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ZASTOSOWANIE KROPEK KWANTOWYCH DO OZNACZANIA
SKEADNIKOW I ZANIECZYSZCZEN ZYWNOSCI

Streszczenie

Kropki kwantowe (QD) sa potprzewodnikowymi nanostrukturami o $rednicy 1 + 100 nm, zdolnymi do
fotoluminescencji. W roztworach oddzialtywania pomigdzy atomami na powierzchni kropki kwantowe;j
i otaczajacymi je czasteczkami moga w istotny sposob wptywaé na fotoluminescencje QD. Wiasciwos¢ ta
jest podstawa wykorzystania kropek kwantowych w analityce. Czgsto stosuje si¢ modyfikacje kropek
kwantowych poprzez powlekanie ich powierzchni zwigzkami zdolnymi do oddziatywania z analitem.
Zastosowanie kropek kwantowych umozliwia opracowania nowych, czulych, selektywnych i szybkich
metod analitycznych. W pracy przedstawiono metody oznaczania sacharydow, peptydow i biatek, kwasu
askorbinowego, zwiazkow fenolowych oraz zanieczyszczen zywnosci i substancji niepozadanych. Opisa-
no takze szereg mechanizméw oddziatywania kropek kwantowych z oznaczanymi substancjami.

Stowa kluczowe: kropki kwantowe, analityka zywnosci, sktadniki Zzywnosci, zanieczyszczenia zywnosci

Wprowadzenie

Kropki kwantowe (ang. quantum dots — QD) to potprzewodnikowe nanostruktury
o $rednicy 1 + 100 nm, w sktad ktorych wchodzg gltdwnie pierwiastki z grup I - IV, 11
- V oraz IV - VI uktadu okresowego. Do najcze$ciej syntetyzowanych kropek kwanto-
wych naleza struktury zbudowane z CdSe oraz CdTe [14]. Wskutek niewielkich roz-
miarow kropki kwantowe majg dyskretne poziomy energetyczne, podobne do wystepu-
jacych w atomach. Fotoluminescencja (FL) tych uktadow jest zalezna od rozmiaru,
dlatego stosunkowo tatwo mozna uzyska¢ kropki emitujgce promieniowane elektroma-
gnetyczne o réznych dtugosciach fali. W pordwnaniu z organicznymi zwigzkami fluo-
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ryzujacymi kropki kwantowe charakteryzujg si¢ stosunkowo waskimi pasmami emisji
fotoluminescencji, wysoka wydajnoscig kwantowa, dlugim czasem zycia fluorescencji
oraz stabilnoscig 1 odpornoscig na fotowybielanie [5].

