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Capitulo 1.

La nanotecnologia comprende el disefio, sintesis,
caracterizacion y aplicacion de materiales con al menos una de sus
dimensiones a escala nanométrica, siendo las nanoparticulas de

especial interés dentro de estos materiales.!* 2

En los dltimos afios la nanotecnologia ha tenido un gran auge,
debido principalmente al desarrollo tecnolégico, lo que ha permitido
disponer de nuevos equipos capaces de caracterizar y manipular los
nanomateriales. Este avance fue previsto por el cientifico Richard
Feynman en su famoso discurso “There’s plenty of room at the bottom”
en el afio 1959, en el cual predijo que la ciencia lograria manipular

moléculas y &tomos como materiales de uso cotidiano.F!

Dentro la variedad de materiales a escala nanométrica
encontramos las nanoparticulas (NPs) definidas como todas aquellas
particulas en las que todas sus dimensiones se encuentran
comprendidas entre 1-100 nm.[ Por lo tanto, podemos considerar que
las NPs son un material intermedio entre los atomos y los materiales
volumétricos (bulk), con propiedades fisicas y quimicas que le
diferencia de éstos, debido fundamentalmente a su elevada relacion

superficie/volumen y a sus defectos de superficie.l*!

En general, las NPs se componen de un nucleo inorganico u
organico que se encuentra recubierto por algun tipo de ligando, el cual
tiene un rol determinante en las propiedades quimicas, fisicas y opticas,

ademas de determinar su dispersabilidad en distintos disolventes.

Actualmente existen mdltiples rutas sintéticas para la obtencion
de NPs, las cuales permiten controlar su compaosicion, tamafio y forma

ademas de propiedades sus fisicoquimicas.

La luminiscencia en las NPs es una propiedad que les otorga
especial interés, debido a la variedad de aplicaciones en la que pueden

ser empleadas, como por ejemplo la fabricacion de dispositivos Opticos

3
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y biomédicos. Hasta ahora la mayoria de los materiales fluorescentes
utilizados para dichas aplicaciones, tales como complejos metélicos,
colorantes orgénicos, proteinas, semiconductores, etc, son fluoréforos
down conversion, es decir, emiten fotones de menor energia que la de
los fotones absorbidos, dando lugar por tanto a fluorescencia con
desplazamiento de Stokes.P> € Lamentablemente, estos fluoréforos
presentan ciertas desventajas: bandas de emision anchas, niveles de
fototoxicidad importantes y fotoblanqueo (photobleaching) por

exposicién continua a la luz, etc.[”

A diferencia de los fluoréforos down conversion, los fluoréforos
anti-Stokes o upconversion son materiales capaces de transformar
fotones de baja energia en fotones de mayor energia y eliminar algunas
de las limitaciones que se presentan con el uso de los fluor6foros down
conversion. El fenébmeno upconversion no es un descubrimiento
reciente, ya que fue descrito por primera vez en 1959€y, en el afio
1960, Auzel y colaboradores demostraron por primera vez procesos de
emisién upconversion en materiales compuestos por iones lantanidos.®
Desde entonces, se ha estudiado este fenbmeno con materiales
lantanidos de diferentes dimensiones hasta la obtencion de un material
a escala nanométrica, conocidos como nanoparticulas de upconversion
(UCNPs, por sus siglas en ingles), las cuales seran objeto de estudio

en esta tesis doctoral.
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1.1. Nanoparticulas de upconversion

Las UCNPs son nanoparticulas Iluminiscentes formadas
generalmente por una matriz inorganica inactiva, como por ejemplo
NaYF4 o LiYFs4, dopada por al menos dos tipos de iones lantanidos
Opticamente activos, de los cuales uno actia como sensibilizador
absorbiendo luz del infrarrojo cercano (NIR) y el otro como activador, es
decir que emite luz en el Ultravioleta-Visible (UV-Vis) e incluso en el NIR
(figura 1.1).

NIR
VIS

uv

Figura 1.1. Representacion esquematica del proceso

upconversion en una UCNP. ET= transferencia de energia

Asi pues, la principal propiedad de las UCNPs es el fenébmeno
de emisién upconversion al que deben su nombre. Este fenémeno se
ha estudiado ampliamente y se describe como un proceso no lineal de
la absorcién de dos o0 mas fotones de baja energia por el sensibilizador,
el cual transfiere esta energia al activador que finalmente serd el
responsable de la emisién final de fotones de nivel energético superior
(emision anti-Stokes), figura 1.1. Generalmente, se utiliza la radiacion
NIR como fuente de excitacion de las UCNPs para dar lugar a la emision

en el UV-vis. [10.11],

Este fendmeno es una propiedad particular de los iones
lantanidos trivalentes (Ln3*), los cuales tienen sus orbitales electrénicos
4f parcialmente llenos (4f"5s25p®, n=0-14).121 El acoplamiento de los

electrones de los orbitales 4f" con los electrones de los orbitales 5s?y
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5p® da lugar a transiciones 4f-4f, las cuales por la regla de paridad estan
prohibidas. Sin embargo estas transiciones prohibidas pasan a ser
transiciones parcialmente permitidas cuando los iones lantanidos
activos se localizan dentro de un anfitrion cristalino tal como CaYa,
LiYF4, Y3Als012, etc.!3 La composicion y el tipo de estructura cristalina
de la matriz afecta drasticamente la emision de la NP.(se detalla en el

apartado 1.3)

Ademas del comportamiento anti-Stokes de la emisién de las
UCNPs, éstas se caracterizan por presentar: (i) bandas de emision
estrechas e intensas tras la excitacion con laser de onda continua de
baja potencia,* 19 (ii) emisiones con tiempo de vida largos (~us) en
comparaciéon con otro tipo de nanoparticulas,'® (i) grandes
desplazamientos anti-Stokes (algunos cientos de nanometros), (iv)
elevada fotoestabilidad bajo irradiacion continua en el rango del NIR o
ultravioleta (UV),[1"201'y (v) no presenta el fenémeno de fotoparpadeo ni

fotoblanqueo.[21

Finalmente, el uso de radiacion NIR como fuente de excitacién
permite una mayor penetracion de la luz en los tejidos biolégicos en
comparacion con el uso de longitudes de onda mas cortas, lo que
reduce los niveles de citotoxidad y, adicionalmente, minimiza el efecto
de la autofluorescencia en muestras bioldgicas debido a la excelente

relacion sefial/ruido.22 231

Estas singulares propiedades de las UCNPs han atraido un
enorme interés y a dia de hoy se han publicado mas de 25.000 articulos
al respecto,” que abarcan una amplia variedad de areas de
investigacion que comprende desde el uso de las UCNPs para la
construccion de laseres, sensores y celdas solares, hasta su utilizacion
en aplicaciones biomédicas como marcadores bioldgicos, terapia

fotodinamica o liberacion controlada de fArmacos.[25-27]
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1.2. Mecanismos upconversion

Los iones lantanidos presentan mudultiples niveles energéticos
(figura 1.2) y como consecuencia de esto existen diversas rutas
posibles para la emision upconversion después de la absorcion de dos

o0 mas fotones en el NIR.

50000 g = : = .
'so “ _ = z ]
40000 ¥ = o, = .
Fra — ; w
—_— b p‘
= — —'l” = H ?IP"'
S . = y
Q = s Pl P,
- 30000 = = t
‘b D, - : ‘ 0
o Pl == =, o % —Owa
[} ! = ‘D" _— 7 G, —Fu
c P R D’ :G:'. ) Fyasn
w », 2 2 > 4 —s '
20000 Ry i 6L, o, —F8 o %
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Figura 1.2. Diagrama de Dieke para los cationes lantanidos.

Aungue son multiples los mecanismos propuestos, solo tres son
los responsables de la mayoria de los procesos upconversion en las
nanoparticulas: absorcion del estado excitado (ESA), transferencia de

energia upconversion (ETU) y migracion de energia (EMU).

El mecanismo ESA (por sus siglas en inglés excited state
absorption) es el mas sencillo, ya que en este caso la matriz esta
dopada con un Unico tipo de ion lantanido (Figura 1.3A). El primer paso
es la absorcién de un fotdn por el lantanido, lo que ocasiona la transicién
de un electron del estado fundamental al estado excitado (E1),1%8
seguido de la absorcion del segundo fotdn cuya energia permite la
transicion desde E1 a un estado energético mayor E2. Finalmente, la

emision upconversion ocurre tras la relajacion desde el estado
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energético superior E2 al estado fundamental. Lamentablemente, a
pesar de ser el mecanismo mas sencillo necesita una serie de
condiciones, tal como una alta densidad de fotones de excitacién para
evitar la disminucién de la eficiencia upconversion causada por la

relajacién cruzada entre iones.[?? 30

El mecanismo mas eficiente es el ETU (energy transfer
upconversion) y ocurre cuando la matriz esta dopada por al menos dos
tipos distintos de iones lantanidos, denominados sensibilizador vy
activador. Tanto el sensibilizador como el activador pueden absorber un
fotén y promocionar un electrén a sus respectivos estados excitados E
y E1, (figura 1.3B). A continuacion, el sensibilizador transfiere la energia
de manera no radiativa al activador via interaccion resonante dipolo-
dipolo y finalmente se relaja al estado fundamental.l*!l Este mecanismo
es el mas observado en las UCNPs y la eficiencia de la emision

upconversion va a estar influenciada por la distancia entre los iones.[*?

Core | Shell
A B .- C
—_—F i Ve, Ey - ! En
E, ' E, —E,_ E, ‘
s 1
G G - G i G
Activador Sensibilizador Activador  Tipol Tipoll Tipoll  Tipolll | TipolV

Figura 1.3 Esquema representativo de los mecanismos de
emision upconversion: A) ESA, B) ETU y C) EMU

El otro mecanismo relativamente eficiente en la emisién
upconversion es el mediado por migracion de energia o EMU (Energy
migration-mediated upconversion). Para que este proceso tenga lugar
es necesario que el dopaje con los diferentes iones lantanidos se realice

en capas distintas (shell) de la nanoparticula,*® con la excepcion de
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gue el sensibilizador s6lo estara presente en una de las capas, bien sea
en la interna o0 mas externa. Asi se facilita la transferencia de energia
entre los lantanidos separados a través de la migracion virtual de un
fotén (figura 1.3C).

En la figura 1.4 se muestra el esquema de los procesos ETU y
emisiones caracteristicas de las UCNPs dopadas con Er3*/Yb%* y
Tm3*/Yb3*, que son las utilizadas para el desarrollo de esta tesis. El
espectro de emisiéon de las UCNPs dopadas con Yb3* y Er3* tras la
excitacion a 980 nm presenta tres bandas de emision: una en el UV
(méximo en 415 nm), una en el verde (maximos en 525 y 540 nm) y en
otra en el rojo (maximo en 650 nm). Especificamente, un electrén de
Yb3* es promovido desde el nivel ?F7; al estado ?Fs/; y desde este nivel
se promueve la transferencia de energia al nivel excitado *l11> del Er3*
(figura 1.4). La cooperacion entre varios iones de Yb3* permite poblar
los niveles “F7, y “Fg2 del Er®* por medio de procesos de transferencia
de energia resonante, proceso seguido de la relajacion no radiativa a
los estados 2Hiiz y “Sse y finalmente, su relajacion al estado
fundamental dando lugar a las emisiones en el verde. La relajacion del
estado excitado “Fg, sera la responsable de la emision en el rojo (véase

flechas en figura 1.4).119

Estos procesos son bifotonicos, pero si se usan fuentes de
excitacion de potencias muy elevadas se pueden observar la emision

en 415 nm gue se atribuye a un proceso trifoténico.*®!
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Figura 1.4. Esquema de los procesos ETU y emisiones

caracteristicas que tienen lugar en las UCNP dopadas con Yb3*y

Er3*o Tm3*.

Por otra parte, el espectro de emision de las UCNPs dopadas
con Yb3 y Tm3* presenta simultdineamente bandas de emision en la
region UV (maximo 360 nm), en el visible (maximos en 450, 475 y 640
nm) y en el NIR (maximo en 800 nm). A diferencia del Er®*, el
mecanismo comprende un proceso de mas de dos fotones, debido a
gue los niveles energéticos superiores del Tm3* se encuentran mucho
mas separados de sus niveles energéticos intermedios e inferiores
como se observa en la figura 1.4. El proceso se inicia con la promocion
de un electrén al estado excitado 2Fs, de Yb?*, a partir del cual ocurren
una variedad de procesos de transferencia de energia a los estados
excitados del Tm3*, seguido de diversos procesos de relajacion no
radiativa, y finalmente las emisiones correspondientes en el UV, Visible
y NIR. Las bandas de emision en 360 nm y 450 nm involucran un
proceso de cuatro fotones, las emisiones en 475 nm y 630 nm implican
tres fotones y finalmente, la emision en 800 nm es el resultado de un

proceso bifotdnico.

10
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1.3.  Composicién de las UCNPs

De manera general, las UCNPs estan constituidas por una
matriz inorganica que actla como soporte inactivo y esta dopada con
iones lantanidos, que seran los responsables de la emision de las
UCNPs. Por tanto, la interaccion entre la matriz y los dopantes, asi
como la distancia entre los iones en la red cristalina sera fundamental
para la eficiencia de la emisién upconversion.® Ademas, tanto la
variacion del tipo de dopante como su concentracién en la matriz
permite controlar la emisién de las UCNPs en un rango amplio de

longitudes de onda, como se muestra en la figura 1.5.131-33]

K

- -

L L NE R R S e N S

— |.| (I (| o - — —

Figura 1.5. Imagen de dispersiones de UCNP con diferentes
iones dopantes y en distintos porcentajes. (A) NaYF4Yb/Tm
(20/0.2 %). (B-F) NaYFaYb/Tm/Er (20/0.2/0.2-1.5 %). (G-K)
NaYF4:Yb/Er (18-60/2 %). Adaptado con permiso de la Ref.[,
Copyright, (2008) American Chemical Society

1.3.1 Matriz

La matriz es el soporte inorganico inactivo que contiene a los
iones dopantes que aportan a las UCNPs las propiedades o6pticas
deseadas.[! 15 301 Como se menciond anteriormente, la emision
upconversion es el resultado de transiciones 4f-4f que de acuerdo a la
regla de paridad no son permitidas pero que pasan a ser parcialmente

permitida cuando los iones lantanidos se insertan en una red cristalina

11
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con poca simetria, siendo determinante su ubicacién dentro de la red
cristalina, asi como la distancia entre los lantdnidos dopantes, para la

obtencion de procesos upconversion eficientes. 19

A su vez, la matriz inorganica se debe elegir teniendo en cuenta
que ésta debe presentar tolerancia a los lantanidos, una buena
estabilidad quimica y térmica y ademas una baja energia fonénica. En
la tabla 1.1 se resume las matrices mas utilizadas para las UCNPs. De
manera general, se recurre a matrices compuestas por iones
lantanidos, ya que la similitud de los radios atémicos con los lantanidos
activos permite que el dopaje de la red cristalina sea mas efectivo. Las
matrices mas comunes son Y>03,34 NaGdF4,13% LiYF,4 [ NaYF,[16 211
LnAIOs,lB71 B8y YVQ,.39 Existen ademas otros ejemplos de matrices
gue utilizan elementos alcalinotérreos (como Ca?*,Sr?*,Ba?*) y de
metales de transicién ( Zn*, Ti**) que presentan radios atomicos

similares.[#0

Tabla 1.1. Matrices mas utilizadas en la sintesis de UCNPs.

Energia
Material fondnica Refs
(cm™)

Silice 1100 (41]
LaPO, 1050 [41]
Y3AISO 1 860 [41]
Y2Ti207 712 [42]
Y203 600 [43]
LiYF 4 425 [44]
NaGdF, 400 [41]
NaYF 4 370 [45]
Lan 350 [42]
CaF, 350 [46]
YCI 5 260 [44]
LaCI3 240 [41]

12
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Las matrices de tipo MBF4 ,donde M=K*, Na*, Li*y B=Y3* 6 Gd®*,
son consideradas idoneas para ser dopadas con los iones dopantes
Tm3* Er¥*y Ho®**, debido a que presentan una baja energia de fonén
(370 cmt) y una alta estabilidad quimica, siendo la matriz NaYF4 la mas

empleada para diversas de aplicaciones.%

Adicionalmente, esta matriz presenta dos fases cristalinas la
hexagonal (B-NaBF.) y la cubica (a-NaBF,). La eleccion de la fase juega
un papel importante en la eficiencia de la emisién upconversion, siendo
la emision de la fase hexagonal aproximadamente 10 veces mayor que
la cubica.*’l Esto se debe a que la menor simetria de la fase hexagonal
mejora el nivel de acoplamiento entre los orbitales 4f de los lantanidos,
aumentando asi la probabilidad de las transiciones electrénicas 4f-4f
prohibidas segun la regla de paridad.8!

1.3.2 Dopantes

Al igual que la matriz, la eleccién de los dopantes (activador y
sensibilizador) juega un papel fundamental en las propiedades 6pticas
de las UCNPs, tanto el activador como el sensibilizador son iones de
tierras raras, pero el sensibilizador posee un Unico estado excitado,
mientras que el activador tiene multiples niveles de energia en forma de

escalera.

Los iones lantanidos Er*, Tm3* y Ho%*" son los iones mas
utilizados como activadores para obtener luminiscencia en el visible, ya
que sus niveles energéticos dispuestos en forma de escalera favorecen
el proceso ETU.P1  Por otra parte, el Yb3" es el sensibilizador por
excelencia para el estudio de la emisién upconversion, ya que presenta
un elevado coeficiente de absorcion molar en la region del NIR vy
ademas su Unico estado energético excitado (°Fsz) coincide

energéticamente con algunos estados excitados de los activadores,

13
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haciendo posible la absorcion de mdltiples fotones, y transferencia de

energia.l*d

La tabla 1.2 muestra un resumen de los dopantes (lantanidos)
mas comunes donde se detalla las transiciones responsables de las

emisiones de cada uno de estos.

Tabla 1.2. Lantanidos utilizados como dopantes en las UCNPs y

sus correspondientes transiciones 4f,[1%

Activador Em|S|c1n UC (nm) Transiciones 4f
Aexc=980 nm
3Po—3H4, 3P1—3Hs, 3Po—3Hs, 1D2—3H4
485, 520, 538, 605 ’ ’ ’ '
3+ , ) ) , 3D 3F, 3P,—3H~ 3P, —3F, 3P.—3
Pr 635, 645, 670, 690, 720 3E§:3Ei’ Po= e, "Pa=Fa, “Po=7Fs,
2P1jo=*ar2, 2P12—=*111/2, 2P112—*11312,
NG 430, 482, 525, 535, 4Gr2—%ai2, 2P12—1512, “G72— 411112,
580, 600, 664, 766 4Gs12—2G712, 2Gri2—%lor2, * G2~ %132,
4Gz 152
7 6 Ir.. 6 Z 3
. 520, 541, 555, 590, 4G7/2—'6H5/2, 4F3/z 6H5/2, 465/2—' 6H5/z,
Sm 645 657700 799-873 Gs2—°H7r2, “*G712—°Horz, “Gsiz—°Horz,
' O 4Gs2—6H1112, SF112—8Hsp2
Eudt 416, 429, 490, 510, SD3—7F1, 5D3—7F2, °D2—"F2,°D2—"Fs3,
535, 554, 590, 613 5D1—7F1,5D1—~7F2, °Do—"F1, Do~ 'F2
Gd3* 278, 305, 312 6172=8S7s2, 6Ps5/2—=8S7p2, ®P72—8S712
b+ 381, 415, 438, 489, 5D3—7Fs, °D3—"Fs, 5D2—"F4, °Da—"Fe,
T 541, 584, 619 5D4—"Fs, *Da—7Fa, 5D4—"Fs
4G112-0Ha13p2, *Gorr—8Ha132,*Gorp—*Hap,
Dy3* ggg’ 2(7)31641807’655453,663 H1sr2—H1312, *G112—%H11/2, “Fara—%Ha3p,
' e ’ 4G112~Horz, *G112—®H7s2, *Ferz—=*Hu1r2,
Ho3* 524, 655 5F4, 6S,-51g, °F5—°lg
2 2 2 Z o, 54
Ere+ 415, 525, 542, 655 4?:;22:4:11:,/22’ Hi12—%l1572, “S3i2—*l15/2,
Tme* 290, 345, 362, 450, 1lg—3Hs, te—3F4, 1D2—3He, 1D2—3F4,
475, 644, 694, 800 Ga—3Hs, 1G4—3F4, 3F3—3Hs, 3Ha—3He
Ybs* 450-500 2 X 2Fsp—2F2

Otro parametro a tener en cuenta es la relacion molar
activador/sensibilizador. A concentraciones de sensibilizador mucho
mayor gue la del activador, se favorece la transferencia de energia en
sentido del sensibilizador al activador; mientras que concentraciones
elevadas de activador puede causar procesos de auto-desactivacion
este Ultimo fenomeno se utilizan

(self-quenching). Para evitar

concentraciones menores al 3% de activador.[!?1 En esta tesis se ha

14
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estudiado principalmente UCNPs de NaYF4 dopadas con Er®* (3 %) y
Tm?3* (0.5 %).

1.4. Sintesis de nanoparticulas de upconversion

Las estrategias para la sintesis de UCNPs pueden ser de tipo
top-down o bottom-up,% siendo esta Gltima la estrategia mas utilizada
para la sintesis de UCNP con poca dispersion de tamano.® Los
métodos  bottom-up mas  utilizados son:  coprecipitacion,
descomposicion térmica, hidro(solvo)térmica, Ostwald-Ripening, sol-
gel, liquidos i6nicos y microondas. La figura 1.6 muestra algunas
imagenes de ejemplos de UCNPs sintetizadas mediante estos

métodos.

Figura 1.6 Imagenes de TEM de las distintas UCNP obtenidas por

los distintos métodos de sintéticos: (A-E) método
hidro(solvo)térmica, (F-J) método de descomposicion térmica. (K-
0) método de Ostwald-Ripening. Reproducido con permiso de

Ref.[52 Copyright (2014) American Chemical Society
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Dependiendo de las propiedades de la nanoparticula que se
busque sintetizar, tales como composicion, tamafio, morfologia y
propiedades Opticas, etc, se definen parametros como la temperatura
de reaccibén, el tiempo de reaccion, disolventes, asi como el tipo de
ligando y su concentracion a utilizar en la sintesis.l'? 26, 48 53 A

continuacion se resume los procedimientos de sintesis mas utilizados.

1.4.1 Hidro(solvo)térmica

Este procedimiento sintético precisa de altas presiones y
temperaturas mas bajas que otros métodos (250°C), por encima del
punto critico del disolvente. La reaccion se lleva a cabo en una
autoclave donde se mezclan los disolventes organicos en presencia
del &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) como surfactante.*? Los
tiempos de reaccion varian entre 5y 24 horas. El tamafio de las UCNPs
obtenidas se encuentra en el rango de 100-500 nm. La principal
desventaja de este método es la dificultad de obtener UCNPs de menor

tamanfo.

La preparacion de UCNP de B-NaYF4:Erd*,Yb3* por este método
ha sido ampliamente estudiado por Zeng J. y colaboradores, utilizando
agua destilada, acido acético y etanol como disolventes y el bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y EDTA como surfactantes para
controlar la morfologia y tamafio. Los tamarfios de las UCNPs obtenidas
utilizando estos precursores fueron mucho menores (entorno a los 50
nm). Sin embargo, el tamafio y la morfologia no resulta facil de

controlar.’54

Este método sintético permite adicionalmente la obtencién de
UCNPs solubles en medios acuosos en un solo paso, utilizando por
ejemplo una la mezcla de (Ci7H3sCOOH)sLn, NaF y una variedad de

polimeros organicos (como acido poliacrilico (PAA) o acido

16
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polietilenglicol (PEG)), que brindan la solubilidad en medios acuosos y

hace posible la bioconjugacién con moléculas biolégicas.>5!

1.4.2 Descomposicion Térmica

Este método es quizas el mas extendido para la preparacion de
UCNPs y se utiliza exclusivamente para la sintesis de matrices del tipo
NaYFs4, NaGdFa, NaLuFs, LiYFs y KGdFa.

El primer estudio de la sintesis por este método de UCNPs con
matriz NaYF, dopadas con Yb**/Er¥* y Yb®*/Tm?3* se publicé en el afio
2006,5% obteniéndose UCNPs con alto grado de cristalinidad tanto para
la fase cubica(a) como para la fase hexagonal (B).57: 58l

Como precursores organometélicos se utilizan generalmente
trifluoroacetatos de los Ln®*, los cuales se mezclan con el disolvente 1-

octadeno y con acido oleico u oleilamina como agentes coordinantes.>¢!

La cinética de crecimiento de las UCNPs sigue el mecanismo de
LaMer>-61l que puede resumirse en cuatro etapas: (i) la
descomposicion de los trifluoroacetatos y comienzo de la nucleacion
(2500°C), (ii) crecimiento de las NPs y formacién de la fase cubica(a), (iii)
disolucion de las NPs formadas, agregado de las NPs disueltas y
formacion de NPs mas grandes, y finalmente (iv) a altas temperaturas
(~300°C) transformacion de la fase cubica a la hexagonal (a—f)
obteniéndose asi B-UCNP con alto grado de cristalinidad. La figura 1.7

resume los pasos sintéticos descritos.

La variacion de parametros como la temperatura, concentracion
de reactivos o tiempo de reaccién nos permite modular la morfologia,
forma y tamafio de las UCNPs.®2 Es importante destacar que
pequefias variaciones en la temperatura final de reaccion implica una
variacion importante en el tamafio de las UCNPs, ademas del

incremento de la polidispersidad del tamafio de las mismas, lo que
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representa un reto en cuanto a la reproducibilidad entre sintesis

diferentes.

Si bien este método se utiliza para obtener UCNPs de fase
hexagonal (B-NaYF.) con tamafios que van desde 15 a 40 nm, tiene la
desventaja de generar subproductos de reaccion téxicos, por lo que es
necesario utilizar una proteccion adecuada durante la sintesis.[6: 63 64

Agregacion

Crecimiento
a-NaYF :Yb, Er

AO/ODE s

h «
Na(CF,COQ), 250“045;;;’\ < ‘:. L 20 o 300°cC A
Ln(CF?,COO):; ’y‘.'_.a’, ):.. .: 33 5 oo
-~ A
Nucleos “ES Disolucién B-NaYF,:
o-NaYF: o NaYF,: Yb, Er
Yb, Er Yb, Er

Figura 1.7. Representacion de la cinética de crecimiento de las
UCNP por el método de descomposicién térmica para la

obtencién de las UCNP con fase hexagonal.

1.4.3 Estrategia Ostwald-Ripening

También llamado método de co-precipitacion a alta temperatura,
es un método que se basa en el principio Ostwald-Ripening, en el que
las particulas mas grandes, y por tanto con una relacidn
superficie/volumen baja, se encuentran favorecidas energéticamente

con respecto a particulas con una relacién superficie/volumen mayor.[6

Zhang y colaboradores disefiaron esta estrategia con el objetivo
de obtener UCNPs dopadas con Yb®*/Er®* y Yb3*/Tm3*, con un alto
grado de pureza de cualquiera de las fases cristalinas (hexagonal o
cubica), pero sustituyendo los trifluoroacetatos por sales de cloruros de
los lantanidos (LnCls) como fuente del lantanido. Esta variacion elimina
la formaciéon de subproductos tdoxicos debido a la descomposicion de

los trifluoroacetatos.
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Adicionalmente, es necesaria la adicion de NH4sF como fuente
de fluoruro y una mezcla de l-octadeceno como disolvente de alto

punto de ebullicién y acido oleico como agente coordinante. 6]
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Figura 1.8. Imagenes de TEM de B-NaYF4:Er/Yb. A) nanoesferas.
B) nanoelipses. C) nanoplatos obtenida por medio del método

Ostwald-Ripening. Escala de barra 100 nm

Este método se basa en la formacion de pequefios co-
precipitados amorfos de NaYF, a temperatura ambiente y tras un
aumento de la temperatura (=300°C) se induce un crecimiento uniforme
de las NPs, donde la variacion de paramentos tales como temperatura,
relacion de acido oleico/l1-octadeceno o tiempo de reaccién permite

controlar la forma y tamafio de las UCNPs,®": 68 figura 1.8.

Otros métodos como el de microondasl®® 7 o utilizacién de
liquidos i6nicosl’™ 72 son métodos menos utilizados, a pesar de ser
estrategias novedosas e interesantes y que pueden representar

soluciones a situaciones especificas.
1.5. Modificacion de la superficie de las UCNPs

Los constantes avances en la optimizacién de los distintos
métodos para la sintesis de UCNPs han permitido controlar multiples
pardmetros como son tamarfo, forma y cristalinidad de las UCNPs. Sin

embargo, a excepcion de los procesos que hacen uso de autoclave,
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todos los métodos sintéticos descritos llevan a la formacién de UCNPs
recubiertas con acido oleico u oleilamina. La cadena hidrofébica de
estos recubrimientos restringe su uso en medios acuosos lo cual es una

limitante importante para el uso de las UCNP en bioaplicaciones.

Es por esto que se han desarrollado multiples estrategias para
modificar la superficie y transformar las UCNPs hidrofébicas en UCNPs
hidrofilicas.®® 73 Es de esperar que la modificaciéon de la superficie de
la NPs no solo garantice su dispersabilidad en medios acuosos , sino
que también dote a las UCNPs de una mayor funcionabilidad,
permitiendo asi interacciones con una variedad de biomoléculas, como
por ejemplo ciclodextrinal”¥ anticuerpos’ y ADN.I"® La figura 1.9
muestra diferentes tipos de ligandos y posibles bioconjugaciones con la
superficie de la UCNP.

Ligandos

Ligandos
Hidrofébicos Hidrofilicos
ADN/ARN

Colorantes

€

(\ Host
Pollmeros \"‘"/ ,\,\.

.slsl Grupo funcional
Dendrimeros f

Peptidos

_/

Farmacos

S

Antlcuerpos

Figura 1.9. Esquema que representa la decoracién de la UCNP

con diferentes biomoléculas y otros ligandos.

Las estrategias desarrolladas para modificar la superficie de las UCNPs
se pueden agrupar en cuatro grupos distintos, los cuales se describen

a continuacion.
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1.5.1 Intercambio de ligando

La modificacion de la superficie de las UCNPs por medio de
intercambio de ligando puede ser de dos tipos: intercambio directo o
intercambio por etapas.

La estrategia de intercambio directo del ligando consiste en
reemplazar el oleato de la superficie de las UCNPs por moléculas
hidrofilicas o polimeros con grupos hidrofilicos. Esta modificacion
ocurre en una Unica etapa y, de manera general, se utilizan un exceso
del nuevo compuesto o ligando, elevadas temperaturas y tiempos

largos de reaccion.

Para que el intercambio del ligando ocurra eficazmente es
indispensable que los compuestos a intercambiar cuenten con grupos
anclantes con una mayor afinidad por la superficie de la UCNP que el

oleato, tales como el -NH,, SH, POg", entre otros.

Conaciendo que la fuerza de interaccion de los distintos grupos
anclantes crece en el orden -SH, -NH,, -COO-y PO3",15% 71 es de esperar
que los polimeros con grupos fosfatos sean candidatos ideales para
llevar a cabo un intercambio de ligando directo. De hecho Van Veggel
y colaboradores demostraron este comportamiento desplazando y
sustituyendo los grupos oleato de la superficie de las UCNPs por el
polimero PEGeoo, mediante una mezcla hexano/etanol a 70 °C durante
24 horas, en presencia de un exceso del polimero.[”® La figura 1.10
muestra el esquema general del cambio de intercambio de ligando

directo.
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AN
%
M, g0
ANA -OH\/\/WV\/\/ Q‘ A
© Oleato Cﬁ): Ligando (Polimero,Colorante etc)

@ = Grupo funcional ( COO",S057,PO5,etc)

Figura 1.10. Esquema general de intercambio de ligando directo.

Adicionalmente, un incremento en la temperatura y en los
tiempos de reaccién facilita el desplazamiento del oleato por ligandos
con otros grupos afines tales como aminas (polialilamina(PAAm))*l o
tioles (PEG-SH).[8% 811 Ademas, es importante tener en cuenta que los
ligandos polidentados tales como el acido poliacrilico que facilitan el
desplazamiento de ligandos monodentados debido a su capacidad

multiquelante.[®2

En el intercambio de ligando por etapas, en la primera etapa se
elimina el oleato de la superficie de las UCNPs y en la segunda se
adiciona el nuevo ligando que recubrira la UCNP. A dia de hoy existen

dos protocolos descritos para la modificacién por etapas:

i) Adicién de acidos fuertes (HCI), [l estrategia desarrollada por
Bogdan en 2011, que consiste en la adicién de un acido para protonar
el oleato y obtener UCNPs sin recubrimiento organico (UCNP-
desnudas), figura 1.11, seguido de la adicion del ligando con el que se

desea recubrir las UCNPs.
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Adicion de HCI, llevar a pH 3

Agitacion por 2 6 3 horas

UCNP- desnudas

Oleato

Figura 1.11. Esquema sintético para la obtencion de UCNP
desnudas propiciada por el uso de acido (HCI).

i) Tratamiento con NOBF4, en el cual se elimina el oleato y las UCNPs
se estabilizan electrostaticamente por medio de la coordinacién de los
iones BF4 a la superficie. Durante este Ultimo proceso las UCNPs
dispersas inicialmente en el ciclohexano se transfieren al disolvente
mas hidrofilico (dimetilformamida, DMF).5% 84 81 | yego, las
nanoparticulas se recubren con el ligando adecuado, tales como

polimeros o colorantes. Este procedimiento se resume en la figura 1.12.

BF,

+  BF,
Agitacion por 2 horas BFa4y 0" (@@) &
- . ' g
Adicion de NOBF,. . o | Adicion de
| N o

) QX ligando
BF, BFY
Fracciéon de DMF UCLn@Iigando
AAA= 'SW\W 2= Polimero, colorante, etc.

Oleato

Figura 1.12. Esquema de intercambio de ligandos en dos etapas
por medio de tratamiento con reactivo NOBFs y posterior

recubrimiento con nuevo ligando.

Ejemplos de la modificacion de la superficie por ambas
estrategias se encuentran ampliamente descritos para distintos

polimeros!®®, colorantes!®” e incluso macrociclos.[®8
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1.5.2 Modificacién del ligando

Esta estrategia busca evitar la eliminacion del oleato mediante
la modificacion del mismo por medio de la oxidacion del doble enlace
de la cadena alquilica, transformando asi el doble enlace en un grupo
carboxilo o epdxido.[*8 89 Para ello se utilizan usualmente dos reactivos,
el ozono y el reactivo de Lemieux-von Rudloff, el cual consiste en una
mezcla de permanganato de potasio (KMnQ,) y de la sal de peryodato
de sodio (NalO.) en disolucion acuosa.l®® La oxidacion del doble enlace
a carboxilo no s6lo mejora la dispersabilidad de la nanoparticula en
medios acuosos, sino que ademas facilita la funcionalizacién de la

nanoparticula con moléculas de interés.[®0

1.5.3 Interacciones entre ligandos

Esta estrategia implica la adicion de una nueva capa organica
por afinidad entre el ligando inicial (oleato) y el nuevo ligando. La
naturaleza de la interaccibn entre ambos ligandos puede ser

electrostatica o hidrofébica.

El primer tipo de interaccion se basa en las atracciones
electroestaticas entre especies de cargas opuestas. Por medio de este
método podemos obtener multiples capas unidas entre ellas sobre la
superficie de las UCNPs;® ademas permite modular de una forma
eficiente el grosor de la capa organica alrededor de las UCNPs. Un
ejemplo de recubrimiento de este tipo es el nanohibrido multicapas
UCNP@PAH@PSS, obtenido por medio de la atracciéon electrostatica
entre el polimero de hidrocloruro de polialilamina (PAH) y el poliestireno
sulfonato de sodio (PSS). P4

Por otra parte, la modificacion de las UCNPs por interacciones
hidrofébicas involucra interacciones de Van der Waals entre las

cadenas hidrofébicas del nuevo ligando y el ligando hidrofébico inicial
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(oleato) para formar una nueva capa.l'”-°2 (Ver figura 1.13) El nuevo
ligando debe contar con una parte hidrofilica que, debido a las
interacciones entre las cadenas alquilicas, queda expuesta en la

superficie de las UCNPs otorgandoles dispersabilidad en medios

acuosos.b
, Sl ’fc
e @y
i
i VL
AN\:_OW ~ =Parte del ligando (hidrofébica)
e}
Oleato & =Parte del ligando (hidrofilica)

Figura 1.13. Esquema general de la modificacién de la superficie
de las UCNP basada en las interacciones hidrofébicas de los

ligandos (oleato)

Esta metodologia no solo induce una especial estabilidad y
solubilidad en medios acuosos, sino que también permite preservar las
propiedades Opticas de las UCNPs. Sin embargo, la eleccion de los
compuestos a utilizar para favorecer estas interacciones debe
realizarse de manera selectiva, ya que la presencia de cadenas
alquilicas muy largas, que excedan la longitud del oleato, debilita las
interacciones de Van der Waals e interfiere en la estabilidad de la nueva
capa. Una amplia variedad de polimeros, tales como PEG,
polietileniminas y fosfolipidos con distinto tamafio de cadenas
lipofilicas, han demostrado ser muy eficientes en la modificacién de la

superficie de las nanoparticulas.®]

1.5.4 Encapsulado con un recubrimiento inorganico

La formacion de una capa de silice en la superficie de las

UCNPs es una estrategia que ha sido ampliamente estudiada debido a
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la diversidad de grupos funcionales que nos permite introducir (-COOH,
-NHz, -SH, entre otros), lo que amplia la posibilidad de bioconjugar las

UCNPs con diversas moléculas.[52 94

El recubrimiento se lleva a cabo por medio de un método de
microemulsién inversa que involucra la presencia de surfactantes y
lleva a la formacion de recubrimientos de SiO,. Generalmente, el
precursor del recubrimiento es el tetraetil ortosilicato (TEOS) y como
surfactante IGEPAL CO-520.59 Ademads, se adiciona un pequefio
exceso de amoniaco que garantiza que la concentracion de &cido
silicico esté por encima de la de nucleacion, lo que garantiza a su vez
el crecimiento constante del recubrimiento. Por lo tanto, el grosor del
recubrimiento va depender de la cantidad de precursor. Frank C.J.M.
van Veggel y colaboradores demostraron el recubrimiento de UNCP por
el método Stdber obteniendo un recubrimiento de silice de un grosor
uniforme de 15 nm.!%l En un estudio similar Zhang y colaboradores
demostraron que es posible obtener recubrimientos uniformes de las
UCNPs de entre 1-3 nm.[°¢l

En la figura 1.14 se resume el procedimiento, en el primer paso
se forma un recubrimiento de SiO; y seguidamente se adiciona un
ligando que permite mejorar su solubilidad en medios acuosos y

conjugarse con distintas moléculas organicas.

@209 .19:
IGEPAL MWO 5 5 zb%

UCNP@oIeato UCNP@SIO, UCNP@SiO,@Ligando
@ = Grupo funcional (COOH, NH,, SH, etc)

Figura 1.14. Esquema general de la silanizacion de la superficie

de la UCNP y posterior recubrimiento con el ligando de interés.
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A pesar de sus propiedades, existen importantes desventajas
cuando se recubre con silice, tales como la poca dispersabilidad que
presentan las UCNP@SIiO, en medios acuosos y la tendencia a
agregarse a las pocas horas de la encapsulacion de las UCNPs.[7: %8
Este problema se acentla cuando se aplican pasos de centrifugacion
en el proceso de purificacion haciendo imposible resuspender las
UCNPs en agua. [94 %I

Otro tipo de encapsulado es el recubrimiento con 6xido de
titanio. El primer ejemplo fue descrito por Wang y colaboradores en el
afio 2005, los cuales recubrieron de manera homogénea NPs de Er,O;
con TiO,.[% Estos primeros resultados condujeron a su aplicacién en
otros tipos de UCNPs y recubrimientos similares, y a su utilizacion en
fotocatalisis para convertir fotones NIR a UV, Sin embargo, al igual
gue el encapsulado con silice, la principal desventaja de este tipo de
recubrimiento es la tendencia a agregacion de las UCNPs.

1.6. Modificacidon y optimizacion de las propiedades Opticas de

las nanoparticulas upconversion

La emision de las UCNPs depende de la eleccion del tipo de matriz,
asi como de los iones lantanidos que la dopan. Sin embargo, otros
factores como los defectos de la superficie de las UCNP, los ligandos
y el disolventes también influyen en la eficiencia de la emision

upconversion.b?

La alta concentracion de iones dopantes distribuidos en la
estructura cristalina de las UCNPs hace que los iones Ln3* cercanos a
la superficie se desactiven mediante procesos no radiativos, siendo
estos procesos favorecidos por la alta relacion superficie/volumen de
las nanoparticulas.['® 52 Por otra parte, los medios acuosos afectan la

intensidad de emisién de la UCNP, debido a que las moléculas de agua
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son capaces de despoblar el estado excitado (°Fs/2) de los iones Yb3*.
Estas limitaciones han sido resultas por medio de las siguientes
estrategias: (i) sintesis de UCNP de tipo core-shell y (ii) modificacién de

la longitud de onda de excitacion.

1.6.1 Sintesis de UCNPs de tipo core-shell

El recubrimiento de las UCNPs con una capa inorganica
cristalina e isoestructural, como por ejemplo CaF o NaYF4, da lugar a
UCNPs de tipo core@shell (UCNPcs). Este recubrimiento reduce de
manera significativa la pérdida de energia causada por los defectos de
la superficie de las UCNP, mejorando asi sus propiedades emisivas. El
primer ejemplo de UCNPcs fue descrito por Lezhnina y colaboradores,
quienes describieron la sintesis de LaFs:Yb,Ho@LaFs; vy
LaFs;:Nd@LaFs.[*01

En el afio 2007, Chow y colaboradores consiguieron un aumento
en la intensidad de emision de las UCNPs de NaYFsYb,Er y
NaYF4:Yb,Tm de 7 y 29 veces, respectivamente, cuando éstas fueron
recubiertas con una capa de NaYF,[1%d observando un aumento

alrededor del 300 % en el rendimiento cuantico.

