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Resumen

El desarrollo de biosensores para la deteccion de virus y bacterias es un campo el cual tiene
un amplio crecimiento, que sigue en investigacion, sin embargo, se pueden observar ciertas
ventajas que puede tener con respecto a vias convencionales de andlisis, reduccion de costos,
disminucion de tiempos de andlisis, disminucion de RPBI generados. Estos biosensores
pueden tener distintas conformaciones y una de ellas es mediante el uso de fluoroforos como
GQD, la adicién de nanoparticulas como ZnO puede traer consigo ventajas para desarrollar
sensores tipo “turn-off” o incluso potenciar la respuesta que el fluoroforo puede tener. Es por
esto que en el presente proyecto se desarrolld un biosensor con GQD y ZnO en conjunto de
un Apt para la deteccion del LPS de la bacteria S.typhi, se obtuvo un ZnO con un tamafio
promedio de 180 nm, con una fase cristalina zincita, para los GQD se logré obtener un tamaio
promedio de 5 nm y se encontrdé que su SU Amax ex de 330 nm. Los andlisis de
GQD/ZnO/Apt/LPS para diferentes concentraciones indican una linealidad en los resultados,

obteniendo una R? de 0.95, finalmente se calculd un LOD de 0.355 nM de LPS de S.typhi.
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Capitulo 1: Introduccion

Desde el descubrimiento del grafeno y posteriormente el 6xido de grafeno (GO), se han
estudiado sus propiedades, entre las cuales destacan la alta transparencia optica' y la alta
flexibilidad, a pesar de ser un material resistente de tamafio nanométrico?. Una propiedad que
presenta el GO es la fotoluminiscencia. La fotoluminiscencia es la emision de luz que ocurre

después de la absorcién de radiacion electromagnética’

, dicha propiedad puede ser
potenciada con la formacion de puntos cuédnticos, los puntos cuanticos son nanoestructuras
semiconductoras que presentan propiedades distintas a las de la misma estructura con un
tamafio de particula mucho mayor y esto se debe al efecto de la mecénica cuantica®, esto
sucede por el confinamiento de los electrones presentes en la banda de conduccion y los
huecos presentes en las bandas de valencia®. Los puntos cuéanticos de grafeno (GQD)
presentan una mayor fotoestabilidad contra el parpadeo y fotoblanqueo y una baja toxicidad

que puede ser muy util para distintas aplicaciones como el biosensado, catalisis, dispositivos

opticos, dispositivos de filtracion, etc.5

Materiales como nanoparticulas (NP) de metales u 6xidos metéalicos pueden propiciar
propiedades que los GQD en condiciones normales no tiene, es el caso de las NP de Au que
han sido utilizadas para el desarrollo de sensores 6pticos®!!, NP de TiO; se han desarrollado
sensores electroquimicos!?, NP de Cu se ha reportado el desarrollo de un biosensor para la
deteccion de glucosa'. Ademas de esto, la formacién de nanocompositos puede generar, con
mayor facilidad, interacciones con distintas moléculas, un ejemplo de esto es la formacién
del nanocomposito de GQD/ZnO desarrollado por Garza, et al, donde el uso del 6xido de
zinc (ZnO) favorece la interaccion con peroxido de hidrogeno para de este modo se haga una

deteccion de dicha molécula por fotoluminiscencia'®.

El ZnO ha sido utilizado como agente antibacterial, fotocatalizador y sensor de gas gracias a
sus propiedades como los son la alta movilidad electronica, baja toxicidad, buena estabilidad
quimica y compatibilidad bioldgica. También se reporta que ha sido utilizado para la

deteccion de pequefias moléculas como ADN, glucosa y colesterol'?.

Los biosensores utilizados en la deteccion de microorganismos como los patdgenos

alimenticios son de suma importancia, debido a que la deteccion se lleva a cabo por métodos
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convencionales que se basan en el cultivo en medios enriquecidos para el crecimiento
acelerado de los patogenos, sin embargo, esos tiempos rondan entre los 3 a 7 dias'®!”. Utilizar
técnicas alternativas supone una reducciéon en el consumo de reactivos, disminucion de

tiempos de analisis y el uso de personal.

Una de las principales enfermedades causadas por patdégenos alimenticios es la salmonelosis,
encontrandose dentro de los primeros lugares en enfermedades diagnosticadas por el
consumo de alimentos contaminados.'® Esta enfermedad presenta indices de mortalidad en
América Latina que van de 500 a 1000 casos por cada 100,000 habitantes anualmente, segiin
estadisticas reportadas en 2016'°. Existen diversos métodos para su deteccion, que varian
dependiendo de la molécula que se utilizard para detectar la salmonella y estos son algunos
ejemplos: anticuerpos que son proteinas producidas por el sistema inmunolédgico del cuerpo
humano?’, los aptameros (Apt) son cadenas simples de ADN o RNA obtenidos por un proceso
in vitro llamado SELEX?!, bacteriéfagos son virus bacterianos que infectan a las células para
utilizarlas y llevar a cabo ciclos de replicacién??, péptidos antimicrobianos cadenas cortas de
péptidos que son la primer linea de defensa ante patdgenos invasores en el sistema
inmunoldgico®, y por ultimo, sondas de 4cidos nucleicos consisten en la extraccion de ADN
de salmonella para desnaturalizar y exponer ante sondas de ADN de este modo ocurre una

hibridacién y se induce una sefial que puede ser medible?.