Ze wzgledu na niewielkie rozmiary czgstek stosunek powierzchni do objetosci
kropek kwantowych jest relatywnie wysoki. Wraz ze zmniejszaniem si¢ rozmiarow
kropek, coraz wigksza liczba atomdéw znajduje si¢ na ich powierzchni. Oddziatywania
pomiedzy atomami na powierzchni kropki kwantowej i otaczajacymi je czasteczkami
w roztworach moga w istotny sposéb wptywaé na fotoluminescencje. Wtasciwos¢ ta
jest podstawg wykorzystania kropek kwantowych w analityce [20]. W metodach anali-
tycznych zwigzanych z fotoluminescencja kropek kwantowych oddziatywania pomig-
dzy analitem i powierzchnig QD prowadza do mierzalnej zmiany natezenia FL. Defek-
ty na powierzchni kropek kwantowych zmniejszaja nat¢zenie ich fotoluminescencji,
natomiast przylaczenie analitu do powierzchni kropki moze powodowacé pasywacje
powierzchni, co prowadzi do wzrostu natgzenia emitowanego $wiatta [20]. Niektore
substancje po przylaczeniu do powierzchni kropki kwantowej powodujg wzrost liczby
defektow, co prowadzi z kolei do spadku nat¢zenia FL (depasywacji). Istniejg rowniez
metody wykorzystujagce kombinacje efektu pasywacji i depasywacji [20]. Innymi zja-
wiskami wykorzystywanymi w analityce jest forsterowski transfer energii (ang. fluore-
scence (Forster) resonance energy transfer — FRET) oraz fotoindukowane przeniesie-
nie elektronu (ang. photoinduced electron transfer — PET). W mechanizmie FRET
kropki kwantowe petnia rolg donora, ktory przekazuje energi¢ wzbudzenia do akcepto-
ra (analitu), co prowadzi do zmniejszenia nate¢zenia fotoluminescencji donora i jedno-
czesnego wzrostu natezenia FL analitu. W przypadku mechanizmu PET wzbudzone
kropki kwantowe sa donorem elektronow, przekazywanych czasteczkom akceptora.
Transfer ten prowadzi do wygaszania fotoluminescencji QD i do wzrostu nat¢zenia FL
akceptora (analitu) [20]. Metody polegajace na mechanizmach pasywacji/depasywacji
kropek kwantowych nie zawsze zapewniajg odpowiednig selektywno$¢ opracowanych
metod, dlatego czgsto stosuje si¢ modyfikacje kropek kwantowych, poprzez powleka-
nie ich powierzchni zwigzkami zdolnymi do oddzialywania z analitem. Wykorzystuje
si¢ rozne typy oddzialywan (receptor — ligand, antygen — przeciwciato, DNA — biatko,
cukier — pektyny, oddzialywania typu gospodarz — gos¢) [20]. Celem modyfikacji po-
wierzchni (powlekania, funkcjonalizacji) moze by¢ nie tylko zwigkszenie selektywno-
$ci 1 specyficzno$ci metody, ale rdwniez nadanie nanostrukturom zdolnosci do rozpra-
szania w roztworach wodnych, co jest niezb¢dne do przeprowadzenia oznaczen
substancji hydrofilowych. Drugg strategig pozwalajaca na otrzymanie kropek kwanto-
wych rozpuszczalnych w wodzie jest ich bezposrednia synteza w roztworach wodnych.

Celem niniejszej pracy jest zapoznanie Czytelnika z wybranymi metodami anali-
tycznymi, w ktorych wykorzystano kropki kwantowe do oznaczania zarowno makro-
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sktadnikow zywnosci, jak i substancji wystepujacych w niej w ilosciach $ladowych,
w tym szkodliwych zanieczyszczen.