Posteriormente, se demostr6 que el aumento de las propiedades
emisivas de las UCNPs es mayor al utilizar recubrimiento con dopantes
activos, como por ejemplo de las UCNPcs de NaGdF4:Yb,Er@NaYbF,,
las cuales presentan un incremento de 3y 10 veces en la intensidad de
la emision verde y rojo, en comparacion con las mismas UCNPcs con

un recubrimiento inerte (NaYF,).[!

La intensidad de emision de las UCNP se ha mejorado alin mas
utilizando estructuras multicapas mas complejas de tipo
core@shell@shell, como por ejemplo las UCNPs de
NaYF4Yb, Tm@NaYF4Yb,Er @NaYF4:Yb,Tm descritas por Zhang y
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colaboradores.[1%81 Lamentablemente, el incremento de capas dificulta
no solo la obtencion de recubrimientos homogéneos, sino también

obtencion recubrimientos de grosor similar entre sintesis distintas.[%%

104, 105]

1.6.2 Modificacién de la longitud de onda de excitacion

Una de las condiciones indispensables para utilizar las UCNPs
en bioaplicaciones es que éstas sean compatibles en medios acuosos.
La modificacion de la superficie de las UCNPs facilita su dispersabilidad
en medios acuosos, sin embargo, existen dos limitaciones asociadas al
uso del Yb3* como sensibilizador de las UCNPs.

980 nm
exc.

0.254

e
N
=]
N

808 nm
exc.

0.154
0.104

0.05+

Intensidad (u.a)

0.00

400 600 800 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 1.15 Espectro de absorcion del agua y rango de longitudes
de onda utilizadas para excitar las UCNPs, con maximos en 980
nm (gris) y 808 nm (morado). Obsérvese el solapamiento entre el
méaximo de absorcién del aguay la irradiacién a 980 nm. Adaptada
con permiso de Ref. 24 Copyright (2018) Elsevier B.V.

En primer lugar, los iones Yb3* sufren la desactivacion del
estado excitado °Fs, por las moléculas de H,O. En segundo lugar, el
Yb3* presenta su maximo de absorcién a la misma longitud de onda que
el agua (980 nm), lo que implica que parte de la luz de excitacion NIR a

980 nm es absorbida por el agua. Figura 1.15; y en consecuencia, se
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produce un sobrecalentamiento del medio que limita su uso en

muestras biol6gicas.?4

Esta ultima limitacion se ha abordado mediante la introduccion
de iones Nd3*, ya sea en el nucleo o en el recubriendo inorganico de las
UCNPcs. La adicion de iones Nd®* permite sustituir la excitacion a 980
nm por una longitud de onda de excitacién de 808 que corresponde al
maximo de absorcion el Nd®*. La figura 1.16 ilustra el mecanismo de

emision upconversion tras la de excitacion del Nd3*.

Excitacion ~800 nm

ET = Transferencia de energia

Figura 1.16. Mecanismo del proceso de emisién UCNP excitando
al Nd3* (Lexc=808 nm) en una nanoparticula dopada con Yb®*, Nd3*

y Ln%*.(donde Ln3* es un activador)

Un ejemplo de UCNPs con Nd** en el nucleo son las del tipo
NaYF4Yb,Er,Nd@NaYFs, en las cuales se observd un
sobrecalentamiento menor con la excitacion a 808 nm en comparacion
con la de 980 nm.[1%I! Sin embargo, la concentracién de Nd3* no debe

ser superior al 2% para evitar la desactivacion del activador (Er3*).

Por otra parte, se ha demostrado que dopar con Nd** los
recubrimientos inorgénicos, en lugar del ndcleo de las UCNPs permite
no solo minimizar los procesos de desactivacion, sino también
incrementar el porcentaje de Nd®* como dopante, alcanzando un
incremento de hasta 7 veces en la intensidad de emision upconversion

(Aexc=808 nm) con UCNPs del tipo NaYF4.Yb,Er,Nd@NaYF4:Nd (20%
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de Nd*) en comparaciéon con las NaYF4.Yb,Er,Nd@NaYF, (2% de
Nd3+).[107]

1.7. Aplicaciones de las nanoparticulas de upconversion

1.7.1 Bioimagen

La aplicacion de NPs en bioimagen ha demostrado ser una
herramienta muy util para la visualizacion de muestras biologicas,
brindando una mejora en la informacién especifica sobre la morfologia,

anatomia y fisiologica, lo que facilita la deteccion de enfermedades.

Las UCNPs en particular han demostrado ser un material idoneo
en bioimagen debido a su estabilidad frente al fotoblanqueo. Ademas,
el uso de luz NIR presenta una mayor penetracién en los tejidos
biolégicos en comparacion con otro tipo de luz y evita la
autofluorescencia de las muestras. Algunos estudios han demostrado
la eficiencia de las UCNPs en la obtencién de imagenes en vivo de
células cancerigenas en ovarios,["8 y colon,!%l asi como la deteccién

de antigenos especificos de tejidos prostaticos!'°? y mamariol10l,

Otra de las ventajas del uso de las UCNPs es que permiten
obtener imagenes a través de resonancia magnética dopando la matriz

de las UCNPs con iones Gd?®*, los cuales son agentes de contraste. (111

1.7.2 Liberacién de farmacos y tratamientos

La combinacién de la luminiscencia upconversion con la
administracion de farmacos es una estrategia novedosa para el
suministro de medicamentos, debido a la excelente relacién sefal/ruido
de las UCNPs lo que facilita el seguimiento de su emisidon en muestras
biolégicas.?l En general, en este tipo de aplicaciones se registra el
comportamiento de la emision upconversion (intensidad, rendimiento

cuantico, etc) en funcion de la concentracion del farmaco presente en

31



Capitulo 1.

el sistema, y cuya liberacion se promueve por la variacién de

parametros tales como el pH, la temperatura o radiacion. 112 113l

Los modelos mas empleados son los farmacos doxorrubicina
(DOX) e ibuprofeno (IBU). En el caso del DOX, este se ha encapsulado
por medio de interacciones hidrofébicas utilizando un sistema de
UCNPs y poli etilenglicol conjugado con acido félico (FA); y su
liberacion intracelular del farmaco se realizé por variacion en el pHy se

confirmé mediante la luminiscencia upconversion. 114

De forma similar se ha desarrollado un sistema de UCNPs para
la liberacion del farmaco IBU, que utiliza la variaciéon del rendimiento
cuéntico de la emisién de upconversion para determinar la cantidad del
farmaco presente en el sistema.l'*l En ambos estudios, las UCNPs
ademas de proporcionar la respuesta optica del sistema, también se

comportan como una plataforma de transporte del farmaco.

Ademas, las UCNPs han sido funcionalizadas con compuestos
organicos, tales como el azul de metileno, rosa de bengala y ftalocianina
de zinc, todos ellos capaces de generar especies reactivas de oxigeno
(ERO) tras la excitacion en el NIR. Por lo tanto, las UCNPs recubiertas
con este tipo de compuestos organicos las transforma en candidatos
ideales para emplearse en terapia fotodinamica (TFD); los resultados

mas exitosos se han obtenido en terapias contra el cancer. [116.117]

1.7.3 Sensores

Las UCNPs han sido ampliamente utilizadas en la deteccion
quimica de biomoléculas, como por ejemplo enzimas, ADN,
polinucledtidos o anticuerpos,!''8 ademas de sensores de pHI!°l, Estos
sensores se basan en la combinacién de la emision de la UCNP vy la
funcionalidad de un ligando organico que, generalmente, suele ser

fotoactivo y recubre las nanoparticulas.
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En estos sistemas dador-aceptor que utiliza la emisién de las
UCNPs, el mecanismo de deteccién puede ser de dos tipos: de filtro
interno (también llamado emision-reabsorcion) y de transferencia de

energia de resonancia de Forster (FRET, por sus siglas en inglés).

Para la obtencién de sensores basados en el mecanismo de
filtro interno deben cumplirse las siguientes condiciones: (i) que exista
un solapamiento importante entre la emisién de las UCNPs y la
absorcion del ligando que la recubre, (ii) un reconocimiento quimico o
supramolecular entre el ligando que recubre las UCNPs y el analito a
detectar, (iii) que la interaccidn entre el ligando y el analito genere un
cambio significativo en la banda de absorcion del ligando (aumento,
disminucion o desplazamiento). Teniendo esto en cuenta, se han

desarrollado sensores de pHI*?%, CO,l*?1 | Cr6*1122 y antioxidantes.[23]

Por otra parte, en los sensores basados en procesos FRET, el
solapamiento de los espectros, asi como la distancia entre el dador y
aceptor son parametros determinantes en la eficiencia de estos
sistemas. Al igual que los sensores basados en procesos de filtro
interno, con el par dador-aceptor adecuado, el espectro de absorcion
del aceptor sufre cambios significativos en presencia del analito
objetivo. En los Ultimos afios se han desarrollado un importante nimero
de sondas de deteccion basados en procesos FRET para la deteccion
de iones como CN124 NOz[125 Hg2*126] o de biomoléculas como la
adivina, ADN, RNA.[16. 90.127]

La emision de las UCNPs permite la deteccion ratiométrica. La
existencia de mdltiples bandas de emisién de las UCNPs permite
seleccionar la banda de emisién especifica como referencia, mientras
que las otras varian de acuerdo con la concentracién de los analitos.
Asi, se puede seleccionar la banda de emision de 470 nm en las UCNPs

de Tm?*. Para la superposicion con la absorcion del cromoéforo organico,
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mientras que las otras bandas de emision (como la de 800 nm) no se
ven afectadas. Por tanto, solo una banda de emision de las UCNPs
variar por los cambios en el entorno, pudiendo asi utilizar las otras
bandas de emision como bandas de referencia para mediciones

cuantitativas.

Un ejemplo de estos andlisis ratiométricos es la deteccion de
iones CN- a través de un sistema de UCNPs dopadas con Er3*/Tm3* y
recubiertas con un complejo de Ir, en donde el analisis ratiométrico se
realiza entre las intensidades de las bandas de emisién a 540 y 800 nm
de las UCNPs (Isoflso0), utilizando especificamente la sefial a 800 nm
como sefal de referencia, mientras que la sefial a 540 nm (que se
solapa con la banda de absorcion del complejo de Ir) varia por la
presencia de los iones CN1124

1.7.4 Otras aplicaciones

Por otra parte, las UCNPs tienen interés para el desarrollo de
aplicaciones optoelectrénicas tales como celdas solares,['?8 129
sensores fisicos!*3¥ y tintas de seguridad.l?y Un claro ejemplo de esto
son los estudios recientes de las aplicaciones de las UCNPs en
seguridad. Asi, en los que se han desarrollado cristales liquidos
dopados con UCNPs que pueden utlizarse como peliculas
infalsificables para tarjetas de crédito, billetes, tiques e identificaciones,
y gue pueden ser detectados por aparatos portatiles, 131 lo que abre

una nueva area de estudio en el futuro inmediato para este material.

La tabla 1.3. resume algunas de las aplicaciones de las UCNPs
descritas en la bibliografia con uso de las UCNP, donde se detalla su

matriz, dopantes y el tipo recubrimiento empleado.
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Tabla 1.3. Aplicaciones biomédicas de las UCNPs

Material UC Recubrimiento Aplicacién Ref.
Silice mesoporosa Terapia fotodinAmica %2
Terapia fotodinamica,
SiO2 Imagen celular, [133]
bioimagen
PAA/PEI Liberacién genémica [134]
PEG Imagen celular [114]
Oxido de hiero  beracion de farmaco,
NaYFa:Yb/Er ___loimager
Acido folico Liberacion de farmaco i3]
. Terapia fotodindmica, -
Plata (Ag”) bioimagen
Ciclodextrinas Sensor bacterial [138]
Rodamina B Sensor de mercurio (139
Mec-C-NH2 PAA/AU Sensor de ADN [140]
NaYF4:Yb/Er/ Silice  Liberacién de farmaco
mesoporosa [141]
PAA-CuU Sensor de pesticida [142]
NaYF4:Yb/Tm _ __
Silice mesoporosa Bioimagen [143]
NYF4 Terapia fotodinamica 144
NaYFa:Yb/Tm@ TiO2 Terapia fotodinamica [145]
NaGdYa4:Yb
GdsOs:Yb/Er Silice mesoporosa leeraC|_on de farmaco, g
Bioimagen
. Fe Bioimagen [147]
NaGdFa:Yb/Er NaGdF4 Bioimagen [148]
CaF2:Yb/Ho NaGdF4 Bioimagen [149]
NaY(WO4)2: Yb/Er - Sensor de [150]
temperatura
Sensor de
NaYb(Mn)Fa4: Er/Tm NaYFs temperatura [150]
(nanotermémetro)
NaYF4:Yb/Er,Tm PPA Sensor de H2S [151]
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2.1 Objetivo

Sintetizar y caracterizar nanohibridos de nanoparticulas de
upconversion recubiertos con ligandos funcionales para aplicaciones

biolégicas.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de upconversion recubiertas

con un polimero biocompatible.

v' Evaluar la estabilidad del nanohibrido en condiciones

fuertemente acidas

v Explorar la aplicacion del nanohibrido como sonda de pH

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de upconversion
recubiertas con polimeros que presentan diferentes grupos

anclantes.

v Evaluar la estabilidad de los distintos nanohibridos en

condiciones fuertemente acidas

v Estudiar la proteccién que otorga los recubrimientos contra la
desintegracion de las nanoparticulas en condiciones acuosas a

baja concentracion.

e Sintetizar nanoparticulas de upconversion de tipo core-shell y
posterior construccidon de un nanohibrido utilizando una estrategia

de puzle molecular.
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v Estudiar la versatilidad del cucurbit[7]urilo como pegamento
entre la superficie de la nanoparticula de upconversion e iones

lantanidos

v' Explorar las propiedades Opticas del nanohibrido resultante
excitando a distintas longitudes de ondas en el infrarrojo

cercano.

40



Capitulo 3. Metodologia

41



42



Capitulo 3.

En este capitulo se describen las diferentes técnicas utilizadas para la
caracterizaciéon de las propiedades Gpticas de los nanohibridos de
upconversion estudiados en esta tesis. Ademas, se describen las
técnicas empleadas para el estudio de la morfologia y composicion

quimica.
3.1. Propiedades opticas

3.1.1 Espectroscopia de absorcion
Los espectros de absorcion se registraron en un
espectrofotdmetro SECOMAN UVI Light UV-Visible. Las medidas se

llevaron a cabo utilizando cubetas de cuarzo de dimensiones 1x1x4 cm.

3.1.2 Espectroscopia de emisién en estado estacionario

Los espectros de emision en estado estacionario se midieron en
un Fluorimetro SLM AmingoBowmann series 2 (AB2), utilizando como
fuente de excitacion diodos laser acoplados al equipo. En los capitulos
4y 6 se uso un diodo laser de 975 nm (Thorlabs L975P1WJ) y en el
capitulo 4 un diodo laser de 980 nm CW (CNI Optoelectronics Tech. Co.
MDL-H-980nm-5W. P=1.5 KW/cm?).

Para el registro del espectro se utiliza el software AB2 version
5.5. Las medidas se realizaron en cubetas de cuarzo triangulares
(capitulo 4) y en cubetas de cuarzo de 1x1x4 cm (capitulos 5y 6). Todas

las medidas se realizaron a temperatura ambiente y en aire.

3.1.3 Espectroscopia de emisidn resuelta en el tiempo.

La medida de los tiempos de vida de emision upconversion de
los nanohibridos estudiados en el capitulo 6 se realizd utilizando un
microscopio multifotbn Olympus FV1000MPE acoplado a un
microscopio vertical Olympus BX61WI y equipado con un objetivo de

inmersiéon en agua 25 x (1.05 NA). Este microscopio esta equipado con
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un laser multifotén Mai Tai HP Deep See, con un ancho de pulso de 100
fs como fuente de excitacién. El laser se enfoca sobre la muestra a 980

nm con una potencia de excitacion de 30 mW.

La densidad de potencia de excitacion se determind con un
punto focal de aproximadamente 1 uym de radio. Las imagenes se
adquirieron mediante una lente de inmersién Olympus 25x 1.05 N.A.,
filtros de emisidon apropiados y un tiempo de permanencia de 2 us pixel-
1 y una resolucion de 1024x1024 pixeles. La emisién se detecta en un
detector de rango visible de 4 canales (420-500 / 515-580 / 590-650 /
660-740).

Las muestras analizadas se prepararon vertiendo gota a gota
una dispersion en agua de los nanohibridos correspondientes en un
portaobjetos de vidrio del microscopio (25 x 75 mm). Luego, se evaporo
el disolvente y la muestra se cubrié con un cubreobjetos de vidrio (22 x
22 mm).

3.1.4 Rendimiento cuéantico

El rendimiento cuantico de emision se define como la relacion
entre el niumero de fotones emitidos y fotones absorbidos por la
muestra. La medida del rendimiento cuantico de emision upconversion
de los nanohibridos estudiados en el capitulo 6 se llevé a cabo en un
espectrémetro Quantaurus-QY Plus UV-NIR (C13534-11). Como fuente
de excitacién se utilizaron laseres de una longitud de onda de 980 nm
(potencia laser 0,5 W) y 808 nm (808 + 5 nm; potencia laser 1,6 W)
acoplados al espectrometro. El tamafio del haz de excitacién del laser

es de 1 mm x 0,1 mm y el tiempo de exposicion fue de 145,6 ms.
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3.2.  Estructuray morfologia

3.2.1 Difraccién de Rayos X

La cristalinidad de las UCNPs y nanohibridos sintetizados se
estudiaron mediante los espectros de difraccion de rayos X (DRX).
Estos espectros se registraron en un Difractdmetro Bruker D8 Advance,
equipado con una fuente de radiacion de CuKa. (A=1.54060 A),
funcionando a un voltaje de 40 kV, monocromador secundario de haz
difractado y un detector LynxEye. El equipo cuenta con el software de
evaluacion de datos EVA DIFFRAC PLUS. El rango angular de medida
de los espectros fue de 2-80 ° (26), con un tamafio de paso de 0.020 °

y tiempo de adquisicion de 38.4 segundos.

3.2.2 Microscopia de transmision electronica

La técnica de microscopia de transmision electronica (TEM, por
sus siglas en ingles transmision electron microscopy) se utilizo para
determinar la cristalinidad, tamafio, forma y homogeneidad de las
UCNPs sintetizadas, asi como también para evaluar el espesor de los

recubrimientos organicos preparados.

Las imagenes de TEM se registraron en un microscopio Jeol
1010 equipado con una camara AMT RX80 (8Mpx) y funcionando a 100
kV. Las imagenes de microscopia de alta resolucion (HRTEM) se
registraron en un microscopio TECNAI G2F20, funcionando a 200 kV y
equipado con un dispositivo acoplado (CCD) GATAN vy el software

“Digital micrograph” para la adquisicion y tratamiento de imagenes.

Las muestras se prepararon depositando las disoluciones de las
UCNPs sobre una rejilla de malla de cobre recubierta de carbono (malla
300; 3 mm en diametro) seguido de la evaporacion del disolvente. En
los estudios del capitulo 5 y 6 se utilizaron disoluciones de los
nanohibridos de 0,5 mg/mL para preparar la rejilla del TEM.

Dependiendo de la naturaleza del disolvente, el proceso se llevé a cabo
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a temperatura ambiente o al vacio durante periodos de tiempo que

oscilaron de 2 a 12 horas.

3.2.3 Microscopia electrénica de barrido de alta resolucién

El estudio de microscopia electronica de barrido de alta
resolucion, por sus siglas en inglés (HRSTEM) se llevo a cabo en el
Instituto de Nanociencia de Aragén (INA) de la Universidad de Zaragoza
(Capitulo 6). Las imagenes se registraron en un microscopio FEI Titan,
funcionando a 120 kV. Este microscopio esta equipado con un corrector
de sonda de Cs, un monocromador y una fuente de electrones X-FEG

ultrabrillante. La convergencia del angulo fue de 25 mrad.

La obtencién de imagenes HRSTEM se realiz6 utilizando un
detector de campo oscuro anular de angulo alto (HAADF). Los angulos
interno y externo para las micrografias registradas con este detector
fueron de 48 y 200 mrad, respectivamente. La muestra del nanohibrido
analizado se prepar6 depositando una gota de la muestra suspendida
en etanol en una rejilla de malla de cobre recubierta de carbo6n de las

mismas especificaciones a las empleadas para las medidas de TEM.

3.2.4 Dispersiéon dinamica de luz y potencial Z
Las medidas de dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial Z
se realizaron con un espectrometro Malvern Zetasizer Nano Z,

equipado con un Laser HeNe (10 mW) a 633 nm.

En el capitulo 6 las medidas se realizaron manteniendo las
muestras en agitacion hasta estabilizar el pH de la solucién, seguido de
un proceso de centrifugado de 2 minutos a bajas revoluciones (1000

rpm/min) para eliminar los posibles agregados a la disolucién.

En el capitulo 7 las medidas de DLS se realizaron en un angulo
de dispersion de 173°. Las muestras se midieron a diferentes pH y a

una concentracion de 1 mg/mL del nanohibrido en agua.
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Las medidas de potencial Z de las disoluciones de las muestras

se realizaron en celdas capilares DTS1070.

3.3.  Composicion

3.3.1 Espectrometria de dispersion de energia de rayos X

La técnica de espectrometria de dispersién de energia de rayos
X (EDS) se utilizé para determinar la composicion de las UCNPs
sintetizas. Los espectros se registraron en un equipo de microscopia
electrénica de barrido HITACHI S-4800, equipado con detector Bruker
XFlash 5030 y el software QUANTAX 400 para la adquisicién y andlisis

de los espectros.

3.3.2 Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado
Inductivamente
La espectrometria de masas por plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) se utiliz6 para determinar de forma
cuantitativa los elementos presentes en las UCNPs (capitulo 6). Las

medidas se realizaron en ICP-MS Agilent 7900.

3.3.3 Analisis termogravimétrico

El andlisis termogravimétrico (TGA) se utilizdé para estudiar los
recubrimientos orgénicos de los nanohibridos sintetizados y determinar
su porcentaje en peso. En el capitulo 4 se estudio el contenido de co-
polimero que recubre las UCNPs y el comportamiento térmico del co-
polimero. Por otra parte, en el capitulo 5 se utilizd para determinar el
porcentaje de los distintos ligandos presentes en los nanohibridos
después de las respectivas funcionalizaciones. Finalmente, en el
capitulo 6, la técnica se utilizé para estimar la cantidad de CB[7] que se

encuentra recubriendo las UCNPs.
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En el capitulo 4 las curvas de TGA se registraron en un equipo
modelo Perkin-Elmer TGA-7, a una velocidad de calentamiento de 10

°C/min y en corriente de nitrégeno.

En el capitulo 5, las curvas de TGA se registraron en un TGA
550, en un rango de temperatura 50-750 °C (aumento de 5 °C/min),
sensibilidad de 0.1 microgramos, un aumento de 5 °C/min y bajo flujo

de aire de 50 mL/min.

En el capitulo 6 las curvas de TGA se registraron en un equipo
TG-TGA Pyris Diamond, en un rango de temperatura 25-800 °C
(aumento de 5 °C/min), sensibilidad de 0.1 microgramos y bajo flujo de

aire de 50 mL/min.

3.3.4 Espectroscopia de transmision de infrarrojo con
transformada de Fourier

Esta técnica se utiliz6 para analizar los recubrimientos organicos
de las UCNPs estudiadas en esta tesis. Los espectros de transmision
de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) se registraron
utilizando un espectrémetro FT-IR Thermo Nicolete Nexus, con médulo
ATR Smart Orbit™. Los espectros se registraron en un rango de
namero de onda de 4000-500 cm-?, temperatura ambiente y ciclo de 64

repeticiones y una resolucion de 4 cm™.

3.3.5 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de H-RMN se registraron a temperatura
ambiente en un espectrometro de RMN Bruker AVANCE DRX 300 o
Bruker 400AV con iman Oxford de 300 MHz o 400 MHz. Como
disolvente se utilizd6 cloroformo deuterado o agua deuterada. Los
cambios se informan en partes por millén (8, ppm) utilizando el pico del

disolvente como interno referencia interna.
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3.3.6 Cromatografia de exclusion

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, por sus siglas
en inglés) se utilizé para determinar el peso molecular promedio (M),
el peso molecular (My) y la polidispersidad (Mw/My) de los co-polimeros
estudiados en capitulo 6. En este estudio se utilizé un sistema SEC
equipado con una bomba de HPLC isocratica Waters 1515, un detector
de indice de refraccion Waters 2414 y dos columnas Styragel HR3 y
HR5 de Waters. Se empleé DMF (1% en peso de LiBr) como eluyente
a 30 °C y un caudal de 0,7 mL min™. Se utiliz6 poliestireno (PS) como

estandar para la calibracion.

3.4. Otras técnicas

3.4.1 Medidas de pH

El pH de las dispersiones de los nanohibridos estudiados se
registré en un pH-metro (GLP21) acoplado a un electrodo de pH 50-26.

3.4.2 Centrifugacion

Los procesos de centrifugacion se realizaron utilizando

centrifugas Eppendorf 5804R y Thermo-Scientific Legend XIR.
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resistentes a pH acidos
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Tal y como se ha descrito anteriormente, es practicamente
imprescindible realizar la modificacién de la superficie de las UCNPs
obtenidas por las distintas rutas sintéticas, con el fin de introducir los
ligandos adecuados para su uso en las distintas aplicaciones. La gran
mayoria de los ligandos organicos utilizados presentan carboxilato,

amina o tioles como grupos anclantes a la superficie de la UCNP.

La naturaleza de los grupos anclantes juega un papel crucial
para mantener el pasivado de las UCNPs, conservar sus propiedades
coloidales, evitar interferencias de las UCNPs con el medio (por
ejemplo, medio celular), asi como preservar la funcionalidad adicional
que puede proporcionar el ligando conjugado a moléculas de interés e

incluso proteger las UCNPs de su desintegracion en medios acuosos.

Una parte de los estudios realizados con nanomateriales de
upconversion tienen como objetivo su uso en aplicaciones biologicas,
por lo que se realizan en disoluciones fisiol6gicas, como el tampon
fosfato salino (PSB por sus siglas en inglés) o disoluciones acuosas,
esto es en medio poco acidos. Hay que tener en cuenta que la
coordinacién de los ligandos por sus grupos carboxilato, amina o tiol se
puede ver seriamente comprometida en medios a pH < 4. De hecho, la
exposicion a pH 4 es una de las estrategias empleadas para eliminar el

oleato de la superficie de las UCNPs.

Por lo tanto, la poca estabilidad de la mayoria de los pasivados
en condiciones &cidas supone un serio inconveniente para la utilizacion
de UCNPs en aplicaciones en medios acidos, tales como ensayos que
simulan las condiciones de acidez del estbmago (préximo a pH 2) o
incluso aplicaciones distintas a las biolégicas, como, por ejemplo,

procesos de formacion de composites que requieren medios acidos.
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En los proximos tres capitulos de la presente tesis doctoral se
describiran estudios de busqueda de ligandos con grupos anclantes
adecuados para mantener la pasivacion de la superficie de las UCNPs

en medios acuosos y medios acidos.
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4.1. Introduccion

En este trabajo nos planteamos sintetizar un nanohibrido
estable en condiciones fuertemente acidas. Para ello, se requiere de un
grupo funcional anclante fuertemente acido como el sulfénico, el cual
es mucho mas acido que el carboxilico (pKa = -3 vs pKa= 4).[152 Ademas,
el correspondiente sulfonato tiene tres posibles puntos de coordinacion,

lo que le da una mayor flexibilidad en sus modos de coordinacién.[153

154]

Diferentes estudios han demostrado la interaccion de grupos
sulfonatos con iones lantanidos,*551571 como por ejemplo, la formacion
de clusteres de sulfonatos con iones lantanidos trivalentes!?*¢l o el uso
de polimeros con grupos sulfonatos para encapsular nanoparticulas

inorganicas dopadas con iones lantanidos. 159 160l

Teniendo en cuenta las propiedades anteriormente descritas,
consideramos que, si el recubrimiento organico de la UCNP se realiza
con un polimero que cuenta con un alto porcentaje de grupos sulfonatos
en su estructura, éstos podrian anclarse fuertemente a la superficie de
la nanoparticula. La liberacion de la superficie de la UCNP de estos
grupos anclantes, se veria muy desfavorecida, lo que le brindaria a los
nanohibridos resultantes una importante estabilidad y funcionabilidad

en un amplio rango de pHs acidos.

Por otra parte, al recubrir las UCNPs con un polimero de este
tipo, cabe esperar que no todos los grupos sulfonatos se anclen a la
superficie de la nanoparticula, sino que parte de ellos se encuentren en
la periferia del nanohibrido resultante, pudiendo asi interaccionar con
otros compuestos por medio de interacciones covalentes o idnicas,
dependiendo de la naturaleza del compuesto. De esta forma, se podrian
formar nuevos nanohibridos con interesantes aplicaciones, tales como

sondas de pH o liberacién controlada de farmacos con el pH.[16%. 162]
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En este estudio nos enfocamos en la sintesis y caracterizacion
de UCNPs recubiertas con un polimero biocompatible, el cual se ancla
de manera eficiente a la superficie de las UCNPs por medio de los
grupos sulfonatos presentes en su estructura. La naturaleza de este
enlace otorgara estabilidad al nanohibrido en condiciones fuertemente

acidas.

A continuacion, se describe el método de sintesis y maodificacion
de la superficie de las UCNPs con los polimeros, asi como la
caracterizacion de la estructura y morfologia de las mismas utilizando
técnicas tales como XRD, TEM, IR y TGA. Ademas, se detallan las
propiedades Opticas y estabilidad de las nanoparticulas a diferentes

rangos de pH.

4.2. Resultados y discusion

4.2.1 Sintesis y caracterizacion de UCNPs recubiertas con oleato

La sintesis de las NaYF,.Yb® Er** (UCNP@oleato) se realizd
mediante el método de descomposicion térmica a alta temperatura .[67]
Para ello, se utilizaron las sales de los lantanidos hexahidratadas
(LnCls.6H20) con una mezcla de acido oleico y 1-octadeceno en medio

basico y elevando la temperatura (305 °C) por un periodo de 1 hora.

Las imagenes de TEM de las UCNP@oleato obtenidas
mostraron la formacién de nanoparticulas homogéneas con un tamafio
de (25,3 = 1,5 x (20,5 £ 1,4) nm, figura 4.1. Adicionalmente, el
difractograma de XRD confirmé la fase cristalina hexagonal (JCPDS
standard card no. 28-1192), mientras que el andlisis por EDS revel6 una
relacion entre los atomos de los lantanidos de
Y3+(79%):Yb3*(18%):Er*(3%).
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Figura 4.1 A) Imagen de TEM; B) Histogramas; C) Espectro de
XDR y D) EDS de las UCNP@oleato. Escala de la barra de la
imagen de TEM: 50nm

4.2.2 Sintesis del copolimero HEMA-co-AMPS

Se llevé a cabo la sintesis del copolimero seleccionado HEMA-
co-AMPS o COP por medio de un proceso de polimerizacién via
radicales libres,[1¢3 partiendo de los monémeros 2-hidroxietiimetacrilato
(HEMA) y &cido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfénico (AMPS) en una
relacion 70:30 y en presencia de un porcentaje elevado de a,a-
azoisobutironitrilo (AIBN) como iniciador.['63. 164 |_a figura 4.2 muestra el

esquema de la sintesis del COP.
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Figura 4.2. Esquema de la sintesis del COP (HEMA-co-AMPS)

La formacion del COP se confirmé mediante *H-RMN y FTIR,
figuras 4.3 y 4.4. En el espectro de 'H-RMN se detalla la ausencia de
las bandas de los protones vinilicos de HEMA y AMPS (entre 5.6 y 6.2
ppm), tal y como se describe para este COP.11%3 Adicionalmente, en la

tabla 4.1 se resumen las sefiales para los mondmeros y el copolimero.

Por otra parte, en el espectro de FTIR se observd que las
bandas del AMPS correspondientes a los dobles enlaces carbono-
carbono (1552 cm?) y a la flexion fuera del plano (1000-650 cm)
desaparecen, figura 4.4 Ademds, cambian las bandas debidas al
estiramiento sp® del C-H (2800-3000 cm), mientras que una nueva
banda aparece a 1452 cm debido los grupos metileno en la nueva

estructura.

El espectro muestra también las bandas debidas al estiramiento
asimétrico y simétrico del S=0O del grupo sulfénico del COP (en 1367
cm?® y 1069 cm?, respectivamente) y de estiramiento del S-O

(671 cm™), lo cual confirma la formacién del polimero.

El analisis mediante cromatografia de exclusion mostré que el
COP se abtuvo con una baja polidispersidad (1.09) y un peso molecular
de 19.763 mg mol* (M,).
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Figura 4.3. Comparacién de los espectros de H-RMN de a)
HEMA, b) AMPS (linea roja) y c) COP registrados en D20.

Tabla 4.1 Resumen de los valores de integracion para las sefiales
de H-RMN.

Hi H: Hs Ha Hs A1 Az A3 A A5 As
HEMA 100 100 2.02 199 294 - - - - - -
AMPS -- - -- - -- 211 6.14 2.03 1.00
copP 328 2.07 200 2.20 -- 2.39 0.59 --
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Figura 4.4. Comparacién de los espectros de FTIR-ATR de a)
HEMA, b) AMPS y c) COP. Las lineas punteadas identifican
aquellas bandas que desaparecen o se modifican en el COP con
respecto a sus precursores HEMA y AMPS.

4.2.3 Sintesis del nanohibrido de UCNP recubierto con el
copolimero (HEMA-AMPS)

Una vez sintetizado el COP, se realiz6 el recubrimiento de las
UCNPs. La funcionalizacion se llevé a cabo mediante un proceso de
intercambio de ligando representado en la figura 4.5. De manera
general, se mezclé las UCNP@oleato con el COP en condiciones
basicas y se dejo en agitacién durante 24 h, seguido de un proceso de

precipitacién y purificacién (ver detalles en metodologia experimental).

El nanohibrido obtenido, denominado UCNP@COP, presentd
una elevada dispersabilidad en agua. Esto es una clara indicacion del
desplazamiento del oleato de las UCNPs por el COP, ya que los grupos

hidrofilicos del COP que quedan en la periferia de las nanoparticulas le
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otorgan una mayor dispersabilidad en medios acuosos, a diferencia del

recubrimiento de las UCNP con oleato.

cop

;’

UCNP@oleato UCNP@COP

Figura 4.5. Representacion esquematica de la sintesis del
nanohibrido  UCNP@COP por medio de un proceso de
intercambio directo donde los grupos sulfonatos del polimero

desplazan al oleato.

Las imagenes de HRTEM de UCNP@COP (Figura 4.6) muestra
un fino recubrimiento de un grosor de aproximadamente 1.7 nm del
COP alrededor de la nanoparticula, confirmando asi el anclaje maltiple

del copolimero a la superficie de las UCNPs.

Figura 4.6. A) Imagenes de HRTEM del nanohibrido
UCNP@COP a diferentes aumentos 10 nm (izquierda) y 5 nm
(derecha). En ambas fotografias se logra apreciar recubrimiento

organico alrededor de las UCNP.
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El nanohibrido también se caracteriz6 mediante 'H-RMN, FTIR-
ATR y TGA, figura 4.7. En el espectro de H-RMN se confirma el
intercambio del ligando por el COP, ya que no hay las sefales de los
protones olefinicos del oleato. Ademas, se observé un desplazamiento
hacia campo alto de las sefiales de los protones del CH;SOs y
O-CH2CH:0 del COP.
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Figura 4.7 Comparacién de los espectros de A) termogramas, B)
derivadas de las curvas termogravimétricas, C) FTIR-ATR y D)*H-
RMN de UCNP@COP (linea roja) y COP (linea negra).

Por otra parte, el espectro de FTIR muestra un cambio
significativo en la intensidad y en la frecuencia de las bandas mas
caracteristicas del COP, tales como la del éster, amida y sulfonato
(sefales en 1723 y 1396 cm™). Los cambios observados en estos

espectros indican un cambio conformacional del polimero como
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consecuencia de la union a la superficie de las nanoparticulas. La
cantidad de COP sobre UCNP@COP se estim6 en un 20% por TGA.
Ademas, se observo que la pérdida de peso a 430 °C en UCNP@COP
es mayor que en el COP (a 400 °C), sugiriendo asi una mayor

estabilidad del COP cuando esta anclado a la superficie de las UCNP.

Por udltimo, el analisis de los espectros de XRD del nanohibrido
confirmé que la fase cristalina hexagonal de las UCNPs no cambia al

realizar el intercambio de ligando.

4.2.4 Propiedades opticas del nanohibrido

El espectro de emisién de los nanohibridos UCNP@COP
dispersados en agua (Aexc=980 nm), figura 4.8, muestra las bandas de
emision en la zona del violeta, verde y rojo caracteristicas del Er3*
relacionadas con las transiciones “Hgz — 4lisi2, 2Hi12 — 4Szp— 4lisp Y

4Forp — 41512, respectivamente.
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Figura 4.8 Espectro de emision (Aexc= 980 nm) de UCNP@COP
registrados en diferentes disolventes y a la misma concentracion
de UCNP.
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Sin embargo, las intensidades de emision del nanohibrido varian
cuando éste se dispersa en otros disolventes, siendo la intensidad de
emision mayor en D,O que en agua (figura 4.8), lo cual se atribuye a las
diferencias de energia de vibracion de los enlaces O-H y O-D, lo que
afecta a la eficiencia de la desactivacion de la luminiscencia de los

lantanidos mediante procesos no radiativos.[*6°]

4.2.5 Estabilidad del nanohibrido a diferentes pHs

La estabilidad del nanohibrido UCNP@COP se estudié en un
rango de pH de 2 a 10. Las propiedades Gpticas del nanohibrido no
sufren importantes cambios en esta escala de pH, tal y como se puede

observar en la figura 4.9
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Figura 4.9. Comparacion entre los espectros de emision (lexc=
980 nm) de UCNP@CORP registrados en diferentes valores de pH
(1 mg/mL).

Por otra parte, un analisis del potencial zeta del nanohibrido
revel6 cambios significativos en el potencial con respecto al pH (de -33
mV a -22 mV al variar el pH del medio de 9 a 3), figura 4.10. Por

consiguiente, no todos los grupos sulfonatos estan anclados a la
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superficie de la UCNP, sino que parte estan en la periferia y por tanto

se protonan progresivamente al disminuir el pH del medio.
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Figura 4.10. Dependencia del potencial zeta de UCNP@COP con

respecto al pH del medio.

De especial interés es conocer la capacidad que tiene el COP
de permanecer anclado a la superficie de las UCNPs en condiciones
fuertemente 4cidas. Para ello, una muestra del nanohibrido se dispersé
en agua y se acidificd con una disolucién de HCI hasta llegar a pH 2.
Esta dispersion se incub6 por un periodo de dos horas y a continuacion

las UCNP se centrifugaron y se purificaron.

El espectro de FTIR de las UCNP resultantes demostro que el
COP permanece anclado a las UCNPs, ya que se observan las bandas
caracteristicas del COP (figura 4.11). Ademas, el valor de potencial Z
del nanohibrido después del tratamiento acido y suspendido en medio
acuoso a pH=8 es de -34.8 mV, valor muy similar al obtenido en el
estudio de potencial zeta del UCNP@COP en funcion del pH (ver figura
4.10).

Ambos resultados demuestran que el nanohibrido es estable en
este rango de pH &cidos, lo cual le hace un potencial candidato para
aplicaciones en las que la estabilidad del recubrimiento de las UCNP es

determinante.
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Figura 4.11. Espectro FTIR del nanohibrido UCNP@COP

después del tratamiento acido (pH=2) y tras varios lavados.

4.2.6 Sintesis de un sensor de pH

Teniendo en cuenta la existencia de grupos sulfonato del COP
en la periferia del nanohibrido UCNP@COP, nos propusimos
ensamblar un colorante basico por interacciones electrostaticas en la
periferia del nanohibrido. El objetivo era obtener un nanohibrido capaz

de liberar progresivamente el colorante al cambiar el pH, figura 4.12.

Se seleccioné como modelo la molécula de azul de metileno
(MB), un catién organico soluble en agua, ampliamente utilizado como
modelo para estudiar procesos de fotocatdlisis y como

fotosensibilizador!'66 1671 para la produccion de oxigeno singlete.[18]

El nanohibrido UCNP@COP@MB se obtuvo mezclando 1.5 mg
de MB por cada mg de UCNP@COP en agua. Después de 2 h de
agitacién de la mezcla, el nanohibrido se separ6 por centrifugacion y se

purificé haciendo varios lavados con agua.
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Figura 4.12. Esquema del ensamblaje de UCNP@COP con el MB
para dar lugar a la formacién del nanohibrido UCNP@COP@MB,

el cual libera el MB estimulado por adiciones crecientes de H*.

El espectro de absorcién del UCNP@COP@MB presentd la
banda de absorcién caracteristica del MB indicando el anclaje eficaz del
cation a la superficie de las UCNP@COP. Se demostré una proporcion

de 1.8 nmol de MB por cada 3 mg de nanohibrido.