Es por estas razones que en el presente protocolo de investigacion se propone desarrollar un
biosensor Optico de puntos cuanticos de 6xido de grafeno con nanoparticulas de 6xido de

zinc para la potencial deteccion de la bacteria salmonella.

Antecedentes

En el afio 2020, M. Muniyalakshmi, et al. Realizaron la sintesis y caracterizacion de
nanohojas de GO, aplicando el método de Hummer’s, que consiste en la adicion de grafito
en polvo en acido sulfurico concentrado y permanganato de potasio a bajas temperaturas para
controlar la reaccion y de este modo. La caracterizacion por difraccion de rayos X de polvos
(XRD) les permitié obtener los patrones de difraccion caracteristicos para el GO. Por
espectroscopia Raman reportan las bandas de vibracién a 1326 y 1598 cm™ que corresponde

a la banda de desorden (D) y vibraciones en fase (G) caracteristicos del GO, y por FTIR
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muestran las bandas de los grupos funcionales de O-H, C-H, C=0 y C-O confirmando la
obtencion de GO. Finalmente, confirmaron la morfologia caracteristica del GO de nanohojas

con estructuras bidimensionales mediante miscroscopia electronica de barrido (SEM)?.

Posterior a esto, se desarrolld una sintesis con menor impacto ambiental. En el afio 2022, Y.
Zhu, et al. Modificaron el método de Hummer’s reduciendo la cantidad de acido (40%
menos) gracias a que manejaron un tiempo de sintesis mayor. Las caracterizaciones
realizadas reportan los patrones de difraccion (XRD) de GO del plano (001) caracteristico
para dicho compuesto, las bandas de vibracion observadas por espectroscopia Raman
corresponden a las bandas D y G del GO, por espectroscopia UV-Vis se observa la banda de
absorcion a 240 nm tanto por la sintesis convencional como la modificacién, FTIR muestra
bandas de los grupos funcionales O-H, C-H, C=0 y C-O, caracteristicos del GO. De este
modo se confirma la sintesis de GO con menor impacto ambiental que por sintesis

convencional®®,

Existen algunas investigaciones referentes al desarrollo de sensores Opticos basados en GO
y nanoparticulas de zinc, un ejemplo de ello es el trabajo desarrollado en el afio 2020 por B.
Jain, et al., los cuales sintetizaron un nanocomposito de GO/ZnO por precipitacion con
NaOH y ZnSOs. La sintesis del GO se realizé por el método de Hummer's, y el composito
se obtuvo mezclando ZnO y GO en THF. Las caracterizaciones arrojan por UV-Vis bandas
de absorcion a 246, 330 y 354 nm, que corresponden a GO, ZnO y ZnG, respectivamente.
Por XRD se muestran los patrones de difraccion (001) caracteristicos del GO y para ZnO los
correspondientes a la wurtzita, SEM la morfologia de GO es de granulos y de cluster para el
Zn0O, por PL se puede ver que al agregar GO en ZnO se reduce la intensidad de la banda de

emision a 380 nm?’.

Afnos mas tarde (2023) se desarrolld un nanocomposito para su aplicaciéon como sensor dptico
por los investigadores R. Ramirez, ef al., quienes desarrollaron un nanocomposito de
GQD/ZnO para sensar H>O; por fotoluminiscencia (PL). Realizaron una modificacién del
método de Hummer's para la sintesis de GO, siguiendo con la obtencidon de puntos cuanticos
de grafeno (GQD) por sintesis hidrotermal, y la sintesis de nanoparticulas de ZnO se realiz6
por precipitacion. Posteriormente, la formacion del nanocomposito se realizo por ultrasonido

mezclando las suspensiones de GQD y nanoparticulas de ZnO. La caracterizacion por XRD
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confirma la obtencidon de GO y por FTIR-ATR se observan las bandas correspondientes a los
grupos funcionales de O-H, C-H, C=0, C=C, C-N, C-O-C y C-0O, presentes en el GO. El
analisis por fotoluminiscencia (PL) presenta las bandas de emisioén en un rango de 250-325
nm, esto se debe al efecto de borde rojo gigante, fenomeno caracteristico de la presencia de
GO. Por espectroscopia Raman se presentan las bandas D y G provenientes de GO, y por
miscroscopia electronica de transmision (TEM) se comprueba que el nanocomposito tiene

tamafios menores a 100 nm',

Recientemente, han surgido investigaciones cuyo objetivo principal es el desarrollo de
biosensores basados en GO para la deteccion de ciertos patdgenos en alimentos, tal es el caso
de H. Ye, et al. Quienes en el afio 2019 sintetizaron nanohojas de GO y lo modificaron con 7
Apt distintos para la deteccion de S. typhi, S. enterica, E. coli y P. aeruginosa. Se estudio la
selectividad de cada Apt con los patdgenos y se realizd una optimizacion de la polarizacion
fluorescente de GO, donde se obtuvo una respuesta para la deteccion de S. #yphi, E. coli y P.
aeruginosa. Obteniendo un limite de deteccion (LOD) de 38.7, 88.0 and 154 ng-mL!,
respectivamente®. Un afio mas tarde R. Renuka, et al., crearon un aptasensor fluorescente
utilizando GO y quantum dots (QD) de CdTe modificados con Apt. EI GO se sintetiz6 por el
método de Hummer’s, y posterior a ello se realizé una mezcla de GO y QD de CdTe para la
deteccion de S. typhi, obteniendo un LOD de 10 cfu*mL'. El material se caracterizd por
XRD donde se presentan los picos caracteristicos (001) para GO, SEM la morfologia
corresponde a granulos de GO y los QD de CdTe se caracterizaron por la técnica de PL donde
se observa la banda de emision a 570 nm, ademas de un aumento en la intensidad de emision

al realizar la funcionalizacion®®.