Oznaczanie sacharydow

Do sktadnikéw zywnosci oznaczanych metodami wykorzystujacymi QDs nalezy
glukoza, ktorej ilosciowa analiza ma duze znaczenie zarOwno w przemysle spozyw-
czym, jaki i w procesach biotechnologicznych, a takze w badaniu ptynéw ustrojowych.
Dotychczas opracowane metody oznaczania glukozy z zastosowaniem nanostruktur
polegaja na wykorzystaniu enzyméw. Duong i Rhee [2] wykorzystali do ilosciowego
oznaczania glukozy wygaszanie fluorescencji kropek kwantowych CdSe/ZnS powle-
czonych kwasem merkaptopropionowym. Proces wygaszania polegat na transferze
elektronow z QDs do enzyméw (oksydazy glukozowej i peroksydazy chrzanowej),
ktore katalizowaty procesy utleniania/redukcji glukozy i produktow reakcji enzyma-
tycznej. Oksydaza glukozowa katalizowata w tym procesie utlenianie glukozy do kwa-
su glukonowego i nadtlenku wodoru, natomiast nadtlenek wodoru byt rozkladany do
wody i tlenu czasteczkowego w obecnosci peroksydazy chrzanowej. Kropki kwantowe
byty skoniugowane z enzymem poprzez grupe karboksylowa kwasu merkaptopropio-
nowego powlekajacego nanostrukture i grupe aminowa enzymu. IloSciowe oznaczenie
cukru nastgpowalo bezposrednio po wprowadzeniu do roztworu glukozy kropek kwan-
towych skoniugowanych z enzymami. Wedlug autoréw metoda ta moze stuzy¢ do
wykrywania glukozy w zakresie stezenia 0 + 5,0 g-dm™ [2]. Metoda polegajaca na
wykorzystaniu oksydazy glukozowej i peroksydazy chrzanowej zostata rowniez zapro-
ponowana przez Yuan i wsp. [19]. W obecnos$ci oksydazy i peroksydazy glukoza byta
utleniana z wytworzeniem nadtlenku wodoru, ktory z kolei utleniat hydrochinon do
benzochinonu. Powstaty benzochinon powodowat wygaszanie fotoluminescencji kro-
pek kwantowych CdTe powleczonych kwasem merkaptobursztynowym. Przy iloscio-
wym oznaczaniu glukozy w zakresie stezenia 10° M do 10™ M osiggnieto limit detek-
cji rowny 10® M. Nieco inne podejécie przedstawili Huang i wsp. [10]. Oksydaza
glukozowa zostata uzyta jako katalizator reakcji utleniania glukozy z wytworzeniem
nadtlenku wodoru i glukonolaktonu, ktéry z kolei byl hydrolizowany do kwasu
D-glukonowego, powodujgcego obnizenie pH $rodowiska. Natezenie fotoluminescen-
cji kropek kwantowych CdSe/ZnS powleczonych kwasem merkaptobursztynowym
zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem kwasowosci srodowiska, stad nanostruktury zastoso-
wano jako indykator zmian pH zaistniatych w wyniku wzrostu stezenia produktow
utleniania glukozy o charakterze kwasnym. Metoda zachowywata liniowg zalezno$¢
sygnatu od stezenia analitu w zakresie st¢zenia glukozy 0,2 + 10 mM lub 2 + 30 mM.
Na tej podstawie opracowano szybki test do pédtilosciowego oznaczania tego monosa-
charydu. Fluorescencja kropek kwantowych wzbudzanych promieniowaniem o dtugo-
Sci fali 365 nm zmieniala si¢ od jasnopomaranczowej do zéltozielonej w zakresie ste-
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zenia glukozy 0 + 14 mM [10]. Kropki kwantowe powlekane biatkami zostaty rowniez
wykorzystane do detekcji maltozy [15].

Oznaczanie peptydow i bialek

Nanoczgstki powlekane grupami tiolowymi moga by¢ wykorzystane do oznacza-
nia niektorych peptydow. W wyniku oddziatywania peptydu z powierzchnig kropki
nastgpuje wygaszanie emisji fluorescencji. Istnieje rowniez mozliwo$¢ analitycznego
wykorzystania mechanizmoéw polegajgcych na elektrostatycznym oddziatywaniu po-
migdzy grupami karboksylowymi liganda i grupami aminowymi peptydu, a takze pa-
sywacji powierzchni kropek lub zahamowaniu przemian nieradiacyjnych. W wyniku
tych proces6w nastepuje wzrost natezenia emisji fluorescencji. Lizozym byt oznaczany
w obecnos$ci kropek powleczonych kwasem merkaptodekanowym z limitem detekc;ji
rownym 0,115 pgrem™. W tym przypadku obserwowano wygaszanie fluorescenciji na
skutek elektrostatycznego oddzialywania obdarzonych ujemnym tadunkiem po-
wierzchniowym kropek kwantowych CdSe z biatkiem [5].

Oznaczanie kwasu askorbinowego

Kropki kwantowe zastosowano réwniez z powodzeniem do oznaczania kwasu
askorbinowego. Zaobserwowano wygaszanie fluorescencji kropek kadmowo-
tellurowych powleczonych kwasem merkaptopropionowym (MPA-CdTe-QDs)
w obecnosci witaminy C. Zaproponowany mechanizm wygaszania polega na wplywie
tlenu na fluorescencje MPA-CdTe-QDs. W roztworach wodnych tlen moze powodo-
wac zwigkszenie natgzenia fluorescencji nanokrysztatow poprzez pasywacje defektow
powierzchni. Kwas askorbinowy jest dobrym antyoksydantem, dlatego reaguje z tle-
nem zaadsorbowanym na powierzchni kropek, powodujac tym samym wygaszanie
fluorescencji [14]. Opracowana metoda wykazywata liniowo$¢ w zakresie stezenia 12
+ 250 pg-em”, granica wykrywalnosci wynosita 4 pg-dm, a granica oznaczalnosci —
12 pg-dm™. Przy oznaczaniu kwasu askorbinowego zastosowano system przeptywowy,
uzyskujac wydajno$¢ 68 oznaczen na godzing. Metodg zastosowano do oznaczania
witaminy C w suplementach diety — kapsutkach goji, sokach owocowych oraz prepara-
tach farmaceutycznych [14].