La proporcion de grupos sulfonato se determiné considerando
que el 20 % del peso en UCNP@COP es de COP y que el 30 % del
copolimero es AMPS (ver TGA en figura 4.7), obteniendo una
proporcion de grupos sulfonato de 9 nmol por cada 3 mg de
UCNP@COP. Esto quiere decir que al menos el 20 % de los grupos

sulfonato se coordinan con MB y el resto esta anclado a la superficie.
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Figura 4.13. Comparacion entre el espectro de absorcion de MB
(linea azul) y los espectros de emision (Aexe= 980 nm) de los
nanohibridos UCNP@COP (linea roja) y UCNP@COP@MB
(linea negra) [1 mg/mL].

Con respecto al espectro de emision de UCNP@COP@MB, se
observo una clara disminucion de la relacién de areas entre las bandas
de emision en el rojo y verde (lsso/lsa0, €Misién en 650 y 540 nm) en
comparacion con las de UCNP@COP (figura 4.13). Obsérvese que éste
es el rango de emisién en el que el MB presenta su banda de absorcién
(maximo en 660 nm). Por tanto, la desactivacion de la emision
upconversion indica un proceso de transferencia de energia de las
UCNP al MB (figura 4.13).

La eficiencia (i) del proceso de trasferencia se estimé en un 20
% utilizando la siguiente ecuacion:
n= Ib-lpa  EcC.1

Ip
Donde Ip e Ipa son las integrales de las emisiones del nanohibrido

precursor UCNP@COP y de UCNP@COP@MB, respectivamente.
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Figura 4.14. Representacion de la relacion de las bandas de
emision de upconversion R/G vs. pH de UCNP@COP@MB.

Finalmente, se exploré la liberacién del MB del nanohibrido al
variar el pH y se realiz6 el andlisis de la relacién leso/ls40 del nanohibrido.
De esta forma, un aumento en el valor de la relacién indica la
disminuciéon de la concentracion de MB sobre la superficie del
nanohibrido UCNP@COP. Se observé la existencia de una correlacién
entre la relacion de bandas R/G y el pH en un rango de pH de 2 a 7 tal
y como se muestra en la figura 4.14, con una completa liberacion del
MB a un pH de = 2 que presenta un valor similar a la relacion lgso/lsa0 del
nanohibrido UCNP@COP (0.65).
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4.3. Conclusién

En este capitulo se ha sintetizado un nanohibrido de UCNP de
NaYF.:Yb3*Erd* recubierta con el copolimero (HEMA-co-AMPS). El
copolimero se ancla firmemente a la superficie de la UCNP mediante
los grupos sulfonato, brindando asi una elevada estabilidad del

pasivado de la UCNP en condiciones fuertemente acidas (~2).

Ademas, los grupos sulfonato en la periferia del nanohibrido
permitieron el anclaje de un catién organico, especificamente azul de
metileno, para formar un nanohibrido capaz de liberar progresivamente
el catién con la disminucién del pH del medio. El nanohibrido actla
como un nano-sistema de liberacidn de azul de metileno en un amplio
intervalo de pH, proceso que fue seguido determinando la relacién entre
las bandas de emision del nanohibrido.
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4.4, Metodologia experimental

4.4.1 Materiales

Para la sintesis de UCNPs se usaron los cloruros de los
lantanidos hexahidratados (YCl;.6H20, YbCl;.6H,0, ErCls.6H20,
TmCl3.6HO y NdCls.6H20) con purezas superiores 99.9%, 1-
octadeceno (95%), acido oleico (70%), NaOH y NH4F (99.99%). Para la
sintesis del copolimero se utilizé los monémeros 2-hidroxietiimetacrilato
(HEMA), acido 2-acrilamido-2-metil-1-propanosulfénico (AMPS), a,a'-
azoisobutironitrilo (AIBN) y Na>COs. Los disolventes utilizados han sido
cloroformo (Fischer), etanol, diclorometano, acetonitrilo y éter dietilico

(Scharlau), tetrahidrofurano y n-propanol (Sigma-Aldrich)

4.4.2 Sintesis del copolimero (COP)

La sintesis del copolimero se llevé a cabo mezclando los
mondémeros (HEMA, 14 mL, 0,1154 moles) y AMPS (6 g; 0,0289 moles)
en balon de dos bocas de 250 mL. Luego se adicioné AIBN (600 mg;
3,65 mmoles) como iniciador de la reaccion, seguido de 150 mL de

mezcla agua milliQ/n-propanol (1:1) previamente desoxigenada.

La mezcla de reaccién se mantiene en agitacion magnética y
corriente de nitrégeno continua por 30 min y luego se calienta a 65°C
por un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo la reaccion se enfria
en bafio agua-hielo y los disolventes organicos se evaporan en un
rotavapor hasta obtener una solucion viscosa. Luego, se adicionan una
fraccidon de volumen similar de cloroformo y se agita vigorosamente
durante 5 horas. Posteriormente, se separa la emulsion de la fraccion
con cloroformo y se centrifuga (10.000 rpm durante 10 min)
obteniéndose tres fracciones distintas; la fraccion intermedia es la que
corresponde al copolimero y fue secada al vacio para eliminar los

disolventes.
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4.4.3 Sintesis de las UCNP@oleato

La sintesis de las UCNPs se realizO por el método de
descomposicion térmica con algunas modificaciones.lf”1 En un matraz
de tres bocas de 50 mL se adicionan YCI:.6H.O (0,8 mmol),
YbClz.6H20 (0,18 mmol) y ErCls.6H.O (0,02 mmol) y se mezclan con 12
mL de acido oleico y 15 mL de 1-octadeceno. La mezcla de reaccion se
calienta a 160 °C bajo corriente continua de nitrogeno y agitacion, la
temperatura de reaccion se mantiene hasta solubilizar totalmente las
sales. A continuacién, la reaccibn se deja enfriar hasta
aproximadamente los 110 °C y se adiciona una mezcla de NaOH (2,5
mmoles) y NH4F (4,0 mmoles) disueltos en 10 mL de metanol y la
temperatura se mantiene hasta eliminar todo el metanol. Finalmente, la
reaccién se calienta hasta 305 °C bajo flujo de nitrégeno durante una
hora. Las nanoparticulas se precipitan por centrifugacion (10.000 rpm
durante 10 min) y se purifican lavando el precipitado tres veces con una

mezcla hexano:acetona:metanol (2,7:2,5:1v/v).

4.4.4 Sintesis del nanohibrido UCNP@COP

50 mg del copolimero (COP) se dispersan en 100 mL de una
mezcla de diclorometano:tetrahidrafurano (1:1) y se mantiene en
agitacion continua durante 48 horas. Una vez se dispersa el copolimero,
se adiciona 1 g de Na,COg y se agita vigorosamente durante 2 horas.
Seguidamente, la disolucién se decanta para eliminar el Na,COs. Este
sélido se lava con 10 mL de tetrahidrofurano que se une con la
disolucién madre y esta disolucién se concentra en un rotavapor.
Finalmente, se adicionan 10 mg de UCNP sobre la disolucidn resultante
donde se encuentran dispersos los 50 mg del copolimero. Dicha
dispersién se mantiene en agitacion magnética durante 24 horas vy el
producto resultante se centrifuga y se lava con alicuotas de

tetrahidrofurano hasta eliminar todo el copolimero en exceso.
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4.45 Estudio de estabilidad de UCNP@COP en medio acido

5 mg de UCNP@COP se dispersan en 5 mL de agua por
ultrasonicacién y seguidamente se afiaden pequefias cantidades de
disoluciones de HCI hasta que la dispersion alcanza un pH de 2. En
este punto la dispersion se mantiene en agitacion durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, la dispersién se centrifuga a
10.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se descarta y el sélido
resultante se lava 3 veces utilizando alicuotas de 10 mL de H>O clu;
después de cada lavado se aplica el proceso de centrifugacion.
Finalmente, las UCNPs resultantes se secan al vacio hasta eliminar la

humedad y se analizan por FTIR.

Contribucién del autor:

Recalde, |.; Estebanez, N.; Francés-Soriano, L.; Liras, M.; Gonzalez-
Béjar, M.; Pérez-Prieto, J., Upconversion nanoparticles with a strong
acid-resistant capping. Nanoscale 2016, 8 (14), 7588-7594.

indice de Impacto (JCR): 7.367
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Como se ha mencionado a lo largo del capitulo anterior, el uso
de UCNPs pasivadas con ligandos orgénicos presenta generalmente
baja estabilidad a pHs &cidos lo cual limita su uso en numerosas
aplicaciones que requieren la utilizacion de condiciones acidas, como
por ejemplo la sintesis de materiales compuestos ceramicos con

emisién upconversion.

Considerando la relevancia de los resultados obtenidos en
cuanto a la estabilidad de los nanohibridos de UCNP en condiciones
acidas, y debido a la necesidad comercial de contar con materiales
ceramicos obtenidos por medio de un proceso sol-gel, que incluye una
etapa de acidificacion en condiciones drasticas, en colaboracién con la
empresa CIEMMAT desarrollamos un método sintético para la
obtencion de materiales ceramicos con elevada luminiscencia

upconversion utilizando UCNPs.

Teniendo en cuenta el éxito de los resultados obtenidos de esta
colaboracién, se patent6 el proceso de preparacidbn de compuestos
ceramicos con UCNP, patente WO 2018/002405A1. Esta invencion
comprende la utilizacion de UCNPs (de diferente composicién)
recubiertas con un ligando organico anclado a la superficie de la

nanoparticula mediante un enlace estable covalente.

Las UCNPs se preparan en las siguientes etapas: i) adicion de
las UCNPs desnudas a un disolvente polar, las cuales presentan grupos
-0, -OH, -HOH o combinaciones de estos en su superficie, ii) adicion de
una base en exceso de tipo MOH, donde M es un metal alcalino como
por ejemplo Na, K o Li. iii) eliminacion del exceso del base seguido de
la adiciébn de un compuesto organico de formula X-CH,CO-Z, donde X
es un Halégeno y Z es -H, -R, -COR, -OH, -OCOR, -NH, -NHR, -NRz,
-NHCOR, -SR 0 -SCOR, y R es una cadena alquilica lineal o ramificada.

77



Capitulo 5.

De esta forma se obtienen las UCNPs con el recubrimiento
organico, denominadas UCNP@ligando, con el ligando organico
anclado a la superficie mediante enlaces covalentes. El compuesto de
férmula X-CH.CO-Z, que comprende un halégeno directamente
enlazado al carbono en alfa al grupo carbonilo (CO) y el cual se
encuentra a una distancia exacta de dos carbonos (CH.CO) de Z,
reacciona con los grupos reactivos de la superficie de las UCNP
desnudas (-0, -OH o -HOH) formandose un enlace quimico fuerte
(enlace covalente) entre los mismos, demostrado mediante un analisis
por espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS). Esto permite que
el ligando se mantenga fuertemente unido a la superficie de las

nanoparticulas en medios extremadamente acidos

Las UCNP@ligando obtenidas se utilizan posteriormente para
preparar un compuesto luminiscente, mediante un proceso de

encapsulacion en una matriz ceramica.

El compuesto ceramico de esta invencion se obtiene mediante
un proceso de sintesis sol-gel, una ruta de sintesis quimica que
comprende la sintesis de una suspensioén coloidal de particulas sélidas
en un liquido (denominada sol) y la hidrélisis y condensaciéon de dicho

sol dando lugar a la formacién de un gel.

El proceso de sintesis sol-gel comprende las siguientes etapas:
i) dispersion de las UCNP@ligando en un disolvente polar (alrededor
de 4 % en peso) que comprende un precursor de alcéxido metalico (M-
OR, e€j. tetraetilortosilicato TEOS, metiltrietoxisilano MTES,
metiltrimetoxisilano), un agente dispersante (poliacrilatos) y un agente
tensioactivo (polidimetilsiloxano); ii) adiciébn de agua a la dispersion de
la etapa (i) para dar lugar a una reaccion de hidrélisis y formacién de un
sol; iii) condensacion del sol de la etapa (ii) dando lugar a la formacion

de un gel que encapsula las UCNP@ligando; iv) envejecimiento y
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secado del gel obtenido en la etapa (iii) para dar lugar a un material
compuesto luminiscente ceramico; y finalmente v) densificacion del
material compuesto resultante de la etapa (iv) mediante tratamiento

térmico.

Dependiendo de las caracteristicas deseadas del material
compuesto final, el proceso de sintesis sol-gel se realiza mediante via
acida. La naturaleza del alcéxido determinara el rango de pH en el que

tendra lugar la condensacion sol y formacién gel (etapa ii y iii).

Las caracteristicas mas importantes de esta invencion son la
obtencion de UCNPs resistentes en medios acuosos y acidos, y la
obtencion de un material compuesto luminiscente (UCNP + matriz
ceramica) con una capacidad emisiva de mas de 100 veces superior

con respecto a la emision de las UCNPs de partida.

Finalmente, la combinacién de ambos materiales, matriz y
nanoparticulas, potencia las propiedades luminiscentes de
upconversion y la estabilidad de las nanoparticulas, ademas de
proporcionar un material compuesto con altas prestaciones

luminiscentes de upconversion.
Contribucién del autor:

Inventores: PEREZ PRIETO, Julia; Avda. Blasco Ibafez,13, E-460I10
Valencia (ES). GONZALEZ BEJAR, Maria; Avda. Blasco Ibafiez, 13, E-
46010 Valencia (ES). ESTEBANEZ BLOEM, Néstor Luis; Avda. Blasco
lbafiez, 13, E-460l0 Valencia (ES). FERNANDEZ LOZANO, José
Francisco; Instituto de Ceramicay Vidrio, ICV-CSIC, Kelsen, 5, E-28049
Madrid (ES). ENRIQUEZ PEREZ, Esther; Instituto de Ceramica y Vidrio,
ICVCSIC, Kelsen, 5, E-28049 Madrid (ES). LOPEZ BUENDIA, Angel
Miguel; Pare Cientific, Catedratico Agustin Escardino, 9, E-46980
Paterna, Valencia (ES).

Title: LUMINESCENT UPCONVERSIONMATERIALS AND METHOD
FOR PREPARING SAME. WO 2018/002405 A1
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6.1. Introduccion

Como se ha descrito en los capitulos anteriores, las propiedades
fotofisicas de las UCNPs las han convertido en un material nanomeétrico
objeto de estudio en diversas areas de investigacion, siendo de especial

interés su aplicacién en el campo de la biologia. 24 134

Estudios recientes han demostrado la desintegracién de las a-y
B-NaYFsLn UCNPs en medios acuosos,'® sobre todo aquellas
suspensiones donde la concentracion de las UCNP es menor a 100
ug/mL.170. 171 Esta degradacion trae como consecuencia la pérdida de
la luminiscencia de las UCNPs, lo cual se asocia directamente a la
pérdida de los lantanidos activos de la matriz de la nanoparticula. Este
comportamiento de las nanoparticulas en disolucién constituye una
limitacion para su uso en aplicaciones donde las concentraciones de
UCNP utilizadas seran en el rango de pg/mL a ng/mL o incluso

pg/mL.72

Ademas de la concentracion de las nanoparticulas en
disolucién, otros factores juegan un papel importante en la
desintegracion de las UCNPs en medios acuosos tales como el pH o la
naturaleza del recubrimiento de las nanoparticulas.l8 173l
Recientemente, Suokka, T. y colaboradores publicaron una propuesta
novedosa para evitar la desintegracion de las UCNPs, la cual consiste
en recubrir su superficie con acido poli-acrilico y estabilizarlas en medio
acuoso por medio de la adiccion de iones fluoruro.7
Lamentablemente, esta estrategia necesita una alta concentracion de
fluoruro, lo que se desaconseja su uso en tejidos y células vivas debido

a su elevada citotoxicidad. [174-176]

Ademas, se ha demostrado que nanohibridos de UCNPs
recubiertos con compuestos con grupo fosfato o citratos resultan en

una desintegracion drastica de la nanoparticula, mientras que la
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utilizacién de un recubrimiento con un anclaje multidentado mediante
grupos fosfatos, como el del &cido etilendiamino tetra(metilenfosfonico)
[EDTMP], disminuye la desintegracion de los nanohibridos en medios
acuosos.l'”l Estos resultados indican la fuerte coordinacion entre
EDTMP y la superficie de las UCNP debido a la fuerte interaccion entre
los fosfatos con los cationes presentes en la superficie de la UCNP,
combinado con el efecto del multianclaje, permitiendo la proteccion de

los nanohibridos de su desintegracién en medios acuosos.

Esto demuestra que un recubrimiento organico no solo debe
proporcionar dispersabilidad y compatibilidad con diferentes tipos de
moléculas en medios acuosos, sino que ademas debe de proteger a la
nanoparticula de la desintegracion en dicho medio. Por estas razones
y considerando los resultados de nuestros estudios con UCNPs
recubiertas con polimeros (capitulo 4), en este trabajo nos planteamos
como objetivo la sintesis de nanohibridos de UCNP recubiertos con
polimeros capaces de proteger la integridad de las nanoparticulas. Para
ello, nos propusimos recubrir las UCNPs con polimeros de diferente
funcionalidad tales como: poli(acido  2-acrilamido-2-metil-1-
propanosulfonico)  (PAMPS),  poliestireno  sulfonato  (PSS),
polietilenglicol fosfato (PEGP) y 1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-decanol
(PFD) y asi como estudiar su estabilidad quimica y foto-estabilidad en

medio acuoso.

En este estudio demostraremos no so6lo que los recubrimientos
con grupos sulfonato protegen las nanoparticulas de la desintegracion
cuando se utilizan bajas concentraciones en medios acuosos, sino que
ademas les dota de una estabilidad poco frecuente en condiciones

fuertemente acidas.
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6.2. Resultados y discusion

6.2.1 Sintesis de UCNPs recubiertas con oleato

Para el desarrollo de este estudio se sintetizaron dos tipos de
UCNPs recubiertas con oleato UCNP@oleato: NaYF.Yb,Er y
NaYF4:Yb,Tm, utilizando el método de descomposicion térmica con
pequefias modificaciones (ver secciéon experimental). 8¢ Este método
utiliza los cloruros del lantanido correspondiente, LnCls.6H-0, con acido
oleico como agente dispersante y 1-octadeceno como disolvente. La
caracterizacion de las UCNP_ ,@oleato obtenidas se realiz6 por las
técnicas de TEM, XRD, e ICP-masas, las cuales confirmaron la
homogeneidad en el tamafio de las nanoparticulas (ver figura 6.1), la

fase cristalina hexagonal y la composicion de las UCNPs.

N° de nanopaticulas

4 .11 h
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Figura 6.1. Imagenes de TEM con su respectivo histograma y
XRD. A) UCNPtm@oleato B) UCNPer@oleato. Escala de barra
100 nm
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6.2.2 Sintesis y caracterizaciéon de UCNPs recubiertas con los
distintos polimeros

Una vez sintetizadas las UCNP_.@oleato, se llevd a cabo la
funcionalizacién con los distintos polimeros siguiendo distintas
metodologias, ver detalles en la figura 6.2. En primer lugar, se eliminé
el oleato de la superficie de las UCNP@oleato empleando dos
estrategias distintas, La primera estrategia consistio en dispersar las
UCNP,@oleato en disolucion acuosa a pH 3 tras la adicion de HCI,
manteniéndolas en agitacion por un periodo de 3 horas, obteniendo asi
nanoparticulas libres de oleato, denominadas UCNP_,-desnudas.®l

(Ver parte experimental)

EtOH A\ 2L 8

8+
& o'x o ’”,_
RS TN B
kit " OH
huls

Uc,,@PPEG

E =PEGP

Tratamiento con NOBFy\ Tratamiento con HCl a pH 4

Repp .
ﬂ‘/\ >
F OH &
Zi E
BF, -
N BE, PFD
BF 4 5 DMF
OAN/
| n
K >NJ X & J,j:‘/&(l? _
B 0% N S—0
BF, BF4 H i

Oleato

Q0 -pss UC,_,@PSS

Figura 6.2. Representacion de los diferentes procedimientos
utilizados para funcionalizar las UCNP con los polimeros
seleccionados (PEGP, PFD, PAMPS y PSS)
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La segunda estrategia consistié en un proceso de intercambio
de ligando utilizando tetrafluoroborato de nitrosonio (NOBF.),
obteniendo asi nanoparticulas libres de oleato y estabilizadas con BF4
, denominadas UCNP_,@BF,. 84

Posteriormente, las nanoparticulas libres de ligando, ya sea
UCNP_,-desnudas o UCNP_L.@BF4, se hicieron reaccionar con los
polimeros PSS, PAMPS, PEGP y PFD. Las estructuras de los
polimeros, asi como los detalles del procedimiento de funcionalizacion
se resumen en la figura 6.2 y en el procedimiento experimental. La
funcionalizacion de las UCNP, con los polimeros se corroboré por
medio de HRTEM, FTIR y TGA.

Las imagenes de HRTEM mostraron el recubrimiento de las
UCNPs con una fina capa organica alrededor de la superficie de las
nanoparticulas, figura 6.3. El grosor estimado del recubrimiento de los
nanohibridos fue de 2,5+0,1nm (UCrm@PAMPS), 1,6+0,3
(UCtm@PSS), 2,2+0,3nm (UCtm@PEGP) y 0,7£0,3 (UCtm@PFD). Se
obtuvieron resultados similares en las imagenes de HRTEM de los

nanohibridos de Er, figura 6.4.

Igualmente, los espectros de FTIR muestran claramente las
sefiales caracteristicas de los polimeros que recubren la superficie de
las nanoparticulas, figura 6.5. Por ejemplo, la vibracion C-H en 2880
cm? de los polimeros, la vibracion de flexion del C-O en 1110 cm*
asociado a las cadenas de PEG, la sefial en 1240 cm-! caracteristico de
P=0 en el PEGP, las dos sefiales en 1220 y 1045 cm* correspondiente
al estiramiento asimétrico y simétrico, respectivamente, del grupo S=0
de los polimeros AMPS y PSSy, las mdltiples bandas en la zona 1350-
1100 cm* asociadas a los estiramientos de la cadena del perfluoroalquil

en el ligando PFD (ver figura 6.5).
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Figura 6.3. Imagenes de HRTEM de los nanohibridos de Tm: A)
UCrm@PAMPS, B) UCm@PSS, C) UCm@PEGP y D)
UCtm@PFD. Escala de barra 10 nm.

Figura 6.4. Imagenes de HRTEM de los nanohibridos de Er: A)
UCe@PSS, B) UCe:@PAMPS y C) UCer@PEGP.
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DNPVATEVAN

3500 3000 1500 1000

Transmitancia

ya

3500 3000 1500 10'00
Numero de onda (cm’)

Figura 6.5. Espectros de FTIR de los nanohibridos de Tm: A)
UCrm@PAMPS, B) UCm@PSS, C) UCm@PEGP y D)
UCTm@PFD.

En conjunto, estos resultados demuestran la funcionalizacion
exitosa con los polimeros en la superficie de las UCNPs obteniendo asi

diferentes nanohibridos.

Las propiedades Opticas de los nanohibridos en disolucion se
estudiaron midiendo los espectros de emision excitando a 980 nm. Los
espectros de los nanohibridos de Tm3* muestran cuatro bandas por
debajo 500 nm [ls — 3F4 (en 345 nm),'D, — 3He (en 368 nm),'D, —3F4
(en 450 nm), y 1G4 — 3Hs (en 475 nm)] y otras dos bandas en 650 y 800

nm (ver figura 6.6).
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Por otra parte, en los espectros de emision de los nanohibridos
de Er¥* se observaron las tres sefales caracteristicas en 525 nm

(2H11/2—>4|15/2) and 545 nm (483/2—>4|15/2 ) Yy 660 nm (4Fg/2—>4|15/2).

m
M JUL - .

T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 €00
Longitud de onda (nm)

Figura 6.6. Espectros de emision (Aexc=980 nm) de los
nanohibridos de Tm: A) UCtm@PAMPS, B) UCm@PSS, C)
UCTm@PEGP Yy D) UCTm@PFD.

6.2.3 Estabilidad de los nanohibridos en condiciones
fuertemente &cidas

Como se describié inicialmente, el objetivo de este trabajo era

evaluar la eficiencia de los diferentes recubrimientos poliméricos para

proteger las UCNPs de su desintegracién en medios acuosos.

Con este estudio buscamos determinar si los polimeros que
recubren las UCNP., son capaces de permanecer inalterables en la

superficie de la nanoparticula en condiciones fuertemente acidas y
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ademds, si son capaces de proteger las nanoparticulas de su
desintegracion en medios acuosos a concentraciones muy bajas,
permitiendo de esta forma su uso en medios biolégicos, asi como en

aplicaciones donde se utilizan condiciones muy acidas.

Experimentalmente, la estabilidad en medio acido se llevd a
cabo preparando dispersiones en agua de los nanohibridos
UCNPL.@AMPS, UCNP_,@PSS, UCNP_,,@PEGP y UCNP_,@PFD a
pH= 2 adicionando concentraciones crecientes de HCI. Las
suspensiones de los nanohibridos se mantuvieron en agitacion durante
12 horasy, finalmente, se centrifugaron y lavaron con alicuotas de agua

milliQ. Los productos resultantes fueron analizados por FTIR.

En la figura 6.7 se muestra la comparacion de los espectros de
infrarrojo de los nanohibridos antes y después del tratamiento acido. En
los espectros se observa claramente que los nanohibridos recubiertos
con los polimeros que utilizan grupos sulfonatos como grupo anclante
(PSS y AMPS) permanecen unidos a la nanoparticula después del
tratamiento acido, mientras que el recubrimiento con PEGP y PFD se

eliminé totalmente de las nanoparticulas.

Este resultado se confirm6 también mediante los valores de
potencial zeta de los distintos nanohibridos (ver tabla 6.1), los cuales
muestran que los valores de los nanohibridos recubiertos con los
polimeros con grupos sulfonato no se modifican después del
tratamiento acido. A diferencia de éstos, los valores de potencial zeta
de los nanohibridos recubiertos con los polimeros PEGP y PFD varian
después del tratamiento, lo cual sugiere una modificacion en la
superficie de los nanomateriales. Ademas, los valores obtenidos son
similares a los de las UCNP-desnudas obtenidas por tratamiento acido
0 por tratamiento con NOBF4 (19 mV, aproximadamente en ambos

casos). Estos datos demuestran que el recubrimiento con PEGP y PFD
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ha sido eliminado de la superficie de las UCNP como consecuencia del
debilitamiento de la coordinacion del polimero inducida por el acido.["8

179]

Antes Después
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Figura 6.7. Espectros de infrarrojo de los nanohibridos; (A)
UCNPm@AMPS, (B)UCNPtm@PSS, (C)UCNPmm@PEGP,(D)
UCNPtm@PFD. antes (izquierda) y después (derecha) del

tratamiento acido.

Tabla 6.1. Valores de potencial zeta de UCNPL, recubiertas con

los distintos polimeros.

Potencial zeta/ mV

Muestra - - -
Antes de tratamiento Después de tratamiento?
UCe@PAMPS -26.9+1.2 -25.9+1.4
UCrm@PSS -31.2+1.3 -32.0+1.4
UCrm@PEGP -2.610.3 14.84+0.5
UCrm@PFD 11.540.6 18.6+0.5

muestras dispersadas en H,0 después de tratamiento acido
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La permanencia del recubriendo organico sobre la superficie se
puede visualizar en las imagenes de HRTEM de la figura 6.8 para los
nanohibridos de Er. Obsérvese que la capa de los polimeros AMPS y
PSS permanecen inalteradas después del tratamiento acido. Por el
contrario, en los nanohibridos recubiertos con PEGP y PFD desaparece
la capa organica del nanohibrido y se observan las UCNP desnudas.

Antes

Antes

Figura 6.8. Imagenes de HRTEM de los nanohibridos
UCNPe@PSS (arriba) y UCNPe@PEGP (abajo), antes
(izquierda) y después (centro) del tratamiento acido. A la derecha

de la figura se muestra la imagen ampliada de la nanoparticula

sefialada en el recuadro rojo dentro de la imagen central.

En resumen, utilizando tres técnicas distintas se demostro la
pérdida de los recubrimientos de los polimeros en los nanohibridos
UCNP_ ,@PEGP y UCNP_ ,@PFD bajo condiciones de elevada acidez.
Por el contrario, los polimeros AMPS y PSS permanecen anclados a la

superficie de las nanoparticulas.
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Esta diferencia en la estabilidad se debe a que los polimeros
AMPS y PSS utilizan como grupo de anclaje los grupos sulfonato de su
estructura, los cuales presentan un menor pK, en comparacion con los
grupos anclantes de los otros dos polimeros. Ademas, el efecto multi-
anclante de los polimeros AMPS y PSS otorga una ventaja adicional,

aumentando la estabilidad de los nanohibridos.

6.2.4 Estabilidad de los nanohibridos a baja concentracion en
medio acuoso
Teniendo en cuenta que los nanohibridos UCNP_ ,@AMPS y
UCNP_,@PSS presentan una elevada estabilidad en condiciones
acidas, nos planteamos si el recubrimiento con estos dos polimeros
también otorgaria cierto grado de proteccién a las nanoparticulas ante
la posible desintegracion en medios acuosos y en condiciones de baja

concentracion.

Como se describi6 anteriormente, la desintegracién de las
UCNPs en medios acuosos se hace mas patente en concentraciones

de nanoparticulas menores a 100 pg/ mL. 170

Por ello, se prepararon dispersiones de UCNPg@PSS,
UCNPg@AMPS en agua Milli-Q a una concentracion de 10 pg/mL.
Como muestra control se prepar6 una dispersion de UCNPs sin ningan

tipo de recubrimiento (UCNPg-desnuda) a la misma concentracion.

Mediante ICP-masas se analizaron alicuotas idénticas de cada
una de las suspensiones a las 24, 48, 72 y 96 horas de preparacion, tal
y como se describe en la figura 6.9. Esto nos permitié registrar el grado
de desintegracion de las nanoparticulas en funcion del tiempo. En cada
una de las alicuotas analizadas se determiné la concentracion total de
lantanidos disueltos y se comparé con la cantidad de lantanido de la

dispersién de partida.
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Figura 6.9. Esquema del procedimiento seguido para determinar

la estabilidad de las UCNP en agua en dispersiones diluidas

En la tabla 6.2 se resumen los resultados obtenidos. Se observo
que la concentracion de lantanido total en las UCNPg-desnuda es 100
veces mayor que la del nanohibrido UCNPg@PSS y mas de 3 veces la
de UCNPe@PAMPS, lo cual demuestra claramente que los polimeros
AMPS y PSS protegen eficientemente a las nanoparticulas de la
desintegracion en medio acuoso, siendo el polimero PSS el

recubrimiento més eficaz para proteger a las nanoparticulas.

Esta diferencia en la capacidad de proteccién de los dos
polimeros se atribuy6 a la hidrofobia de parte de la estructura del PSS,
asi como a la mayor concentraciéon de grupos sulfonato de éste, los
cuales se enlazan mas fuertemente a la superficie en comparacion con

los posibles enlaces amida del PAMPS.
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Tabla 6.2. Resultados del estudio de degradacion de UCNPEgr con

ligandos sulfonados siguiendo el protocolo de la figura 6.9

Sobrenadante (uM)
Tiempo Ln3 3+ 3+ 3+

Muestra (h) Total Er Y Yb

24 4.63 0.0930 3.77 0.780

48 6.44 0.120 5.29 1.03
UCNPEI‘

72 2.70 0.0536 2.19 0.458

96 0.200 4.65E3 0.123 0.0712

24 0.0422 | 1.13E® | 0.0327 | 8.32E*®

48 0.376 | 6.16 E® | 0.307 0.0625

UCNPe:@PSS

72 0.280 | 4.64E%® | 0.239 0.0363

96 0.352 | 3.82E® | 0.317 0.0319

24 1.39 0.0275 1.12 0.244

48 1.69 0.0340 1.32 0.331

UCNPe:@PAMPS
72 1.56 0.0307 1.26 0.269
96 0.214 | 461E® | 0.151 0.0588

La evolucién del nanohibrido UCNPe@PSS se siguié ademas
por TEM durante 96 horas utilizando como muestra control la UCNPg-
desnuda, figura 6.10. Los resultados de este ensayo muestran
claramente la drastica desintegracion de las UCNPg-desnudas,
mientras que el nanohibrido recubierto con el polimero PSS muestra
una mayor estabilidad. Estos hechos demuestran una vez mas la
eficiencia del recubrimiento con el PSS para la proteccién de las
nanoparticulas de la desintegracion causada por la progresiva

disolucion de los lantanidos en medios acuosos.

Finalmente, se estudi6é el efecto de la desintegracién de las
nanoparticulas sobre sus propiedades Opticas. Para ello, se midieron
los espectros de emision de las dispersiones de los nanohibridos mas
estables UCNPg@PSS y UCNPmm@PSS a una concentracion de 5

pg/mL y se compararon con los de una dispersion control de UCNPg-
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desnudas. Los espectros de emision se registraron a intervalos de 90
minutos durante un periodo total de 24 horas.

t=15min t =48 horas t =96 horas

Pl <

UCNP_ desnudas

UCNP,,@PSS

| S
|

Figura 6.10. Imagenes de TEM de las UCNPEgr-desnudas (arriba)

y UCNPe@PSS (abajo) tomadas a diferentes tiempos después

de prepar la dispersion (5 pg/mL) en agua. Escala de la barra: 20

nm.

La figura 6.11 muestra la representacion de la intensidad de
emisién en funcion del tiempo de incubacion para los tres nanohibridos
analizados. Obsérvese como la muestra control de UCNPg-desnuda
muestra una caida pronunciada en la intensidad de emision con
respecto al tiempo de incubacion en medio acuoso, debida a la pérdida
de los iones lantdnido dopantes como consecuencia de la
desintegracion de las nanoparticulas, lo que esta de acuerdo con los
resultados obtenidos en el estudio de ICP-masas (tabla 6.2). Sin
embargo, las muestras recubiertas con el polimero PSS presentan una

mayor fotoestabilidad.
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Figura 6.11. Intensidad de emision (area bajo la curva) a
diferentes periodos de incubacidn de las dispersiones analizadas:
UCNPEe@PSS (cuadros azules), UCNPtm@PSS (circulos rojos) y
UCNPe~desnuda (tridngulos negros). La concentracion es de 5

png/mL.
6.3. Conclusiones

En este trabajo se han sintetizado nanohibridos de UCNP
recubiertos de polimeros con diferentes grupos funcionales como

grupos anclantes, tales como sulfonatos, amidas y fluor.

Por otra parte, se ha demostrado que los nanohibridos
preparados con los polimeros sulfonados son los mas estables en
condiciones fuertemente acidas, debido a la fuerte interaccién de estos
grupos con la superficie de la UCNP. Ademas, estos polimeros
brindaron a las UCNPs una mayor resistencia a la desintegracion
asociada a dispersiones acuosas con baja concentracion de

nanoparticula.
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6.4. Procedimiento experimental

6.4.1 Materiales

Los reactivos quimicos empleados para la sintesis de las
UCNPs fueron los cloruros de los lantdnidos hexahidratados
(YCl3.6H20, YbCls.6H,0, ErCl;.6H,0, TmCi3.6H.0) con purezas de
todos ellos superiores 99,9%, 1-octadeceno (95%), acido oleico (70%),
NaOH y NHiF (99,99%). Los reactivos utilizados para realizar
recubrimientos fueron los polimeros: poliestireno sulfonato sodico (PM
de ~70.000 Sigma Aldrich), polietilenglicol fosfato (Sigma Aldrich),
1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-decanol (= 97% Alfa Aesar) y 2-acrilamido-2
metil-1-propanosulfonato (PM de 25.000 Sigma Aldrich).

6.4.2 Sintesis de UCNPs recubiertas con oleato

Sintesis de UCNPg@oleato

La sintesis de las UCNPs de NaYF4:Yb,Er se realizé por medio
del método de descomposicidn térmica con algunas modificaciones con
respecto al descrito en el capitulo 4.1 En un matraz de tres bocas de
1000 mL se adicionan: YCI3.6H,0 (15,6 mmol), YbCls.6H20 (4,0 mmol),
ErCl;.6H20 (0,4 mmol), &cido oleico (160 mL) y 1-octadeceno (300 mL).
La mezcla de reaccion se mantiene en agitacion con corriente de
nitrégeno continua y se calienta hasta 160°C. Cuando las sales se
solubilizan por completo, la reaccion se lleva a temperatura ambiente y,
posteriormente, se le adicionan 100 mL de una disolucién que contienen
0,5 M de NaOH y 0.8 M de NH4F. La disolucién resultante se calienta a
120°C hasta eliminar el metanol. Luego, la reaccion se calienta a 305°C
y se mantiene a esta temperatura durante 90 min, en reflujo y corriente

continua de nitrégeno.

Finalmente, las nanoparticulas se precipitan por centrifugacion

(7000 rpm por 5 min). A continuacion, se lavan tres veces de la siguiente
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forma: primero se lava con cloroformo y se precipitan por adicién de un
exceso de metanol; posteriormente se lava con ciclohexano y se
precipitan por adiccion de un exceso de acetona. Las nanoparticulas

resultantes se dispersan en 50 mL de ciclohexano.

Sintesis de UCNPn@oleato
El procedimiento para la sintesis de las UCNPs de NaYF4:Yb,Tm

es similar al descrito para las de Er3*. En un matraz de tres bocas de
1000 mL se adicionan YCl3.6H>0 (15,0 mmol), YbCl3.6H20 (5,0 mmol)
y TmCl;.6H20 (0,06 mmol), acido oleico (160 mL) y 1-octadeceno (300
mL). La mezcla de reaccion se mantiene en agitacion con corriente de
nitrégeno continua y se calienta hasta 160 °C. Cuando las sales se
solubilizan por completo, la reaccion se lleva a temperatura ambiente y
posteriormente se le adicionan 100 mL de una disolucién que contienen
0,5 M de NaOH y 0.8 M de NH4F. La disolucién resultante se calienta a
120 °C hasta eliminar el metanol. Luego, la reaccion se calienta a
305 °C y se mantiene a esta temperatura durante 90 min, en reflujo y

corriente de nitrégeno continua.

Finalmente, las nanoparticulas se precipitan por centrifugacion
(7000 rpm por 5 min). A continuacién, se lavan tres veces de la misma

forma que la descrita anteriormente.

6.4.3 Preparacion de UCNPs libres de ligando organicos

La eliminacién del oleato de la superficie de las UCNP_@oleato
se realiz6 utilizando dos estrategias diferentes, las cuales se describen

a continuacion.

Eliminacion de oleato con HCI.

Este procedimiento busca eliminar el oleato de la superficie de
las nanoparticulas utilizando una disolucién de HCI generando asi
UCNPs desnudas, dispersables en medios acuosos.® En general, 10

mL de una disolucién de HCI (0,1 M, pH =3) se adicionan a 50 mg de
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UCNPL,@oleato en estado soélido. La mezcla se sonica para dispersar
las nanoparticulas y a continuacion se mantiene en agitacion durante 3
horas, el pH de la dispersién se verifica cada 30 minutos y se reajusta
a pH=3 con la adicién de pequefas alicuotas del HCI (en caso de ser
necesario). Después de este tratamiento, el &cido oleico se extrae con
éter dietilico en un embudo de decantacion. Finalmente, las UCNPs
desnudas (UCNP_,-desnudas) se precipitan con la adicion de un exceso
de acetona y se separan por centrifugacién (10000 rpm durante 8

minutos).

Intercambio de ligando oleato por BF4

El intercambio de ligando se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito en la literatura, el cual utiliza NOBF, para desplazar oleato
presente inicialmente en la superficie de las UCNPs.[B4 En general, en
un balén de fondo plano de 50 mL se mezcla 10 mL de una dispersion
de UCNP_ ,@oleato [25 mg/mL] en ciclohexano con 10 mL de DMF.
Luego se adicionan 250 mg de NOBF, y esta mezcla de reaccién se
mantiene en agitacion vigorosa durante 60 min. A continuacion, se
detiene la agitacion y se deja que se separe la fase de DMF que es la
fraccion que contiene las UCNPs. Finalmente, las UCNPs se precipitan
por la adicion de un exceso de 100 mL de cloroformo y se centrifugan

(7000 rpm durante 5 minutos).

Las UCNPs resultantes se lavan (por triplicado) con 5 mL de
DMF, se precipitan con la adiciéon de 50 mL de cloroformo, y se separan
por centrifugacién. Finalmente, después de lavar las UCNP se re-
dispersan en 5 mL de DMF y se centrifugan (2000 rpm durante 3 min).
El sélido se descarta y se conserva el sobrenadante que contiene las
UCNPLh@BFa..
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6.4.4 Sintesis del polimero 2 acrilamido-2-metil-1-
propanosulfonato (PAMPS)

La preparacién del polimero PAMPS se realizé por un método
radicalario utilizando un porcentaje alto de AIBN como iniciador,
siguiendo el protocolo descrito en la bibliografia. [*681 En un matraz de
fondo redondo de 100 mL se mezclan 14 g de AMPS y 500 mg de AIBN
con 60 mL de una mezcla de agua Milli-Q:n-propanol (1:1) previamente
desoxigenado. La mezcla de reaccion se mantiene en agitacion durante
por 2 horas bajo corriente continua de nitrégeno. Luego, la mezcla se
calienta a 65°C durante 24 horas. Finalmente, la reaccion se enfria en
un bafio de agua-hielo y se adicionan 50 mL de cloroformo y se
mantiene la mezcla en agitacion vigorosa durante 3 horas. La reaccion
se detiene y se forman dos fases, la fase mas densa consiste en una
emulsion y se descarta. En la otra fase menos densa se eliminan las

trazas de disolvente organico y el polimero se seca al vacio.

6.4.5 Sintesis de UCNP., recubiertas con poliestireno sulfonato
(UCNPL,@PSS)

Se mezclan 2 mL de UCNPL,@BF4[50 mg/mL] con 3 mL de DMF

y 1,7 mL de PSS y se mantiene la mezcla en agitacibn magnética

vigorosa durante 24 horas a 60 °C. Durante este proceso el

recubrimiento de BF4 es remplazado por el PSS.