Realizando un andlisis critico de la literatura mencionada, podemos ver que existen
biosensores Opticos para la deteccion de S. #yphi, basados en GO. En este trabajo se propone
desarrollar un biosensor basado en GO y mejorar su respuesta Optica afiadiendo NP de ZnO

y funcionalizarlo con un Apt.
Aporte Cientifico

Desarrollo de un biosensor optico de GO/ZnO/Apt para la potencial deteccion de S. typhi.
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Hipotesis

El biosensor desarrollado con GO/ZnO/Apt detecta S. typhi en concentraciones de 50 nM.

Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un biosensor optico con GO/ZnO inmovilizando un Apt para la deteccion

de S. typhi.

Objetivos especificos

>

A\

YV V V VY

Sintetizar GO por modificacion del método Hummer’s y caracterizar el GO por XRD,
FTIR, UV-Vis y PL

Sintetizar NP de ZnO por método de precipitacion y caracterizar por XRD, FTIR,
UV-Vis, PLy TEM

Preparar y caracterizar el nanocomposito de GO/ZnO.

Funcionalizar el nanocomposito GO/ZnO con un Apt.

Caracterizar el nanocomposito GO/ZnO/Apt (biosensor).

Realizar estudios para la deteccion optica de S. #yphi con el biosensor mediante PL.
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Capitulo 2: Marco tedrico

1. Fundamentos y Propiedades del Grafeno y Oxido de Grafeno
1.1 Propiedades del Grafeno

El grafeno representa una configuracion alotropica del carbono caracterizada por una
disposicion monolaminar de 4tomos organizados en una matriz cristalina bidimensional con
patron hexagonal. Su identificacion y analisis experimental en 2004 por Andre Geim y
Konstantin Novoselov constituy6 un avance cientifico reconocido con el galardon Nobel de
Fisica en 2010%. Los elementos carbonados en esta estructura exhiben una configuracion de
hibridacion sp?, donde cada atomo establece enlaces covalentes con tres elementos
adyacentes (Fig 1), manteniendo un electrén no emparejado en un orbital p perpendicular al

plano, elemento responsable de sus excepcionales cualidades conductivas™.

A~ %

Figura 1. Representacion estructural del grafeno.
Entre los atributos mas significativos del grafeno destacan:

e Comportamiento electronico: Presenta una conductividad eléctrica excepcionalmente
elevada (~6,000 S/cm) debido a la notable movilidad de los portadores de carga
(>200,000 cm?/V-s en condiciones ambientales estandar)?’.

e (Caracteristicas mecanicas: Exhibe una resistencia tensil aproximada de 130 GPa,
aproximadamente 200 veces superior al acero, con un modulo de Young cercano a

1.0 TPa®.
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e Comportamiento térmico: Muestra una conductividad térmica extraordinariamente
alta (~5,000 W/m-K), superior incluso al diamante®®.
e Propiedades Opticas: A pesar de su estructura monoatomica, absorbe

aproximadamente un 2.3% de la radiacién visible incidente’.

Este conjunto de caracteristicas excepcionales ha posicionado al grafeno como un material
de gran potencial para implementaciones en electronica, sistemas de almacenamiento
energético, dispositivos sensores, aplicaciones biomédicas y materiales compuestos

avanzados>®.
1.2 Propiedades del Oxido de Grafeno

El 6xido de grafeno (GO) constituye un derivado del grafeno que incorpora diversos grupos
funcionales oxigenados distribuidos tanto en su superficie basal como en sus extremos
periféricos. Las principales funcionalidades quimicas presentes incluyen grupos epoxido e
hidroxilo en el plano superficial, y agrupaciones carboxilicas, carbonilos y lactonas en las
regiones marginales’®. Esta modificaciéon quimica mediante oxigenaciéon altera
significativamente las caracteristicas del material en comparacion con el grafeno puro (Fig

2).

Figura 2. Representacion estructural del GO

La incorporacion de estos grupos oxigenados confiere al 6xido de grafeno caracteristicas

distintivas:
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e (apacidad de dispersion en medios acuosos: A diferencia del grafeno, el GO presenta
marcada hidrofilicidad debido a los grupos oxigenados, facilitando su dispersion
estable en agua y disolventes con polaridad elevada®.

e Alteracion de propiedades electronicas: La presencia de funcionalidades oxigenadas
interrumpe la continuidad de la red sp? caracteristica del grafeno, disminuyendo
considerablemente su conductividad eléctrica. Sin embargo, esta modificacion genera
una brecha energética (bandgap) que puede ser modulada mediante el grado de
oxidacion, confiriéndole caracteristicas semiconductoras™’.

e Incremento en reactividad quimica: Las funcionalidades oxigenadas actian como
sitios de anclaje para diversas moléculas, potenciando su capacidad de

funcionalizacion®.

El 6xido de grafeno ofrece ventajas considerables para aplicaciones industriales y biomédicas

debido a:

Me¢étodos de sintesis escalables: El procedimiento de Hummers modificado y sus variaciones
permiten la fabricacion masiva de GO a partir de grafito, con costos significativamente

inferiores comparados con los métodos de produccién de grafeno®*.

