aumento de la
concentracion de centros emisores favorece una disminucion de la
eficiencia, fenédmeno conocido como desactivacion por concentracion.
Los centros desactivadores de la luminiscencia mas importantes son los
defectos cristalinos, incluyendo los limites de grano, y la presencia de
especies absorbidas en la superficie de las particulas (agua o moléculas
organicas) [7].
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3. Eficiencia cuantica de la luminiscencia.

La eficiencia cuantica (¢;,,,) de la luminiscencia puede definirse como
la relacidn entre el nUmero de fotones emitidos y los absorbidos.

fotones emitidos

Prum =

fotones absorbidos

El tiempo de vida media de la luminiscencia es un parametro indicativo
de dicha eficiencia. Este parametro se define como el tiempo promedio
que un fluoréforo permanece en el estado excitado después de la
excitacion y esta relacionado directamente con el rendimiento cudntico
de la emisidn segun la siguiente ecuacion:

Tobs

Prum =

Trad

Donde 7,5 es el tiempo de vida media observado y 7,44 €s el tiempo
de vida radiativo del ion lantdnido (en ausencia de fendmenos de
desactivacién). Por tanto, cuanto mayor es 7,,s mayor sera @;,m [8].
No obstante, esta afirmacion sélo es vdlida para la comparacién de
muestras practicamente idénticas en las que sdélo varia la concentracion
del cation emisor, ya que la modificacién de algunas propiedades, tales
como el tamafio y forma de particula, la cristalinidad, la presencia de
especies absorbidas en superficie, etc., pueden afectar al 7,44, €l cual
no puede ser determinado experimentalmente.
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Estructura cristalina tipo scheelita

Todos los compuestos objeto de estudio en esta tesis doctoral (CaXOasy
NaLn(X0a4)2 (X= Mo, W; Ln= La, Gd)), cristalizan en la estructura cristalina
del mineral conocido como scheelita (CaWOa) que pertenece al sistema
tetragonal con grupo espacial de simetria /41/a. En esta estructura
(Figura A2.1) los 4tomos de molibdeno o volframio se rodean de cuatro
atomos de oxigeno formando un tetraedro regular (simetria Tq),
mientras que los dtomos de calcio se coordinan con ocho dtomos de
oxigeno (simetria S4). Todos los poliedros de CaOs comparten sus
vértices con los tetraedros de MoQ4/WOQ, adyacentes.

Figura A2.1. Representacion esquemdtica de la estructura scheelita del CaMoO4
mostrando los poliedros de coordinacion CaOs y MoOa. Las esferas rojas representan
los dtomos de oxigeno.

En el caso de los molibdatos y volframatos mixtos de sodio y lantanido
NaLn(XOa); (Ln= La, Gd; X= Mo, W), los atomos de sodio y lantanido se
encuentran ocupando los sitios cristalograficos correspondientes al
calcio.
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Relajacion magnética. Agentes de contraste.
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Obtencion de imagenes por resonancia magnética. Relajacion
magnética. Agentes de contraste.

La obtencidon de imdagenes por resonancia magnética (siglas en inglés
MRI) es una técnica utilizada principalmente en la practica médica para
producir imagenes de alta calidad del interior del cuerpo humano. Esta
es una tecnologia relativamente reciente; los primeros estudios que se
han publicado relativos al ser humano son de 1977 [1]. Hoy en dia es
una de las técnicas de diagndstico clinico mas usadas para la
visualizacidn de drganos vy tejidos [2]. Entre sus multiples ventajas se
encuentran el hecho de que es una técnica no invasiva con un elevado
poder de penetracién, no requiere el uso de agentes radiactivos ni de
ondas electromagnéticas de elevada energia y presenta una elevada
resolucién espacial en unos tiempos de adquisicion muy cortos, lo que
resulta especialmente beneficioso para el paciente.

Esta técnica se basa en la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN), siendo el protén (*H) el ndcleo mas comunmente
analizado en el registro de imagenes MRI debido a la abundancia del
agua en los tejidos biolégicos y a su especial acumulaciéon en los
tumores, asi como a la propia abundancia natural de este isétopo del
hidrégeno (99,98%). De forma simplificada, esta tecnologia se basa en
la respuesta que presenta el protéon del agua contenida en tejidos y
drganos del cuerpo en presencia de un campo magnético cuando éste
recibe un pulso de radiofrecuencia (RF). En primer lugar, el campo
magnético provoca que los protones se comporten como imanes,
alineando su momento magnético basicamente en dos direcciones,
paralela (los vectores apuntan en el mismo sentido) y anti-paralela
(apuntan en sentidos opuestos) a dicho campo. Estos protones
resuenan a una frecuencia determinada por la intensidad del campo
magnético, que también determina la proporcion de nucleos que se
encuentran en cada uno de los dos estados. El siguiente paso consiste
en emitir un pulso de radiofrecuencia a la misma frecuencia que la de
resonancia de los protones, consiguiéndose asi alterar la poblacién de
estados de éstos y creando una magnetizacién neta del sistema. Una
vez desaparecido el pulso y después de un tiempo, los protones vuelven
a recuperar su magnetizacién inicial, siendo esta alteracion medible y
transformable en imagen [3].
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T1
T1: longitudinal