La mezcla de reaccion se enfria a temperatura ambiente y se
centrifuga (15.000 rpm durante 20 minutos). El precipitado
(UCNP_,@PSS) se purifica mediante tres lavados con 10 mL de agua
milliQ para eliminar el exceso de PSS. Posteriormente, los lavados se
centrifugan a 15.000 rpm durante 15 minutos. Después de los lavados
se descartan las fases acuosas y las nanoparticulas se dispersan en 5
mL de DMF.
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6.4.6 Sintesis de UCNP_,recubiertas con 2-acrylamido-2-metil-1-
propanosulfonato (UCNP_,@PAMPS)

Se mezclan 2 mL de UCNPL,@BF4 [50 mg/mL] con 500 mg de

PAMPS disueltos en 3 mL de DMF y la mezcla resultante se agita

vigorosamente durante 24 horas a 60°C. El proceso de purificaciéon es

el mismo al descrito en la sintesis de UCNP_.@PSS.

6.4.7 Sintesis de UCNP., recubiertas con mPEG5K-fosfato
(UCNPL,@PEGP)

El recubrimiento de las UCNPs con el polimero mPEG5K-fosfato
se realizd siguiendo el protocolo de intercambio en dos etapas.[”
Aproximadamente 50 mg de UCNP_,-desnudas dispersas en 2 mL de
etanol se mezclaron con 300 mg de PEG-fosfato. La mezcla se agita
durante 12 horas a 60°C, y después se enfria a temperatura ambiente.
El producto resultante (UCNP_L.@PEGP) se precipita por centrifugacion
(15.000 rpm por 20 minutos) y las nanoparticulas se purifican lavando
con 10 mL de agua MilliQ, seguido de centrifugacion a 15.000 rpm

durante 15 minutos; el procedimiento de lavado se repite tres veces.

6.4.8 Sintesis de UCNP_recubiertas con 1H,1H,2H,2H-per-fluoro-
1-decanol (UCNP_,@PFD)

Se mezclan 2 mL de UCNPL.@BF4 [50 mg/mL] con 500 mg
1H,1H,2H,2H-per-fluoro-1-decanol (PFD) disueltos en 3 mL de DMF
con cuatro gotas de trietilamina, y la mezcla de reaccion se agita
vigorosamente durante 24 horas a 50 °C. La dispersion resultante se
lleva a cabo a temperatura ambiente y se centrifuga a 15.000 rpm
durante 20 minutos. El sobrenadante se descarta y el sdlido se
redispersa en 10 mL de metanol y, finalmente, se centrifuga a 15.000
rpm durante 15 minutos; este procedimiento se realiza por triplicado.
Finalmente, el producto UCNP_,@PFD se redispersa en 5 mL de DMF.
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6.4.9 Estudio de estabilidad de los nanohibridos en medio acido

Se prepara una dispersion del nanohibrido correspondiente
(UCNP,@ligando) a una concentracion [1 mg/mL] en agua milliQ. A5
mL de esta dispersion se adicionan diferentes alicuotas (5 o0 10 uL) de
una solucién de HCI (0,1 o 0,5 M) a temperatura ambiente hasta
alcanzar un pH=2 y se mantiene la dispersion en estas condiciones
durante 12 horas. Posteriormente, la muestra se centrifuga a 15.000
rom durante 20 minutos y el solido obtenido se purifica lavando dos
veces con alicuotas de 5 mL de agua milliQ. Finalmente, el sélido se

seca al vacio y se analiza por FTIR.

6.4.10 Estudio de estabilidad de UCNPg@PSS, UCNPe@PAMPS y
UCNPgdesnudas en dispersiones acuosas diluidas

Se preparan dispersiones de 8 mL de cada uno de los
nanohibridos en agua a una concentraciéon de [10 ug/mL]. Las
dispersiones se agitaron en un orbital a 200 rpm/min a temperatura
ambiente. A las 24 horas se toma una alicuota de 2 mL de cada una de
las disoluciones y se centrifugan a 15.000 rpm durante 20 minutos. Para
eliminar las UCNPs, el sobrenadante se filtra usando un filtro
ACRODISC GHP 0.2 um, y el sobrenadante resultante se analiza por
ICP-masas. Este procedimiento se repite a las 48, 72 y 96 horas (Ver
figura 6.9).

Contribucién del autor:

Estebanez, N.; Gonzalez-Béjar, M.; Pérez-Prieto, J.,
Polysulfonate Cappings on Upconversion Nanoparticles Prevent
Their Disintegration in Water and Provide Superior Stability in a
Highly Acidic Medium. ACS Omega 2019, 4 (2), 3012-3019.

indice de Impacto (JCR): 3.901
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7.1. Introduccion

Las UCNPs presentan un elevado interés en bio-aplicaciones!'&
1811 debido a sus propiedades Unicas. Sin embargo, existen algunos
factores que limitan su aplicacion, asi su baja dispersabilidad en los
medios acuosos y la utilizacion de una longitud de onda de 980 nm para
la excitacion de las UCNPs. La baja dispersabilidad en medios acuosos
ha sido abordada con éxito mediante la modificacion de la superficie de
las UCNPs con recubrimientos que le otorgan la dispersabilidad

deseada en medios acuosos.

A pesar de la eficiencia del proceso upconversion usando la
longitud de onda de 980 nm, su uso implica un importante problema
para las aplicaciones bioldgicas puesto que el agua presenta un
maximo de absorcion a esta misma longitud de onda. Por lo tanto
muestras bioldgicas, como células o tejidos, pueden sufrir dafios por
sobrecalentamiento al ser expuestas a la radiacion a 980 nm, siendo el
efecto mayor en aplicaciones que requieren alta densidad de potencia

y periodos prolongados de irradiacion.[182

Como se ha descrito en los capitulos anteriores, la excitaciéon y
emisién de la UCNP depende en gran medida de los iones de lantanidos
gue la dopan. El Yb3* es el sensibilizador mas ampliamente utilizado, ya
que presenta una unica y estrecha banda de absorcién alrededor de
980 nm, un elevado coeficiente de absorcion y una energia del estado
excitado ?Fs, que coincide perfectamente con el de las transiciones f-f
de numerosos lantanidos activadores (como Er3*, Tm3*, Ho%* etc.). Es
por esto que la modificacion del Yb3* como sensibilizador por otro
elemento que absorba en una longitud de onda distinta a 980 nm resulta

muy compleja.
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Se han propuesto diferentes estrategias para abordar esta
limitacion(183-187): s la excitacion de las UCNPs en el NIR a longitudes
de onda menores (generalmente 915 nm). Esta opcién minimiza el
sobrecalentamiento del sistema, pero implica una pérdida importante
de la luminiscencia upconversion debido al menor coeficiente de
absorcion de las nanoparticulas. Por tanto, la sustitucion de la longitud
de onda de excitacion de 980 nm a 915 nm no es la opcidn mas optima

para aprovechar la emision de estas nanopatrticulas.

Otra propuesta desarrollada en los ultimos afios ha sido dopar
la matriz o el recubrimiento inorganico de las UCNPs con el lantanido
Nd3*, el cual presenta una banda de absorciéon en 800 nm. La absorcién
del agua a 800 nm es muy baja en comparacién con la de 980 nm (0,02
cm? vs 0,48 cm™),18-19%] por lo que la utilizacién de una fuente de
irradiacion a 800 nm minimiza el sobrecalentamiento asociado a la

absorcion del agua.[106 191, 192]
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Figura 7.1. Esquema del proceso de transferencia de energia

sensibilizado por el Nd3*.

La emision de upconversion en UCNPs dopadas con Nd3* tiene
lugar a través de un proceso de transferencia de energia en el que el

atomo de Nd** absorbe la radiacién (800 nm) y la transfiere al
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sensibilizador Yb3*. Posteriormente, el Yb3* transfiere la energia al
activador (Er®* o Tm3*), tal y como se ilustra en la figura 7.1.

Una desventaja de dopar las UCNPs con Nd** es que éste
induce una importante desactivacion de la emisién upconversion debido
a la transferencia de energia en sentido inverso, es decir desde el
activador (Er®* o Tm®*) al Nd®*, en consecuencia la concentracion de
Nd3* no debe ser superior al 2%.19 194 Para evitar este fenémeno es
necesario separar por medio de capas inorganicas (preferiblemente
activas) el Nd3* del activador presente en la matriz como se representa
en la figura 7.2.[184,195]

A) NaNdF,:Yb I NaYF,:Yb,Ln*,Nd
808 nm

(

Yb3+

UV/Vis

B) NaNdF,:Yb' " NaYF,:Ybmm NaYF,:Yb,Ln®*

4

) ) ) ® ®

One 2y @ Lo

Figura 7.2. Estructuras y procesos de transferencia de energia
entre los lantdnidos en la matriz y recubrimientos inorganicos
activos excitando al Nd®*.(Aexc=808 nm). A) UCNPcs dopada con
Nd®* en matriz (< 2%) y en matriz activa.['% B) UCNPcs multicapas
activas y dopada con Nd*' Unicamente en el recubrimiento
Adaptado con permiso de la Ref.%1 Copyright (2013), WILEY-
VCH Verlag GmbH & Co.
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Sin embargo, preparar UCNPs con multiples capas de distintos
dopantes alrededor de la matriz de la nanoparticula implica un aumento
significativo en el tiempo de reaccion, un incremento de la probabilidad
de obtener nanoparticulas polidispersas y una baja reproducibilidad del
grosor de las capas inorganicas entre los distintos procesos de
recubrimiento, ademas de limitar su uso en aplicaciones donde existan
procesos de transferencia de energia tipo LRET, donde la distancia par

dador- aceptor es determinante para la eficiencia del proceso.[107. 183,184,

197]

Teniendo en cuenta las dificultades que implica preparar UCNPs
con multiples capas inorganicas, en este trabajo nos planteamos una
estrategia alternativa para obtener nanohibridos de UCNP con un
recubrimiento inactivo de NaYFs (UCNPcs) decorado con Nd3** a una
distancia determinada de la superficie de la NP utilizando una
macromolécula. Este recubrimiento organico tiene que actuar como una
plataforma para el anclaje del Nd3* y a su vez ser capaz de permitir que

ocurran los procesos de transferencia de energia (figura 7.1).

Para llevar a cabo la sintesis de estos nanohibridos se
selecciond el macrociclo cucurbit[7]urilo (CB[7]) para el recubrimiento
organico de las UCNPcs,®8 en la figura 7.3 se ilustra la estructura del
macrociclo. La eleccién de este compuesto se justifica por presentar
una estructura simétrica que consta de dos portales, cada uno de ellos
con siete grupos carbonilos. La polaridad de los portales permite la
interaccién con la superficie de la UCNPcs®® 191 asi como con
cationes.['®  Por tanto los grupos carbonilos libres del macrociclo
podrian coordinarse con iones lantanidos, como el Nd®*, por medio de

interacciones ion-dipolo.[200. 201]
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Figura 7.3. Estructura y dimensiones del CB[7]. Adaptado con
permiso de la Ref.['%! Copyright (2011), American Chemical
Society

En este capitulo se describe la metodologia desarrollada para la
sintesis de nanohibridos de UCNPcs con CBJ[7], seguida del anclaje del
lantanido Nd3* en el portal libre de CB[7] y su posterior caracterizacion.
Ademas, se detalla las propiedades o6pticas de los nanohibridos
obtenidos tras irradiar a 980 nm, y lo que es alun mas importante,

irradiando a 800 nm para confirmar la transferencia de energia del Nd3*.

7.2. Resultados y discusion

7.2.1. Sintesis de UCNPcs recubiertas con oleato

Para este estudio se seleccionaron dos tipos de nanoparticulas de
tipo core-shell, una dopada con YDb®*/Er®* y otra con Yb3/Tm3",
UCNPcser ¥ UCNPcstm respectivamente. En primer lugar, se
sintetizaron las UCNPs recubiertas con oleato y, posteriormente, se

realizé el recubrimiento de éstas con la capa inorganica de NaYF.,

La sintesis de UCNPs recubiertas con oleato se llevo a cabo por el
método de descomposicidn térmica a alta temperatura descrito en los
capitulos anteriores, utilizando las sales de los cloruros de los
lantanidos, NH4sF y NaOH en una mezcla de l-octadeceno y acido

oleico, y calentamiento durante una hora a 305 °C . Las imagenes de
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TEM (figura 7.4) muestran la formacion de UCNP@oleato
monodispersas, con un tamafio de 35+2 x 41+2 nm para las
nanoparticulas dopadas con Yb3/Er®* y 1741 x 24+1 nm para las

dopadas con Yb3*/Tm3*,

A

- .2 ‘{F'

Figura 7.4. Imagenes de TEM: A) UCNPe@oleato, B)
UCNPtm@oleato. Escala de barra: 100 nm

El recubrimiento con la capa inorganica inactiva de NaYF4 se
realizé adicionando las UCNP_,@oleato a una mezcla de las sales
YCl;.6H20, NaOH y NH4F disueltas en 1-octadeceno y acido oleico, y

se aumenté la temperatura de reaccién a 325°C.[2%2

La figura 7.5 muestra las imagenes de TEM de ambas
nanoparticulas UCNPcs@oleato, denominadas como
UCNPcs,er@oleato y UCNPcs,tm@o0leato. Las imagenes confirmaron su
monodispersidad, y el tamafio de la capa inorganica se estimé en 31
y 2414 para UCNPcs,er y 442 y 742 para UCNPcs,tm. Ademas, el

analisis de XRD demastrd que presentan una fase cristalina hexagonal.
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Figura 7.5. Imagenes de TEM de las UCNPcs.
A) NaYF4:Yb,Er/NaYFs@oleato. B) NaYF4:Yb, Tm/NaYFs@oleato.
Escala de barra: 100 nm

El andlisis de la composicion de las UCNPcs@oleato por EDS
permiti6 determinar el porcentaje de los lantanidos de las
nanoparticulas. Asi, se obtuvo Y3*(89.5%), Yb3* (9.5%) y Er®* (1%) para
la UCNPcs,er 'y de Y3* (88.6%), Yb3* (11.4%) y Tm3* (por debajo de

limite de deteccion) para UCNPcs,tm.

7.2.2. Sintesis de nanohibridos UCNPcs@CBJ7]

Para funcionalizar la superficie de las UCNPcs@oleato con
CBJ7] se utilizé un procedimiento en dos etapas. En la primera etapa se
elimina el oleato de la superficie de las UCNPcs@oleato por medio del
tratamiento acido a pH 2 con HCL®I La segunda etapa consiste en
mezclar las UCNPcs desnudas obtenidas con una solucion de CB[7] y
dejar la mezcla en agitacion durante 48 horas, siguiendo la estrategia

empleada en el grupo en estudios anteriores. 88l

Los espectros de FTIR de los nanohibridos obtenidos,
UCNPcs,er@CBJ[7] y UCNPcs,1m@CBJ[7], presentan una banda intensa
en 1735 cm debida a la vibracion de estiramiento del grupo carbonilo
(C=0) de uno de los portales del CB[7],que en comparacion con el valor
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del (C=0) del CBJ[7] libre presenta un desplazamiento a mayores
frecuencias (1720 cm?) lo cual confirma el anclaje del CB[7] con la
superficie de las NPs (figura 7.6C). Este desplazamiento de 15 cm™ se
atribuye a la desviacion del plano inicial del enlace C=0 en comparacion
con el plano formado por los enlaces N-C-N una vez el CB[7] se une

a la superficie de las NPs.[88 198]

El espesor de la capa organica de CB[7] en las UCNPcs se
estimé mediante las imagenes de HRTEM en 1-2 nm para ambos
nanohibridos (UCNPcs,er@CB[7] y UCNPcs,im@CBJ[7], ver figura 7.7.
Estos valores coinciden con los esperados teniendo en cuenta la altura
de la molécula del CB[7] (0.91 nm, figura 7.3).

UCNP,, UCNP;,,

Transmitancia

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm’ﬂ) Numero de onda (cm'w)

Figura 7.6. Espectros de FTIR de las UCNPcs,er (izquierda),
UCNPcs,tm (derecha): A) UCNPcs,@oleato, B) UCNPcs,-
desnudas, C) UCNPcs,@CB[7], D) CB[7]
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Figura 7.7. Imagenes de HRTEM: A) UCNPc,e@CB[7], B)
UCNPcs,Tm@CB[?]

7.2.3. Sintesis de nanohibridos UCNPcs@CB[7]@Nd

La sintesis de los nanohibridos con Nd3* se llevd a cabo
mezclando una dispersion acuosa del correspondiente nanohibrido
UCNPcs@CBJ7] (concentracion de 2 mg/mL) con una disolucion de
Nd3* (preparada con la sal NdCl3;.6H,0). Esta mezcla se mantuvo en
agitaciéon durante 24 horas y el nanohibrido resultante se purific6 con
tres lavados de agua y procesos de centrifugacion para eliminar el

exceso de Nd3*.

Para confirmar el anclaje del Nd®* al recubrimiento organico se
registraron los espectros EDS de los dos nanohibridos resultantes,
denominados UCNPcse@CB[7]@Nd y UCNPcs tm@CB[7]@Nd, (ver
figura 7.8). Ambos espectros mostraron claramente la sefal
correspondiente al Nd3* y se estimé una relacion de 2 atomos de Nd3*
por molécula de CB[7].
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Figura 7.8. Espectros EDS: A) UCNPcser@CB[7]@Nd y B)
UCNPcs m@CB[7]@Nd

En colaboracion con el Dr. Raul Arenal del Instituto de
Nanociencias de Aragén se realizé un estudio de los nanohibridos
mediante la técnica de microscopia de transmisién de campo oscuro
(HAADF-HRSTEM), la cual permite determinar atomos individuales,
figura 7.9. Las imagenes del nanohibrido UCNPcse@CB[7]@Nd
confirman una vez mas la presencia de una capa organica recubriendo
la superficie de UCNPcsgr correspondiente al CB[7], con un espesor
aproximado de 2 nm. Ademas, el andlisis por micrografia HAADF-
HRSTEM revel6 la presencia de atomos pesados incrustados en la
capa organica, tal y como se detalla en el rectangulo dentro de la
imagen en la figura 7.9B. El perfil de intensidad de los &atomos
observados muestra claramente dos picos de dimension e intensidad
gue concuerda con la presencia de atomos individuales de Nd3* (figura
7.9C).
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Figura 7.9. A) Imagen de HAADF-STEM del nanohibrido
UCNPcs,Er@CB[7]@Nd, B) imagen HAADF-STEM de alta
resolucion del nanohibrido UCNPcs,Er@CB[7]@Nd enfocando
el recubrimiento organico con una capa de 2-3 nm, y C) perfil de

intensidad de los 4tomos de Nd3* observados.

7.2.4. Andlisis de las propiedades emisivas de los nanohibridos y
del proceso de transferencia de energia

Para estudiar las propiedades fotofisicas de los nanohibridos

sintetizados por esta nueva metodologia, se midid la emision de

upconversion en estado estacionario y en tiempo resuelto.

En la figura 7.10 se muestran los espectros de emision de
upconversion de los nanohibridos excitando con un diodo laser de 980
nm. El espectro de UCNPcse@CB[7]@Nd mostro las bandas de
emision caracteristicas del Er®* en 550 nm (*Sz>. —*l152) acompafado
de una sefial menos intensa en 520 en nm (*Hi12 — #l1s2) y una dltima
banda centrada en 670 nm (*Fop—*l152), En el caso de
UCNPcs tm@CB[7]@Nd se observaron las bandas de emision
caracteristicas del Tm3* en 360 nm (D2 — 3Hg), 450 nm (!:D, — 3 F,),
475 nm (!G4 — 3Hg), 644 nm (1G4 — 3F4) y 800 nm (®Hs— 3Hs).
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Figura 7.10. Espectros de emisién de A) UCNPcse@CB[7]@Nd
B) y UCNPcs tm@CB[7]@Nd.

El analisis de la cinética de emision upconversion se realizé
utilizando la técnica de microscopia multifoton, una metodologia
novedosa utilizada en nuestro grupo de investigacion para medir
tiempos de vida de las UCNPs.[2%% Esta técnica implica la utilizacién de
un microscopio de fluorescencia equipado con un laser multifoton de
alta potencia que nos permite registrar imagenes con buena resolucién
y contraste, ademas cuenta con un sistema de deteccién de cuatro
canales de emision bien definidos: canall (420-500 nm), canal 2 (515-
560 nm), canal 3 (590-650 nm) y canal 4 (660-740 nm).

Experimentalmente, la preparacién de las muestras se realizd
depositando 2 o 3 gotas de dispersiones de los nanohibridos
(cloroformo) en un portamuestra seguido de secado a temperatura
ambiente hasta eliminar el disolvente (aproximadamente 24 hrs) y

finalmente, proteccién de la muestra se con un cubreobjeto.

El andlisis de las muestras con el microscopio de emision nos
permite realizar un barrido de una zona de la muestra enfocando pixel
a pixel y punto a punto hasta construir una imagen bidimensional. Cabe
destacar que, debido a los tiempos de vida de las UCNPs en la escala

de us las imagenes obtenidas de las muestras de UCNP utilizando
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tiempos de adquisicion cortos se veran como estelas en el sentido del
barrido, en lugar de puntos. Es importante ademas destacar que debido
ala resolucién del equipo (1024x1024 pixeles), las estelas obtenidas no
corresponden a la emisién de una nanoparticula si no que corresponde
a un conjunto de nanoparticulas situadas en la superficie de la zona

analizada al cual a efectos practicos se le denomina agregado.

Finalmente, el perfil de intensidad se obtiene a través del trazado
de una linea en la misma direccion del barrido de la imagen de estela
del agregado, asi pues, se obtendra un perfil de intensidades que
realizando la operacidn adecuada, es posible transformar la medida de
pixeles a medidas de tiempo y obtener asi la curva de desactivacion de

la luminiscencia. La figura 7.11 representa un ejemplo.

Intensidad (u.a.)

0 500 1000 1500

Tiempo (us)
Figura 7.11. Imagen de microscopia multifoton de un agregado de
UCNP y el perfil de intensidad en funcién del tiempo obtenido al analizar

su la emision.
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La figura 7.12 muestra un espectro de emision de la UCNP
dopada con Er®* identificando las cuatro areas de detecciéon o canales
de microscopia confocal. Asi, después de escanear una zona se

obtendran 4 imagenes (una por canal).

C1 c2 c3 c4

Intensidad (u.a.)

350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 7.12. Espectro de emisién de UCNP dopadas con Ers*.
Las zonas identificadas en colores representan los canales de
deteccion en el microscopio de emision, C1 (420-500 nm), C2
(515-560), C3 (590-650 nm) y C4 (660-740 nm).

Con esta técnica se tomaron imagenes del nanohibrido
UCNPcser@CB[7]@Nd y del nanohibrido UCNPcse@CB[7] como
control. Las muestras se prepararon sobre un soporte de vidrio y las
imagenes se adquirieron irradiando a 980 nm y 800 nm, con tiempos de

adquisicion de 2 us por pixel.

La figura 7.13 muestra las imagenes obtenidas irradiando a 980
nm (7.13 Ay 7.13 B). En ambos nanohibridos se observan estelas muy
definidas en el canal 2 que corresponden a las bandas de emisién en

520 nm y 540 nm. Ademas, también se observaron estelas en el canal
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3y 4, aunque mucho menos intensas, que corresponden a la banda de

emision centrada en 650 nm.

Cabe destacar que, cuando las imagenes de los nanohibridos
se registraron excitando a 800 nm, so6lo el nanohibrido
UCNPcser@CB[7]@Nd presentd emision en forma de estelas en el
canal 2 (imagen 7.13 D), lo cual claramente indica la contribucion del

Nd3* a la respuesta positiva del sistema.
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Figura 7.13. (A,B,C,D) Imagenes de confocal de
UCNPcser@CBJ[7] y de UCNPcs ex@CB[7]@Nd a Xexc = 980 nmy
Aexc = 800 nm, en el canal 2 (515-560 nm) con tiempos de
adquisicion de 2 us por pixel). (E,F) Perfil de intensidad en funcién
del tiempo de UCNPcse@CB[7]@Nd, obtenidos con lexc = 980

nm y 800 nm, respectivamente.
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En la tabla 7.1. Se resumen los valores de tiempos de vida
calculados mediante el tratamiento de las imagenes de microscopia,
analizando la intensidad de emisién en funcion del tiempo de las estelas
observadas. Obsérvese que los valores de tiempo de vida son muy
similares para UCNPcse@CB[7]@Nd y UCNPcse@CBJ[7] tanto
excitando a 980 nm, como excitando a 800 nm a
UCNPcs e:@CB[7]@Nd.

Tabla 7.1. Resumen de los tiempos de vida calculados a partir de
imagenes de microscopia en el canal 2 a las dos longitudes de
irradiacion (980 y 800 nm).

Canal 2 (515-560 nm)

M t
uestra deerc = 980 NM_| Aec = 800 NM
UCNPcs er@CBJ7] 245+ 7 us No detectado
UCNPcs er@CB[7]@Nd 240+ 4 ps 227+ 6 ps

Los resultados de este ultimo estudio demuestran que al excitar
a 800 nm, el neodimio en el nanohibrido UCNPcse@CB[7]@Nd
absorbe la energia y se desencadena un proceso en cascada de
transferencia de energia, véase esquema en la figura 7.14. El proceso
se inicia con la transferencia de energia (ET) desde el Nd** hacia el
Yb3*, seguido de la transferencia de energia al activador (Er3*) a través
de un mecanismo de transferencia de energia ETU responsable final de

la emisién upconversion en el UV-VIS.
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_ Emision Vis/UV
3
808 nm -

® Nd
@ Yb
® ErorTm

Figura 7.14. Representacion esquematica del proceso de emision
en el nanohibrido UCNPcs .n@CB[7]@Nd. El proceso se inicia
después de la irradiacion a 800 nm donde el Nd** coordinado al
recubrimiento organico de CB[7] sensibiliza y transfiere la energia
a los iones Yb®**. Seguidamente ocurre una migracion de energia

del Yb®* al Er¥* o Tm®*,

Por dltimo, se midieron los rendimientos cuanticos absolutos de
los nanohibridos excitando a 980 nm y se observé que una mayor
eficiencia en el nanohibrido UCNPcse@CB[7] con respecto a
UCNPcser@CB[7]@Nd (1 % vs 0.6% respectivamente), lo cual es una
evidencia de transferencia de energia del Yb** al Nd3*. Por otra parte,
el rendimiento cuantico de emisibn de UCNPcse@CB[7]@Nd
excitando a 800 nm es menor (0.001%) lo que demuestra la existencia
de transferencia de energia desde el Nd** al Yb%, a pesar del

recubrimiento de la UCNP con una capa inactiva de NaYF..
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7.3. Conclusiones

En resumen, en este trabajo se describe una estrategia modular
sencilla  que permite preparar nanohibridos  de  tipo
UCNPcs (n@CB[7]@Nd. En estos nanohibridos los iones de Nd** no se
encuentran en la estructura cristalina de las UCNP, sino
interaccionando con el ligando organico que recubre la superficie de las
NPs, especificamente curcubit[7]urilo, que los ubica a una distancia

préxima a 1 nm de la superficie de la nanoparticula.

Cabe destacar que la excitacion de los nanohibridos a 800 nm
produce emision upconversion, por lo que representa el primer ejemplo
donde el fotosensibilizador se ubica en el recubrimiento organico de la
superficie de las NPs. Ademas, se demuestra por primera vez que el
Nd3* es capaz de fotosensibilizar procesos de upconversion cuando sin
estar encapsulado en la matriz inorganica de las NPs.

En definitiva, este estudio es una prueba concepto, pero abre

nuevas oportunidades de sintesis de estructuras basadas en UCNPs.
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7.4. Procedimiento experimental

7.4.1. Materiales

Los reactivos quimicos empleados para la sintesis de las
UCNPs fueron: cloruros de los lantanidos hexahidratados (YCls.6H20,
YbCl;.6H20, ErCl;.6H,0O, TmCl;.6H.O y NdCls.6H.0) con purezas
superiores al 99.9%, 1-octadeceno (95%), acido oleico (70%), NaOH y
NH4F (99.99%) y CB[7].

7.4.2. Sintesis de UCNP de recubiertas con oleato
Sintesis de UCNPg@oleato

La sintesis de las nanoparticulas se realiz6 mediante el método
de descomposiciéon térmica con algunas modificaciones.®17 En un
matraz de tres bocas de 50 mL se adicionan YCl;.6H,O (0,2 mmol),
YbCl;.6H20 (0,05 mmol) y ErCls.6H,0 (0,005 mmol), &cido oleico (8mL)
y 1-octadeceno (15 mL). La adiciéon de 2 mL de metanol, manteniendo
la mezcla en agitacién magnética y corriente de N, y elevando a 160°C
permite la solubilizacién de las sales. Una vez tenemos una solucion
perfectamente homogénea, se baja la temperatura a 100°C y se afiade
una disolucion de NH4F (1,0 mmol) y NaOH (0,63 mmol) en metanol (5
mL). Se mantiene la temperatura hasta eliminar el metanol,
seguidamente la temperatura de la reaccion se eleva hasta los 305 °C
esta temperatura se mantiene durante 90 minutos, Y en este punto se
deja enfriar la mezcla de reaccién a temperatura ambiente. Finalmente,
las UCNP@oleato son separadas mediante centrifugacion a 9000 rpm
durante 15 minutos y se lavan tres veces con una mezcla

hexano/acetona/metanol (2,7:2,5:1 v/v)
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Sintesis de UCNPmm@oleato

Para a obtencibn de estas nanoparticulas se siguio el
procedimiento descrito para las nanoparticulas dopadas con erbio pero
utilizando tulio y las cantidades adicionadas. La reaccion se realiz6 con
una mezcla de &cido oleico y 1l-octadeceno (12 mL y 15 mL
respectivamente). Las cantidades de las sales adicionadas fueron
YCl;.6H,0 (0,78 mmol), YbCl;.6H>0 (0,19 mmol) y TmCls.6H.0 (0,002
mmol). A partir de este punto se sigue el procedimiento descrito

anteriormente para la sintesis de las UCNPs dopadas con erbio.

7.4.3. Sintesis del recubrimiento inorganico NaYF; en las
UCNPg@oleato y UCNPtn@oleato

El procedimiento para la formacion del recubrimiento de
composicion equivalente al de la matriz de las UCNPs (NaYF,) se
realiza de la misma manera para ambas nanoparticulas.?°? En un
matraz de 25 mL de tres bocas se adicionan 4 mL de &cido oleico y 8
mL de 1-octadeneno. Seguidamente, se adicionan 0,2 mmol de
YCl;.6H20 disueltos en 1 mL de metanol. A continuacién, se calienta la
mezcla hasta los 160 °C en corriente de N, y agitacion magnética hasta
solubilizar totalmente la sal de YCls;. Una vez se tiene una solucién
totalmente homogénea se baja la temperatura de la mezcla de reaccion
hasta 80 °C y se adicionan 100 mg de UCNP@oleato suspendidas en
5 mL de cloroformo. Tras la eliminacion del cloroformo, se afiade gota
a gota de una disolucién de metanol que contiene NaOH (1,3 mmol) y
NH.F (2,0 mmol). Seguidamente, se eleva la temperatura de la reaccion
a 325°C y se mantiene a dicha temperatura durante un periodo de 25
minutos. Finalmente, las UCNPcs se separan mediante centrifugacion
a 9000 rpm durante 15 minutos y se lavan tres veces con una mezcla

hexano/acetona/metanol (2,7:2,5:1 v/v).
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7.4.4. Sintesis de UCNPcs libres de ligando orgénicos

Las UCNPcs desnudas se obtuvieron siguiendo el protocolo
descrito anteriormente.®3 Se dispersaron 100 mg de UCNPcs@oleato
en una disolucion de HCI a pH 4. La mezcla de reaccion se mantiene
en agitacion vigorosa por un periodo de 2 horas aproximadamente
(asegurandose que la reaccién se mantega a pH 4 durante las dos

horas de reaccion).

El acido oleico formado se eliminé de la mezcla por medio de un
proceso de extraccion con éter dietilico. La fase acuosa obtenida
después de las extracciones contiene las nanoparticulas desnudas, las
cuales se precipitan adicionando un exceso de acetona y posterior

centrifugado (9000 rpm por 15 min).

7.4.5. Sintesis de UCNPcs@CB[7]

El método sintético utilizado para funcionalizar las UCNPcs con
el CB[7] se realiz0 siguiendo el método desarrollado y descrito con

anterioridad por nuestro grupo de investigacion. 58l

Se dispersan 0,01 mmol del CB[7] en 8 mL de agua milliQ.
Paralelamente se prepar6 una dispersion de las UCNPcs-desnudas de
30 mg en 10 mL de agua MilliQ y se sénico durante 15 minutos. A
continuacion, se mezclan ambas disoluciones y se mantiene en
agitacion orbital a 350 rpm durante 24 horas. Las nanoparticulas se

precipitaron centrifugando a 10.000 rpm durante 10 min.

Los excesos de CBJ[7] se eliminan con procesos de sonicado
durante 10 minutos con 15 mL de agua MilliQ seguido por
centrifugacion (10000 rpm por 10 minutos). El proceso de lavado se

realiza por duplicado con agua MilliQ y por triplicado con acetonitrilo.
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7.4.6. Sintesis de UCNPcs .n@CB[7]@Nd

Para la preparacion de los nanohibridos, se dispersaron 30 mg
UCNPcs(n@CBJ[7] en 15 mL de agua MilliQ. Seguidamente se afiadio
un exceso de la sal NdCls 6H,0 (4 moles de Nd** por cada mol CB[7]
presente en los nanohibridos UCNPcs@CBJ7]). La mezcla se mantiene
en agitacion orbital a 400 rpm durante 24 horas. Finalmente, las
nanoparticulas se separan centrifugando a 9000 rpm durante 15
minutos 17°C y se lavan por triplicado con alicuotas de 10 mL de agua
MilliQ.

Contribucion del autor:

Estebanez, N.; Ferrera-Gonzalez, J.; Francés-Soriano, L.;
Arenal, R.; Gonzéalez-Béjar, M.; Pérez-Prieto, J., Breaking the
Nd3*sensitized upconversion nanoparticles myth about the need
of onion-layered structures. Nanoscale 2018, 10 (26), 12297-
12301.

indice de Impacto (JCR): 6.970
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Conclusiones

Las conclusiones de la presente tesis focalizada en la sintesis y
caracterizacion de nanohibridos de nanoparticulas de upconversion son

las siguientes:

e Se sintetizd con éxito el nanohibrido de upconversion recubierto con
una capa delgada de un copolimero HEMA-co-AMPS (COP),
UCNP@COP. EI copolimero se ancla a la superficie de las UCNP
mediante grupos sulfonato, lo que esta de acuerdo con la
extraordinaria estabilidad del recubrimiento de las UCNPs en

medios fuertemente acidos (pH=2).

e Se preparé el nanohibrido UCNP@COP@MB anclando azul de
metileno a la UCNP@COP, utilizando para ello los grupos sulfonato
libres en la periferia de UCNP@COP. La liberacion de moléculas de

MB se controla con el pH.

e Se llevd a cabo una invencion registrada en la patente internacional
WO 2018/002405A1, en la cual se describe la preparacion de
compuestos ceramicos luminiscentes formados por la combinacion
entre UCNPs recubiertas con ligandos organicos de tipo X-CH,CO-
Z (X corresponde a algun halégenoy Z es -H, -R, -COR, -OH, -NH>,
-NHR, -NR2 donde R es una cadena alquilica lineal o ramificada), y
una matriz ceramica.

e Elcompuesto cerdmico se preparé utilizando un proceso sol-gel que
requiere condiciones 4cidas. El material compuesto presenta un
efecto de sinergia que potencia la estabilidad de las UCNPs y su
luminiscencia (incremento de la capacidad emisiva del material
resultante en mas de 100 veces con respecto a la emisién de las
UCNPs iniciales), proporcionando asi un material con altas

prestaciones luminiscentes de upconversion.
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Se sintetizaron nanohibridos de UCNPs recubiertos con los
polimeros PAMPS, PSS, PEGP y PDF. Los nanohibridos
recubiertos con los polimeros PAMPS y PSS presentaron una gran
estabilidad en disoluciones acuosas a pH 2, lo que es debido a la
fuerte interaccion entre los grupos sulfonato y la superficie de las
nanoparticulas. Sin embargo, los nanohibridos pasivados con los
polimeros PEGP y PFD se liberaban de la superficie de las

nanoparticulas en dichas condiciones.

Los recubrimientos con AMPS y PSS proporcionan una importante
protecciéon a las UCNPs evitando su desintegracion en medios

acuosos.

Se sintetizaron nanohibridos de UCNPcs@CB[7]@Nd utilizando el
portal libre del CB[7] para fijar los iones Nd** fuera de la estructura
cristalina de la NP y a una distancia de su superficie de 1 nm aprox.

La excitacion selectiva del neodimio a 800 nm demostré que el Nd3*
puede actuar como sensibilizador en procesos de upconversion

cuando se encuentra en la capa organica.
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Conclusions

The conclusions of this thesis, focused on the synthesis and
characterization of nanohybrids from upconversion nanoparticles, can

be summarized as follows:

» Upconversion nanohybrids coated with a thin layer of a HEMA-
co-AMPS (COP) copolymer, UCNP@COP, were successfully
synthesized. The copolymer is anchored to the UCNP surface by means
of sulfonate groups, which agrees with the extraordinary stability of the
UCNP coating in strongly acidic media (pH = 2).

* The nanohybrid UCNP@COP@MB was prepared by
anchoring methylene blue to UCNP@COP, using the free sulfonate
groups on the periphery of the nanohybrid. The release of MB molecules

is controlled by the pH.

« An invention registered in international patent
W02018/002405A1 was carried out, which describes the preparation of
luminescent ceramic compounds prepared by the combination between
luminescent UCNPs coated with organic ligands of X-CH,CO-Z formula
(X corresponds to some halogen and Z is -H, -R, -COR, -OH, -NH, -
NHR, -NR2 where R is a linear or branched alkyl chain), and a ceramic

matrix.

» The ceramic compound was prepared using a sol-gel process
that requires acidic conditions. The composite material presents a
synergy effect that enhances the stability of the UCNPs and their
luminescence (an increase in the emissive capacity of the resulting
material by more than 100 times with respect to the emission of the initial
UCNPSs), thus providing a material with high performance in luminescent

upconversion.
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» Upconversion nanohybrids coated with the polymers PAMPS,
PSS, PEGP and PDF were synthesized. The nanohybrids coated with
the PAMPS and PSS polymers showed great stability in agueous
solutions at pH 2, attributed to the strong interaction between the
sulfonate groups and the surface of the nanoparticles. However, the
nanohybrids passivated with the PEGP and PFD polymers were

released from the surface of the nanoparticles under such conditions.

* Coatings with AMPS and PSS provide important protection to

UCNPs by preventing their disintegration in aqueous media.

* UCNPcs@CBJ[7]@Nd nanohybrids were synthesized by using
the free portal of the CB[7] to anchor the Nd®* ions outside the crystal
structure of the NP and at approximately 1 nm of distance from its

surface.

« Selective excitation of neodymium at 800 nm showed that Nd3*
can act as a sensitizer in upconversion processes when it is in the

organic layer.

134



Resumen

135



136



Resumen

Actualmente existe una importante variedad de métodos
sintéticos para la preparacion de UCNPs, los cuales permiten controlar
parametros tales como tamafio, forma o fase de las UCNPs. A pesar de
ello, la estabilidad del recubrimiento de las UCNPs en medios acuosos
y, principalmente, en medios acidos es una de las limitaciones para su
uso en diversas aplicaciones bioldgicas o tecnoldgicas. Ademas, la
longitud de onda de excitacion NIR de la UCNP es relevante cuando se
utilizan disoluciones acuosas, ya que la absorcion del agua a 980 nm
filtra la absorcion del Yb3* y causa calentamiento de la muestra, lo que
es particularmente nocivo para muestras biologicas. La solucion
aportada en la bibliografia es utilizar Nd** como fotosensibilizador de
Yb3* para, finalmente, producir el proceso de emisiéon upconversion.
Esta soluciéon permite utilizar luz NIR a 800 nm, donde el agua presenta
escasa absorcidn, pero requiere de sintesis de UCNPs multicapa para

distanciar el Nd3* del activador (emisor de la luz).

Por lo tanto, la estabilidad y funcionalidad de la capa organica
que recubre la UCNP, asi como la excitacion de la UCNP a longitudes
donde no absorbe el agua, son retos importantes a abordar y requieren
del disefio e ingenieria de la superficie de las UCNPs. Durante el
desarrollo de esta tesis doctoral se han establecido estrategias para
avanzar en la estabilidad de las UCNPs y, por tanto, su versatilidad en

aplicaciones biol6gicas y/o tecnolégicas.

En los capitulos 5, 6 y 7 se describen los estudios de la
estabilidad de la estructura cristalina de las UCNPs. En primer lugar, se
estudié la estabilidad en medios &cidos de nanohibridos de UCNP
(especificamente, NaYF4 dopada con Yb3* y Er®) pasivados con el
copolimero HEMA-co-AMPS (COP), capitulo 5. El recubrimiento de la
superficie de la UCNP con el copolimero resulté en una estabilidad
excepcional del nanohibrido UCNP@COP en condiciones fuertemente

acidas (pH 2). La estabilidad del recubrimiento es debida a la fuerte
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interaccion de los grupos sulfonatos (SOs”) del COP con la superficie de
la UCNP. Esta fuerte interaccibn no se observa con otros grupos
anclantes comunmente utilizados en las UCNPs, tales como los
carboxilatos, aminas o tiolatos, cuya mayor basicidad facilita su
protonacién en medios acidos, disminuyendo asi su capacidad de

coordinacion a la superficie de la UCNP.