Versatilidad en procesos de funcionalizacion: La abundancia de grupos funcionales facilita
la unién covalente o no covalente con biomoléculas, nanoparticulas, estructuras poliméricas

y otros compuestos*’.

Biocompatibilidad ajustable: Mediante la regulacion del nivel de oxidacion y

funcionalizacion, es posible modificar su interaccion con sistemas biolégicos®'.
2. Puntos Cuanticos de Grafeno (GQDs)
2.1 Caracteristicas Estructurales

Los puntos cudnticos de grafeno (GQDs, por sus siglas en inglés) constituyen fragmentos
nanométricos de grafeno con dimensiones laterales inferiores a 100 nm, tipicamente
oscilando entre 3-20 nm (Fig 3), y espesores variables desde monocapas hasta estructuras

multicapa®®. A diferencia del grafeno macroscopico, los GQDs manifiestan efectos de
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confinamiento cuantico debido a sus dimensiones reducidas, lo que les confiere propiedades

optoelectronicas singulares, particularmente fotoluminiscencia®.

Figura 3. Representacion estructural de GQDs.
Estructuralmente, los GQDs pueden categorizarse en:

e GQDs pristinos: Constituidos principalmente por carbonos con hibridacion sp?,
conservando la organizacion cristalina caracteristica del grafeno.

e GQDs oxidados: Incorporan diversas funcionalidades oxigenadas similares a las
presentes en el GO.

e GQDs dopados: Integran heteroatomos como nitrégeno, boro, azufre o fésforo en la

matriz carbonada’®.
2.2 Métodos de Sintesis
Los GQDs pueden sintetizarse mediante aproximaciones "descendentes" y "ascendentes":

M¢étodos "descendentes" (Top-down): Parten de estructuras grafiticas de mayor dimension

que se fragmentan en unidades nanométricas:

e Oxidacion y exfoliacion de grafito: Similar al método de Hummers pero con
condiciones més agresivas para fragmentar las 1aminas®’.
e Corte electroquimico: Aplicacion de potenciales ciclicos a electrodos de grafito o
grafeno en soluciones electroliticas®.
e Procesamiento hidrotérmico/solvotérmico: Tratamiento de GO a elevada temperatura
oy : 57
y presion en solventes especificos™’.

e Ablacion mediante laser: Irradiacion de materiales grafiticos con laser pulsado?2.

M¢étodos "ascendentes" (Bottom-up): Construyen GQDs a partir de moléculas precursoras

mas pequenas:
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e (arbonizacion de compuestos organicos: Pirolisis controlada de moléculas
aromaticas como 4cido citrico, glucosa o pireno*!.

e Metodologia basada en microondas: Calentamiento rapido y homogéneo de
precursores organicos®®,

e Ensamblaje de estructuras aromaticas ciclicas: Reacciones de acoplamiento entre

precursores aromaticos especificamente disefiados”.
2.3 Caracteristicas Fisicoquimicas
Las propiedades de los GQDs estan fuertemente condicionadas por:

Dimensiones: El tamafio lateral determina la intensidad del confinamiento cuéntico vy,

consecuentemente, las propiedades optoelectronicas™.

Morfologia y configuracion periférica: La disposicion de los bordes (zigzag, armchair o

mixtos) influye significativamente en las propiedades electronicas y la reactividad quimica’.

Funcionalidades superficiales: La presencia y distribucion de grupos oxigenados o

nitrogenados modifica la solubilidad, reactividad y propiedades dpticas®®.

Incorporacion de heteroatomos: La integracion de elementos como N, B, S o P altera la

estructura electronica y las caracteristicas fotofisicas®.
2.4 Fenomeno de Confinamiento Cuantico en GQDs

El confinamiento cuantico constituye un fendémeno fisico que se manifiesta cuando las
dimensiones de una particula se reducen hasta magnitudes comparables a la longitud de onda
de los electrones (longitud de onda de De Broglie), tipicamente en escala nanométrica. En
los GQDs, este confinamiento ocasiona la discretizacion de los niveles energéticos,

contrastando con las bandas continuas caracteristicas del grafeno macroscopico®’.
Las implicaciones del confinamiento cudntico en los GQDs incluyen:

e Generacion de un bandgap: A diferencia del grafeno que presenta caracteristicas de
semimetal con bandgap nulo, los GQDs desarrollan un bandgap que varia
inversamente con su tamafio, siguiendo aproximadamente la relacion E g = 1/L2,

donde L representa la dimension lateral®®.
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e Fotoluminiscencia dependiente del tamafio: La energia de emision se incrementa a
medida que disminuye el tamafio de los GQDs, permitiendo la modulacion de la
emision desde el infrarrojo cercano hasta el ultravioleta®.

e Incremento en secciones eficaces de absorcion: El confinamiento aumenta la
probabilidad de transiciones dpticas, resultando en coeficientes de absorcion molar

considerablemente superiores a los croméforos orgnicos convencionales’>.
3. Caracteristicas Fotoluminiscentes de los GQDs

3.1 Principios Fundamentales de la Fotoluminiscencia

La fotoluminiscencia (PL) constituye el fenomeno mediante el cual un material absorbe
fotones de determinada energia y emite fotones de menor energia tras un proceso de
relajacion energética. En el caso de los GQDs, la fotoluminiscencia representa una de sus

propiedades mas relevantes y ttiles para aplicaciones en biosensado’®.