Oznaczanie zwigzkéw fenolowych

Zaobserwowano, ze akceptory elektronow i/lub dziur w poétprzewodnikach zaad-
sorbowane na powierzchni kropek kwantowych powoduja efektywne wygaszanie fluo-
rescencji [16]. To zjawisko zostato wykorzystane do oznaczania prostych zwigzkow
fenolowych (fenol, dopamina, hydrochinon) i benzochinonu. Zwigzki fenolowe byly
utleniane do odpowiednich chinonéw w obecnosci peroksydazy chrzanowej i H,O..
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Chinony sag akceptorami elektronéw zdolnymi do wygaszania fotoluminescencji kad-
mowo-tellurowych kropek kwantowych. Przy uzyciu tej metody osiagnigto stosunko-
wo niski limit detekcji zwiazkow fenolowych (107 mol-dm™) [19]. Biosensor do ozna-
czania fenoli zostal zaproponowany przez Janga i wsp. [11]. W czasie indukowanego
$wiatlem sieciowania tyrozynaza i kropki kwantowe byly putapkowane w matrycy zelu
glikolu polietylenowego. Putapkowana tyrozynaza katalizowata utlenianie fenoli do
chinonéw (akceptorow elektronow), ktore z kolei wygaszaly fluorescencje zamknig-
tych w matrycy kropek kwantowych [11]. Tian i wsp. [17] zaproponowali czulg i spe-
cyficzng metode oznaczania naturalnego roslinnego polifenolu — apigeniny. Zastoso-
wano wygaszanie fluorescencji kropek CdSe/CdS w obecnosci flawonoidu. Apigenina
byta oznaczana w probach modelowych z limitem detekcji rownym 0,13 pg-dm™ [17].
Zwiazki fenolowe byly teZ oznaczane przy wykorzystaniu elektrochemiluminescencji
kropek kwantowych. Obecny w oleju bawelianym i $rucie poekstrakcyjnej polifenol
ro$linny — gossypol jest zdolny do wygaszania elektrochemiluminescencji kropek
kadmowo-tellurowych. Gossypol byl oznaczany ta metoda z granica oznaczalnosci
réwna 5-10° M [9].