Se exploré la aplicacion del nanohibrido UCNP como sensor de
pH mediante el anclaje de un colorante catiénico, especificamente azul
de metileno (MB), a los grupos sulfonato en la periferia de
UCNP@CORP. La liberacion del colorante se puede rastrear desde pH

neutro hasta un pH de aproximadamente 2.

La colaboracion con la empresa CEINNMMAT para preparar
composites luminiscentes basados en UCNPs revelé que el pasivado
de las UCNPs con los recubrimientos convencionales daba lugar a
composites poco luminiscentes debido al medio acido necesario para el
proceso sol-gel. Por lo que el objetivo planteado fue desarrollar UCNPs
recubiertas con pequefias moléculas que permaneciesen ancladas a la
superficie de la UCNP para permitir desarrollar un composite

luminiscente.

En el capitulo 6 se comenta la sintesis de UCNPs de NaYF4
dopada con Yb3* y Er®* o Tm®* recubiertas con ligandos organicos de
longitud de cadena corta y de férmula X-CH>CO-Z, donde X es un
halégenoy Z es -H, -R, -COR, -OH, -NH>, -NHR, -NR; (donde R es una
cadena alquilica lineal o ramificada). La union de estos ligandos a la
superficie de las UCNP permitié desarrollar un material composite con
una matriz ceramica por medio de un proceso sol-gel que requiere una
etapa de drastico tratamiento acido. Esta invencién para la sintesis del
composite con el material luminiscente fue patentada con éxito y se

encuentra registrada en la patente internacional WO 2018/002405 Al.
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En el capitulo 7 se estudié como estabilizar el recubrimiento de
las UCNPs en medios fuertemente &cidos, asi como evitar la
desintegracion de la estructura de la UCNP en medios acuosos,
proceso observado por otros autores en dispersiones de UCNP
pasivadas con policarboxilatos con concentraciones inferiores a 100

pg/mL .

UCNPs dopadas con Yb3* y Er¥* o Tm3* y recubiertas con los
ligandos pAMPS, PSS, PDF o PPEG fueron expuestas a condiciones
fuertemente acidas (pH 2). Las imagenes de HRTEM y los espectros de
FTIR demostraron que los nanohibridos recubiertos con pAMPS y PSS
no se vieron afectados, es decir el ligando permanecié fuertemente
anclado a la superficie por el grupo sulfonato. Sin embargo, bajo estas
condiciones, el recubrimiento de la UCNP desaparece cuando se utiliza
PDF y PPEG.

Teniendo en cuenta la estabilidad de los nanohibridos de UCNP
recubiertos con pAMPS y PSS a pH 2, posteriormente se llevé a cabo
un andalisis para determinar la proteccion que estos ligandos podian
proporcionar frente a la desintegracion de la UCNP en medio acuoso,
utilizando dispersiones muy diluidas (<10 ug/mL). Con fines
comparativos, los estudios fueron también realizados con la UCNP
desnuda. Los andlisis de ICP-masas, TEM y emisién demostraron que
los recubrimientos otorgan una importante proteccion a las UCNP,
reduciendo la pérdida de iones lantanidos y, por tanto, la desintegracién
de la estructura cristalina en medio acuso. En consecuencia, la
intensidad de emision de las UCNP recubiertas con estos ligandos no
varia significativamente, al contrario de lo observado para las UCNP
desnudas. Estos datos confirman que los recubrimientos
seleccionados, ambos con grupos anclantes sulfonato, no solo otorgan

dispersabilidad a las UCNP en medios acuosos, sino que ademas
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preservan la integridad de la nanoparticula en medios acuosos y evitan

la toxicidad causada por la liberacion de iones fluoruro.

Por dltimo, en el capitulo 8 se prepararon nanohibridos
novedosos con iones Nd** en la capa organica de la UCNP con el fin de
estudiar su potencial como sensibilizador del proceso de upconversion.
El objetivo era madificar la longitud de onda de irradiacion de 980 nm a
800 nm evitando la sintesis de UCNPs multicapa. Se desarroll6 una
estrategia novedosa para anclar los atomos de Nd3®* utilizando un
macrociclo organico, especificamente cucurbit[7]urilo  (CB[7)),
macromolécula simétrica, rigida y con dos portales idénticos con
capacidad para anclar cationes. La union del CBJ7] a la superficie de
las UCNP desnudas dio lugar a UCNP@CBJ[7].

La posterior adicion de Nd3* permiti6 la formaciéon del
nanohibrido UCNP@CB[7]@Nd, por interaccion ion-dipolo del i6n
lantanido con el portal libre del CB[7]. La presencia de iones Nd** en la
capa organica delgada que recubre la superficie de la UCNP se
confirmé por EDS. Ademas, las imagenes HAADF-STEM permitieron
detectar la presencia de iones Nd3* en el recubrimiento organico de la
UCNP, a una distancia de 1 nm de la superficie de la UCNP. La
excitacion a 800 nm de una muestra de UCNP@CB[7]@Nd depositada
en vidrio demostro la transferencia de energia Nd— Yb—Er en el
nanohibrido, a pesar de que la UCNP presentaba una shell inactiva
(NaYF.). Este es el primer ejemplo en la bibliografia que demuestra
gue el Nd** es capaz de fotosensibilizar un proceso de upconversion sin

estar encapsulado en una matriz inorganica.
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Currently, there are different methodologies for the preparation
of UCNPs with controlled crystalline phase, size and shape. However,
the organic coating of the UCNP obtained upon their functionalization,
usually shows low stability in aqueous and acidic media which hindered
their use in biological or technological applications. In addition, the use
of NIR excitation in aqueous solutions could heat the medium due to
competitive water absorption with Yb3* ions at 980 nm, which is
particularly harmful for biological samples. The latest limitation has been
addressed by using Nd3®* ions together with Yb3* as photosensitizers,
which allows excitation at 800 nm, a wavelength where water absorption
is low. However, this approach requires the synthesis of multilayer

UCNPs to separate the Nd3* from the activator (light emitter).

All this considered, the stability and functionality of the organic
ligands at UCNP surface, as well as the preparation of systems that
allow the selection of excitation wavelengths where water absorption is
minimal, are important challenges to be addressed which require the
design and surface engineering of the UCNPs. In this doctoral thesis
several strategies have been addressed to advance in the stability of the
UCNPs and, therefore, their versatility in biological and/or technological

applications.

Chapters 5, 6, and 7 describe the stability of the UCNP crystal
structure. First, the stability of UCNP nanohybrids (specifically, NaYF4
doped with Yb®* and Er*®) passivated with the HEMA-co-AMPS (COP)
copolymer was studied in acidic media, chapter 5. The UCNP caped
with this copolymer, UCNP@COP, resulted in an exceptional stability
under strongly acidic conditions (pH=2). The stability of the coating was

attributed to the strong interaction of the sulfonate groups (SO3’) of the
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COP with the UCNP surface. This strong interaction is not observed with
other anchoring groups commonly used in UCNPs, such as
carboxylates, amines or thiolates, whose greater basicity facilitates their
protonation in acidic media, thus reducing their ability to coordinate to
the UCNP surface.

The application of the UCNP nanohybrid as pH sensor was
explored through anchoring of a cationic dye, specifically methylene
blue (MB), to the sulfonate groups at the periphery of UCNP@COP. The

release of MB can be tracked from neutral to a pH of about 2.

In collaboration with the company CEINNMMAT to prepare
luminescent composites based on UCNPs, it was observed that the
passivation of UCNPs with conventional coatings resulted in low-
luminescent composites due to the acidic medium necessary for the sol-
gel process. Therefore, we focused on the development of UCNPs
coated with small molecules that would remain anchored to the UCNP

surface and allow the preparation of a luminescent composite.

In chapter 6, the synthesis of Yb3* and Er 3* or Tm 3+ doped
NaYFs UCNPs coated with short-chain length organic ligands of X-
CH>CO-Z formula is described, where X is a halogen and Z is -H, -R , -
COR, -OH, -NH>, -NHR, -NR: (where R is a straight or branched alkyl
chain). The union of these ligands to the UCNP surface allowed to
develop a composite material within a ceramic matrix by means of a sol-
gel process that requires a drastic acid treatment step. This invention
for the synthesis of the composite with the luminescent material was
successfully patented and is registered in the international patent WO
2018/002405 Al.

In Chapter 7, we studied the stabilization of the UCNP coating in
strongly acidic media, as well as how to avoid the disintegration of the

UCNP structure in aqueous media, a process observed by other authors

142



Abstract

in dispersions of UCNP passivated with polycarboxylates at

concentrations below 100 pg/ mL.

UCNPs doped with Yb3* and Er 3* or Tm 3* and coated with the
pAMPS, PSS, PDF or PPEG ligands were exposed to strongly acidic
conditions (pH 2). The HRTEM images and FTIR spectra showed that
the pAMPS and PSS coated nanohybrids were not affected, indicating
that the ligand remained strongly anchored to the surface by the
sulfonate group. In contrast, the UCNP coating disappears under
identical conditions when PDF and PPEG (fluorinated or phosphorylated

polymers) are used.

Taking into account the stability of the UCNP nanohybrids
coated with pAMPS and PSS at pH 2, an analysis to determine the
protection that these ligands could provide against the disintegration of
UCNP in aqueous medium was carried out, using highly diluted
dispersions (<10 pg/mL). The results were compared with those using
naked UCNP. The analysis of ICP-MS, TEM and emission showed that
the coatings provided an important protection to UCNPs, reduced the
loss of lanthanide ions and, therefore, the disintegration of the UCNP
crystalline structure in the medium. Consequently, the emission intensity
variation of UCNPs coated with these ligands was significantly lower. In
contrast with that observed for naked UCNPs. These results confirm that
the selected coatings, both with sulfonate anchoring groups, not only
provide dispersibility to UCNP in agueous media, but also preserve their
integrity in aqueous media and prevent the toxicity caused by the

release of fluoride ions.

Finally, in Chapter 8, novel nanohybrids with Nd** ions in the
organic layer of the UCNP were prepared to study its potential as a
sensitizer of the upconversion process by modification of the irradiation

wavelength from 980 nm to 800 nm avoiding the synthesis of multilayer
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UCNPs. A novel strategy to anchor the Nd3* atoms using an organic
macrocycle was developed, specifically the cucurbit[7]uril (CB[7]), a
symmetric and rigid macromolecule with two identical portals capable of
anchoring cations. The binding of the CB[7] to the surface of the naked
UCNP resulted in UCNP@CBJ7].

The subsequent addition of Nd3* resulted in the formation of the
nanohybrid UCNP@CB[7]@Nd, by ion-dipole interaction of the
lanthanide ion with the free portal of CB[7]. The presence of Nd®* ions
within the thin organic layer coating the UCNP surface was confirmed
by EDS, together with HAADF-STEM images which showed the
presence of Nd®* ions in the organic coating at a distance of 1 nm from
the UCNP surface. The excitation of UCNP@CB[7]@Nd deposited on
glass at 800 nm demonstrated the transfer of energy between
Nd—Yb—Er in the nanohybrid, despite the fact that UCNP had an
inactive shell (NaYFs). This is the first example in the literature showing
that Nd®* is available to photosensitize an upconversion process without

being encapsulated in an inorganic matrix.
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Water-dispersible upconversion nanoparticles (3-NaYF4:Yb**,Er®*, UCNP) coated with a thin shell of a
biocompatible copolymer comprising 2-hydroxyethylmethacrylate (HEMA) and 2-acrylamido-2-methyl-
1-propanesulphonsulphonic acid (AMPS), which we will term COP, have been prepared by multidentate
grafting. This capping is remarkably resistant to strong acidic conditions as low as pH 2. The additional
functionality of the smart UCNP@COP nanosystem has been proved by its association to a well-known
photosensitizer (namely, methylene blue, MB). The green-to-red emission ratio of the UC@COP@MB
nanohybrid exhibits excellent linear dependence in the 7 to 2 pH range as a consequence of the release
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Introduction

Upconversion nanoparticles (UCNPs) with an inorganic matrix
doped with rare earths (e.g. NaYF,Yb*",Er’) have unique
photophysical features, such as a large anti-Stokes shift emis-
sion after near-infrared (NIR) excitation by using a low-power
continuous-wave diode laser. Their excitation at NIR wave-
lengths considerably reduces background fluorescence, which
usually impairs the performance of fluorescence-based
assays."” In addition, UCNPs do not undergo photobleaching
or photoblinking."” UCNPs with a hexagonal phase have been
extensively used due to their superior upconversion efficiency.*

UCNPs are usually coated with organic ligands, typically
carboxylates.® However, they lose their coating in a medium
with a pH below 4, since the carboxylate (e.g., oleate ligand) is
protonated and eventually separates from the nanoparticle
surface. In fact, this is the strategy used by Capobianco et al. to
prepare “naked” UCNPs.? This capping removal does not only
apply to carboxylate ligands but also to ligands anchored via
other groups.”*” It has to be taken into account that the role
of the organic capping is not only to determine the dispersibil-
ity of a nanoparticle in a specific medium, but also to provide
the nanosystem with additional functionality and/or impede
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tElectronic supplementary information (ESI) available: Additional spectra and
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the UCNPs from causing any undesirable interference in the
environment (such as a cellular environment).® This protection
is of particular relevance in biological applications.’

Organic-capped nanoparticles with the ligand remaining at
the nanoparticle surface in a broad range of pHs, and particu-
larly at low pHs (such as that of stomach acid which is close to
2), require high acidic anchoring groups. Sulphonic acids are
dramatically more acidic (pK, ca. —3) than oleic acid and there-
fore we envisaged that polymers with a high percentage of sul-
phonate groups could be grafted to the UCNP surface, thus
providing a polymer-capped UCNP with high stability not only
in a wide range of pHs, but interestingly in highly acidic
media. Indeed, the sulphonic group is ionized in virtually the
entire range of pHs'® and the sulphonate group has three
potential coordination sites, which allow for more flexible
coordination modes and, as a consequence, can form highly
flexible frameworks'*'*> and hydrogen bonding networks."***
Thus, trivalent lanthanide sulphonates have been used to
build clusters,”> organic extended frameworks,"® and com-
plexes,"”'® as well as polymeric materials.’® Polystyrene sul-
phonate/polyallylamine hydrochloride polymer capsules can
host lanthanide-doped inorganic nanoparticles (LaF5:Tb*",
LavVO4:Eu®" and GdF;:Tb*") in their hollow cavity.*®

In addition, the presence of some of the sulphonic groups
at the periphery of the polymer-capped UCNP would provide
the system with additional functionality, e.g. by covalently
linking a pH-probe to give rise to a pH-sensor or by ionic
binding to a drug to generate a pH-responsive drug delivery
and release nanosystem.*' The pH is a key target parameter in
a broad range of applications, such as life sciences, food and
beverage processing, soil examination, and marine and
pharmaceutical research, among others.>>

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 1 (A) Structure of the HEMA and AMPS monomers and the syn-
thesis of the poly(HEMA-co-AMPS) co-polymer (COP). (B) Scheme of
the synthesis of the functional UCNP@COP nanohybrid.

In particular, water-dispersible UCNPs have recently been
proved to be useful for pH measurement and sensing.>*™>®
These UCNPs presented a pH-probe (fluorescent or not)
embedded in a silica shell or polymer matrix. The probe
underwent a spectral shift according to the pH and, as a conse-
quence, the degree of overlap between its absorption and the
UCNP emission wavelengths varied, thus resulting in a change
in the ratio between the UCNP emission bands.*>*® The
response to pH reported for these systems was practically
linear in the pH-range of 6-11**?* and 3.2-7.2.%°

We report here the preparation of water-dispersible NaYF,:
Yb*",Er** UCNPs capped with a thin shell of a biocompatible
copolymer via sulphonate-grafting (Fig. 1). The polymer
remained firmly attached under strongly acidic conditions
(pH down to 2). As proof of the additional functionality of this
polymer-capped UCNP, it was electrostatically bound to a well-
known photosensitizer, namely methylene blue (MB). This pro-
vided a pH-responsive MB release nanosystem with an excel-
lent  linear  correlation  between  the  ratiometric
photoluminescence of the UCNP and the pH in the 2-7 range.

Results and discussion
Preparation and characterisation of COP

2-Hydroxyethylmethacrylate (HEMA) and 2-acrylamido-2-
methyl-1-propanesulphonsulphonic acid (AMPS) have pre-
viously been used to obtain highly cross-linked copolymers
and hydrogels.””*° However, it is possible to minimize the
cross-linking and therefore to obtain a water-soluble polymer
via free radical polymerization at a moderate temperature by
using a high percentage of azobisisobutyronitrile (AIBN) as the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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initiator®"** (Fig. 1). Thus, the synthesis of the poly(HEMA-co-
AMPS) co-polymer with an HEMA/AMPS 70:30 molar ratio,
here termed COP, was possible due to the difference in reactiv-
ity between methacrylate and acrylamide (rggma = 6.81, F'amps =
0.116)** in the free-radical polymerization and by performing a
suitable purification protocol, as described by other authors®*
(see Experimental section).

The copolymer was characterised by proton Nuclear Mag-
netic Resonance ('H-NMR), Attenuated Total Reflectance
Fourier Transform Infrared (FTIR-ATR) spectroscopy, and
Thermal Gravimetric Analysis (TGA); see Fig. 2. For compari-
son, the data of the monomers have been included in the ESI
(see Fig. S1-S27). The 'H-NMR spectrum of COP matches the
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Fig. 2 (A) H-NMR spectra of COP and UCNP@COP in D,O. (B)
FTIR-ATR spectra of COP and UCNP@COP. (C) First derivatives (Top) and
TGA analyses (Bottom) of UCNP@COP and COP; black line: COP, red
line: UCNP@COP.
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one previously reported®® and illustrates the disappearance of
the vinylic signals of HEMA and AMPS monomers
(5.6-6.2 ppm, see ESIT).

The 70:30 HEMA/AMPS ratio in the poly(HEMA-co-AMPS)
co-polymer was confirmed by integrating the CH,SO;H and
O-CH,CH,0 methylene protons corresponding to each
monomer (see Fig. S1 in the ESIT for detailed values).

The comparison between the FTIR-ATR spectra of HEMA
and AMPS monomers and that of COP also evidenced the
generation of the copolymer.®” Thus, the signals corres-
ponding to carbon double bonds at 1552 em™", and the out-of-
plane bending peaks that appear in the 1000-650 cm™" range
for the AMPS monomer disappear whereas the band between
2800-3000 cm™' is modified due to the CH groups (sp°
stretch) and a new band at 1452 cm™" can be observed due to
the new methylene groups (see Fig. 2 and Fig. S2 in ESIT for
comparison with the monomers). Indeed, the two bands of the
carbonyl groups (amide and ester) can be observed at 1637
and 1708 cm™", respectively.

Remarkably, the characteristic SO asymmetric and sym-
metric stretches of the COP sulphonic groups are observed at
1367 and 1069 cm™, respectively, while the S-O stretch is
found at 671 ecm™'. The copolymer had low polydispersity
(1.09) and a molecular weight of ~19 763 g mol™" (see Table S1
in ESI}).

Preparation and characterisation of the copolymer-capped
UCNP (UCNP@COP)

First, oleate-capped NaYF,:Yb,Er nanoparticles (UCNP®@oleate),
used as precursors of the copolymer-capped UCNPs
(UCNP®@COP) were synthesised following a previously reported
protocol with some modifications (see ESIT).>"** Transmission
electron microscopy (TEM) images of UCNP@oleate showed
the formation of monodisperse hexagonal nanoprisms with a
uniform height of 27.3 + 1.5 nm, and a base length of 20.5 +
1.4 nm (Fig. 3).

The X-Ray Diffraction (XRD) pattern of the UCNPs revealed
the formation of mainly the hexagonal phase structure as bulk
p-NaYF, (Joint Committee on Powder Diffraction Standards,
card no.: JCPDS 16-0334), (see Fig. S3 in the ESIf). The atomic
ratios of lanthanides in the nanoparticles were obtained by
energy-dispersive X-Ray Experiments (EDX) and were
NaYF4(79%):Yb**(18%),Er**(3%), see Fig. S4.t

Then, the UCNP@oleate nanoparticles were treated with
COP under basic conditions to perform the ligand exchange
(see Experimental part for further details). The resulting
system exhibited a high dispersibility in water, thus corroborat-
ing the efficient ligand exchange as well as the presence of
hydrophilic groups at the nanohybrid periphery.*®

High-Resolution TEM (HRTEM) images (e.g. Fig. 3c) show
the UCNP@COP nanohybrid presents a thin polymer shell of a
thickness of ca. 1.7 + 0.3 nm, which is consistent with the
copolymer multigrafting to the UCNP surface.

Fig. 2 shows the comparison between the "H-NMR and
FTIR-ATR spectra, as well as the TGA of UCNP@COP, and
those of COP. The *"H-NMR of the UCNP@COP nanohybrid cor-
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Fig. 3 Representative (A) TEM image of UCNP@oleate. (B) Histograms
of the of particle size distribution of UCNP@oleate. (C) HRTEM image of
UCNP@COP.

roborated the efficient exchange of the oleic acid with the
copolymer, since no olefinic signals were detected in the spec-
trum (see Fig. S51), and also there was a slight up-field shift of
characteristic signals of the copolymer, such as those of
CH,SO;~ and O-CH,CH,O. In addition, the FTIR-ATR spec-
trum revealed significant changes in the band intensity and
frequency in the most characteristic bands of COP, such as
that of the ester, amide, and sulphonate groups (e.g., see
bands at 1723 em™, and 1396 cm™).

These changes are consistent with considerable confor-
mational changes in the polymer after grafting to the UCNP
surface as well as with the involvement of some of the above-
mentioned groups in the binding. The amount of COP in the
nanohybrid was determined by TGA (Fig. 2c). The weight con-
tribution of the copolymer in the UCNP@COP nanohybrid was
ca. 20 wt%. The main weight losses (at ca. 298 °C and 352 °C)
occurred at similar temperatures to those of COP. However, the
typical weight loss at ca. 400 °C observed for this kind of co-
polymers®® occurred at ca. 430 °C for UCNP@COP; this
suggests a higher thermal stability of the polymer when
attached to the UCNP surface. The emission spectrum of the
UCNP®@COP nanohybrid at 980 nm excitation wavelength was
registered in water (Fig. 4).

As expected, the upconversion emission spectrum of
UCNP@COP showed the typical emissions of the NaYF,:Yb®",
Er*" UCNP?”?® (the violet, green, and red upconversion emis-
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Fig. 4 Upconversion emission spectra UCNP@COP: THF (black), EtOH
(red), H,O (green) and D,O (blue) under 980 nm laser excitation. The
spectra were recorded using the same nanoparticle core concentration.

sions which are characteristic of Er*" and correspond to the
*Hop, = "Tisszy ((Hiia, *S32) = "Lispz, and *Fopp — “Lis), tran-
sitions, respectively). The emission was exactly the same after
2 h of irradiation, thus evidencing the photostability of the
nanohybrid.

The UCNP@COP nanohybrid was also dispersible in other
media, such as THF, ethanol, and D,O (Fig. 4). As previously
observed for other water-dispersible UCNPs, the upconversion
emission was considerably higher in D,O than in water, due to
differences in energy of the O-H and O-D stretch vibrations
that affect the efficiency of the non-radiative deactivation of
the lanthanide luminescence.*”

The capping of the UCNP@COP nanohybrid proved to be
stable in a wide range of pHs (from 2 to ca. 10), which is con-
sistent with the involvement of the sulphonate groups in the
COP multigrafting. As an example, UCNP@COP nanoparticles
were dispersed in water solution at a pH of ca. 2 for 2 h and
then the nanoparticles were precipitated by centrifugation.
The solid was washed with water, centrifuged and dried under
vacuum. The FTIR spectrum of the solid corroborated that
COP remained anchored to the UCNP surface (see Fig. S67).
Moreover, measurements of the conductivity and zeta potential
of their colloidal solution and of the supernatants from the
purification process were consistent with the negligible loss of
COP under the acid treatment (see Table S27).

The unusual stability of the UCNP organic capping in
strong acid media makes UCNP@COP nanohybrids particu-
larly suitable for many applications where the maintenance of
the UCNP capping is crucial for their performance.

It was not expected that all the sulphonate groups would be
involved in the COP binding to the UCNP surface, but rather
that some would be at the nanohybrid periphery and, conse-
quently, they would progressively protonate when the pH of
the medium decreased. Indeed, the =zeta potential of
UCNP®@COP changed from —33 mV at basic conditions (pH
ca. 9.5) to —22 mV in the 8 to 3 pH range and became less
negative at pHs below 3 (-16 mV at pH ca. 2.5), see Fig. 5.
These changes are in accordance with those reported for
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Fig. 5 (Top) Dependence of hydrodynamic diameter (Dy,) or (Bottom)
Zeta potential vs. pH for UCNP@COP dispersed in water (1 mg mL™).

poly(styrene sulphonate)-capped UCNPs*® and they are consist-
ent with the low pK, of the sulphonic groups.

The dynamic light scattering (DLS) analysis (Fig. 5) per-
formed in the same pH range revealed an considerable change
in the hydrodynamic diameter (at ca. pH 5), which could be
attributed to nanoparticle aggregation at a certain pH/zeta
potential.

In spite of the changes in the hydrodynamic diameter, the
emission spectra of UCNP@COP registered at different pHs
(from ca. 2 to 13) showed a negligible dependence on the pH
(see Fig. S7 in ESIT).

Building a pH-responsive MB-release nanosystem

UCNP@COP could be electrostatically bound to a cationic
molecule by making use of the sulphonate groups at the nano-
hybrid periphery. Assemblies based on electrostatic attraction
have previously been reported.”’ Consequently, the
UCNP®@COP nanohybrid could be useful to build NIR-respon-
sive nanosystems able to release progressively functional mole-
cules attached to their periphery via competitive binding of H"
at decreasing pHs, i.e. via pH-stimulus.

As a proof of concept we used methylene blue (MB), which
is a water-soluble, positively charged cationic dye commonly
used as model pollutant to photocatalytic
423 or as a photosensitizer for singlet oxygen gen-

evaluate
efficiency
eration (Fig. 6).*

The absorption spectrum of MB exhibits a maximum at
660 nm with a shoulder at ca. 550 nm (ref. 45) (Fig. 7). Its
release from the nanohybrid could be observed in a ratio-
metric fashion taking into account the overlap of the MB
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Fig. 7 Upconversion emission spectra of UCNP@QCOP (red line) and
UCNP@COP@MB (black line) solutions (1 mg mL~Y) under 980 nm laser
excitation in water. MB absorption spectrum has been included for com-
parison (Blue line).

absorption spectrum with the red emission of the UCNP. The
quenching of such emission would be recovered as MB is
released when the H' concentration increases.

After several assays to estimate the binding capacity of the
UCNP@COP to MB, we eventually prepared the UCNP®@
COP@MB hybrid by reacting 1.5 nmol of MB per mg of
UCNP@COP in water. After stirring the mixture for 2 h, the
nanoparticles were separated from the solution by centrifu-
gation, washed with water, and finally re-dispersed in water.

Fig. 7 compares the absorption of MB and the emission
spectra of UCNP@COP and UCNP@COP@MB nanohybrids.
Indeed, the absorption spectrum of UCNP@COP@MB showed
the typical band of the dye (see Fig. S8 in ESIt). Taking into
account the absorbance of MB in the UCNP@COP@MB and
the MB molar absorption coefficient (58311.9 M™' em™), the
MB amount per 3 mg of UCNP@COP@MB was roughly esti-
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Fig. 8 Plot of R/G emission (area under the curve) ratio vs. pH for the
water-dispersible UCNP@COP@MB nanosystem.

mated as 1.8 nmol. In addition, considering that 20% of the
weight of UCNP@COP corresponds to COP and 30% of the
copolymer is AMPS, the amount of sulphonate in 3 mg of
UCNP@COP was estimated as ca. 9 nmol.

Therefore, at least 20% of the sulphonic groups of the co-
polymer capping are coordinated to MB at a neutral pH and
the rest are probably involved in the copolymer grafting to the
UCNP surface.

The emission spectrum of UCNP@COP@MB evidenced a
decrease in the red-to-green (R/G) emission ratio compared to
that in UCNP@COP; this suggests energy transfer from the
UCNP to the dye.

The efficiency of the process (n) was calculated as 20% by
using a simple formula based on emission intensities (eqn (1))

n = (Ip —Ipa)/Ip (1)

where Ip, and I, are the integrated red emission of UCNP@
COP@MB and UCNP@COP nanohybrids.

The spectral overlap integral (J), was calculated as 4.8 x
10" nm* M~" em™ by using the following equation (eqn (2))

J=">_op(M)op(A)i*sl (2)

where op, is the normalised donor emission spectrum, 1 is the
light wavelength, and o, is the acceptor molar extinction
coefficient.

We next studied the dependence of the R/G emission ratio
in UCNP@COP@MB on the pH. No changes were observed in
the basic range. Remarkably, a good correlation between this
ratio and the pH was observed in the 2-7 pH range (Fig. 8).
The sample at the lowest pH was centrifuged to determine the
degree of MB release at this pH, thus evidencing practically
the complete release of MB at this pH.

Experimental
Synthesis of COP copolymer

Briefly, 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) was purified by
column chromatography that contained GC20 grade alumina

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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(Polysciences). The purified monomers were stored in dark-
ness at 4 °C. 2-Acrylamide-2-methilpropanesulphonsulphonic
(AMPS) was used without previous purification. 2,2'-Azobisiso-
butyronitrile (AIBN) was purchased from Sigma-Aldrich.

Co-polymerization was carried out in a deoxygenated
mixture of milli-Q water/n-propanol (50 : 50 v/v; total volume of
150 mL) containing HEMA (14 mL, 0.1154 mol), AMPS (6 g,
0.0289 mol), and AIBN as initiator (600 mg, 3.65 mmol). So,
the HEMA/AMPS molar ratio in the feed was 80 : 30. The solu-
tion was deoxygenated by nitrogen bubbling for 30 min and
continuously stirred at 65 °C for 24 h. The reaction was
stopped by cooling (using an ice-bath), the supernatant was
separated, and the organic solvents were removed at reduced
pressure. Then, chloroform was added and the mixture was
vigorously stirred during 5 h. Subsequently, in a separation
funnel, the supernatant wet chloroform emulsion was separ-
ated and transferred to a centrifuge tube (10 000 rpm, 10 min).
Three phases were observed, the first denser phase was dis-
carded and the second one was vacuum dried (14 g) and
characterised as poly(HEMA-co-AMPS) (7:3). This copolymer
was used for the UCNP coating.

Synthesis of the oleate-capped UCNP

NaYF,:Yb(18%),Er(3%) nanocrystals were synthesised follow-
ing a previously reported protocol with some modifications
(see ESIY).

Preparation of the copolymer-capped UCNP

Firstly, poly(HEMA-co-AMPS) (50 mg) was dispersed in 100 mL
of a 70:30 mixture of dichloromethane :tetrahydrofuran
(DCM : THF) and constantly stirred for ca. 48 h. Once the co-
polymer had dispersed, 1 g of Na,CO; was slowly added and
the mixture was energetically stirred for 2 hours (bubble for-
mation was patent). Then, the co-polymeric solution was de-
canted in order to eliminate Na,CO;. The solid was washed
with 10 mL of THF and decanted again. The final solution was
concentrated by rotary-evaporation. Finally, 10 mg of UCNP
were added to a dispersion of 50 mg of COP in 10 mL of THF
(5/1 wt%). The dispersion was vigorously stirred for 24 h, and
the resulting crude was centrifuged and washed with THF
until no polymer was detected by UV in the THF solution,
usually 30-60 mL were necessary.

Emission and dynamic light scattering measurement of the
nanohybrid at different pHs

The nanohybrid was dispersed in milliQ water (1 mg mL™*)
and the pH of the colloidal solution was measured. Then, the
pH was changed by adding minimal amounts (5 pL) of an
aqueous solution of sodium hydroxide or HCI solution as
required. After each addition, the pH and the emission (as well
as, the dynamic light scattering and zeta potential in the case
of UCNP@COP) were measured at room temperature. The pH
was registered before and after each measurement. Each DLS
value was the average of 10-20 independent measurements
and an average of 10 rounds.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Conclusions

We report here the synthesis of a NIR-responsive nanohybrid
consisting of NaYF,:Er’",Yb>” UCNPs capped with a thin shell
of a biocompatible HEMA-AMPS copolymer, which remains
firmly anchored to the UCNP due to sulphonate-multigrafting
to the UCNP surface. This capping not only remains stable in
highly acidic media (as low as a pH of ca. 2), but also enables
the UCNP@COP nanohybrid to bind electrostatically to cat-
ionic molecules, which can be progressively released when the
pH decreases. Therefore, these nanohybrids can be used as
functional molecule-release nanosystems. The process can be
tracked in a wide range of pHs (from neutral to a pH of ca. 2)
by monitoring the nanohybrid emission if the absorption spec-
trum of the molecule overlaps with some of the emission
bands of the UCNP.
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Materials.Lanthanide chlorides (YCl;-6H,0, YbCl;-6H,0 and ErCls-6H,0; >99.9%, all of
them), 1-octadecene (95%), oleic acid (99.9%), NaOH, and NH4F (99.99%) were used for the
synthesis ~ of  UCNPs. 2-hydroxyethyl =~ methacrylate  and  2-acrylamido-2-
methylpropanesulphonic acid (AMPS) and 2,2'-azobisisobutyronitrile (AIBN) were used for
the polymerizations. All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich and used as received
without previous purification. Sodium carbonate (Na,COs) was purchased form Merck and
used as received.

Solvents used in this work are chloroform (Fischer), ethanol (Scharlau), dichloromethane
(DCM; Scharlau), tetrahydrofuran (THF; Sigma-Aldrich), acetonitrile (ACN; Scharlau), n-
propanol (Sigma-Aldrich) and diethyl ether (Scharlau) were used as received.

Synthesis of oleate-capped UCNPs. NaYF4Yb (18%), Er (2.0%) nanoparticles were
synthesized following a previously reported protocol with some modifications.! Basically,
YCl;-6H,0 (0.8 mmol), YbCl;-6H,O (0.18 mmol), and ErCl;-6H,0 (0.02 mmol) were mixed
with 12 mL oleic acid and 15 mL octadecene (ODE) in a 50 mL round-bottom Pyrex flask
under continuous stirring. The mixture was heated to 160°C until complete dissolution of all
the reagents and then it was cooled down to ca. 110°C. A 10 mL methanol solution
containing NaOH (2.5 mmol) and NH4F (4.0 mmol) was slowly added into the flask and the
solution was stirred while being slowly heated to remove methanol, degassed at 100°C for 30
min and heated to 305°C under argon flux during one hour. Then, the solution was cooled at
room temperature and the UCNPs were precipitated by centrifugation (10000 rpm, 10 min,
25°C). Later on, the oleate-capped UCNPs were washed three times with a (43.5:40.5:16
v/v/v) hexane/acetone/methanol solution.

Methods. 'H-NMR spectra were registered at room temperature in a Bruker AVANCE DRX
300 spectrometer. Deuterated chloroform or deuterated water were used as solvents. Chemical
shifts are reported in parts per million (5, ppm) using the peak of the solvent as internal
reference. The following abbreviations are used to describe signals: s (singlet), d (doublet), t
(triplet), q (quartet), m (complex multiplet).

Attenuated Total Reflectance (ATR) spectra were recorded using a FT-IR spectrometer
Thermo Nicolete Nexus, with ATR module Smart Orbit™. The spectra were recorded in a
wavenumber range of 4000-500 cm!.

The absorption measurements were carried out in a SECOMAN UVI Light UV-Visible

spectrophotometer.
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The pH measurements were registered with a pH-Meter GLP 21+ (Crison).

Upconversion emission spectra were collected by excitation of the samples with a CW 975
nm diode laser (Thorlabs L975P1WJ) with an excitation density of 249.4 mW/cm? and
coupled to the SLM Amingo Bowmann series 2 (AB2) fluorimeter (Microbeam, S.A.).A front
face set up has been used to avoid scattering in the colloidal dispersions when coated with
polymers. The emission spectra have been recorded under the same conditions (laser power,

slits (2nm), speed scan, etc.).

Transmission electron microscopy (TEM) images were taken using a Jeol 1010 microscope
operating at 100 kV equipped with a charge-coupled device (CCD) camera. High resolution
TEM (HRTEM) was carried out by using a Field Emission Gun (FEG) TECNAI G,F20
microscope operated at 200 kV equipped with a charged coupled device (CCD) GATAN and
“Digital Micrograph” Software of image acquisition and treatment. The TEM samples were
prepared by dropping sample solutions onto a 300-mesh carbon coated copper grid (3 mm in

diameter) followed by the evaporation of the solvent.

The ligand contents in the copolymer-capped UCNPs and the thermal behavior of the
copolymer were evaluated by thermogravimetric analysis (TGA). The thermogram curves
were recorded on a Perkin-Elmer TGA-7 model, at a heating rate of 10°C/min, under

nitrogen.

The average molecular number (Mn), molecular weight (Mw) and polydispersity (Mw/Mn) of
the copolymer were determined by size exclusion chromatography (SEC) system equipped
with a Waters 1515 Isocratic HPLC Pump with a Waters 2414 refractive index detector and
provided with two columns Styragel HR3 and HRS from Waters, using DMF (1 % wt. LiBr)
as eluent at 30 °C and a flow rate of 0,7 mL min!. Polystyrene (PS) standards were employed

for the calibration.

XRD was carried out with a PANalytical Empyrean X-ray powder diffractometer Cu radiation
Oxford Cryostream provided with hybrid monochromator (Cu K alpha 1), focussing mirror
and PIXcel detector XRPD for capillary measurements.Dynamic light scattering (DLS)
measurements were performed using a Malvern Zetasizer Nano Z spectrometer with a 10 mW
HeNe laser at 633 nm. All measurements were performed at a scattering angle of 173°. All
samples are measured at Ilmg/mL concentration in water. Samples were kept in solution

overnight before measurements in order to ensure pH equilibration (initial pH = 3.5).

References
(1) Zhenquan Li, Z., Y Nanotechnology, 2008, 19, 345606-345610.
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Figure S1. Top: 'H-NMR spectra of HEMA (black line), AMPS (red line) and COP (green
line) in D,0. Bottom: normalized integration values for HEMA, AMPS, and COP.

Table S1. Characterisation of Poly(HEMA-co-AMPS) copolymer (COP).

Mispc(g mol™) M spc(g mol?)  My/M, T, (°C)

19763 21548 1.09 120-150

M sec, average number (calculated by SEC), M,/M,polydispersity index and T, glass
transition temperature.
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Figure S2. FTIR-ATR spectra of HEMA (top), AMPS (middle) and (HEMA-co-
AMPS) copolymer, COP (bottom).
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Figure S3. X-ray power diffraction of (XRD) spectrum of the UCNP@oleate(left) and
UCNP@COP (right).(JCPDS standard card no. 28-1192).!
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Figure S4. Energy-dispersive X-ray (EDX) of UCNP@oleate.
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Figure S5."H-NMR spectra of (top) UCNP@COP (D,0) and (bottom) UCNP@oleate
(CDCl).
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Figure S6. FTIR-ATR spectrum of the precipitate obtained by centrifugation (10000 rpm, 10
min) of a sample of UCNP@COP nanoparticles after being dispersed in water and kept at pH
ca. 2 for 2h.

Table S2. Zeta potential and conductivity values of the precipitate re-dispersed in water (1
mg/mL, pH=8) and the supernatant obtained after centrifugation (10000 rpm, 10 min) of a
sample of UCNP@COP nanoparticles dispersed in water and kept at pH ca. 2 for 2h.

Sample Zeta Potential (mV) Conductivity (ms-cm™)
Precipitate* -34.8 £1.2 0.0542 + 0.0007
Supernatant -3.4*1.0 3.425 + 0.195

*water colloidal solution

3
pH 1.98
25} pH 2,53
oH 6.24
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i 18 oH 10,41
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0 1
400 500 600 700
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Figure S7. Emission spectra (Aexe = 980 nm) of UCNP@COP (1 mg/mL in water) at different
pHs.
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Figure S8. Absorption spectrum of MB in UCNP@COP@MB obtained after subtracting the
spectrum of UCNP@COP@MB (2 mg/mL in water) and that of UCNP@COP.
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Polysulfonate Cappings on Upconversion Nanoparticles Prevent
Their Disintegration in Water and Provide Superior Stability in a
Highly Acidic Medium

Nestor Estebanez,” Marfa Gonzélez—Béjar,*'T’i

and Julia Pérez-Prieto™® "
“Instituto de Ciencia Molecular (ICMol) *Departamento de Quimica Organica, Universitat de Valéncia, C/Catedratico José Beltran,
2, 46980 Paterna, Valencia, Spain

© Supporting Information

ABSTRACT: The stability of organic cappings on hexagonal NaYF,:Ln** upconversion nanoparticles (UCNPs) is crucial for
their luminescence efficiency in aqueous solutions. The capping removal quickens as the acidity of the medium increases. We
demonstrate here that polysulfonates, namely poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonate) (PAMPS) and poly(sodium 4-
styrene sulfonate) (PSS), remain anchored to the surface of NaYF,:Yb>*,Er**/Tm® UCNPs even at a pH as low as 2 due to
strong acidity of the sulfonate anchoring groups (pK, of ca. —3). Bare UCNPs progressively disintegrate into their
compositional F7, Na*, Y*, and Ln’" ions. Their disintegration is particularly worrying in highly diluted dispersions of
nanoparticles because both the lanthanide ions and/or the bare UCNPs can cause undesirable interference in a chemical or
biological environment. Remarkably, the UC@PSS nanohybrid is particularly chemically stable, exhibiting an amazingly low
release of Y** and Ln*" ions for up to 96 h in highly diluted water dispersions (10 yg/mL). Additional advantages of the use of
PSS as capping layer are its biocompatibility and its high dispersibility in water, together with easy further functionalization of
the UCNP@PSS nanohybrids.