Los mecanismos basicos que explican la fotoluminiscencia en GQDs pueden visualizarse

mediante el diagrama de Jablonski (Fig 4), que ilustra las posibles transiciones electronicas:

Absorcion Fluorescencia Fosforescencia

Relajacion
interna
S Y lints "
no-radiante —————— Reconversion
—

Energia

/‘Alu Mem /‘Em

Longitud de onda

Figura 4. Representacion simplificada del diagrama de Jablonski mostrando las principales

transiciones en el proceso fotoluminiscente de GQDs.

El proceso de fotoluminiscencia en GQDs tipicamente sigue estas etapas:
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Absorcion: Un electron en estado basal (So) absorbe un fotoén ascendiendo a un nivel

energético superior (S1, S, etc.).

Relajacion vibracional: El electron excitado disipa parte de su energia mediante procesos no

radiativos hasta alcanzar el nivel vibracional inferior del estado excitado.

Emision fluorescente: El electron retorna al estado fundamental emitiendo un fotdn,
generalmente con menor energia (mayor longitud de onda) que el fotén absorbido. La
diferencia energética entre los fotones absorbidos y emitidos se denomina desplazamiento de

Stokes.
3.2 Procesos Fotoluminiscentes en GQDs
La fotoluminiscencia en los GQDs resulta de multiples mecanismos coexistentes:

Recombinacién entre bandas: En GQDs pristinos, la emision proviene principalmente de la
recombinacion de pares electron-hueco generados entre estados discretizados derivados de

las bandas de conduccién y valencia®.

Estados asociados a defectos: Las imperfecciones estructurales y grupos funcionales
superficiales generan estados energéticos localizados dentro del bandgap, actuando como

trampas para los portadores de carga y centros de recombinacion radiativa®!.

Contribucion de los bordes: La configuracion atomica periférica (zigzag o armchair) genera
estados electronicos localizados que contribuyen significativamente a la fotoluminiscencia,

especialmente en GQDs de dimensiones reducidas®.
3.3 Caracteristicas Espectrales de la Emision Fotoluminiscente en GQDs

Los perfiles espectrales de la fotoluminiscencia en GQDs estan influenciados por multiples

factores:

Correlacion con el tamafio: Siguiendo los principios del confinamiento cuantico, la emision
experimenta un desplazamiento hacia longitudes de onda més cortas (desplazamiento al azul)
a medida que disminuyen las dimensiones de los GQDs. Esta relacion puede expresarse
aproximadamente como A_emision « L n, donde L representa la dimension lateral del GQD

y n constituye un parametro empirico dependiente de la naturaleza del GQD®,
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Influencia de las funcionalidades superficiales: Los grupos oxigenados (principalmente -OH,
-COOH) modifican la distribucion electronica y pueden actuar como centros emisores
independientes. El grado de oxidacion puede alterar tanto la intensidad como la longitud de

onda de emision’®.

Consecuencias del dopaje: La incorporacion de heterodtomos (N, S, B, P) altera la estructura
electronica, generalmente ocasionando un desplazamiento hacia el rojo de la emision y

mejorando el rendimiento cuantico®.

Sensibilidad al pH: Numerosos GQDs exhiben emision dependiente del pH debido a la
protonacion/desprotonacion de los grupos funcionales superficiales, caracteristica que los

hace ttiles como sensores de pH”’.

Dependencia de la excitacion: A diferencia de muchos fluoréforos convencionales, los GQDs
tipicamente muestran emision dependiente de la longitud de onda de excitacion, donde la
longitud de onda emitida varia con cambios en la longitud de onda de excitacidn, atribuido a

la distribucion heterogénea de tamafios y la diversidad de estados emisores®’.

4. Implementacion en Sistemas de Biosensado y Deteccion de Microorganismos

Patogenos
4.1 Principios Operativos de Biosensores Basados en GQDs

Los biosensores constituyen dispositivos analiticos que combinan un elemento de
reconocimiento bioldgico con un transductor para detectar compuestos especificos. Los
GQDs han emergido como una plataforma prometedora para biosensores debido a sus
caracteristicas fotoluminiscentes singulares, elevada relacion superficie/volumen, notable

biocompatibilidad y amplia capacidad de funcionalizacion superficial®.

En el contexto de los biosensores Opticos basados en GQDs, el principio de deteccion
generalmente involucra alteraciones en las propiedades de fotoluminiscencia (intensidad,
longitud de onda o tiempo de vida) en respuesta a la interaccion con el analito objetivo’®. Los

mecanismos mas frecuentes incluyen:
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Transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET): Transferencia energética no
radiativa entre los GQDs (donador) y un aceptor adecuado cuando se encuentran en

proximidad espacial (5-10 nm)°".

Transferencia electronica fotoinducida (PET): Supresion de la fluorescencia debido a la
transferencia de un electron excitado desde los GQDs hacia un aceptor de electrones o

viceversa®®.