o spin-red
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Figura A3.1. Esquema en el que se representa la orientacion del momento magnético
de los dtomos tras un pulso de radiofrecuencia y como se relaja dicha magnetizacion

(4].

Esta recuperacion de la magnetizacion inicial se puede estudiar a través
de dos componentes, longitudinal y transversal. En la componente
longitudinal (longitudinal al campo magnético aplicado) se mide el
tiempo que tarda el tejido en recuperar el campo magnético original
después de cesar la aplicacidon del pulso de RF, denominandose T1 o
tiempo de relajacién longitudinal o relajacién espin-red. En la
componente transversal (perpendicular al campo magnético original),
el tiempo que tarda en disiparse la magnetizacién transversal generada
por el pulso de RF se conoce como tiempo de relajacion transversal o
relajacién espin-espin, y se denota mediante el pardmetro T,. No
obstante, la sensibilidad de esta técnica es relativamente baja porque
la diferencia de contraste entre los tejidos sanos y enfermos, que se
debe a la diferente densidad de protones que presentan éstos, es
generalmente escasa.

Para aumentar dicho contraste se emplean los denominados agentes
de contraste (CAs), que son sustancias magnéticamente activas que
acortan los tiempos de relajacién longitudinal T1 y transversal T, del
protén, aumentando asi el contraste entre la sefial originada por el
drgano observado y la del fluido circundante [5]. La capacidad de un CA
para acortar T1 y T, se conoce como relajatividad longitudinal (r1) y
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transversal (rz), respectivamente. Esta magnitud se calcula a partir de
las pendientes de las rectas obtenidas al representar los valores de 1/T:
y 1/T2 frente a la concentracion de CA. Cuando el valor del cociente ra/r1
es muy elevado (>5), estos agentes de contraste disminuyen el brillo de
la zona observada, denominandose negativos, mientras que si ra/r1 es
muy pequeiia (<5), éstos aumentan el brillo de la zona observada y se
denominan positivos [5].

Entre los CAs negativos, las NPs de 6xido de hierro superparamagnético
(SPIO) son las mdas empleadas en clinica en la actualidad debido a su
elevada capacidad para disminuir T, asi como a su estabilidad en medio
fisioldgico [6]. El principal inconveniente de estos CAs negativos es que
la imagen oscura que producen puede confundirse con depdsitos de
sangre, dando lugar, en algunos casos, a diagndsticos errdneos.

Los CAs positivos que se usan hoy dia en clinica estdn basados en
quelatos de Gd3* [7], estando aprobados en la actualidad hasta nueve
complejos distintos de Gd para su uso clinico (Tabla A3.1). Hay que
tener en cuenta que los CAs deben ser obviamente eliminados del
cuerpo una vez cumplida su funcién para evitar los posibles efectos
adversos que ocasionaria su acumulacion a largo plazo, lo cual no
siempre se cumple en el caso de los basados en complejos de Gd,
habiéndose descrito depdsitos de Gd en distintas zonas del cerebro y
siendo especialmente problematicos para pacientes con fallo renal [8].

Tabla A3.1. Nombres de agentes de contraste positivos con gadolinio aprobados para
su uso clinico.

Nombre Nombre comercial
Gadobenato disédico MultiHance
Gadobutrol Gadovist
Gadodiamina Omniscan
Gadofosveset trisodico Vasovist / Ablavar
Gadopentenato de dimegumina Magnevist
Gadoterato de meglumina Dotarem
Gadoteridol ProHance
Gadoversetamina Optimark
Gadosetato disédico Primovist / Eovist
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Para minimizar estos efectos, se ha propuesto el uso de CAs
constituidos por NPs, ya que mediante un control del tamafio de las
mismas es posible controlar el tiempo de residencia en el organismo y
las vias de eliminacion [9], siendo las NPs basadas en Gd3* un foco de
atencion importante en el campo de los CAs para MRI [2]. Ademas,
éstas presentan la ventaja de poder funcionalizarse con facilidad, lo que
permite dirigirlas al 6rgano o tejido de interés [2], evitando su
diseminacion por otras zonas del organismo.
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