H INTRODUCTION The disintegration of these UCNPs is concentration- and
pH-dependent. In concentrated suspensions, equilibrium is
achieved with minimal disintegration, and the change in the
luminescence intensity is also negligible, whereas in diluted
(uM) samples, the nanoparticles can disintegrate almost
completely, thereby reaching the solubility equilibrium. In

Lanthanide-doped upconversion nanoparticles (UCNPs) con-
sist of an inert crystalline matrix doped with at least two types
of trivalent lanthanide ions (Ln), such as Yb** and Er**, one of
which absorbs near-infrared (NIR) light and transfers it to the

other, which- emits photons of higher energy than those terms of the acidity of the medium, pristine UCNPs (i.e.,

1,2 ; . .
absorbed. ™ Fluorine-containing matrl(?es are the m9st oleate-capped UCNPs) are unstable in acidic physiological
common as they have low phonon energies, and those with fluids such as lysosomes (pH ca. 4.5—5.0).° It has to be taken
a hexagonal phase (/) are more thermodynamically stable than

into account that at pH = 4, carboxylate-capped UCNPs lose
those with a cubic phase (). For example, f-NaYF,:Yb**,Er**/

their protected capping; in fact, bare UCNPs can be prepared

Tm>* UCNPs are colorless and, after NIR-excitation with a by treatment of the NPs with HCI at pH 4, which protonates
low-power continuous-wave diode laser, can produce large the oleate ligand resulting in the release of oleic acid.” This
anti-Stokes shifted (red and green) narrow-band fluorescence capping removal does not only apply to carboxylate ligands but
emissions and even NIR-to-NIR upconversion, which makes also to many other types of ligands.
deep-tissue imaging possible. These features, together with the Soukka et al* have recently put forward a solution to
fact that they do not undergo photobleaching or photoblinking prevent the disintegration of UCNPs in highly diluted water
and in view of their very low toxicity, make UCNPs of high dispersions (few micrograms per milliliter); their solution is
relevance in biological and technological applications. made by adding fluoride ions, which have a high impact on the

However, disintegration of a- and #-NaYF,:Ln UCNPs in solubility equilibrium, eventually decelerating the disintegra-
water has recently been reported,® especially in highly diluted tion of poly(acrylic acid)-capped UCNPs. Unfortunately, this
nanoparticle suspensions.”> As they progressively disintegrate, strategy needs a considerably high concentration (mM) of
their upconversion luminescence intensity usually decreases fluoride, which, from the point of view of their use in live cells,
due to the loss of active Ln ions from the host matrix, and their is not advisable due to its (cyto)toxicity."’
toxicity increases due to the release of F~, Ln**, and Y** ions. The requirement of ligands to remain on the nanoparticle
The disintegration of NaYF,:Ln UCNPs leads to the release of surface in a broad range of pH values, and particularly, at low
compositional ions, some of which are (cyto)toxic (partic- pH values (such as that of stomach acid, which is close to 2), is
ularly, fluoride ions).® In addition, toxicology studies on rats that they possess strongly ionizable anchoring groups. These
have shown that lanthanide chlorides such as that of ytterbium
tend to accumulate in the liver, bones, and spleen; in the liver, Received: October 30, 2018
they can interact with proteins, affecting enzyme activity and Accepted: January 21, 2019
physiological function.” Published: February 11, 2019
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Figure 1. Scheme of the synthetic procedure used for building the coated upconversion nanoparticles (UC,,@PAMPS, UC,,@PSS, UC,,@PEGP,
and UC,@PFD) and structure of the ligands: poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonate) (PAMPS); polystyrene sulfonate (PSS);
mPEGSK-phosphate (PEGP); and 1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-decanol (PFD).

groups may help modulate the extent to which the nanoparticle
is absorbed in the organism (e.g., the gastrointestinal tract) and
its bioavailability (e.g, nanoparticle ionization decreases
absorption)."”” An organic shell completely covering and
strongly anchored to the UCNP surface might prevent
undesirable interference in biological environments (inter-
actions with different blood components or any biological
fluids, formation of a protein corona).'"*>

Xia et al. demonstrated that a multichelating phosphonate
coating (ethylenediamine tetra(methylene phosphonate),
EDTMP) can prevent the disintegration in water of
NaYF,:Er*",Yb* NPs (200 pug NP/mL), whereas UCNPs
capped with monophosphonates and citrate are drastically
damaged. These facts can be attributed to the strong
coordination of EDTMP to the UCNP surface as a
consequence of the affinity of the phosphonate group to the
cations at the surface, combined with the hexadentate binding
of the ligand by means of its four phosphonates and two amine
groups. The EDTMP-capped NPs showed a high resistance to
disintegration when incubated in phagolysosomal simulated
fluid (pH 4.5) for 24 h. It is worth mentioning that these
studies were performed with relatively high concentrations of
NPs.'*

Many applications of UCNPs require that the NPs possess
an organic capping that (i) provides them with high
dispersibility in water, (ii) protects them from disintegrating
in water at neutral pH and/or acid media, (iii) makes their
further functionalization possible and/or impedes the UCNPs
from causing any undesirable interference in the (chemical or
cellular) environment, and (iv) is biocompatible.

With the aim of obtaining more stable UCNPs in water, we
focused on coating the UCNP surface with multichelating,
strongly acidic ligands, specifically, polysulfonates. The sulfonic
group is a strong acid (pK, of ca. —3) which is virtually ionized
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throughout the entire range of pH values; the sulfonate group
has three potential coordination sites and can be effectively
grafted to the UCNP surface.”

We demonstrate here that polysulfonates, such as poly-
styrene sulfonate (PSS), remain anchored to the surface of
NaYF,:Ln** UCNPs even at pH of ca. 2 and that highly diluted
water dispersions of the UCNP@PSS nanohybrid (10 pg/mL)
show an amazingly low release of Y** and Ln** ions for up to
96 h.

B RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis and Characterization of the Polymer-
Capped UCNPs. First, different organic ligands with func-
tional groups able to coordinate Ln** ions, specifically,
phosphate, sulfonate, and even fluoride,’,'°~>* were used for
coating the UCNP surface with the purpose of comparing the
resistance to acids of the corresponding capping under a strong
acid medium (pH of ca. 2). Two types of upconversion
nanoparticles (UCNPs), namely NaYF,:Yb*"Er** and NaY-
F,:Yb**, Tm>®, were synthesized by thermal decomposition
with oleic acid and 1-octadecene at high temperature following
a slightly modified well-known protocol. A batch of oleate-
capped f-NaYF,:Yb* Er** (UCp@OA) and two different
batches of f-NaYF,:Yb*", Tm* (UCy,@OA and UCr,,@
OA) were used for the studies reported here.”* Experimental
details, X-ray diffraction (XRD) data, transmission electron
microscopy (TEM) images, size distribution histograms, and
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)
analyses can be found in the Supporting Information (Figures
S1 and S2 and Table S1). TEM images showed that UCr,,,@
OA, UCr,,@OA, and UCy@OA NPs were uniform
hexagonal prisms, and their average sizes were (22.7 + 0.9)
X (20.3 = 1.0) nm, (32.9 + 1.9) X (22.4 + 2.2) nm, and (46.7
+ 1.8) X (28.6 + 1.4) nm, respectively.

DOI: 10.1021/acsomega.8b03015
ACS Omega 2019, 4, 3012-3019
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Next, bare UCNPs were prepared by treatment of the
oleate-capped NPs either with HCI at pH 4 or by addition of
NOBF, to lead to UC,,@BF,.**** The low binding affinity of
the BF,™ anion to the UCNP surface together with the strong
coordination capability of the Ln*" ions makes the secondary
surface modification possible. Then, the as-prepared bare
UCNPs were reacted with the selected ligands, namely (i)
poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonate) (PAMPS),
(ii) poly(sodium 4-styrene sulfonate) (PSS) with an M, of
70000, (iii) mPEGSK-phosphate (PEGP), and (iv)
1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-decanol (PFD) (Figure 1), to afford
UC,,@PAMPS, UC,,@PSS, UC,,@PEGP, and UC,,@PFD
NPs, respectively (see the Materials and Methods section for
further details).

The successful coating of the UCy, surface with PAMPS,
PSS, PEGP, and PFD was corroborated by HRTEM, FTIR
(Figures 2 and 3), and TGA (Figure S3—S5 in the Supporting

Figure 2. Representative HRTEM images of (A) UCy,, @PAMPS,
(B) UCyy@PSS, (C) UCy,,@PEGP, and (D)UCy,,@PED. Scale
bar 10 nm.

Information). Thus, Figure 2 shows high-resolution TEM
(HRTEM) images of representative samples of the four coated
UCr,, NPs where the presence of an organic layer can be
observed around the surface of the inorganic NPs (see Figure
S6 for coated UCg, NPs). The thickness of the capping was 2.5
+ 0.1 nm in the case of UC,, @PAMPS, 1.6 + 0.3 nm for
UC,,@PSS, and 2.2 + 0.3 nm for UC,,@PEGP. The thinner
capping (ca. 0.7 nm + 0.3 nm) of the UC,@PFD NPs is
consistent with the smaller size of the perfluoroalkanol ligand.
As expected, the nanoparticle sizes after surface functionaliza-
tion remained identical to that of the parent UC;,, NP.

The FTIR spectrum of the samples (see Figure 3, left)
clearly showed the characteristic signals of each ligand coating
the UCy, surface; briefly,( i) the C—H stretching vibration
around 2880 cm ™' in all of them, (ii) the C—O stretching
vibration at 1110 cm™ associated with the backbone of the
PEG chains and the vibration at ca. 1240 cm™ typical of P=0
in PEGP, (iii) the two bands centered at ca. 1220 and 1045
cm™', which correspond to the stretching vibration (asym-
metric and symmetric, respectively) of the S=O groups in the
sulfonated polymers, and the bands at ca. 1700 cm™" attributed
to C=0 of the amide in PAMPS, and (iv) the multiple strong
bands in the range of 1350—1100 cm™' assigned to C—F
stretching modes of the perfluoroalkyl chain of PFD.*° In
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addition, the comparison between the spectra of the ligand-
coated UCNPs and that of the corresponding ligand (not
shown) evidenced the effect of the anchoring to the NP surface
on the ligand vibrations, for example, fewer bands in the 1550
to 1000 cm™" region due to the interaction of fluorine atoms
with the UCNP surface, specifically with Y** and/or Ln*" ions.

In fact, lanthanide shift reagents have been applied to the
study of alkyl fluorides by 'H-NMR spectroscopy. Important
findings are that the chemical shift induced by Yb** shift
reagents decreases as the distance from the fluorine atom to
the observed nucleus increases, and the resolution of the
shifted resonances is poor for the nucleus closest to the
fluorine center.”® These shifts have been attributed to the
formation of fluorine-coordinated lanthanide complexes. F-
NMR spectra of the ligand and UC,,@PFD were recorded in
deuterated-methanol (see Figure S7) because the '"F-NMR
spectra can be useful to determine the type of anchoring of
PED to the NP surface (via multidentate chelation or an active
functional group located at the end of the chain, termed brush-
like interaction). Both spectra showed seven bands at —82.85,
—115.15, —123.15, —123.40, —124.20, —125.25, and —127.75
ppm; the most significant difference between them was that
the multiplet at —82.85 ppm in PED, assigned to CF;, turned
into a broad band in UC,@PFD. This is consistent with the
interaction of PFD with the NP surface via the CF; group,
although from the negligible changes in the chemical shifts of
the ligand, it can be inferred that this interaction is weak.

Thermogravimetric analyses (TGA) of the UC,,@ligand
NPs, namely UC,,@PAMPS, UC,,@PSS, UC,,@PEGP, and
UC,,@PFD NPs, were carried out to determine the presence
and amount of ligand bound to the nanoparticle surface (see
Figure SS in the Supporting Information). A weight loss of ca.
10 wt % was observed at temperatures below 750 °C for the
four of them, and it can be attributed to the organic capping.

The emission spectra (4, = 975 nm) of UCr,,, @PAMPS,
UC 1, @PSS, UCr,,@PEGP, and UCy,,;@PED NPs, as well
as those of UC;@PAMPS and UCp@PSS, are shown in
Figure S8 (see the Supporting Information). The UCr,, NPs
showed the typical Tm*" emission bands: four of them below
500 nm ['I — °F, (at 345 nm),'D, — 3H; (at 368 nm),'D, —
3F, (at 450 nm), and 'G, — 3Hy (at 475 nm) transitions] and
other three bands at 650, 700, and 800 nm. In the case of the
UCg, NPs, the three more intense emission bands can be
observed in the green spectral region centered at 4, at 525
(*Hy1/2/"L,5), transition) and 545 nm (*S,/,/*;5), transition)
and in the red spectral region centered at A, at 660 nm
(*Fo»/"1,5), transition).

As stated before, our purpose was to evaluate the efficiency
of different ligands to protect the UCy,, surface even in a highly
acidic aqueous medium as low as pH 2. It is equally important
to prevent the disintegration of UCy,, in highly diluted water
dispersions (few micrograms per milliliter). Both occurrences,
the loss of the organic capping and the disintegration of the
inorganic core, can cause undesirable interference in a
chemical or biological environment. The next two sections
are devoted to presenting and discussing the results after acid
treatment of the four coated UC;, NPs as well as the
extraordinary chemical and photophysical stability of the
sulfonate-coated NPs in water.

Stability of the Polymer Capping of UC_, in Strongly
Acidic Media. Each coated UC, was dispersed in milliQ-
water, and the pH of the colloidal dispersion was measured at
room temperature. Then, the sample was acidified (see the

DOI: 10.1021/acsomega.8b03015
ACS Omega 2019, 4, 3012-3019
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Figure 3. FTIR spectra of (A) UCr,,;@PAMPS, (B) UCy,,,;@PSS, (C) UCr,,,@PEGP, and (D)UCr,,;@PFD before (left) and after (right) acid

treatment.

Figure 4. Representative HRTEM images of UC@PSS (top) and UCy@PEGP (bottom), before (left) and after (center) acid treatment;
expanded image of the nanoparticles is shown in the red square in the center images (right).

Materials and Methods section) with HCI solution down to
pH 2, and its emission was measured after 12 h (see
Supporting Information, Figures S9 and S10). Next, the
sample was centrifuged and washed with milliQ-water,
eventually obtaining a solid, which was analyzed by FTIR.
Figure 3 (right) shows the FTIR spectra after acid treatment
and reveals that only those cappings with sulfonate groups
remain anchored to the surface of the UC;, NPs, that is,
UCr,,@PAMPS and UCr,,@PSS, while no capping was then
distinguished for UCy,,@PEGP and UCy,,@PFD (see Figure
S11 for the UCyg, nanohybrids). Figure 4 shows HRTEM
images of UC,,@PSS and UCy,@PEGP captured after acid
treatment compared to those before such treatment (see
Figure S12 for other samples). The fact that the sulfonated
ligands remained anchored to the UCNP surface in strong acid
medium is relevant from the point of view of UCNP

3015

applications, because the maintenance of the organic capping
is crucial for its performance. Remarkably, polysulfonate-
capped UCy, were emissive at acidic pH values (Figure S13).
The failure of UC;, @PEGP and UC,,@PFD to maintain the
capping under strong acid media can be attributed to acid-
induced weakening of the coordination of the ligand to the NP
surface (see Footnote ii for UC,,@PFD).>”?*

The change in the NP surface charge as a consequence of
the acid treatment was consistent with the variation of the zeta
potential of the NPs (see Table S2 in the Supporting
Information). Before and after acid treatment, UC,, and
UC,,@BF, show positive values (%19 mV), whereas those of
UCL,@PSS and UC,@PAMPS are negative (~—31 and —26
mV, respectively, due to the anionic polymers). However,
UC,,@PEGP and UC,,@PFD show either slightly negative
(~—3 mV) or slightly positive (%11 mV) zeta potential values,

DOI: 10.1021/acsomega.8b03015
ACS Omega 2019, 4, 3012-3019
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Table 1. Total Molar Amount of Dissolved Lanthanide Ions” from UC;,@PSS, UCy, @PAMPS, and Naked UG’

supernatant (uM)®

sample time (h) Ln**total Ln*" loss (%) Er** Y Yb**

UC, 24 4.63 4.41 0.0930 3.77 0.780
48 6.44 6.05 0.120 5.29 1.03
72 2.70 2.56 0.0536 2.19 0.458
96 0.200 0.21 4.65 x 1073 0.123 0.0712

UC,,@PSS 24 0.0422 0.0555 113 x 1073 0.0327 832 x 107
48 0.376 0.479 6.16 x 1073 0.307 0.0625
72 0.280 0.346 4.64 x 1073 0.239 0.0363
96 0.352 0.420 382 % 1073 0.317 0.0319

UC@PAMPS 24 1.39 4.03 0.0275 1.12 0.244
48 1.69 4.97 0.0340 1.32 0.331
72 1.56 4.51 0.0307 1.26 0.269
96 0.214 0.669 461 x 1073 0.151 0.0588

“Ln*: Y**, Yb*, and Er** ions. 10 pg/mL, incubated in milliQ-water up to 96 h. “Determined by ICP-MS. dPercentage of dissolved Ln** from the

starting UCy, nanoparticle.

respectively, before acid treatment (dispersed in milliQ-water),
but their zeta potential was similar to that of the bare UC,
after acid treatment (see Table S3), which evidences the
removal of their capping ligand. Indeed, DLS showed no sign
of aggregation for these nanohybrids (e.g, UCg@PSS in
Figure S14).

Chemical and Photophysical Stability of the Sulfo-
nate-Coated UC, NPs in Water. The disintegration of the
inorganic core of UC, in highly diluted aqueous dispersions
(10 ug/mL, 8mL) was evaluated for those systems that showed
stable organic capping upon acid treatment, that is, UC;,@PSS
and UCy@PAMPS. For this purpose, the dissolution of
UC,,@PSS and UCg,@PAMPS into their constituents, Y*,
Yb*, and Er**/Tm®', was measured by inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS), which is an appropriate
quantification method for the release of the ions from the
inorganic nanoparticles,* and the process was monitored for up
to 96 h. For comparative purposes, the disintegration of the
bare UCE, NPs was also analyzed. Briefly, 8 mL of each colloid
(10 pug/mL) was vortexed (200 rpm/min) at room temper-
ature for 24h. Then, a 2mL aliquot was taken, and after
centrifugation (15000 rpm/min, 20 min) and filtration, the
supernatant was analyzed by ICP-MS. This process was
repeated at 24 h intervals up to 96 h with aliquots taken from
the remaining solution to determine the chemical stability of
the nanoparticles (see results in Table 1 and a schematic
representation of the process in Figure S15 in the Supporting
Information).

Data in Table 1 show that the two sulfonated polymers
clearly prevented the disintegration of the NP when compared
to that of the bare NP (there was a 100-fold less dissolved Ln**
total concentration for the PSS-capped nanoparticle compared
to the bare UC, after 24 h), but PSS was more effective than
PAMPS. This could be attributed to the high hydrophobicity
of the polystyrene moiety in PSS and/or the higher content of
sulfonate groups in this polymer that have a stronger binding
capacity than the amide in PAMPS.

An interesting observation was the decrease in the Ln**
concentration in the supernatant arising from the disintegra-
tion of the bare UCg, NPs under prolonged incubation in
water, specifically 72 and 96 h (Table 1). This may be due to
the deposition of the ions as complexes on the NP surface. In
fact, ICP-MS results of the solid residue in the centrifuged
samples at 24, 48, 72, and 96 h showed how the ratio between
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lanthanides in the bare UCg, nanoparticles was changing over
time (Figure S16). Interestingly, the ratio of Y increased, but
the ratio of both Yb and Er decreased. This explains why the
total ion concentration in the supernatant decreased with
extended suspension times. This process was much less evident
in UCE,@PAMPS, once again corroborating the high chemical
stability provided by PAMPS to the inorganic nanoparticle. In
addition, the structural integrity of the bare UCEr and UCEr@
PPS nanoparticles was monitored by TEM for up to 96 h.
These experiments show the drastic corrosion of the bare
nanoparticles. These images also demonstrate the beneficial
effect of the polysulfonate in preventing the nanoparticle
disintegration (Figure S17).

Finally, the photophysical stability, that is, the upconversion
luminescence in aqueous media of UCg@PSS, UCr,@PSS,
and naked UCy, (particle concentration of S pg/mL), was
evaluated. The luminescence spectra (1, = 975 nm) were
registered after incubating the nanoparticles for 24 h (every 90
min for the first 8 h and then at 24 h) in pure water while
being slowly shaken. The area under the curve was calculated
for each measurement. Figure S clearly shows a loss of
emission intensity for bare UCg,. As explained above, this fact
could be attributed not only to the loss of doping ions (Yb/Er)
and disintegration of UCg, but also to adsorption of some of
the “dissolved” ions on the nanoparticle surface. Undoubtedly,

the best photostability was observed for UC,,@PSS, which
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Figure S. Emission intensity (area under the curve) over time for
water dispersions of S pg/mL UCE@PSS (blue squares), UCr,,,@
PSS (red circles), and naked UC, (black triangles).
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wholly agrees with the lower dissolution of lanthanide ions in
water as observed by ICP-MS. Therefore, coating the UCg,
with PSS not only allowed chemical stability in highly acidic
medium but also prevented dissolution of its inorganic UCk,
core into its lanthanide ions and preserved the upconversion
emission for longer periods.

Bl CONCLUSIONS

In summary, we demonstrate here that not only do highly
acidic polysulfonates remain strongly coordinated to the
NaYF:Ln* UCNPs in strong acidic media and provide the
nanoparticle with high dispersibility in water as well as
additional functionality but also these cappings meet the
requirements for an adequate protection of NaYF,:Ln*
UCNPs to preserve their integrity in highly diluted water
dispersions. These are especially interesting results because an
adequate capping can preserve the luminescence properties of
the UCNPS as well as avoid the (bio)toxicity caused by the
disintegration of the nanoparticles into toxic ions, such as
fluoride ions. The next step is to study the capacity of the
sulfonate capping to preserve the chemical stability and
photophysical features of the nanoparticles in highly diluted,
strongly acidic solutions; these studies are ongoing and will be
reported in due course.

H MATERIALS AND METHODS

The chemicals used for the nanoparticle syntheses were
lanthanide chlorides (YCl;-6H,0, YbCly-6H,0, ErCly-6H,0,
TmCl;-6H,0, and NdCly-6H,0 (>99.9%, all of them)), 1-
octadecene (95%), oleic acid (70%), and NaOH and NH,F
(99.99%). All of these chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich and used as received without previous purification. The
chemicals used for the coatings were poly(2-acrylamido-2-
methyl-1-propanesulfonate, (M, of ~25,000) (see the
Supporting Information), poly(sodium 4-styrene sulfonate),
PSS (M,, of ~70,000, Sigma-Aldrich), mPEGSK-phosphate
(Sigma-Aldrich), and 1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-decanol
(>97%, Alfa Aesar). Transmission electron microscopy
(TEM) images were obtained using a Jeol 1010 microscope
operating at 100 kV equipped with a digital camera (AMT
RX80; 8 megapixels). For the preparation of the samples, 10
uL of a 0.5 mg'mL™" solution of the UCNPs was left to dry
under vacuum at room temperature on a Formvar/carbon film
supported on a 300-mesh copper grid. High-resolution
transmission electron microscopy (HRTEM) images were
recorded using a TECNAI G2 F20 microscope operating at
200 kV (point resolution of 0.24 nm) and equipped with a
CCD GATAN camera. XRD analyses were performed on a
Bruker D8 Advance A2S diffractometer using Cu Ka (4 =
1.54060 A) radiation at a voltage of 40 kV and 30 mA, and a
LynxEye detector. The powder diffraction pattern was scanned
over the angular range of 2—80° (26) with a step size of 0.020°
at room temperature. All FTIR spectra were obtained using an
FTIR Thermo Nicolet Nexus spectrophotometer at room
temperature with 64 scans and a resolution of 4 cm™" between
400 and 4000 cm™". The TGA analyses were carried out using
a TGA 550 from TA instruments with an operative
temperature range 50-800 °C and 0.1 microgram sensitivity.
The samples were heated from 50 to 750°C, with an increase
of 5°C'min™" and under air flux of 50 mL-min~". The pH
measurements were carried out by using a pH meter (GLP21).
Centrifugation was carried out in a Thermo-Scientific Legend
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XIR. ICP-MS analyses were carried out using an ICP-MS
Agilent 7900. Dynamic light scattering and zeta potential (£)
analyses were performed on a Zetasizer Nano ZS from
Malvern.

Synthesis of UC,,, Coated with Polystyrene Sulfonate
(UC,,,@PSS). A mixture of 2 mL of UC,@BF, dispersed in
DMF (50mg/mL), DMF (3 mL) and PSS (1.7 mL) was kept
under vigorous stirring at 60 °C. This turbid mixture was
further stirred for 24 h. Then, the BF,” capping was replaced
by PSS. The dispersion was centrifuged for 20 min at 15000
rpm, and the supernatant was discarded. Then, the coated
UC,,@PSS NPs were redispersed in 10 mL of milliQ-water
and centrifuged for 15 min at 15000 rpm to remove excess
PSS. This step was repeated three times. Finally, the pellet was
redispersed in DMF (S mL) and centrifuged for 3 min at 2000
rpm to get rid of larger agglomerates.

Synthesis of UC,,, Coated with Poly(2-acrylamido-2-
methyl-1-propanesulfonate) (UC,,@PAMPS). To 2 mL of
a UCL,@BF, dispersion (50mg/mL DMF), S00 mg of AMPS
dissolved in 3 mL of DMF was added and kept under vigorous
stirring at 60 °C for 24 h to displace BF,” and obtain UC,, @
PAMPS. The following steps were identical to those described
above for purification of UCy, @PSS.

Synthesis of UC,,, Coated with mPEG5K-Phosphate
(UC,,,@PEGP). Naked UC|,, NPs were coated with mPEGSK-
phosphate by following the procedure previously described
2239 In short, approximately 50 mg of naked UC,, dispersed
in 2 mL of absolute ethanol was placed into a glass vial, and
300 mg of PEG-phosphate ligand was added to it. The vial was
capped tightly, and the resulting solution was stirred overnight
at 60 °C. Then, it was cooled to room temperature, UC,, @
PEGP NPs were collected via centrifugation at 15000 rpm for
20 min, and the supernatant was discarded. The pellet was
redispersed in 10 mL of milliQ-water and centrifuged for 15
min at 10000 rpm. This washing step was repeated in triplicate.

Synthesis of UC,,, Coated with 1H,1H,2H,2H-Per-
fluoro-1-decanol (UC_,@PFD). To 2 mL of a UC,,@BF,
dispersion in DMF (S0mg/mL), S00 mg of 1H,1H,2H,2H-
perfluoro-1-decanol dissolved in 3 mL of DMF and four drops
of triethylamine were added under vigorous stirring at S0 °C
for 24 h. The dispersion was centrifuged for 20 min at 15000
rpm, and the supernatant was discarded. The pellet was
redispersed in 10 mL of methanol and centrifuged for 15 min
at 15000 rpm twice. Additionally, it was washed two times by
dispersion in 10 mL of methanol. Finally, the pellet was
redispersed in S mL of DMF.

Steady-State Photoluminescence. Steady-state photo-
luminescence spectra were obtained at room temperature with
a 2 nm slit width and § nm's™' speed scan using an SLM
Amingo Bowmann series 2 (AB2) fluorometer (Microbeam,
S.A.). The AB2 software (v.5.5) was used to register the data.
Upconversion emission spectra were recorded by excitation at
975 + 10 nm using a CW 975 nm diode laser (Thorlabs
L97SP1W]J) as an excitation source coupled to the fluorometer.

Measurement of the Nanohybrid Emission versus
pH. The selected coated UCy,, was dispersed in milliQ-water
(5 mg X S mL™"), and the pH of the colloidal dispersion was
measured at room temperature. Subsequently, different
aliquots (S or 10 uL) of HCI solution (0.1 or 0.5M) were
added, and after each addition, the pH and the emission were
measured up to pH 2 or slightly lower. Next, the emission was
registered again after 12 h under continuous stirring. After that,
the sample was centrifuged at 15000 rpm for 20 min, and the
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solid was washed twice with 5 mL of milliQ-water. After
removing the supernatant, the solid was dried under vacuum,
and the FTIR spectrum was registered.

Chemical Stability of UCg@PSS, UC;,@PAMPS and
Bare UCE,@PSS in Water. A dissolution test of the UC;,, NPs
into its constituents Y>*, Yb*", and Er**/Tm>" was performed
for UC;,@PSS, UC;,@PAMPS, and bare UC,,@PSS. In each
case, the colloid (8 mL, 10 g/mL) in water was shaken (200
rpm/ min) at room temperature for 24 h. Then, a 2mL aliquot
was taken and centrifuged at 15000 rpm for 20 min to remove
the majority of the UC;,, and the supernatant was
subsequently filtered®’ by using an ACRODISC GHP 0.2
pum filter to avoid the presence of UCy,. This process was
repeated three times to determine the chemical stability of the
nanoparticles for up to 96 h (see results in Table 1). Finally,
the supernatants were taken for analysis by ICP-MS using a
spectrometer (IC-MS Agilent 7900) (see schematic represen-
tation of the process in Figure S13 in the Supporting
Information).

Photophysical Stability of UC_,@PSS in Water. The
effect of the Ln®" ion dissolution from the UCNP on their
upconversion emission was studied by following a procedure
similar to that previously described.” Briefly, UC,,@PSS (S
ug/mL) and naked-UCg, (S pg/mL) solutions in water were
prepared and stirred at room temperature. The emission
intensity of these solutions was monitored by recording the
emission spectrum between 0 and 24 h. Then, the area under
the emission peaks was measured.
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Bl ADDITIONAL NOTES

"The coordination chemistry of fluorocarbon C—F moieties
with metal cations has been previously reviewed in 1997 and
2004 (see refs 16 and 17). In addition, the activation of C—F
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bonds by bonding lanthanide ions has been reported (see refs
18 and 19).

NMR measurements combined with DFT theoretical
calculations have revealed the existence of intramolecular
hydrogen bonds in organofluorine-substituted derivatives of
different classes of molecules (ref 27). In addition, it has been
suggested that proton—fluoride interactions can play a
significant role in the stabilization of conformational molecular
states ,especially via cooperativity(ref 28)
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Synthesis of oleate-capped NaYF,:Yb3*(16%),Er3*(2%) nanoparticles (UC;,@OA). In a 1000 mL
three- necked flask, YCl;:6H,0 (15.6 mmol), YbCl;:6H,0 (4.0 mmol), ErCl;-6H,0 (0.4mmol), oleic
acid (160 mL) and octadecene (300 mL) were stirred at 160 °C under an atmosphere N, until
lanthanides salts were completely dissolved. The reaction was then cooled to room temperature
and 100 ml of methanol containing NaOH (0.5M) and NH,F (0.8M) were added at once. The
colloidal suspension was stirred for 30 min at 120 °C, under a flow of nitrogen and then heated
to reflux at 305-308 °C for 90 minutes. Afterwards, the mixture was cooled to room temperature.
The formed UCNPs were precipitated by addition of ethanol and isolated via centrifugation at
7000 rpm for 5 minutes. The white pellet was washed three times by dispersion of the UCNPs in
chloroform and then precipitated by addition of excess of ethanol, additionally washed three
times by dispersion in cyclohexane, and then precipitated by addition of excess of acetone.
Finally, the purified UC;, @OA were dispersed in cyclohexane.

Synthesis of oleate-capped NaYF,:Yb3*(16%),Tm3*(0.35%) nanoparticles (UC;,,@OA). In a 1000
mL three- necked flask, YCl;:6H,0 (15.0 mmol), YbCl;-6H,0 (5.0 mmol), TmCl;-6H,0 (0.06 mmol),
oleic acid (160 mL) and octadecene (300 mL) were stirred at 160 °C under an atmosphere N,
until lanthanides salts were completely dissolved. The reaction was then cooled to room
temperature and 100 ml of methanol containing NaOH (0.5M) and NH,4F (0.8M) were added at
once. The colloidal suspension was stirred for 30 min at 120 °C, under a flow of nitrogen and
then heated to reflux at 305-308 °C for 90 minutes. Afterwards, the mixture was cooled to room
temperature. The formed UCNPs were precipitated by addition of ethanol and isolated via
centrifugation at 7000 rpm for 5 minutes. The white pellet was washed three times by dispersion
of the UCNPs in chloroform and then precipitated by addition of excess of ethanol, additionally
washed three times by dispersion in cyclohexane, and then precipitated by addition of excess of
acetone. Finally, the purified UC;,,@OA were dispersed in cyclohexane.

Ligand exchange with BF,. We used a ligand-exchange strategy using nitrosonium
tetrafluoroborate (NOBF,) to replace the original oleate ligands attached to the UCNPs.>? In
particular, in 50 mL round bottom flask 10 mL of UC_,@OA [25 mg/mL] dispersed in cyclohexane
and then 10 mL dimethylformamide (DMF) were added. This resulted in a two-phase system
consisting of an upper layer of cyclohexane (containing the OA-coated UCNPs) and a subjacent
layer of DMF. Subsequently 250 mg of NOBF, were added at once under vigorous stirring and
the mixture was stirred for 60 minutes. This resulted in the phase transfer of the UCNPs from
cyclohexane to DMF. The UCNPs in the slightly turbid DMF phase were precipitated by adding
100 mL of chloroform and were collected by centrifugation (7000 rpm, 5 minutes).

The transparent pellet was redispersed in 5 mL of DMF, precipitated again by addition of an
excess of chloroform (50ml), and collected by centrifugation. This wash was repeated three
times. Afterwards, the pellet was redispersed in 5 mL of DMF and centrifuged (2000 rpm, 3
minutes) in order to get rid of larger agglomerates to afford UC,,@BF,.

Ligand removal with HCI. For this synthesis we used a protocol based on two-steps. The first
one is the complete removal of the hydrophobic ligand oleate by treatment of hydrophobic
UCNPs with hydrochloric acid that can strip the native ligands off the surface to generate ligand-
free and water-dispersible particles.? The UC,,@OA (50 mg) were dried and then, dispersed in
0.1 M HCI (10 ml, pH = 3), sonicated in an ultrasonic bath and stirred for 3 hours while adjusting
the pH value to 3 by the addition of the HCl solution every 30 min. After this, the oleic acid was
extracted with diethyl ether and the process was repeated until the solution became almost
transparent. Naked UCNPs (UC,,) were precipitated with acetone and centrifuged (10000 rpm
for 8 min), and collected by dried under vacuum.
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Synthesis of poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonate acid, PAMPS) The polymer
(PAMPS) has been prepared via free radical polymerization by using a high percentage of
azobisisobutyronitrile (AIBN) as initiator as previously reported.* The free radical polymerization
and purification was carried out by following a previously described protocol.®

\)J\ % ~O" H,0/CH,CH,CH,OH Z\( \ﬁ
//

24h/65°C
AIBN

Scheme 1. Synthesis of PAMPS.

Briefly, polymerization was carried out in a deoxygenated mixture of milli-Q water/n-propanol
(50: 50 v/v; total volume of 60 mL) containing, AMPS (14 g, 67mmol), and AIBN as initiator (500
mg, 3.00 mmol). The solution was deoxygenated with nitrogen for 2 hours and continuously
stirred at 65 °C for 24 h. The reaction was cooled (using an ice-bath) Then, 50 mL chloroform
were added and the mixture was vigorously stirred during 3 h. The reaction was stopped and
two phases were observed, the denser phase (strong emulsion) was discarded. Organic solvents
were removed at reduced pressure from the other one and, then, dried under vacuum.
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Figure S1. XRD spectra of: Orange-line: NaYFa:Yb,Tm (UC;,@OA); red line: NaYFa:Yb,Tm
(UCrm2@OA) and blue line: NaYFa:Yb,Er (UC;,@OA) and hexagonal NaYF4 standard (JCPDS PDF
number 16-0334).
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Figure S2. Representative low-resolution TEM images for UC, together with size distribution
histograms constructed from these TEM particle measurements: (left) UC;,@OA, (Middle)
UGt @OA and (right) UCr,,, @OA.

Table S1. Content of rare-earth ions of UC,,@OA determined by ICP-MS.

Samples Code Er3[%mol] Tm*3[%mol] Yb*3 [%mol] Y*3[%mol]
NaYFa:Yb,Tm UG @OA 0.3 75.9 23.8
NaYFs:Yb,Tm UG, @OA 0.3 76.2 23.5
NaYFa:Yb,Er UC;,@OA 2.1 16.9 81.0

UC,,,,@PAMPS
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(7]
n {
@
A
&
o
o

Figure S3. Representative HRTEM images of (top) UC;,@PAMPS and (bottom) UCq,;@PSS.
Scale bar 10 nm.
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Figure S4. FTIR spectra of (A) UC;,;@PAMPS (red line), (B) UC;,@PEGP (blue line) and (C)

UCr,i@PFD (orange line). The grey line in A-C corresponds to PAMPS, PEGP and PFD,
respectively.
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Figure S5. Thermograms of (A) UC;,,;@BF,(green), (B) UC;,@PFD (orange). UC;,,;@AMPS (red),
(C) comparison between UC;,@AMPS (black) and UC;,;@AMPS (red) and (D) comparison
between UC;@PSS (blue) and UC;,,;@AMPS (gray).
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Figure S6. Representative HRTEM images of (left) UC;,@PSS, (middle) UC;,@AMPS and (right)
UCe,@PEGP.
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Figure S7. *F-NMR spectra of (A) PFD and (B) UC;,@PFD in deuterated methanol. (C)
Amplification of signals 1-7 of the * F-NMR spectra.

19F-NMR of 1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-decanol.

19F-NMR (MEOD) &¢, ppm:-82.85 (3F, t, CF3), -115.15 (2F, m, CH,-CF,-CF;), -123.15 and -123.40
(6F, m, CH-(CF,),-CF,, CH,-(CF,)s-CF,, CF,-(CF,),-CFs), -124.20 (2F, m, CF,-CF2-CF3), -125.25 (2F,
m, CHz-CFZ—Q;L -127.75 (ZF, m, Q;—CF3).
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Figure S8. Emission spectra of (A) UCr, @PAMPS [5Smg/ml DMF], (B) UCrm @PSS [5mg/ml DMF],

(C) UCtn,@PEGP [2mg/ml H,0], (D) UC;,y@PFD [5mg/ml DMF], (E) UC,,@PAMPS [Smg/ml| DMF]
and (F) UC,,@PSS [Smg/mI DMF]. (Aex= 975 nm).

Stability of the polymer capping of UC,, in strongly acidic media
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Figure S9. Emission spectra of UC;, @PAMPS (top) and UC¢,@PSS (bottom) after acid treatment.
The concentration of the solutions was 1 mg/mL in H,0. (Ae= 975 nm).
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Figure $10. Emission spectra of UC;,@PEGP (top) and UC;,.@PFD (bottom) after acid
treatment. The concentration of the solutions was 1 mg/mL in H,0. (A= 975 nm).
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Figure S11. FTIR spectra of (A) UC;, @PAMPS, (B) UC;,@PSS and (C) UC;,@PFD before (left) and
after (right) acid treatment.
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Figure S12. Representative HRTEM images of UC;,@AMPS (top) and UC;,,@PEGP (bottom)
before (left) and after (right) acid treatment.
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Figure S13. Comparison between emission spectra of Left: UC;,,; @PSS (1.4 mg/mL) in water at

pH 6.5 (black) and pH 2.0 (red) and Right: UC,,@PSS (1.2 mg/mL) in water at pH 6.3 (black) and
pH 1.9 (red). (Aex= 975 nm).

Table S2. Values of zeta potential ({) of UC,,@ligand nanoparticles.

Zeta potential ({)/ mV
Sample ; :
Before acid treatment After acid treatment?
UC;,@PAMPS -26.9+£1.2 -25.911.4
UGy @PSS -31.2+1.3 -32.0+1.4
UC;.@PEGP -2.6%0.3 14.8+0.5
UCim:@PFD 11.5+0.6 18.6+0.5

aSamples were dispersed in MQ-H,0 after acid treatment.
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Table S3. Values of zeta potential (§) of bare UC,, dispersed in MQ-H,0.

Sample Zeta potential (&) pr-ss/mV
UC;1@BF, 19.3+0.5
UC;,; naked 19.4+0.4
UC; @BF, 20.3+£0.6
20
Pdi=0.186
1d=51.02
151
§ J
5 10 4
£
=
= i
>
5
1 10 100 1000
Size (nm)

Figure S14. Dynamic scattering (DLS) of UCy,,;@PSS dispersed in DMF.

Centrifuged
15000rpm/min-20 min

> \ﬂﬁ 70— >

Filter ICP-MS analysis
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8 mL[10 pg/mL] Q!
0]
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Figure S15. Schematic representation of the procedure followed to study the stability of the
UCNPS in water
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Figure S16. Ratio between lanthanides in bare UCg, nanoparticles at different dissolution times:
24, 48, 72 and 96 h (calculated from ICP-MS results of the solid residue in the centrifuged
samples).
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Figure S17. Representative low-resolution TEM images bare UCg, (top) and UC;@PSS (bottom),
15 minutes (left), 48 hours (center) and 96 hours (right) in water dispersions at 5 pug/ml. Scale
bar 20 nm.
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Up to now, most strategies to build efficient 800 nm-light respon-
sive upconversion nanoparticles (UCNPs) have included onion-
layered structures, in which Nd®* is confined within the inorganic
crystal structure of at least one layer. We report here an easy
room-temperature modular preparation of core—shell UCNPs con-
sisting of NaYF4:Yb,Er(Tm)/NaYF, (UCcs) with Nd** anchored at the
organic capping by using cucurbituril[7] (CB[7]) as an adhesive.
Strikingly, excitation at 800 nm effectively triggers the upconver-
sion emission of UCcs@CB[7]@Nd nanohybrids.