Procesos de agregacion/dispersion: Modificaciones en la emision debido a fendmenos de

agregacion o dispersion de los GQDs en presencia del analito®.
4.2 Aptameros como Elementos de Biorreconocimiento

Los aptameros son secuencias oligonucleotidicas (ADN o ARN) monocatenarias que pueden
unirse con elevada afinidad y especificidad a una amplia variedad de dianas, incluyendo
iones, moléculas pequenas, proteinas y células completas, incluyendo organismos

patogenos™.
Las ventajas de los aptameros como elementos de reconocimiento en biosensores incluyen:

e FElevada especificidad y afinidad: Constantes de disociacion (Kd) en el rango nano a
picomolar®’.

e Estabilidad térmica y quimica: Mayor resistencia a degradaciéon comparados con
anticuerpos>°.

e Produccién sintética reproducible: Sin variabilidad entre lotes, a diferencia de los
anticuerpos’>.

e Facilidad para modificaciones quimicas: Permiten la incorporaciéon de grupos

funcionales para su inmovilizacién o marcaje’'.

El proceso de seleccion de aptameros, conocido como SELEX (Systematic Evolution of

Ligands by EXponential enrichment), consiste en ciclos iterativos de:

Incubacion de una biblioteca de oligonucledtidos aleatorios con la diana molecular.
Separacion de las secuencias unidas. Amplificacion de estas secuencias mediante PCR.

Obtencion de cadenas simples para el siguiente ciclo.
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Tras multiples rondas (tipicamente 8-15), las secuencias resultantes son caracterizadas y

optimizadas’®.
4.3 Sistemas Biosensores para Identificacion de S. typhi

S. typhi representa el agente etiologico de la fiebre tifoidea, una enfermedad sistémica
potencialmente letal que afecta anualmente a millones de individuos, principalmente en
regiones en desarrollo’’. La deteccion rapida y sensible de este patogeno resulta crucial para

el diagndstico temprano y el control epidemioldgico.

Los biosensores basados en GQDs para la deteccion de S. typhi combinan la especificidad de
los aptameros con las propiedades luminiscentes de los GQDs*®. Las estrategias mas

frecuentemente implementadas incluyen:

Biosensores basados en aptdmeros conjugados a GQDs: El aptamero especifico para S. typhi
se conjuga directamente a la superficie de los GQDs. La union del microorganismo provoca

cambios conformacionales en el aptdmero que modifican las propiedades fotoluminiscentes

de los GQDs (Figura 5)%’.
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Figura 5. Representacion esquematica del funcionamiento de un biosensor basado en GQDs

y aptameros para la deteccion de S. typhi.

Sistemas fundamentados en transferencia energética: El aptdmero se modifica con un
fluoréforo o quencher que interactua con los GQDs mediante FRET o PET. La unién de S.
typhi altera la distancia entre estos componentes, resultando en variaciones medibles en la

sefial fluorescente’?.
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Deteccion fundamentada en fenomenos de agregacion: La presencia de S. #yphi induce la
agregacion de GQDs funcionalizados con aptdmeros, resultando en la supresion de la

fluorescencia o en un desplazamiento de la longitud de onda de emision>2.

Los avances recientes han conseguido limites de deteccion en el rango de 10-100 CFU/mL
(unidades formadoras de colonias por mililitro), comparables o superiores a los métodos de
cultivo tradicionales, pero con tiempos de analisis significativamente reducidos (de dias a

minutos u horas)’?.

5. Metodologias Analiticas para la Caracterizacion de GQDs y Sistemas Biosensores
5.1 Analisis Estructural y Morfolégico

5.1.1 Microscopia Electronica

* Microscopia Electronica de Transmision (TEM): Permite la visualizacion directa de GQDs
individuales con resolucion atémica, proporcionando informacién sobre dimensiones,
morfologia, nimero de capas y estructura cristalina’’. La TEM de alta resolucién (HR-TEM)
puede revelar detalles de la red cristalina y defectos, mientras que la microscopia electronica
de transmision por barrido (STEM) combinada con espectroscopia de pérdida de energia de
electrones (EELS) proporciona informacion sobre la composicion elemental con resolucion

espacial nanométrica®®.
5.1.3 Difraccion de Rayos X (DRX)

La DRX proporciona informacion sobre la estructura cristalina, espaciado interplanar y grado
de cristalinidad de los GQDs. Los GQDs tipicamente muestran picos caracteristicos
correspondientes a los planos (002) y (100) del grafito, aunque considerablemente mas

anchos debido a sus dimensiones nanométricas®?.
5.2 Analisis Quimico y Composicional
5.2.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La FTIR resulta fundamental para identificar los grupos funcionales presentes en los GQDs,

como C=0 (~1720 cm™), C-O (~1050-1300 cm™), O-H (~3400 cm™) y C=C aromatico
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(~1580-1600 cm™). Esta informacion es crucial para comprender la quimica superficial de

los GQDs y su potencial para funcionalizacion®!.
5.3 Caracterizacién Optica
5.3.1 Espectroscopia UV-Visible

La espectroscopia UV-Vis proporciona informacion sobre la absorcion optica de los GQDs.
Tipicamente muestran: * Una fuerte absorcion en la region UV (~230-270 nm) debido a
transiciones m—n* en dominios sp?. ¢ Un hombro o banda menos intensa (~300-400 nm)
atribuido a transiciones n—n* en grupos carbonilo. El perfil y posicion de estos picos

dependen del tamafio, funcionalizacién y dopaje de los GQDs®.
5.3.2 Espectroscopia de Fotoluminiscencia (PL)

La espectroscopia PL resulta esencial para caracterizar las propiedades emisivas de los

GQDs, proporcionando informacion sobre:

e Longitud de onda de emision y perfil espectral.
e Rendimiento cuantico de fluorescencia (QY).
e Dependencia de la emision con la longitud de onda de excitacion.

e Tiempos de vida de fluorescencia (mediante PL resuelta en el tiempo).