Wykorzystanie kompleksow inkluzyjnych typu gospodarz — gosé

Do oznaczania prostych zwigzkow fenolowych w wodzie zastosowano zjawisko
powstawania komplekséw inkluzyjnych typu gospodarz — go$¢. Przyktadem tego typu
struktur sg kompleksy B-cyklodekstryny ze zwigzkami wystepujacymi w zywnosci
(galusan propylu, kwas chlorogenowy, kwas kawowy, kwas linolowy) [6, 7, §].
W omawianej metodzie wykorzystano kropki kwantowe CdSe/ZnS powleczone
B-cyklodekstryng oddzialujgca z przytaczonymi do powierzchni nanostruktury hydro-
fobowymi tancuchami tlenku trioktylfosfiny (TOPO). Po dodaniu do roztworu kropek
proby zawierajacej oznaczane zwigzki fenolowe (p-nitrofenol, 1-naftol) powstaja kom-
pleksy fenoli z cyklodekstrynami (kompleks inkluzyjny typu gospodarz — go$¢), co
powoduje jednoczesnie destabilizacje komplekséw cyklodekstryny z TOPO. Kropki
kwantowe pozbawione w ten sposOb otaczajacej je warstwy cyklodekstryn sg narazone
na bezposrednie dziatanie wody, co prowadzi do wygaszania ich fluorescencji (rys. 1).
Na podstawie zmiany nat¢zenia fluorescencji oznaczono w ten sposob p-nitrofenol
1 naftol w $ciekach zawierajacych te zwigzki [13]. Wykorzystanie kompleksow inklu-
zyjnych pozwala zwigkszy¢ selektywnos¢ metody. Podobna strategia zostata zastoso-
wana w oznaczaniu aminokwasow. Dzieki chiralnej naturze B-cyklodekstryn skon-
struowano sensor nanostrukturalny, umozliwiajacy odroznienie izomerdéw optycznych
D- i L- fenyloalaniny i tyrozyny [4].
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Mechanizm oznaczania zwigzkéw fenolowych przy zastosowaniu kropek kwantowych
CdSe/ZnS powleczonych B-cyklodekstryna. Kropki kwantowe CdSe/ZnS sa powlekane cy-
klodekstrynami pod wptywem ultradzwigkow, w wyniku czego sa zdolne do emisji fluorescencji
(hv’) w $rodowisku wodnym. Zwiazki fenolowe obecne w probie tworza kompleksy z cy-
klodekstrynami otulajacymi kropki, co powoduje usunigcie czgséci cyklodekstryn z powierzchni
nanostruktury i wygaszanie fluorescencji pod wptywem wody.

Mechanism of determining phenolic compounds using CdSe/ZnS quantum dots coated with
B-cyclodextrin. The CdSe/ZnS quantum dots are coated with cyclodextrins using ultrasounds;
thus, they are capable of emitting fluorescence (hv’) in aqueous medium. Phenolic compounds
present in the sample form complexes with cyclodextrins wrapped around the quantum dots. As
a result, cyclodextrins are partially removed from the surface of nanostructure and fluorescence
is quenched by water.

Zrédlo: / Source: opracowanie whasne na podstawie: [13] / the authors’ own study based on [13].

Oznaczanie zanieczyszczen zywnosci i substancji niepozadanych

Oprocz oznaczania prostych zwigzkow fenolowych w wodzie kropki kwantowe
mogg by¢ wykorzystywane do oznaczania innych zanieczyszczen i substancji niepoza-
danych w zywnosci. Kropki CdSe/ZnS zostaly zastosowane do fluorymetrycznego
oznaczania pozostalosci herbicydu dikwat w ziarniakach zb6z. W metodzie tej kropki
kwantowe uzywane sg jako czynnik redukujacy (donor elektronow). Pierwszym eta-
pem oznaczenia jest wspomagana ultradzwigkami ekstrakcja pozostalosci herbicydu
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z ziarniakOw za pomocg acetonitrylu, nastgpnie herbicyd obecny w probie jest reduko-
wany w reakcji z kropkami kwantowymi. Powstaly zredukowany produkt wykazuje
natywng fluorescencje przy dtugosci fali emisji A = 666 nm, ktora jest liniowo zalezna
od stezenia herbicydu w zakresie 0,01 = 0,5 mg-dm™. Dzieki unieruchomieniu kropek
na filtrze strzykawkowym uzyskano mozliwos¢ szybkiej redukcji herbicydu i wielo-
krotnego uzycia tego samego ztoza o wtasciwosciach redukujgcych. Granica oznaczal-
nosci herbicydu dikwat w ziarnie owsa z wykorzystaniem wyzej opisanej metody wy-
nosita 0,01 mg-kg"'. Maksymalna pozostato$é¢ pestycydow w ziarniakach owsa wedlug
regulacji Unii Europejskiej wynosi 2 mg-kg™ (EC nr 149/2008) [1].