Lanthanide upconversion nanoparticles (UCNPs) convert near-
infrared (NIR) light to shorter wavelengths by means of multi-
photon absorption assisted by real electronic excited states.’
Their good photo(physical) stability, size-independent optical
features, narrow emission lines, large anti-Stokes shift and low
long-term cytotoxicity make them far superior to other tra-
ditionally used emissive nanoparticles (NPs), such as quantum
and carbon dots and gold NPs.

Initially, core-shell -NaYF,:Yb,X/NaYF, (X = Er, Tm) (UCcs)
have been the preferred choice due to their supreme upconver-
sion luminescence (UCL) attributed to their hexagonal crystal
structure’ together with the presence of an inert NaYF, in-
organic shell that reduces the surface quenching effects due to
energy migration to the surface.” In these UCNPs, Yb absorbs
980 nm light (absorption cross section of ~107>° em?®)* and
transfers the energy to the activator (e.g. Er, Tm). Given that
water absorbs at 980 nm, but hardly at all at 800 nm (absorp-
tion coefficient 0.48 vs. 0.02 cm™, respectively),’ Nd**-doped
UCNPs able to upconvert light of ~800 nm to visible or NIR
have been developed over the last decade with a view to mini-
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Breaking the Nd**-sensitized upconversion
nanoparticles myth about the need of
onion-layered structurest

2

%2 and Julia Pérez-Prieto () *2

mizing water absorption and its associated heating effects, as
well as improving the penetration depth into tissues.” Nd**-
sensitized UCL after 800 nm excitation occurs as a result of
Nd — Yb — activator (Er/Tm) energy transfer (Scheme S1}) due
to the fact that the Nd** absorption cross-section (1.2 x 107*°
cm?) is 10 times higher than that of Yb*".>*®

Thus, Nd*" acts as the primary sensitizer to absorb 800 nm
photons, and Yb®** is the bridging sensitizer, which transfers
energy to the activator.’®” Unfortunately, Nd** induces a
drastic quenching effect caused by efficient back energy trans-
fer from the activator to Nd**.® The most widely used strategy
to build efficient 800 nm-light responsive UCNPs include
onion-layered structures.””® In these structures, Nd*" is con-
fined within the inorganic crystal structure of at least one
layer, it is encapsulated in the core and/or the shell in order to
facilitate the energy transfer to Yb®*, and it is usually in a
different layer from that of the activators (core and/or the
shell) in order to facilitate the energy transfer to Yb*". In
addition, architectures in which a sandwiched shell (only
doped with Yb*"), between a core doped with Yb*" and the acti-
vator ions and an outer shell doped with Nd*" (and sometimes
Yb*") have also been built with the same purpose. An inert and
thick outer shell has been considered crucial to overcome con-
centration quenching effects in lanthanide-doped NPs.”>'°
There is no doubt that the synthesis of these structures is elab-
orate, challenging and time-consuming.®”'" A new class of
800 nm-light responsive UCNPs without Nd** sensitizers is
that  of  Er**-enriched  nanostructures®'*'?*  (e.g.,
NaErF,@NaYF,), in which a thick shell mitigates the concen-
tration quenching effect.

Based on the reported low responsiveness of Nd** lumine-
scence to surface quenching,”” and with the aim of preparing
Nd**-sensitized UCNPs by a less challenging procedure than
that of onion-layered nanostructures, we planned an alterna-
tive, modular synthesis of UCNPs with non-encapsulated Nd**
ions at the NP periphery at a fixed distance from the NP
surface. Here we present a new, easy to perform strategy to
prepare UCNPs responsive to both 980 nm and 800 nm exci-
tation. It consists of a modular construction based on a set of

Nanoscale, 2018, 10, 12297-12301 | 12297
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three components that place Nd*" at ca. 1 nm from the surface
of a core-shell NaYF,:YbX/NaYF, (X = Er, Tm) NP.
Remarkably, we demonstrate here that Nd*', even if it is not
within the nanocrystal lattice, can act as a sensitizer of UCL
after its excitation at 800 nm (Fig. 1). This modular design is
proposed in the wake of our recent discoveries, which showed
not only that core NaYF,:Yb,X (UC;) NPs can be efficiently
capped with rigid cucurbituril hosts (CB[x], n = 5-7)** but also
that the CB[n] free portal (i.e. the portal not interacting with
the UC surface) can readily bind to cations."*

Accordingly, UC¢s have been capped with cucurbituril[7]
(UCcs@CB) and, subsequently, Nd*" has been added to cap
the free CB portal, thus producing UCcs@CB@Nd nano-
hybrids (Fig. 1). This architecture would mitigate cross-relax-
ation processes between Nd and the activator, even when
using a relatively thin inactive shell and, therefore, under the
potential occurrence of ion diffusion during the epitaxial
growth process.™>"®

Firstly, oleate-capped UCNPs, UCgsp@OA and UCcs,
tm@OA, are prepared as previously described and fully charac-
terized.”®"” UCcs s:@OA have an average size of 38 + 2 x 66 +
3 nm which includes an anisotropic shell of an inert NaYF,
layer of ca. 3 x 26 nm. The size of UCcs rm@OA is 21 1 x 31
2 nm which includes a NaYF, layer of ca. 4 x 7 nm. Secondly,
naked UCgs are obtained by acidification of UCcs@OA with
HCL'® Then, a mixture of CB[7] and naked UC; is stirred for
48 hours to afford water-dispersible UCcs@CB NPs
nanohybrids.***

HRTEM images prove that the shape and size of UCcg
remain identical upon addition of CB[7] (see experimental
details and Fig. S1-S7 in the ESIT). Fig. 2A, B, D show a thin
sheath covering UCcs g, attributed to CB[7] (see Fig. S31 for
UCcs,rm@CB). Finally, UCcs@CB@Nd nanohybrids were pre-
pared by mixing UCcs@CB with an excess of NdCl; salt.

Indeed, the presence of Nd** in the thin organic capping is
confirmed by energy dispersive X-rays spectroscopy (EDS; see
Fig. 2E and Table S1 in the ESI{). The ratio of Nd** was ca.
2 atoms per CB molecule for both UCgs 5y@CB@Nd and UCcs,
tm@CB@Nd nanohybrids. This suggests the coordination of
two Nd** ions at each CB free portal.'’

h”‘(.“ _n_.‘.\\ Vis-NIR light
AR AP L T 4

800 nm light

@ Nd
@Yb
@ ErorTm

Fig. 1 Schematic representation of a NaYF4:Yb,X/NaYF, (X = Er, Tm)
core-shell NP (UCcs) coated with CB[7] and Nd** and the processes
occurring after 800 nm excitation: Nd** ions anchored at the outer rigid
organic capping (CBI[7]) serve as sensitizers and transfer the energy to
Yb3* ions; upconversion emission occurs after subsequent energy
migration from Yb** ions to Er®*/Tm>*.
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High-angle annular dark-field (HAADF) scanning trans-
mission electron microscopy (STEM) HAADF-HRSTEM is a very
appropriate technique for the detection of single atoms.”®
Therefore, it was used to corroborate the presence of Nd*" at
the organic capping of UCcsy@CB@Nd. It is worth noting
that no evidence of irradiation damage in this layer was
detected during the acquisition of the images. Fig. 2A corres-
ponds to an image of two nanohybrids. As it can be deduced
from the HAADF-HRSTEM image (Fig. 2B), these nano-
hybrids show a high degree of crystallinity and they are
covered by an organic shell with a thickness of about
2-3 nm. The HAADF-HRSTEM micrograph shows the pres-
ence of heavy atoms embedded in this organic layer; the
highlighted circle in the rectangular area depicted in the
inset of Fig. 2B shows two bright dots. The intensity profile
extracted from the rectangular area of inset Fig. 2B shows
two clearly distinguishable peaks, with a full-width at half-
maximum close to 2 A, which correspond to the two bright
dots. The dimensions and intensity of the 2 bright dots as
compared to that of the organic sheath, allow us to assign
them to Nd single atoms embedded in the covering layer of
the NPs. It’s worth mentioning that the different brightness
of these two neighbouring atoms may be caused by their
different location, in terms of height, within the layer. In
fact, this aspect is related to the focus conditions and the
depth of field.?“®

The UCL spectra (lex = 980 nm) of UCcsyp@CB and
UCcs,;:@CB@Nd  exhibit the Er*" characteristic emission
bands at ca. 550 nm (4S;, — 4l;5,,) with a small shoulder at
520 nm (2Hj1/3, 4S32 — 4l;5,2) and another band centred at
670 nm (4Fy,, — 4l;5,) (see Fig. 2 for UCcs x@CB@Nd; spec-
trum of UCcg s@CB is similar, not shown); see Fig. S8+ for
UCcs rm@CB and UCgs 1rn@CB@Nd."?

A laser scanning confocal equipment was used to deter-
mine the performance of the UC;s@CB@Nd NPs using short
dwell times after NIR excitation, at both 800 nm and 980 nm.
This makes it possible not only to study the occurrence of
energy transfer processes in the UC;s@CB@Nd nanohybrids
but it has also proved to be a useful tool to evaluate lumine-
scence lifetime in a range of several tens of microseconds (see
ESIt).2!

Therefore, samples were prepared by drop-casting a water
dispersion of the corresponding NPs onto a 25 x 75 mm micro-
scope glass slide. Then, solvent was evaporated and the
sample was covered with a 22 x 22 mm glass slide.

The 515-560 nm channel was used to follow the emissive
behavior of UCgs @CB@Nd and, for comparative purposes,
UCcs,er@CB, taking into account that the emission of these
NPs is the strongest in this channel (Fig. 2]). As expected, con-
focal images of UCgsp@CB@Nd and UCcs g/@CB at Adex =
980 nm showed the green emission of the NPs (Fig. 2F and G).
The emission quantum yield upon 980 nm excitation of
UCs@CB[7]@Nd and UCcs@CB[7] was measured by using a
Quantaurus-QY Plus UV-NIR absolute quantum yield spectro-
meter (further details in ESI{). UCcs@CB([7] exhibited a higher
emission efficiency than the Nd-caped UCNP (1% vs. 0.6%,

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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Fig. 2 (A) HAADF-STEM micrograph of two superposed UCcse@CB@Nd NPs partially deposited on the carbon support film; in both of them,
though it is more evident in the one on top, a thin organic layer is visible; (B) high-resolution HAADF-STEM image of another UCcsg,@CB@Nd NP
also covered by a 2—-3 nm shell; in the shell, two bright dots can be seen in the highlighted rectangular area (inset at the top); these dots can be
identified as Nd single atoms in the NP organic layer; (C) an intensity profile has been obtained on them. These dots can be identified as Nd single
atoms embedded in this covering layer of the NPs; (D) HRTEM image and (E) EDS analysis of UCcs g;@CB@Nd nanohybrids; (F,G,H,l) confocal images
of UCcs,e,@CB@Nd and UCcs@CB at lex = 980 nm and Jex = 800 nm (515-560 nm, 2 pus per pixel); (J) emission spectrum at lex = 980 nm of a
0.3 mg mL~* dispersion of UCcse@CB@Nd in MilliQ water; (K,L) intensity profile of UCcs@CB@Nd NPs obtained from the trace of the emission
showed by an aggregate after excitation at (K) 980 nm and (L) 800 nm a dwell time of 2 ps per pixel.

respectively). This is consistent with energy transfer from Yb to
Nd.

Then, the images were registered at 1., = 800 nm to demon-
strate the occurrence of Nd — Yb — Er energy transfer in the
UCcs,e:@CB@Nd UCNP (Fig. 2H and I). Likewise, excitation at
785 nm of UCgg,Er@CB and UCqg,Er@CB@Nd under the
same optical setup (0.497 um per pixel; 2.0 ps per pixel) evi-
denced the Nd — Yb — Er energy transfer (Fig. S9F).

The Er emission quantum yield upon 808 nm excitation of
UCcs@CB[7]@Nd was 0.001%. This corroborated that the
energy transfer from Nd to Yb occurred despite of the inactive
shell.

To our knowledge, there are no conventional onion-layered
structures to compare our nanohybrid with, i.e., there are no
papers reporting on the efficiency of onion-layered UCNPs
with the Nd-doped shell separated from the core doped with
the Yb,activator ions by the inactive NaYF, matrix. It is clear
that there is room for increasing the efficiency of NaYF,:Yb,
Er@NaYF,@CB@Nd by using an active shell (e.g., NaYbF,)
instead of un-doped NaYF,.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018

Finally, Fig. 2K and L show the intensity profiles of
UCcs,rr@CB@Nd NPs obtained from the trace of the emission
exhibited by an aggregate after excitation at 980 nm and
800 nm at a dwell time of 2 ps per pixel (Fig. S10T). The
UCL decay lifetimes of the green emission at A, = 980 nm
were of 245 + 7 ps and 240 + 4 ps for UCgsy@CB and
UCcs,er@CB@Nd, respectively. The value was similar for the
UCqs,rr@CB@Nd photoluminescence decay at Aex = 800 nm
(227 £ 6 ps). Fig. S11-187 illustrate the confocal images for
each sample and channel.

Last but not least, these UC;s@CB@Nd nanohybrids could
also be used for NIR-to-NIR down conversion fluorescence
imaging by following the emission of Nd at about 900, 1060,
and 1340 nm.

Conclusions

In summary, we report here an easy modular strategy for pre-
paring UCNPs comprising NaYF,:Yb,Er (Tm)/NaYF,/Nd in

Nanoscale, 2018, 10, 12297-12301 | 12299
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which Nd*" is not located in the crystal structure of the UCcs,
but in its organic capping ligand at about 1 nm from the NP
surface. Interestingly, the emission of the NP can be triggered
after 800 nm excitation. To our knowledge, this is not only the
first example of a lanthanide photosensitizer in the organic
capping of an UCNP, but it is also the first that demonstrates
that Nd*" is able to photosensitize the upconversion process
even when it is not encapsulated in an inorganic matrix.

This study is a proof-of-concept, but we anticipate that
these architectures will open up new opportunities for con-
structing novel UCNPs. The easy preparation of these nano-
systems will stimulate new areas of research relevant to human
health.
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Experimental
Materials and methods

Chemicals: The chemicals used for the nanoparticles syntheses were: lanthanide chlorides (YCl;-6H,0,
YbCl;-6H,0, ErCl;-6H,0, TmCl;-6H,0 and NdCl;-6H,0 (>99.9%, all of them)), Cucurbituril[7] hydrate (>99%),
I-octadecene (95%), oleic acid (70%), NaOH and NH4F (99.99%). All these chemicals were purchased from

Sigma-Aldrich and used as received without previous purification.
Synthesis
Synthesis of oleate-capped NaYF,:Yb3*, Er®* nanoparticles (UCc@OA)

NaYF,;:Yb,Er nanoparticles were synthesized by following a previously reported protocol with some
modifications.! In a 50 mL round-bottom flask, oleic acid (8 mL) and octadecene (15 mL) were added. Then, a
solution containing Y Cl;-6H,0 (0.80 mmol), YbCl;-6H,0 (0.20 mmol) and ErCl;-6H,0 (0.02 mmol) dissolved in
methanol (2 mL) was added to the flask and the mixture was stirred at 160 °C under N, until everything was
dissolved. Next, the solution was cooled to 100°C and 4 mL of a methanol solution containing NaOH (2.5 mmol)
and NH4F (4.0 mmol) were slowly added into the flask during 5 min. Then the solution was heated until 125 °C
under N, flow and continuous stirring to remove completely methanol and water traces. Finally, the reaction was
heated at 305 °C under N, flux during one hour. After that, the solution was cooled to room temperature and the
nanoparticles were precipitated by centrifugation (9000 rpm, 15 min, 25 °C). Later on, the oleate-capped UCNPs

were washed three times with (2.7:2.5:1 v/v) hexane/acetone/methanol solution.
Synthesis of oleate-capped NaYF,:Yb3*, Tm3*nanoparticles (UC¢ 1,@OA)

NaYF,;:Yb,Tm nanoparticles were synthesized by following a previously reported protocol with some
modifications.! In a 50 mL round-bottom flask, YCl;-6H,O (0.80 mmol),YbCl;-6H,0 (0.20 mmol), TmCl;-6H,O
(0.002 mmol), oleic acid (12 mL) and octadecene (15 mL) were stirred at 160 °C under N, until complete dissolution
of lanthanides salts. Then, the solution was cooled to 110°C and 10 mL of a methanol solution containing NaOH
(2.5 mmol) and NH,F (4.0 mmol) were slowly added into the flask. Methanol was removed at 100 °C under N, flow
and continuous stirring. Finally, the reaction was heated at 305 °C under N, flux during one hour. After that, the
solution was cooled to room temperature and the nanoparticles were precipitated by centrifugation (9000 rpm, 15
min, 25 °C). Later on, the oleate-capped UCNPs were washed three times with (2.7:2.5:1 v/v)

hexane/acetone/methanol solution.

Synthesis of oleate-capped NaYF,: Yb%*, Er®*/NaYF, core/shell nanoparticles (UCcse@OA) or NaYF,: Yb3*,
Tm3*/NaYF, core/shell nanoparticles (UCcs1@OA)

In a 50 mL round-bottom flask, oleic acid (4 mL) and octadecene (8 mL) were added. Then, YCl;-6H,0 (0.25
mmol) was dissolved in methanol (1 mL) and added to the flask. The mixture was stirred at 160 °C under N, until

methanol was evaporated.
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Next, the solution was cooled to 80°C and a solution of UCc@OA (100 mg in 5 mL) of chloroform was slowly
added and the mixture was heated at 100°C while 4 mL of a methanol solution containing NaOH (1.3 mmol) and
NH,F (2.0 mmol) were slowly added into the flask during 5 min. Methanol was removed at 125 °C under N, flow
and continuous stirring. Finally, the reaction was heated at 325 °C under N, flux during 25 minutes. After that, the
solution was cooled to room temperature and the nanoparticles were precipitated by centrifugation (9000 rpm, 15
min, 17 °C). Later on, the oleate-capped UCNPs were washed three times (3x15 mL) with (2.7:2.5:1 v/v)

hexane/acetone/methanol solution.
Synthesis of ligand-free UC¢s g 0r UCcs

Oleate ligand was removed from the nanoparticle surface by following a previously described protocol.> 3 Briefly,
150 mg of UC¢s 5 @OA or UCcs 1m@OA were dispersed in 15 mL of HCI aqueous solution at pH 3 and stirred for
2 h. After that, three extractions with diethyl ether (3x15 mL) were carried out in order to remove the free oleic
acid. Then, ether phases were recombined and re-extracted with water. Ligand-free nanoparticles were recovered
by precipitation with acetone and subsequent centrifugation at 9000 rpm for 15 min (17°C). Finally, the as-prepared

UCcs g or UCcs tm Were redispersed in MilliQ water.
Synthesis of CB[7]-capped nanohybrids (UCcs@CB)

These nanohybrids were prepared by following our previously reported protocol.* Briefly, in a centrifuge tube 0.012
mmol (14 mg) of CB[7] were added to 30 mg of ligand-free UCNPs (UCcs f, or UCcs 1) 15 mL of MilliQ water.
Then, the mixture was sonicated for 15 minutes. The solution was stirred during 48 h in an orbital shaker at 350
ppm and kept in the dark. In order to remove the excess of CB[7], 2 extra cycles of centrifugation at 9000 rpm x
15 minutes (17°C) were carried out: firstly with 10 mL of water and secondly with 10 mL of acetonitrile. Both

UCcs@CB (UCcs 5 @CB or UCcs mm@CB) were easily resuspended in MilliQ water.
Synthesis of Nd3*-capped UCcs@CB nanohybrids (UCcs@CB@Nd)

UCs@CB nanohybrids (30 mg) were dissolved in 15 mL of MilliQ water. Then, NdCl;-6H,0 was added in excess
(4 mol of Nd per mol of CB in the shell for UCs g@CB or UCcs 1»@CB) and, the mixture was stirred in an orbital
shaker for 24 h at 400 rpm in the dark. Later on, nanoparticles were separated by centrifugation (9000 rpm, 15 min,
17° C). Finally, the UCcs@CB@Nd nanohybrids were washed with MilliQ water (10 mL) followed by

centrifugation.
Methods and equipment
Transmission Electron Microscopy (TEM)

Transmission electron microscopy (TEM) images were obtained using a Jeol 1010 microscope operating at 100 kV
equipped with a digital camera AMT RX80 (8Mpx). For the preparation of the samples, 10 uL of a 0.5 mg-mL-!
solution of the UCNPs was left to dry under vacuum at room temperature on a formvar/carbon film supported on a

300 mesh copper grid. High-resolution transmission electron microscopy (HRTEM) images were recorded using a
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TECNAI G2 F20 microscope operating at 200 kV (point resolution of 0.24 nm) and equipped with a CCD GATAN

camera.
Scanning Electron Microscopy (SEM)

The top and cross-sectional SEM images were obtained using a HITACHI S-4800, with a spotlight of field emission
(FEG). Images were acquired at 20 kV.

The EDS analysis was carried out in HITACHI S-4800, equipped with XFlash 5030 Bruker detector and acquisition
software QUANTAX 400.

High-resolution scanning transmission electron microscopy (HRSTEM)

The TEM samples were prepared by dispersing a drop of the ultrasonicated suspension in ethanol onto copper

carbon holey grids.

TEM studies have been developed using a FEI Titan Low-Base microscope, working at 120 kV. This microscope
is equipped with a Cs probe corrector, a monochromator and ultra-bright X-FEG electron source. The convergence
angle was 25 mrad. HRSTEM imaging was performed by using high-angle annular dark field (HAADF) detector.

The inner and outer angles for the micrographs recorded with this detector were 48 and 200 mrad, respectively.
X-ray power diffraction (XRD)

XRD analyses were performed on a Bruker D8 Advance A25 difractometer using CuKa. (A =1.54060 A) radiation
at a voltage of 40 kV and 30 mA, and a LynxEye detector. The powder diffraction pattern was scanned over the

angular range of 2-80° (20) with a step size of 0.020°, at room temperature.
Fourier-transform infrared spectra measurements (FTIR)

All FTIR spectra were performed using a FTIR Thermo Nicolete Nexus spectrophotometer at room temperature

with 64 scans and a resolution of 4 cm! between 400 and 4000 cm™.
Thermogravimetric analysis (TGA)

The TGA analyses were carried out using a TG-TGA Pyris Diamond system with an operative temperature range
25-1100 °C and 0.1 microgram sensitivity. The samples were heated from 25 to 800 °C, with an increase of 5°C-min-

!'and under air flux of 50 mL-min’".

Centrifugation

Centrifugation was carried out in an Eppendorf Centrifuge 5804 R.
Steady-state photoluminescence

Steady-state photoluminescence spectra were obtained at room temperature with a 2-nm slit width and 5 nm-s’!
speed scan using a SLM Amingo Bowmann series 2 (AB2) fluorometer (Microbeam, S.A.). The AB2 software (v.

5.5) was used to register the data. All data were acquired in a front face set up. Upconversion emission spectra were
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recorded by excitation at 97510 nm using a CW 975 nm diode laser (Thorlabs L975P1W1J) as excitation source

coupled to the fluorometer.
Time-resolved photoluminescence

Measurements for the up-conversion luminescence were performed using an Olympus FV1000MPE laser scanning
confocal coupled to an Olympus BX61WI upright microscope equipped with a 25x water immersion objective
(1.05 NA). This confocal was provided with a Mai Tai HP Deep See multiphoton laser with a pulse width of 100
fs as excitation source. The laser focused over the sample was tuned to 980 nm with an excitation power of 30 mW.
The excitation power density was determined with a focused spot of about a 1 pum radius. The image was acquired
by means of a 25x 1.05 N.A. Olympus dipping lens, appropriated emission filters and dwell time of 2 ps-pixel’!
and a resolution of 1024x1024 pixels. Emission is detected in a 4 channel visible-range detector (420-500/515-
580/590-650/660-740). Samples were prepared by drop-casting a water dispersion of the corresponding NPs onto
a 25x75 mm microscope glass slide. Then, solvent was evaporated and the sample was covered with a 22x22 mm

glass slide.
Upconversion quantum yield measurements

For the measurement of the upconversion quantum yield a Quantaurus-QY Plus UV-NIR absolute
quantum yield spectrometer (C13534-11) was used. The nanohybrids were excited with an internal 980
nm (laser power 0.5W) or a CW 808 nm laser (808 + Snm; laser power 1.6W) coupled to the spectrometer

as excitation source. The spot size was | mmx0.1 mm and an exposure time of 145.6 ms.
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Figure S1. Representative low-resolution TEM images for UCc together with size distribution histograms
constructed from these TEM particle measurements: (A) NaYF,:Yb,Er (UCcg,) and (B) NaYF,:Yb,Tm (UCc 1,).

Figure S1A illustrates that NaYF,:Yb,Er cores are hexagonal nanoprisms® with a narrow particle size distribution
35+2 nm (hexagon width) x 4141 nm (rod length). After the anisotropic shell growth of the undoped NaYF, shell,
the as-synthetized UCcs g (NaYF4:Yb,Er/NaYF,) display an average size of 38+2 nm (width) X 66+3 nm (length)

indicating as expected, a slight increase along one preferential direction (Figure S2A). ¢

Similarly figure S1B illustrates NaYF,:Yb,Tm cores are hexagonal nanoprisms with a size distribution 17+1 nm

(hexagon width) x 24+1 nm (rod length). After the anisotropic shell growth of the undoped NaYF, shell, the as-
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synthetized UCcstm (NaYF,:Yb,Tm/NaYF,) display an average size of 21+l nm (width) x 3142 nm (length)

indicating as expected,®® a slight increase along one preferential direction (Figure S2B).
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Figure S2. Representative low-resolution TEM images for UCcs together with size distribution histograms
constructed from these TEM particle measurements: (A) NaYF,Yb,Er/NaYF,; (UCcsg) and (B)
NaYF4:Yb,Tm/NaYF4 (UCCS,Tm)'
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Figure S3. High-resolution TEM image of UCcs 1n@CB.
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Figure S4. XRD spectra of: UCcs: NaYF,:Yb,Tm/NaYF, (blue), NaYF4:Yb,Er/NaYF, (red) and hexagonal NaYF,
standard (JCPDS PDF number 16-0334). The extra peaks are due to NaCl (DB card number 01-070-2509 Halite,

syn; 20: 31.64, 45.39, 56.31).
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Figure S5. EDS spectra of (A) UC¢sg@CB; (B) UCcs tn@CB; (C) UCcs 5 @CB@Nd; (D) UCcs tmn@CB@Nd (20
kV).

Table S1. Composition of samples from EDS.

Atom. C[at%]

Nanohybrid Yttrium  Ytterbium  Erbium Thulium  Neodymium
UCcs e:@CB 80.5+0.1 9.5+0.1 1.0+0.04 — —
UCcsp@CB@Nd  88.5+0.6 9.1+05 1.0+0.7 — 1.4+0.05
UCcrm@OA 80.9+1.0 19.0+0.7 — <LOD* (<I)

UCcs tm@CB 88.6+04 11.4+04 — <LOD* (<1) —
EQXM@mB@N 88.7+£0.6 9.5+0.1 — <LOD* (<1)  1.7+0.2

* Limit of detection of the method

The presence of CB7 was corroborated by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy and thermogravimetric
analyses (TGA) (Figures S6-S7).
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Figure S6. FTIR spectra of (A) UCcs g @OA (blue, left) and UCcs 1in@OA (blue, right); (B) UCcsk: (green, left)
and UCcs 1 (green, right); (C) UCcs (@CB (red, left) and UCcs 1@CB (red, right) nanohybrids. (D) CB[7] has

been added for comparison purposes.
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Figure S7. Thermogravimetric analyses (TGA) of UCcs 5 @CB, (left) UCcs m@CB (right), expressed as weight
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(%) as a function of applied temperature together with their first derivative (red lines).

Thus, the FTIR spectra of UCcs@CB nanohybrids exhibited a strong band at 1735 cm!, which corresponds to the
stretching vibration of CB[7] carbonyl groups (C=0). As expected, this band shifted as compared to 1720 cm™! of
free CB[7] due to the interaction between CB[7] and the NP. Moreover, the TGA of UCcs@CB nanohybrids
showed a weight loss of 5.3% for UC¢s r,@CB and 6.2% for UCcs 1@CB at ca. 430°C (peak of the first derivate)

characteristic of CB[7] (Figure S7).
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Figure S8. Normalized emission spectra at 475 nm of: UCcs 1n@CB (black line) and UCcs 1m@CB@Nd (red line).
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Figure S9. Multiphoton microscopy images of UC¢s @CB and UCc¢s g @CB@Nd under the same excitation and
optical setup (A =785 nm; 0.497 pm/pixel; 2.0 ps/pixel).
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Figure S10. Example of kinetic profile obtained from an intensity profile using multiphoton time-
resolved microscopy. All kinetic traces obtained by this method showed the characteristic rise and decay

phases of the UCNPs.
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Figure S11. Emission spectra of UCcsg; (left) and UCcs 1y, (right). Detection channels are depicted in colored

rectangles.

UCCS‘Er@CB

515-560nm 590-650nm 660-740nm
Figure S12. Multiphoton microscopy images of UCcs g @CB (Ax=980 nm; 0.497 um/pixel; 2.0 ps/pixel).

Figure S13. Multiphoton microscopy image of UCcs e (@CB. The image is the overlapping of all detection channels
at sensitivities >400V (A=800 nm; 0.497 um/pixel; 2.0 us/pixel).
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UCcs p@CB@Nd

515-560nm 590-650nm 660-740nm

Figure S14. Multiphoton microscopy images of UCcs g (@CB@Nd (A,=980 nm; 0.497 pm/pixel; 2.0 ps/pixel).
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Figure S15. Multiphoton microscopy images of UCcs g (@CB@Nd (A,=800 nm; 0.497 pm/pixel; 2.0 ps/pixel).
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UCcs tm@CB

420-500nm 590-650nm
Figure S16. Multiphoton microscopy images of UCcs rn@CB (Aex =980 nm; 0.124 pm/pixel; 8.0 ps/pixel).

UCcs tm@CB@Nd

420-500nm 590-650nm
Figure S17. Multiphoton microscopy images of UCcs 1n@CB@Nd (A,=980 nm; 0.159 pm/pixel; 8.0 ps/pixel).

UCcsm@CB@Nd

420-500nm 590-650nm
Figure S18. Multiphoton microscopy images of UCcs 1m@CB@Nd (A, =800 nm; 0.497 um/pixel; 8.0 ps/pixel).
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elemento lantanido o un andlogo del mismo y RE*3 esun i6n de tierras raras o combinaciones de los mismos; caracterizadas —porque
dichas nanoparticulas  comprenden ligandos organicos unidos a su superficie mediante enlaces covalentes. La invencién ademas se
refiere a un método de preparacion de las nanoparticulas  lumimscentes de Upconversion de la invencién, al uso de las nanoparticulas
luminiscentes  de upconversion de la invencion como marcadores fluorescentes o foto sensibilizadores y a un material compuesto
luminiscente que comprende las nanoparticulas  luminiscentes de upconversion de la invencién.
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DESCRIPCION
Materiales luminiscentes de upconversion y método de preparacién de los mismos
Campo de la invencién

La presente invencion esta relacionada con el area de materiales luminiscentes de
upconversion. Mas especificamente la presente invencion esta relacionada con
nanoparticulas y materiales compuestos Iluminiscentes de upconversion y métodos

para la preparacion de los mismos.
Antecedentes de la invencion

Los procesos de upconversion consisten en la emision de fotones a alta energia en el
intervalo ultravioleta-visible-infrarrojo  cercano tras absorciones secuenciales de
fotones de menor energia, normalmente en el infrarrojo cercano. En la actualidad, el
desarrollo de nanoparticulas constituidas por la combinacion de una matriz cristalina
adecuada y de ciertos iones lantanido trivalentes (Ln®*), los cuales son capaces de
producir emision eficiente por upconversion (“"Lantanide-upconversion nanoparticles"
Ln-UCNPs), ha adquirido una gran relevancia en el ambito de la nanofoténica, como
por ejemplo NaYF, dopadas con tierras raras como Er**,Yb* y/o Tm* . Esto se debe a
los tiempos de vida media largos de la fotoluminiscencia de los Ln* (desde los us a
varios ms), y a la baja densidad de potencia Optica que requiere la excitacion de las
Ln-UCNPs, lo que hace posible el uso de laseres de diodo en continuo como fuente de
excitacion (mucho mas econdmicos que los laseres pulsados que se requieren
normalmente). Ademas, las Ln-UCNPs pueden emitir a diferentes longitudes de onda
a través de la seleccidn o combinacion de los iones Ln**, presentan escasa toxicidad y
una extraordinaria  fotoestabilidad. Estos materiales de formulacion tipo
NaYF4:Yb,Er(Tm) son conocidos desde los afios 70 (Menyuk N. et al.; Appl. Phys.
Lett, 1972, 21, 159; Sommerdijk J.L. and Bril A., Philips Tech. Rev. 1974, 34, 1) por su
efecto de upconversion, y se obtuvieron en tamafio nanométrico posteriormente (Zeng

J. H. etal.; Adv. Mater. 2005, 17, 2119).

Todas estas ventajas de las Ln-UCNPs permiten una amplia variedad de aplicaciones

foténicas como marcadores luminiscentes actuando como elementos de seguridad
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(WO 2014/090867 A2, Chen G. et ai; Chem. Soc. Rev., 2015, 44, 1680-1713) o en
técnicas de formaciéon de imagen en diagnosis y biomedicina (US 2009/0081461 A1),
en las que el uso de excitacion en el infrarrojo cercano permite mayor profundidad de
penetracion en tejidos bioldgicos, con minimo dafio en organismos vivos. También son
aplicadas en la fabricacion de pantallas y dispositivos luminosos, y en tecnologia de
generacion de luz blanca, para lo que se requiere la incorporacion de las Ln-UCNPs
en materiales compuestos hibridos, por dispersién o infiltracion en materiales vitreos o
poliméricos, y por deposito como laminas delgadas sobre sustratos cristalinos,
materiales todos ellos transparentes en el infrarrojo cercano. La generacién de luz
blanca por balance de las emisiones de upconversion de las Ln-UCNPs constituye una

alternativa a otros sistemas de luz blanca como por ejemplo los LEDs.

La investigacion y el desarrollo de las anteriores aplicaciones fotonicas han sido
posibles gracias al desarrollo de una gran variedad de rutas quimicas de preparacion
de Ln-UCNPs, incluyendo principalmente co-precipitacion (Wang L. Y. et al.; Angew.
Chem., Int. Ed. 2005, 44(37), 6054-6057), descomposicién térmica (Q. Li and Y.
Zhang, Nanotechnology 2008, 19, 345606), sintesis solvotermal (Rhee H. W. et al.; J.
Am. Chem. Soc. 2008, 130(3), 784-785), sintesis por combustion (Liu Y. S. et al;
Chem. Soc. Rev. 2013, 42(16), 6924-6958) y sintesis sol-gel (Patra A. et al.; J. Phys.
Chem. B 2002, 106(8), 1909-1912).

En todas estas rutas sintéticas, las Ln-UCNPs obtenidas estan pasivadas con ligandos
organicos anclados a la superficie de las nanoparticulas mediante interacciones no-
covalentes y utilizando grupos anidnicos o con pares de electrones libres, tales como
grupos carboxilatos, fosfatos, tiolatos o aminas. La solicitud internacional WO
2012/091778 A2 describe Ln-UCNPs de NaYF4:Yb,Er, Gd2028:Yb,Er, Y203:Yb,Er,
Ce0 50 NaGdF4:Tb, todas ellas pasivadas con oleato. La solicitud estadounidense US
2010/0261263 A1 describe Ln-UCNPs con estructura nucleo/coraza que comprenden
un nucleo de Y,0,:Ln con cubierta de NaYF, y pasivadas con polietilenglicol o
polietilenimina. Los ligandos son esenciales para controlar el tamano y la forma de las
Ln-UCNPs durante su proceso de sintesis en disolucion, asi como para evitar el

colapso de las nanoparticulas y, como consecuencia, su precipitacion.

Las Ln-UCNPs obtenidas mediante estos métodos son generalmente hidrofébicas,

siendo esto una desventaja para diversas aplicaciones para las cuales es necesario
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que las Ln-UCNPs sean dispersables en medios acuosos, por ejemplo para su
aplicacion en muestras biolégicas. Este inconveniente se soluciona habitualmente en
el estado de la técnica mediante intercambio del ligando o pasivado con
macromoléculas como polimeros (Muhr V. et al.; Acc. Chem. Res., 2014, 47 (12),
3481-3493) u oxidaciéon del ligando (Naccache R. et al.; Chem. Mater., 2009, 21(4),
717-723) con el fin de conferir hidrofilia a las Ln-UCNPs.

Sin embargo, el pasivado con ligandos organicos de las Ln-UCNPs descritas en el
estado de la técnica presenta baja estabilidad en medios acidos debido a que los
ligandos empleados se descoordinan de la superficie de la nanoparticula a pH acidos
(Liras M. et al.; Chem. Mater. 2014, 26, 4014-4022). De hecho, es habitual eliminar los
ligandos carboxilato anclados a Ln-UCNPs mediante su protonacién a pH ca. 4
(Bogdan N. et al.; Nano Lett.,, 201 1, 11, 835-840). Esta baja estabilidad del pasivado
organico frente a pHs acidos supone un inconveniente para el uso de este tipo de
nanoparticulas en numerosas aplicaciones que requieren de medio acido, como por
ejemplo la sintesis de materiales compuestos ceramicos mediante la técnica sol-gel

como las que se requieren en la presente invencion.

Por tanto, a pesar de la gran variedad de Ln-UCNPs y rutas de sintesis de las mismas
descritas en el estado de la técnica, existe aun la necesidad de obtener nuevas Ln-
UCNPs estables en medios acidos y con alta eficiencia de upconversion. Estas nuevas
Ln-UCNPs deben ser ademas aplicables como materiales particulados o en lamina
manteniendo su transparencia y preferiblemente con estabilidad y dureza de tipo
ceramico. Aunque se ha descrito la preparacién de recubrimientos ceramicos mediante
la técnica sol-gel, como por ejemplo en WO 2012/1 13953 A1, existe aun la necesidad
en el estado de la técnica de recubrimientos ceramicos que comprendan Ln-UCNPs

con alta eficiencia luminiscente.

Breve descripcion de la invencion

Los autores de la presente invencion han desarrollado nanoparticulas con propiedades
luminiscentes de upconversion, estables en medios extremadamente acidos como
consecuencia de la fuerte union de ligandos organicos a la superficie de las

nanoparticulas. Ademas, las nanoparticulas de la invencidon son solubles en medio
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acuoso y pueden ser conjugadas a otras moléculas, y por lo tanto, cambiar su

interaccion con el medio (solubilidad) o incorporar moléculas funcionales.

Por tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere a nanoparticulas de férmula
MLnF4:RE+3 , donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo
del mismo y RE*® es un ion de tierras raras o combinaciones de los mismos;
caracterizadas porque dichas nanoparticulas comprenden ligandos organicos unidos a

su superficie mediante enlaces covalentes.

Las nanoparticulas de la invencién presentan propiedades luminiscentes de
upconversion y se sintetizan a partir de nanoparticulas precursoras desnudas
(UCN pna,gy), caracterizadas porque comprenden grupos -O , -OH o -HOH en su
superficie que derivan de las moléculas de agua presentes en el medio de sintesis.
Las UCN pna,e se obtienen previamente mediante, por ejemplo, tratamiento en medio
acido de UCNPs pasivadas con ligandos oleato u otros carboxilatos. Se aprovecha por
(grupos -0, -OH o -HOH)

para la obtenciéon de las nanoparticulas de la invencién (UCNP@ligando, donde

tanto la funcionalidad de la superficie de las UCNP__
"ligando" se refiere a un compuesto organico unido mediante un enlace estable

covalente a la superficie de las nanoparticulas).

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion proporciona un método de
preparacion de nanoparticulas luminiscentes de upconversion de formula MLnF,:RE*3,
donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo del mismo y
RE*3 es un ion de tierras raras o combinaciones de los mismos; caracterizadas porque
dichas nanoparticulas comprenden ligandos organicos unidos a su superficie mediante

enlaces covalentes, que comprende las etapas de:

a) afadir a un disolvente polar nanoparticulas precursoras de férmula
MLnF ,:RE*3, donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo
del mismo y RE* es un ion de tierras raras o combinaciones de los mismos;
caracterizadas porque dichas nanoparticulas comprenden grupos -O, -OH, -HOH o

combinaciones de los mismos en su superficie;
b) afadir sobre la mezcla resultante de la etapa (a) una base en exceso; y

c) tras eliminar el exceso de base de la mezcla resultante de la etapa (b), afiadir

un compuesto de férmula X-CH 2CO-Z donde X es un halégeno, Z es -H, -R, -COR,
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-OH, -OCOR, -NH,, -NHR, -NR,, -NHCOR, -SR o0 -SCOR, y R es una cadena

alquilica lineal o ramificada.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a nanoparticulas de férmula
5 MLnF4:RE+3 donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo
del mismo y RE*® es un ion de tierras raras o combinaciones de los mismos;
caracterizadas porque dichas nanoparticulas comprenden ligandos organicos unidos a
su superficie mediante enlaces covalentes, obtenibles mediante el método de

preparacion como se define anteriormente.

Otro aspecto adicional de la presente invencién se refiere al uso de las nanoparticulas
luminiscentes de upconversion como se definen anteriormente como marcadores

fluorescentes o fotosensibilizadores.

15 La presente invencion proporciona ademas un material compuesto luminiscente que
comprende las nanoparticulas luminiscentes de upconversion como se definen
anteriormente. La combinacion de ambos componentes (matriz y nanoparticulas) da
lugar a una potenciacion de las propiedades luminiscentes de upconversion vy
estabilidad de las nanoparticulas, y proporciona un material compuesto con altas

20 prestaciones luminiscentes de up-conversion.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un material compuesto
luminiscente que comprende las nanoparticulas luminiscentes de upconversion como

se definen anteriormente.