Estas caracteristicas son fundamentales para aplicaciones en biosensado®.
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Capitulo 3: Procedimiento Experimental

Los reactivos utilizados durante el proyecto son los siguientes:

Grafito, KMnOs, H2SO4, Agua desionizada, NH4OH, (ZnAc), NaOH, Lipopolisacarido de S.
typhi (LPS) y Apt 5 -TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATGC-3> (3) y 5’-
ATTTCTCCTACTGG GATAGGTGGATTAT-3’ (4).

El equipo necesario para la realizaciéon del proyecto es el siguiente:
XRD: Laboratorio de Servicios Profesionales de la FCQ.

FTIR: Laboratorio de Materiales I.

UV-Vis: Laboratorio de Materiales 1.

PL: Laboratorio de Materiales 1.

TEM: Talos F200X G2 (S)TEM Facility Electron Microscopy Research (FEMR), McGill

University.
El procedimiento experimental se realiz6 conforme los siguientes procedimientos:
1. Sintesis de GO

Se partio de grafito como precursor para la sintesis del GO, se pesaron 0.5 g de grafito y la
misma cantidad de NaNOj para ser disueltos en 25 mL de H>SO4 (0.1 N), posterior a esto se
llevo a un bafio de hielos a 5 °C para evitar algun accidente debido a la reaccidon violenta que
sucede al agregar poco a poco 3 g de KMnOQys, una vez se agregod todo el material, se cambia
a un bafio de agua a 40 °C por 30 min. Se afiaden 50 mL de agua destilada cuidadosamente
y se eleva la temperatura a 90 °C por 15 min. Posterior a esto, se agregan 150 mL de agua
destilada y con agitacion lenta se agregan 10 mL de H>O», se deja agitando 30 minutos y se

retira para dejarlo reposar por 24 h.

En este punto, el grafito se oxid6 para tener 6xido de grafito, sin embargo, se tiene que
agregar 90 mL de HCI (4%) para eliminar iones remanentes y se centrifuga y loava con agua

destilada hasta llegar a pH 6, el material se deja secar a 80°C por 24 h.
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Se pesan 0.25 g de 6xido de grafito y se afiaden 250 mL de agua destilada para su exfoliacion
en bafo ultrasonico por 1 h, el material se seca a 80 °C por 24 h y finalmente se obtiene el

GO.

2. Sintesis de GQD de GO

Se pesaron 50 mg de GO y se agregaron a un reactor de Teflon, se agregaron 2 mL de NH4OH
y 6 mL de agua destilada, el reactor de Teflon se selld en un reactor autoclave para sintesis

hidrotermal y se llevo a calentar a 180 °C por 6 h y el material se dej6 enfriar 12 horas.

Una vez el material se retird del reactor autoclave el material se filtré y se conservo el
sobrenadante, dentro de este liquido se encuentran los GQDs, para eliminar el exceso de

amoniaco, el liquido se calent6 a 60 °C por 30 min.

El material se diluy6 hasta 20 mL para su caracterizacioén por PL.

3. Sintesis de ZnO

Se utilizé ZnAc como precursor para obtener ZnO, para ello se agregaron 50 mL de ZnAc
(1M) en un vaso de precipitado con agitacion moderada, se adicionaron gota a gota NaOH
hasta llegar a pH 12. Se lavo el precipitado con agua destilada y se centrifugé hasta llegar a

pH 7.

4. Formacion de nanocomposito GQD/ZnO

Se tomaron 2 mL de GQDs y se agregaron 200 pL de ZnO (68 uM) y se dejo sonicar por 25

min hasta obtener una solucion homogénea.

5. Modificacion con Apt

A 2 mL de GQD/ZnO se le agregaron 120 puL de Apt (1 uM), se agitdé moderadamente y el

material se dejo reposar por 10 min en ausencia de luz.
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6. Deteccion de S. typhi.

1 mL de GQD/ZnO/Apt se mezcld con 1 mL de LPS de acuerdo con la tabla 1. La solucion

agitd moderadamente y se dejo incubar por 10 min en ausencia de luz, posterior a esto, la

solucion se analizé por PL a una Aex de 330 nm.

Tabla 1. Diferentes concentraciones de S. typhi.

Muestra Concentracion

1

0 nM

12 nM

50 nM

100 nM

150 nM

2
3
4
5
6

200 nM

La disposicion de los residuos generados se realizo de acuerdo a la tabla 2.

Tabla 2. Disposicion de los residuos generados en cada metodologia

Metodologia Contenedor
Sintesis de GO H
Sintesis de QD de GO A
Sintesis de ZnO convencional A
Modificacién con Apt A
Deteccion de S. typhi. A
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Capitulo 4: Discusion de Resultados

1. Sintesis de ZnO

Como se mencion6 en el procedimiento, para la sintesis de ZnO se utilizé un método de
precipitacion partiendo de una sal (ZnAc*6H»0) agregando NaOH para favorecer el
intercambio de iones acetato de la sal de zinc a iones hidréxido al incrementar el pH del
medio, favoreciendo la precipitacion de este compuesto Zn(OH)2, después de realizar lavados
y un secado el material procedi6 a caracterizarse de acuerdo con lo propuesto por las técnicas

de FTIR, UV-Vis, PL, XRD y TEM.