Kropki kwantowe kadmowo-tellurowe oraz nanoczgstki ztota zostaly uzyte do
oznaczania melaminy w mleku. Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ azotu melamina jest
substancja nielegalnie dodawang do mleka w celu zawyzenia zawartosci biatka ozna-
czanego metoda Kjeldahla. W opisywanej metodzie zastosowano znane w spektrosko-
pii zjawisko filtra wewngtrznego. Fluorescencja kropek kwantowych CdTe w obecno-
$ci nanoczastek zlota (AuNPs) jest bardzo staba, ze wzgledu na silng absorpcj¢ $wiatla
przez AuNPs. Melamina obecna w probie wigze si¢ z powierzchnig nanoczastek ztota
przez grupy aminowe, co powoduje szybka agregacje AuNPs. Agregacja przyczynia
si¢ z kolei do obnizenia absorpcji $wiatta przez ztoto, dzigki czemu efekt filtru we-
wnetrznego nie wystepuje i obserwowana jest silna fluorescencja CdTe przy dtugosci
fali A = 553 nm. Dzi¢ki zastosowaniu opisanej metody oznaczono melaming w prob-
kach mleka z limitem detekcji rownym 0,02 mg-dm™, co jest warto$cig znacznie nizsza
od uznawanego za bezpieczne dla zdrowia stgzenia melaminy w mleku (2,5 mg-dm™ w
USA i Wielkiej Brytanii oraz 1 mg:dm~ w odzywkach dla dzieci w Chinach) [21].
Kropki kwantowe CdSe/ZnS powlekane amfifilowym polimerem zbudowanym na
bezwodniku maleinowym znakowane przeciwcialami zostaty wykorzystane do ozna-
czania aflatoksyny B1 [3]. Nanostruktury powlekane przeciwciatami sg z powodze-
niem stosowane w immunochemicznych metodach oznaczania pozostatosci lekow
weterynaryjnych w surowcach pochodzenia zwierzecego. Przy zastosowaniu tej tech-
niki oznaczono mig¢dzy innymi pozostato$ci sulfmetazyny w mleku, thiamphenicolu
w jajach i cephalexinu w wotowinie i mleku [12].

Podsumowanie

Zastosowanie kropek kwantowych w analityce zywnos$ci pozwala na opracowanie
nowych, czulych, selektywnych i szybkich metod analitycznych. Mozliwos$¢ rejestracji
luminescencji kropek za pomoca fluorymetréw oraz postep w ich syntezie sprawiaja,
ze metody wykorzystujgce nanostruktury staja si¢ proste, tanie i ogolnodostgpne.
Techniki te nie wymagajg tez zastosowania skomplikowanej aparatury, istnieje nato-
miast mozliwo§¢ opracowywania szybkich rutynowych testow wykorzystywanych
poza laboratorium. Zastosowanie réznych ligandow do powlekania kropek kwanto-
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wych pozwala na osiggnigcie wysokiej selektywnosci, charakterystycznej dla metod
chromatograficznych. Mimo duzego postepu w dziedzinie analitycznego zastosowania
kropek kwantowych, przed badaczami jest jednak wiele trudnych probleméw do roz-
wigzania, takich jak: mozliwos$¢ syntezy nietoksycznych kropek kwantowych o wyso-
kiej wydajnosci kwantowej fluorescencji, zjawisko migotania czy niespecyficzna reak-
cja na analit.

Praca naukowa wspotfinansowana ze srodkow Narodowego Centrum Nauki
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APPLYING QUANTUM DOTS TO DETERMINE FOOD COMPONENTS
AND CONTAMINANTS

Summary

Quantum dots (QD) are semiconductor nanostructures of a diameter between 1 and 100 nm, capable of
photoluminescence. In solutions, interactions occurring between the atoms on the surface of a quantum dot
and the neighbouring molecules can significantly affect the photoluminescence of QD. Owing to this
characteristic, quantum dots are utilized in analytical methods. Modified quantum dots are often used;
their modification consists in coating their surface using molecules capable of interacting with an analyte.
The use of quantum dots makes it possible to develop novel, sensitive, selective, and quick analytical
methods. In the paper, some methods are described, which are used to determine saccharides, peptides,
proteins, ascorbic acid, phenolic compounds, food contaminants, and undesirable substances. Furthermore,
some mechanisms are depicted of the interaction between quantum dots and an analyte.

Key words: quantum dots, food analysis, food components, food contaminants
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