2
wn

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso del material compuesto
luminiscente como se define anteriormente como marcador fluorecente o

fotosensibilizador.

30 Finalmente, otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso del
material compuesto luminiscente como se define anteriormente en los sectores de
papel, plastico, envase, textil, automovilistico, pinturas, bioldégico, médico-
farmacéutico, seguridad documental, trazadores, pigmentos ceramicos,

optoelectrénico o fotovoltaico.
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Figuras

Figura 1: Comparacion de espectros FTIR para UCNP@Iligando ,-goroacetamida a
diferentes pHs; donde UCNP es NaYF,:Yb, Er.

Figura 2: Comparacion de espectros de emision para UCNP@ligando ,-goroacetamida a
diferentes pHs; donde UCNP es NaYF,: Yb, Er donde a) pH es 7,53 (control); b) pH es
2,00; c) pH es 2,00 después de 2 horas; y d) pH es 7,53 después de 48 horas.

Figura 3: Espectro XPS ¢ 1, para la 2-cloroacetamida (arriba) y para UCNP@ligando ,_
cioroacetamida (@bajo); donde UCNP es NaYF,: Yb, Er.

Figura 4: Espectro XPS N, para la 2-cloroacetamida (izqda.) y para UCNP@ligando ».
cioroacetamida (@bajo); donde UCNP es NaYF,: Yb, Er.

Figura 5: Espectro XPS C,, para la 2-cloroacético (arriba) y para UCNP@ligando ,.
cioroacético (@bajo); donde UCNP es NaYF,:Yb, Er.

Figura 6: Espectro XPS o+, para el acido 2-cloroacético (arriba) y para

UCNP@ligando , ., cacetico (abajo); donde UCNP es NaYF,: Yb, Er.

Figura 7: Luminiscencia del material compuesto que comprende UCNP@ligando ,.

cioroacetamida; donde UCNP es NaYF,: Yb, Er, encapsuladas mediante procedimiento sol-

gel.

Descripcion detallada de la invencion

El objeto principal de la presente invencibn es proporcionar nanoparticulas
luminiscentes de upconversion, mas especificamente nanoparticulas de férmula
MLnF4:RE*3, donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo
del mismo y RE* es un ion de tierras raras o combinaciones de los mismos;
caracterizadas porque dichas nanoparticulas comprenden ligandos organicos unidos a
su superficie mediante enlaces covalentes, asi como materiales compuestos

ceramicos de propiedades sinérgicas que contienen dichas nanoparticulas.
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Los procesos de "upconversion" consisten en la emision de fotones a alta energia en
el intervalo ultravioleta-visible-infrarrojo cercano tras absorciones secuenciales de

fotones de menor energia.

Por tanto, las nanoparticulas de la invencion presentan propiedades luminiscentes de
upconversion con emisién en el rango Vvisible-ultravioleta-infrarrojo cercano, tras
excitaciones multiples con fotones de menor energia, en particular en el infrarrojo

cercano.

Las nanoparticulas de la invencion pueden presentar estructura cubica, hexagonal,
esférica, tetragonal, romboédrica, monoclinica, triclinica o una combinacion de las
mismas. Las nanoparticulas de la invencion tienen preferiblemente un tamafio medio
menor o igual a 500 nm, aun mas preferiblemente entre alrededor de 20 nm y

alrededor de 500 nm.

Las nanoparticulas de la invencion presentan una matriz de formula MLnF, dopada
con iones trivalentes de tierras raras RE** o combinaciones de los mismos y donde M

es un metal alcalino y Ln es un elemento lantanido o un analogo del mismo.

En una realizacion preferida, M es Na o Li. En otra realizacion preferida, RE* es Yb®*,

Er+, Tm**, Gd** o mezclas combinaciones de los mismos.

El término "elemento lantanido" se refiere a un elemento que forma parte del periodo 6
de la tabla periddica y se selecciona de La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho,
Er, Tm, Yby Lu, preferiblemente Yb.

El término "analogo del mismo" se refiere a un elemento situado dentro del grupo 3 de
la tabla periodica y que es quimicamente similar a un elemento lantanido. En una

realizacion preferida, el elemento analogo es Y.

Un ejemplo no limitativo de matriz es NaYF, dopada con Yb*, Er**, Tm*, Gd* o

combinaciones de los mismos.

En una realizacion particular, las nanoparticulas de la invencion tienen estructura

nucleo/coraza. EI término "estructura nucleo/coraza" se refiere a nanoparticulas que
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comprenden un nucleo de un material interior y una coraza de un material exterior. Las
nanoparticulas obtenibles mediante el método de preparacion como se define
anteriormente con estructura nucleo/coraza pueden tener la misma o diferente
composicion quimica para el material interior del nucleo y para el material exterior de
la coraza. Un ejemplo no limitativo de nanoparticulas de la invencién con estructura
ndcleo/coraza es NaYF ,:RE**/NaYF ,:RE** o NaYF,:RE**/NaYF ,.

Las nanoparticulas de la invencion comprenden ademas ligandos organicos unidos por
enlaces covalentes a su superficie los cuales comprenden una unidad -CH,CO-. Esta
unidad corta permite que los ligandos se mantengan fuertemente unidos a la superficie
de las nanoparticulas de la invencion incluso en medios extremadamente acidos, a
diferencia de los grupos anclantes mediante enlaces de coordinaciéon o ionicos
descritos en el estado de la técnica, los cuales se descoordinan de la superficie de las

nanoparticulas en medios de pHs acidos.

El término "enlace covalente" se refiere a un enlace que se produce entre dos atomos
con una diferencia de electronegatividad entre dichos atomos menor a 1,7, y en el cual

dichos atomos alcanzan el octeto estable, compartiendo electrones del ultimo nivel.

Por ello, en una realizacion particular, las nanoparticulas de la invenciéon comprenden
ligandos organicos unidos a su superficie mediante enlaces covalentes resistentes a
pHs fuertemente acidos, preferiblemente a pHs entre alrededor de 1,0 y alrededor de
4,0.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un método de preparacion de
nanoparticulas luminiscentes de upconversion de formula MLnF,:RE*3, donde M es un
metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo del mismo y RE*3 es un ién
de tierras raras o combinaciones de los mismos; caracterizadas porque dichas
nanoparticulas comprenden ligandos organicos unidos a su superficie mediante

enlaces covalentes, que comprende las etapas de:

a) afnadir a un disolvente polar nanoparticulas precursoras de formula
MLnF4:RE*3, donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo
del mismo y RE*® es un ion de tierras raras o combinaciones de los mismos;
caracterizadas porque dichas nanoparticulas comprenden grupos -O, -OH, -HOH o

combinaciones de los mismos en su superficie;
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b) afadir sobre la mezcla resultante de la etapa (a) una base en exceso; y

c) tras eliminar el exceso de base de la mezcla resultante de la etapa (b), afadir
un compuesto de férmula X-CHZCO-Z donde X es un haldgeno, Z es -H, -R, -COR, -
OH, -OCOR, -NH,, -NHR, -NR,, -NHCOR, -SR 0 -SCOR, y R es una cadena

alquilica lineal o ramificada.

Por tanto, el método de preparacion de las nanoparticulas de la invenciéon comprende
una etapa (a) que implica afiadir a un disolvente polar nanoparticulas precursoras de
formula MLnF4:RE+3, donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un
analogo del mismo y RE*3 es un i6n de tierras raras o combinaciones de los mismos;
caracterizadas porque dichas nanoparticulas comprenden grupos -O , -OH, -HOH o

combinaciones de los mismos en su superficie.

En una realizacion preferida, M es Na o Li. En otra realizacion preferida, RE®* es Yb*,
Er*, Tm®, Gd* o mezclas combinaciones de los mismos. En una realizacion

preferida, LnesY.

Un ejemplo no limitativo de matriz de las nanoparticulas de la invencion es NaYF,

dopada con Yb*, Er**, Tm*, Gd** o combinaciones de los mismos.

Ejemplos no limitativos de disolventes polares adecuados para la etapa (a) del método
de la invencion son dimetilformamida (DMF), acetonitrilo (ACN), tetrahidrofurano (THF)

o0 mezcla de los mismos.

En otra realizacion preferida, la etapa (a) del método de la invencion tiene lugar a una

temperatura desde alrededor de 25 °C a alrededor de 80 °C.

El método de preparacion de las nanoparticulas de la invencion comprende ademas
una etapa (b) que comprende afadir sobre la mezcla resultante de la etapa (a), como

se ha definido anteriormente, una base en exceso.
Bases adecuadas para la etapa (b) del método de la invencidon son bases inorganicas,

como por ejemplo bases del tipo MOH donde M es un metal alcalino, tales como

NaOH, KOH, LiOH o mezcla de las mismas.
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En una realizacién preferida la base en exceso de la etapa (b) del método de la

invencion es una base inorganica, aun mas preferiblemente NaOH.

En otra realizacion preferida, la base de la etapa (b) del método de la invencion se

anade en exceso entre 10% y 50% en peso.

El método de la invencidon comprende ademas una etapa (c) que consiste tras eliminar
el exceso de base de la mezcla resultante de la etapa (b), como se ha definido
anteriormente, afiadir un compuesto organico de formula X-CH,CO-Z donde X es un
halégeno, Z es -H, -R, -COR, -OH, -OR, -OCOR, -NH,, -NHR, -NR,, -NHCOR, -SR o -

SCOR, y donde R es una cadena alquilica lineal o ramificada.

El compuesto de formula X-CH,CO-Z, que comprende un hal6égeno directamente
enlazado al carbono en alfa al grupo carbonilo (CO) y el cual se encuentra a una
distancia exacta de dos carbonos (CH,CO) de Z, reacciona con los grupos reactivos
de la superficie de las nanoparticulas (-0 , -OH o -HOH) formandose un enlace
quimico fuerte (enlace covalente) entre los mismos y que permite que el ligando se
mantenga fuertemente unido a la superficie de las nanoparticulas de la invencion

incluso en medios extremadamente acidos.

El grupo Z del compuesto de formula X-CH,CO-Z aporta funcionalidad a la superficie
de las nanoparticulas de la invencién, lo que permite su conjugacion con otras
moléculas funcionales y/o su interaccién con el medio (solubilidad). En una realizacion
preferida, Z es -H, -NH, 0 -OCOR.

El grupo R es una cadena alquilica lineal o ramificada. Ejemplos no limitativos de
grupos R adecuados para la etapa (c) del método de la invencion son -CH 4, -CH,CH,
-CH,CH,CH(CHs),,.

Ejemplos no limitativos de compuestos de formula X-CH,CO-Z adecuados para la
etapa (c) del método de la invencion son 2-cloroacetamida, 2-bromoacetamida, acido
2-cloroacético, acido 2-bromoacetico, y 2-cloroacetato de etilo, preferiblemente

2-cloroacetamida y acido 2-cloroacético.
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En una realizacion particular, el método de preparaciéon de las nanoparticulas como se

define anteriormente comprende una etapa adicional (d) que comprende precipitar las

nanoparticulas obtenidas en la etapa (c). La precipitacion de las nanoparticulas de la

etapa (d) del método de la invencion se realiza preferiblemente mediante

5 centrifugacion.

En otra realizacion aun mas particular, la etapa (d) del método de la invencion

comprende ademas lavado y secado del precipitado.

Por tanto, las nanoparticulas obtenidas a través del método de la presente invencion

son estables en medios extremadamente &acidos, debido a que la reaccion del

compuesto de formula X-CH,CO-Z con los grupos reactivos de la superficie de las

nanoparticulas da lugar a un enlace covalente entre los mismos y que permite que el

ligando se mantenga fuertemente unido a la superficie de las nanoparticulas incluso en

15 medios extremadamente acidos.

Por ello, un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a nanoparticulas

luminiscentes de upconversion de formula MLnF4:RE+3, donde M es un metal alcalino,

Ln es un elemento lantanido o un analogo del mismo y RE*3 es un i6n de tierras raras

20 o combinaciones de los mismos; caracterizadas porque dichas nanoparticulas

comprenden ligandos organicos unidos a su superficie mediante enlaces covalentes,

obtenibles mediante el método de preparacion como se define anteriormente.

Las nanoparticulas obtenibles mediante el método de preparacién como se define

anteriormente presentan propiedades luminiscentes de upconversion con emisién en

el rango visible-ultravioleta-infrarrojo cercano, tras excitaciones multiples con fotones

de menor energia, en particular en el infrarrojo cercano.

Las nanoparticulas obtenibles mediante el método de preparaciéon como se define

0 anteriormente pueden presentar estructura cubica, hexagonal, esférica, tetragonal,

romboédrica, monoclinica, triclinica o una combinacién de las mismas. Las

nanoparticulas obtenibles mediante el método de preparacion como se define

anteriormente tienen preferiblemente un tamafio medio menor o igual a 500 nm, adn

mas preferiblemente entre alrededor de 20 nm y alrededor de 500 nm.

n
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Las nanoparticulas obtenibles mediante el método de preparacién como se define
anteriormente presentan una matriz de férmula MLnF, dopada con iones trivalentes de
tierras raras RE** o combinaciones de los mismos y donde M es un metal alcalino y Ln

es un elemento lantanido o un andlogo del mismo.

En una realizacion preferida, M es Na o Li. En otra realizacion preferida, RE%* es Yb*,
Erf+, Tm*, Gd* o combinaciones de los mismos. En una realizacion preferida, Ln es
Y.

Un ejemplo no limitativo de matriz de las nanoparticulas de la invencion es NaYF,

dopada con Yb*, Er*, Tm*, Gd** o combinaciones de los mismos.

En una realizacion particular, las nanoparticulas obtenibles mediante el método de
preparacion como se define anteriormente tienen estructura nucleo/coraza. EIl término
"estructura nucleo/coraza" se refiere a nanoparticulas que comprenden un nudcleo de
un material interior y una coraza de un material exterior. Las nanoparticulas obtenibles
mediante el método de preparacion como se define anteriormente con estructura
nucleo/coraza pueden tener la misma o diferente composiciéon quimica para el material
interior del nucleo y para el material exterior de la coraza. Un ejemplo no limitativo de
nanoparticulas obtenibles mediante el método de preparacion como se define
anteriormente con estructura nucleo/coraza es NaYF4:RE3+/NaYF4 o] NaYF4:RE3+
INaYF ,:RE*.

Las nanoparticulas obtenibles mediante el método de preparacién como se define
anteriormente estan caracterizadas porque comprenden ademas ligandos organicos
unidos covalentemente a su superficie los cuales comprenden una unidad -CH,CO-.
Esta unidad corta permite que los ligandos se mantengan fuertemente unidos, incluso
en medios extremadamente acidos- a la superficie de las nanoparticulas obtenibles

mediante el método de preparacion como se define anteriormente.

Por ello, en una realizacion particular, las nanoparticulas obtenibles mediante el
método de preparacion como se define anteriormente estan caracterizadas porque
comprenden ligandos organicos unidos a su superficie mediante enlaces covalentes
resistentes a pHs fuertemente acidos, preferiblemente a pHs entre alrededor de 1,0 y
alrededor de 4,0.
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Ademas, las nanoparticulas de la presente invencion son estables tanto dispersas en
medios acuosos u organicos, integradas en un material masterbatch o en forma de

polvo fino, aportando versatilidad al dosificado y almacenaje de las mismas.

Adicionalmente, las nanoparticulas de la presente invencidn poseen baja toxicidad y
pueden conjugarse con moléculas bio-compatibles, lo que las hace compatibles con
aplicaciones como marcador fluorescente o fotosensibilizadores, por ejemplo, de

tumores, en el sector biolégico o médico-farmacéutico.

Por ello, otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de las nanoparticulas
luminiscentes de upconversion como se define anteriormente como marcadores
fluorescentes o fotosensibilizadores, preferiblemente en el sector biolégico o médico-

farmacéutico.

La presente invencion proporciona ademas un material compuesto luminiscente que
comprende las nanoparticulas luminiscentes de upconversion como se definen

anteriormente.

En una realizacion preferida, el material compuesto luminiscente como se define

anteriormente es transparente.

El término "transparente" se refiere a un material que deja pasar facilmente la luz en el

rango visible.

El término "material compuesto" se refiere a combinaciones de al menos dos tipos de
materiales para conseguir la combinacion de propiedades que no es posible obtener
en los materiales originales. Estos materiales compuestos presentan una matriz con
caracter continuo y responsable de las propiedades fisicas y quimicas, y una carga de

caracter discreto.
En el material compuesto de la presente invenciéon, y como se ha mencionado

anteriormente, la combinacion de ambos materiales (matriz y nanoparticulas) da lugar

a un efecto de sinergia ya que potencia las propiedades luminiscentes de
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upconversion y de estabilidad de las nanoparticulas, y proporciona un material

compuesto con altas prestaciones luminiscentes de upconversion.

En una realizacion particular, las nanoparticulas luminiscentes de upconversion
comprendidas en el material compuesto de la presente invencidén presentan una
capacidad emisiva de mas de 100 veces respecto a las nanoparticulas luminiscentes
de upconversion originales, en una realizacion aun mas preferida de mas de 600

veces.

En otra realizacion particular, el material compuesto luminiscente de la presente
invencion es un material compuesto ceramico. Dicho material comprende las

nanoparticulas como se definen anteriormente encapsuladas en una matriz ceramica.

En una realizacion preferida, el material compuesto Iluminiscente de la presente
invencion es un material compuesto ceramico obtenible mediante un proceso de
sintesis sol-gel. Por "proceso de sintesis sol-gel" se entiende aquellas rutas quimicas
ampliamente conocidas en el campo de la técnica de la presente invencion y que
comprenden la sintesis de una suspension coloidal de particulas sdlidas en un liquido
(denominada sol) y la hidrélisis y condensacion de dicho sol para formar un material

solido lleno de solvente (gel).

En otra realizacion preferida, el proceso de sintesis sol-gel que comprende las
siguientes etapas:

i) dispersion de las nanoparticulas luminiscentes de upconversion como se
definen anteriormente en un disolvente polar que comprende un precursor de alcéxido
metalico, un agente dispersante y un agente tensioactivo;

i) adicion de agua a la dispersiéon de la etapa (i) para dar lugar a una reaccién de
hidrélisis y formacion de un sol;

iii) condensacion del sol de la etapa (ii) dando lugar a la formacion de un gel;

iv) envejecimiento y secado del gel obtenido en la etapa (iii) para dar lugar a un
material compuesto luminiscente ceradmico; y

v) densificacion del material compuesto resultante de la etapa (iv) mediante

tratamiento térmico.
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En la etapa (i) del proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion comprende la
dispersion de las nanoparticulas luminiscentes de upconversion de la invenciéon en un
disolvente polar que comprende un precursor de alcoxido metalico, un agente
dispersante y un agente tensoactivo, y opcionalmente, un agente retardante del

secado.

Enel contexto de la presente invencion, el término "agente dispersante” se refiere a un
aditivo que mantiene estable la dispersion de la etapa (i) del proceso de sintesis sol-
gel de la invencién. Ejemplos no limitativos de agentes dispersantes adecuados para
el proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion son los poliacrilatos como el

acido poliacrilico.

En el contexto de la presente invencion, el término "agente tensioactivo" se refiere a un
aditivo que modifica la superficie de contacto entre dos fases y favorece el mojado de
las nanoparticulas. El agente tensioactivo también incluye un agente filmégeno o

nivelante como un polidimetilsiloxano modificado con poliéteres.

La dispersion de la etapa (i) se obtiene empleando procesos de alta velocidad de
cizalla. Ejemplos no limitativos de dispersion de alta velocidad de cizalla adecuados
para la etapa (i) del proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion son dispersion
tipo Cowless, dispersion empleando sistemas rotor-estator o sistemas como molienda
por atriccion con microbolas. Los medios empleados deben ser eficaces para
favorecer que las nanoparticulas estén dispersas en el medio y en caso de existir

aglomerados, estos deben estar dentro de un tamafo inferior a 200 nm.

En una realizacion preferida, el disolvente polar es un alcohol o mezcla de alcoholes,

preferiblemente un alcohol primario o mezcla de alcoholes primarios.

En ofra realizaciéon preferida, las nanoparticulas luminiscentes de upconversion de la
etapa (i) se dispersan en una concentracion entre el 0,1% y el 10% en peso,

preferiblemente alrededor de 4% en peso.
En el contexto de la presente invencion, por "alcoxido metalico" se entiende un

compuesto quimico que comprende un atomo metalico M unido al menos a un grupo

organico a través de un atomo de oxigeno (M-OR). EI alcoxido metalico se forma in
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situ 0 ex situ a partir de un precursor de tipo inorganico como pueden ser nitratos,
cloruros o percloratos metalicos, o de tipo organico como acetatos o acetilacetonatos.
Ejemplos de alcéxidos metdlicos no limitativos adecuados para el proceso de sintesis
sol-gel de la presente invencion cuando el metal es por ejemplo silicio son tetraetil
ortosilicato (TEOS), metiltrietoxisilano (MTES), metiltrimetoxisilano, 3-

glicidoxipropiltrimetoxisilano o viniltrietoxisilano.

Dependiendo de las caracteristicas deseadas para el material compuesto final, el
proceso de sintesis sol-gel se realiza por via acida, preferiblemente empleando un
precursor de alcoxido de silicio, como por ejemplo cloruro de silicio, o bien por via
basica, preferiblemente empleando un precursor de alcéxido de zinc, como por
ejemplo acetato de zinc. La naturaleza del alcoxido determinara el rango de pH en el

que tendra lugar la condensacion del sol y formacion del gel (etapa (Ni)).

La dispersion de la etapa (i) del proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion

puede comprender opcionalmente un agente retardante del secado.

En ausencia de indicaciones de lo contrario, los componentes de la dispersiéon de la
etapa (i) listados son ampliamente conocidos por el experto en la materia para los

procesos de sintesis sol-gel y pueden ser de tipo organico o inorganico.

El proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion comprende ademas una etapa
(i) de adicién de agua a la dispersién de la etapa (i) para dar lugar a una reaccion de

hidrdlisis y formacion de un sol.

En una realizacién particular, la etapa (i) comprende ademas la adicion de un
catalizador que acelera la reaccion de hidrdlisis. Ejemplos no limitativos de
catalizadores adecuados para el proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion
son de tipo inorganico, como por ejemplo acido clorhidrico, y de tipo organico, como

por ejemplo etanolamina.

El proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion comprende ademas una etapa
(iii) de
condensacion del sol de la etapa (i) dando lugar a la formacién un gel. EI gel obtenido

actia como elemento encapsulante de las nanoparticulas luminiscentes de
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upconversion de la presente invencion de forma que impide la agregacion de las

mismas.

En una realizacion particular, la formacion del gel en la etapa (iii) tiene lugar a un pH
entre <6 y >2. El pH puede determinarse mediante la naturaleza acida o basica del

alcéxido metdlico empleado en la etapa (i) como se ha definido anteriormente.

El proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion comprende ademas una etapa

(iv) de envejecimiento del gel obtenido en la etapa (iii).

El envejecimiento del gel favorece la homogeneidad del mismo. Un ejemplo no
limitativo de envejecimiento de un gel obtenido en la etapa (iii) es el uso de un acetato
de cinc como precursor del alcéxido metalico mediante calentamiento a 60 °C durante
72 horas en un matraz cerrado para favorecer los procesos de hidrdlisis vy

condensacion de los cationes de Zn(ll).

La etapa (iv) del proceso de sintesis sol-gel de la presente invencién comprende
ademas secado del gel envejecido para la eliminaciéon del disolvente dando lugar a un
material compuesto luminiscente, y que comprende tratamiento térmico del mismo en
un rango de temperaturas comprendido entre 30 °C y 200 °C. Este proceso se lleva a
cabo, por ejemplo, en una estufa a 60 °C durante 24 horas en una bandeja de

cristalizacion.

El proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion comprende ademas una etapa
(v) de densificacion del material compuesto ceramico resultante de la etapa (iv)
mediante tratamiento térmico eliminando los residuos organicos de los precursores. El
tratamiento térmico se lleva a cabo a una temperatura entre 300 °C y 600 °C con un

tiempo de residencia entre 0,1 a 24 horas.

En una realizacion particular, el proceso de sintesis sol-gel de la presente invencion
comprende ademas una etapa (vi) de acondicionado del material compuesto resultante
mediante molienda para obtener un tamafio de particula en un rango de tamafos
deseado. Un ejemplo no limitativo consiste en molturar en seco en un molino de
mezclado empleando bolas de zircona estabilizada de 1 mm de diametro durante 30

minutos para obtener un material pulverulento consistente en nanoparticulas
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luminiscentes de la invencion dispersas en una matriz sol-gel densificada con un

tamafio promedio donde el 90% de las particulas presenten un tamafio inferior a 10

une.

En una realizacion particular, el material compuesto luminiscente de la invencion
posee alta resistencia a agentes quimicos y estabilidad térmica, preferiblemente a
temperaturas >400°C. Estas propiedades permiten su aplicacién como marcadores de
seguridad formando parte de pinturas, en la preparacion de materiales ceramicos
funcionales o formando parte de recubrimiento de grandes superficies. En otra
realizacion preferida, el material compuesto luminiscente es incoloro, lo que permite su
aplicacién como marcador de autenticacion o de calidad en sectores como el sector

del papel, envase o textil.

Por tanto, un aspecto final de la presente invencion se refiere al uso del material
compuesto luminiscente como se define anteriormente en los sectores de papel,
plastico, envase, textil, automovilistico, bioldgico, médico-farmacéutico, seguridad

documental, trazadores, pigmentos ceramicos, optoelectronica o fotovoltaico.

Ejemplos

La primera parte de la seccidon experimental (Ejemplos 1 a 3) se refiere a la
preparacion de las nanoparticulas de la presente invencion. La segunda parte de la
seccion experimental (Ejemplos 4 a 7) se refiere a la evaluacion de la estabilidad del
enlace del ligando a la superficie de la nanoparticulas de la presente invencion en
medios acidos, lo que es de interés entre otras aplicaciones, para su encapsulamiento
sol-gel. La tercera parte de la seccion experimental (Ejemplos 8 y 9) se refiere a la

preparacion del material compuesto de la presente invencion.

Ejemplo 1: Sintesis de nanoparticulas NaYF ,:Yb, Er pasivadas con oleato

(UCNP@oleato)

Se sintetizaron nanoparticulas de NaYF4:Yb3+,Er3+ siguiendo el proceso descrito en
Francés-Soriano et al. (Nanoscale 2015, 7, 5140 - 5146). En particular, una mezcla de
0,8 mmol de YCI3-6H20 , 0,18 mmol de YbCI3-6H20 , 0,02 mmol de ErCI3-6H20 (0,02
mmol), 12 mL de acido oleico y 15 mL de octadeceno (ODE) se calentd a 160 °C en
un matraz de 50 mL y agitacion continua. Tras la disolucién de las sales de lantanido

(ca. 30 minutos), la mezcla se enfri6 a unos 110 °C y entonces se adicionaron
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lentamente 10 ml_ de una disolucién de metanol, NaOH (2,5 mmol) y NH4F (4,0 mmol).
La mezcla se desgasificé a 100 °C durante 30 min y agitacion continuada. Finalmente
la mezcla se calentd a 305 °C bajo atmosfera de N, durante 1h. Posteriormente, la
solucion se enfrié a temperatura ambiente y las nanoparticulas precipitaron mediante
centrifugacion (10000 rpm, 10 min, 25 °C). Las nanoparticulas pasivadas con oleato se

lavaron tres veces con soluciones de (43,5:40,5:16 v/v) hexano/acetona/metanol.

Ejemplo 2: Sintesis de nanoparticulas NaYF.:Yb,Er desnudas (UCNP ..)

Las nanoparticulas NaYF4:Yb3+,Er3+ desnudas se prepararon siguiendo el
procedimiento de Capobianco et al. (Nano Lett. 201 1, 11, 835-840). En particular, 100
mg de UCNP@oleato se dispersaron en 10 mL de HCI acuoso a pH 4. La mezcla se
agité durante 2 hy la disolucion se mantuvo a pH 4 adicionando HCI 0,1 M. Se elimino
el acido oleico mediante extraccion con éter dietilico (3 veces). Se juntaron todas las
fases etéreas y se realizd una re-extraccion con agua. Se combind acido oleico con
todas las fases acuosas y se re-extrajo con éter dietilico. Las UCNP keq S€
recuperaron de la fase acuosa por precipitacion con acetona seguida de centrifugacion
(10000 rpm, 15 min, 25 °C). EI precipitado se lavd tres veces con acetona y se re-
precipitaron por centrifugacion. Finalmente las UCNP

Q.

se dispersaron en agua Milli

naked

Ejemplo 3: Sintesis de nanoparticulas NaYF,:Yb,Er pasivadas con 2-cloroacetamida

fUCNP@)Ijgando .qoroacetamida

Las nanoparticulas UCNP «d se dispersaron en DMF, se basifico el medio con
hidroxido sdédico, y tras la separacion del exceso de NaOH, se adicioné el ligando 2-
cloroacetamida sdlido a la disolucion coloidal. Tras 48h de agitacion, se indujo la
precipitaciéon de las nanoparticulas pasivadas (UCNP@ligando ,- oroacetamida) POF

centrifugacion, el solido se lavo varias veces vy finalmente se seco.

Ejemplo 4: Sintesis de nanoparticulas NaYF ,:Yb,Er pasivadas con acido 2-cloroacético

(UCNP®.lijgand Q?_-cloroacétbcol

Las nanoparticulas UCNP se dispersaron en DMF, se basific6 el medio con

naked
hidroxido sddico, y tras la separacion del exceso de NaOH, se adicion6 el ligando 2-
cloro-acético solido a la disolucion coloidal. Tras 48h de agitacion, se indujo la
precipitacion de las nanoparticulas pasivadas (UCNP@ligando ,-ioro-aceticoy ~ POr

centrifugacion, el solido se lavo varias veces vy finalmente se seco.
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Ejemplo 5: Estabilidad de UCNP@Iigando s in.nar =42 €N medio acido

Se obtuvieron los espectros de FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) para las
nanoparticulas UCNP@Iigando ,-goroacetamida (Figura 1) preparadas segun se describe en
el Ejemplo 3, y después de 5 y 48 horas en disolucién acuosa a pH 2. Asi, las
nanoparticulas UCNP@ligando , . oroacetamida Mostraron una variacion insignificante de
sus propiedades emisivas cuando se mantienen dispersas en agua a pH 2 durante 48
horas, como se puede confirmar en la Figura 2b. Posteriormente, las nanoparticulas
UCNP@ligando ,-cioroacetamida S€ precipitaron mediante basificacion hasta pH neutro por
adicién de NaOH y centrifugacion, se lavaron con agua y se secaron. El andlisis de las
mismas por FTIR (Figura 1) demuestra que el ligando organico no se descoordina de
las nanoparticulas UCNP@ligando , oroacetamisa Y SUS propiedades emisivas se
mantienen sin cambios (Figura a-d2).

Ejemplo_6: Caracterizacion XPS de las nanoparticulas _UCNP@ligando?.r.i, roacetamida.

Para la comparacion del ligando libre y unido, se obtuvieron los espectros XPS Cig
para las nanoparticulas UCNP@ligando . roacetamida (Figura 3, abajo) preparadas segin
lo descrito en el Ejemplo 3 y para el ligando libre de partida, esto es, 2-cloroacetamida
(Figura 3, arriba). También se obtuvieron los espectros XPS N;  para las

nanoparticulas UCNP@Iligando acetamida (Figura 4, abajo) preparadas segun lo

Z-CIOro
descrito en el Ejemplo 3 y para el compuesto organico de partida 2-cloroacetamida

(Figura 4, arriba).

Cabe destacar los importantes cambios en los valores de energia del C,y Ny entre el
compuesto organico de partida 2-cloroacetamida y el ligando organico de
UCNP@Iigando ,_joroacetamida- EStos desplazamientos son consistentes con una reaccion
quimica entre el compuesto organico de partida 2-cloroacetamida vy la superficie de la
nanoparticula lo que permite la permanencia del ligando sobre la superficie de la

nanoparticula en medios fuertemente acidos.

Sin embargo, los espectros XPS C;q para las nanoparticulas UCNP@oleato conocidas
en el estado de la técnica y preparadas segun el Ejemplo 1, muestran pequefios
cambios en relacion con el acido oleico libre. Este hecho se observa también para
diferentes acidos carboxilicos, como por ejemplo, acido decanoico o acido
dodecanodioico (Liu Y. et al. Nanoscale 2011, 3, 4804) y demuestra que el ligando

queda adsorbido sobre la superficie de la nanoparticula a través del grupo carboxilato.

240



20

2
uh

(8]
wn

WO 2018/002405 PCT/ES2017/070474

21

La pequena variacion de energia del grupo funcional que queda adsorbido sobre la
superficie de la nanoparticula es un hecho general para las nanoparticulas descritas
en el estado de la técnica como muestra por ejemplo el espectro XPS N, de la
oleilamina libre que interacciona con la nanoparticula por el grupo amino y presenta un
valor de ca. 400 eV en ambos casos, libre y coordinado (Goel, V. Thesis 201 1, McGill

University, Montreal).

Ejemplo 7: Caracterizacion XPS de las nanoparticulas UCNP @ligando ;. ;in.gacétics.

Similarmente al Ejemplo 6, se obtuvieron, para su comparacion, los espectros XPS C,
para las nanoparticulas UCNP@ligando , cioroacstico (Figura 5, abajo) preparadas segun
lo descrito en el Ejemplo 4 y para el compuesto organico de partida 2-cloroacético
(Figura 5, arriba). También se obtuvieron los espectros XPS 0., para las
nanoparticulas  UCNP@ligando , cioroacstico (Figura 6, abajo) preparadas segun lo
descrito en el Ejemplo 4 y para el compuesto organico de partida acido 2-cloroacético

(Figura 6, arriba).

Cabe destacar los importantes cambios en los valores de energia del Ci,y del O
entre el compuesto organico de partida 2-cloroacético y el ligando organico de la
nanoparticula UCNP@ligando , cioroacstico- Al igual que para el Ejemplo 6, este
desplazamiento es consistente con una reaccion quimica entre el compuesto organico
de partida 2-cloroacético y la superficie de la nanoparticula, lo que permite la
permanencia del ligando sobre la superficie de la nanoparticula en medios fuertemente

acidos.

Ejemplo 8: Preparacion de un material compuesto incoloro transparente por

encapsulamiento sol-gel en medio acido de nanoparticulas UCNP @ligando z.qo,0acetamida,

Para el encapsulamiento de nanoparticulas UCNP@Iigando ,-oroacetamida S€ preparé un
sol-gel de silice de manera que el pigmento quedd en disolucion con EtOH en una

concentracion del 0,6 g/L.

300 mg nanoparticulas UCNP@Iigando ,. roacetamiza S€ afiadieron a 50ml_ EtOH con

2'C|
agitacion y se dejaron homogeneizar durante unos minutos. Seguidamente se
afadieron 24 ml_de TEOS y a continuacion se afadieron 7,2 ml_ de agua desionizada,
gota a gota para favorecer la mezcla del TEOS con el agua y permitir que se
produzcan las reacciones de hidrdlisis. Finalmente se incorporaron el acido clorhidrico

(< 0,1 ml_) también gota a gota hasta alcanzar un pH de aproximadamente 4. Se dejo
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agitar durante al menos 1h. La disolucién resultante se dejo Unicamente secar a
temperatura ambiente durante 48h. Se obtuvieron aproximadamente unos 7,5 g de
polvo. La relacién obtenida de UCNP@Iligando ,- oroacetamida/SOI-gel fue de 1/25 dando
una emision de color verde (Figura 7). La comparacion de la emision de 1 mg de
UCNP@Iligando ,-cioroacetamida Y la de 1 mg del material compuesto demostré que el
material compuesto es unas 25 veces mas emisivo. De aqui se deduce que el

tratamiento sol-gel incrementd la capacidad emisiva de las UCNPs en unas 625 veces.

Ejemplo 9: Preparacion de un material compuesto mediante un proceso de sintesis

sol-gel en medio basico con particulas UCNP@ligando s cin nacetamida-.

Para el encapsulamiento de nanoparticulas de UCNP@ligando ,_.oroacetamida S€ llevo a

cabo un sol-gel en un medio basico, utilizando un precursor de Zn.

Se afadieron 7,5 g de acetato de Zinc en 50 mL de etanol en agitacién adicionando 20
mg de nanoparticulas y se dejé homogeneizar durante un par de minutos hasta que el
acetato quedd disuelto en el alcohol. Seguidamente se afiadid la dispersion de
nanoparticulas y se agité durante al menos 2 minutos. A continuacién, se afiadid6 3 mL
de etanolamina gota a gota para favorecer la mezcla con el etanol y permitir que se
produzcan las reacciones con el acetato de Zinc. La etanolamina actia como
catalizador y estabilizador de la solucion. Una vez afiadida la etanolamina, la
disolucion debe tener un pH de 7 o mayor. Se dej6 agitar durante al menos 1h. La
disolucion resultante se dej6 secar a temperatura ambiente durante 48 h hasta que se
evapord la mayor parte del etanol. Después de este tiempo se obtuvo un liquido muy
viscoso, que se traté térmicamente a 300 °C para que se formara la estructura del ZnO
durante 1 hora para una mayor cristalinidad y eliminacion de residuos. Tras el
tratamiento térmico se obtuvieron aproximadamente unos 2,8 g de polvo con emision

de color rosado.
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticulas luminiscentes de upconversion de férmula MLnF ,;:RE*3, donde M
es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un andlogo del mismo y RE*3 es
un i6n de tierras raras o combinaciones de los mismos; caracterizadas porque dichas
nanoparticulas comprenden ligandos organicos unidos a su superficie mediante

enlaces covalentes.

2. Nanoparticulas segun la reivindicacion 1, donde los ligandos organicos unidos a

su superficie mediante enlaces covalentes comprenden una unidad -CH ,CO-.

3. Nanoparticulas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, con un tamano

medio <500 nm.

4. Nanoparticulas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde las

nanoparticulas tienen estructura nucleo/coraza.

5. Nanoparticulas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde M es Na o

Li.

6. Nanoparticulas segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde RE* es

Yb*, EF*, Tm®, Gd** o combinaciones de los mismos.

7. Método de preparacion de nanoparticulas luminiscentes de upconversion de
formula MLnF4:RE+3, donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un
analogo del mismo y RE*3 es un i6n de tierras raras o combinaciones de los mismos;
caracterizadas porque dichas nanoparticulas comprenden ligandos organicos unidos a

su superficie mediante enlaces covalentes, que comprende las etapas de:

a) afadir a un disolvente polar nanoparticulas precursoras de férmula MLnF 4:RE*3
, donde M es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo del mismo y
RE*3 es un ién de tierras raras o combinaciones de los mismos; caracterizadas porque
dichas nanoparticulas comprenden grupos - O, -OH, -HOH o combinaciones de los

mismos en su superficie;

b) afadir sobre la mezcla resultante de la etapa (a) una base en exceso; y
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c) tras eliminar el exceso de base de la mezcla resultante de la etapa (b), afadir
un compuesto de formula X-CHch-Z donde X es un halégeno, Z es -H, -R, -COR,
-OH, -OCOR, -NH,, -NHR, -NR,, -NHCOR, -SR 0 -SCOR, y R es una cadena alquilica

lineal o ramificada.

8. Método de preparacion de las nanoparticulas segun la reivindicacion 7, donde el
disolvente polar de la etapa (a) es dimetilformamida, acetonitrilo, tetrahidrofurano o

mezcla de los mismos.

9. Método de preparacion de las nanoparticulas segun cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 8, donde la etapa (a) tiene lugar a una temperatura desde
alrededor de 25 °C a alrededor de 80 °C.

10. Método de preparacion de las nanoparticulas segun cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 9, donde la base en exceso de la etapa (b) es una base

inorganica, preferiblemente NaOH.

11. Método de preparacion de las nanoparticulas segun cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 10, donde Z es -H, -NH,0-OCOR en el compuesto de la etapa (c)
de férmula X-CH,CO-Z.

12. Método de preparacion de las nanoparticulas segun la reivindicaciéon 11, donde el
compuesto de férmula X-CH,CO-Z de la etapa (c) es 2-cloroacetamida o acido 2-

cloroacético.

13. Nanoparticulas luminiscentes de upconversion de formula MLnF ,:RE*3, donde M
es un metal alcalino, Ln es un elemento lantanido o un analogo del mismo y RE*® es
un i6n de tierras raras o combinaciones de los mismos; y que comprenden ligandos
organicos unidos a su superficie mediante enlaces covalentes, obtenibles mediante el

método de preparacion segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12.

14. Uso de las nanoparticulas luminiscentes de upconversion segun cualquiera de las

reivindicaciones 1a 6y 13 como marcadores fluorescentes o fotosensibilizadores.

15. Uso de las nanoparticulas luminiscentes de upconversion segun la reivindicacion

14 en el sector biolégico o médico-farmacéutico.
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16. Material compuesto luminiscente que comprende las nanoparticulas luminiscentes

de upconversion segun cualquiera de las reivindicaciones 1a6y 13.

17. Material compuesto luminiscente segun la reivindicacion 16, donde el material

compuesto es ceramico.

18. Material compuesto luminiscente segun cualquiera de las reivindicaciones 16y 17,

donde el material compuesto es transparente.

19. Material compuesto luminiscente segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18,

obtenible mediante un proceso de sintesis sol-gel.

20. Uso del material compuesto luminiscente segun cualquiera de las reivindicaciones

16 a 19 como marcador fluorescente o fotosensibilizador.

21. Uso del material compuesto luminiscente segun cualquiera de las reivindicaciones
16 a 20 en los sectores de papel, plastico envase, textil, automovilistico, biolégico,
médico-farmacéutico, seguridad documental, trazadores, pigmentos ceramicos,

optoelectrénica o fotovoltaico.
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