El material fue analizado en sélido una vez se encontraba seco y los resultados obtenidos
muestran distintas sefiales (Fig 6), una de ellas se encuentra a 3394 cm’!, esta banda presenta
las caracteristicas de la vibracion del enlace O-H, dando indicio que podria ser debido a que
se cuenta con Zn(OH), dentro de la muestra o que podria ser agua atrapada dentro de la
estructura de ZnO®’, también se puede observar la banda a 804 cm™ con las caracteristicas
del enlace Zn-0O, indicando que el material sintetizado podria ser ZnO u Zn(OH)> debido a la

presencia de este enlace en ambos compuestos.

Transmitancia normalizada (u.a.)

804 Zn-O

3394 O-H

0.0 T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
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Fig 6. Espectro de Infrarrojo de ZnO.

Mediante la técnica UV-Vis se puede obtener informacion sobre la banda de absorcion
caracteristica del material (Fig 7), en el caso del ZnO, se espera obtener una banda entre 360
a 380 nm, mientras que, bandas debajo de 350 nm son caracteristicas para Zn(OH).®. La
absorcion que el material presenta es una banda con una disminucion pronunciada a 357 nm,
esto puede indicar que hay presencia de ambos materiales, ya que la banda se encuentra en
un intermedio, sin embargo, no esta la certeza si alguno de estos dos materiales predomina o

no solamente con estas técnicas.

1.0 q
(357 nm)
0.8 1
0.6 1

0.4

0.2
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Fig 7. Espectro de absorcion de ZnO.

Caracterizando por la técnica XRD se puede tener una mejor idea del material, debido a que,
se puede conocer la estructura cristalina del material, es por esta razon que puede ser util para
conocer si se sintetizdo ZnO o Zn(OH): o si la presencia del hidroxido es menor a lo que las

técnicas de caracterizacion previas pueden indicar.

Como se puede observar en el difractograma (Fig 8), la muestra de ZnO presenta las
reflexiones en la posicion (20) con respecto con el patron COD 9004180 indicando que tiene
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la fase cristalina zincita con respecto a los planos (Tabla 3), se puede observar una diferencia
en la intensidad del material puro con el material sintetizado, indicando que no todo el ZnO
se encuentra con el arreglo especifico, esto puede deberse a la presencia del hidroxido que se
pudo observar en las anteriores caracterizaciones’’, sin embargo, la cantidad de este material
no es suficiente para presentar reflexiones visibles en el material, sugiriendo que el material

es en un mayor medida ZnO.
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Fig 8. Difractograma de ZnO.

Tabla 3. Informacion obtenida de los picos de difraccion del difractograma de ZnO.

Distancia Intensidad
Angulo |interplanar | Intensidad | Relativa h,k,I
31.773 2.81406 2073 63.10% 1,0,0
34.441 2.6019 2631 80.20% 0,0,2
36.262 247531 3283 100.00% 1,0,1
47.558 1.91043 581 17.70% 1,0,2
56.604 1.6247 1077 32.80% 1,10
62.888 1.47661 809 24.60% 1,0,3
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66.387 1.40703 105 3.20% 2,00
67.968 1.3781 678 20.70% 1,1,2

69.1 1.35826 280 8.50% 2,0,1
72.613 1.30095 54.7 1.70% 0,0,4
76.981 1.23766 82.4 2.50% 2,0,2

Utilizando la técnica PL para caracterizar el comportamiento que presenta el material, se
esperaba observar una banda de excitacion entre 380 a 390 nm, ademas de esto, el obtener
un comportamiento como ese es un indicio de la poca presencia del hidroxido de zinc debido
a que la fluorescencia de este se encuentra en longitudes de onda mas largas'?, en la siguiente
figura 9 se muestra el espectro de emision y excitacion del ZnO, aqui se puede observar que
el material presenta una saturacion en su analisis, al no observarse de manera definida el pico
de la banda de excitacidn, sin embargo, se encuentra entre los 380 a 390 nm, al realizar el

analisis de emision a 385 nm se puede observar que presenta saturacion en su analisis y que

la fluorescencia se encuentra en longitudes de onda en la region visible.
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Fig 9. Espectro de emision y excitacion de ZnO.




El material fue analizado por la técnica TEM y algunos complementarios para conocer su
morfologia y algunas caracteristicas que pudiera tener para comprender de mejor modo como
pudiera ser la interaccion entre el ZnO y GQD. Las imagenes de TEM muestran que la
morfologia del ZnO sintetizado es irregular, no tiene formas homogéneas, son distintas entre
si, esto puede deberse a que no se realizo un tratamiento térmico posterior a la sintesis del
material, dicho tratamiento es habitual en otras investigaciones para obtener distintos

tamafios y formas en las particulas de ZnQ'°"-192,

En la imagen C y D de la fig 10 se puede observar de mejor modo que las particulas de ZnO
tienen una superposicion visible como un mayor contraste en ciertas zonas centrales de las
particulas, indicando que estas particulas pudieran ser aglomerados de particulas mas
pequetias de ZnO, ademas, esto puede dar una idea sobre ciertos defectos que tienen las
particulas'®, hecho que puede verse de mejor modo al realizar HRTEM en las siguientes

imagenes (Fig 11).

36



2000 A

Fig 10. Imagenes TEM de ZnO a distintas magnificaciones.

En estas imagenes puede verse que hay zonas con menor contraste que otras, indicando que
hay ciertos defectos, al analizar la red cristalina que presenta mediante imagenes FFT,
podemos obtener la distancia interplanar del ZnO y conocer que fase es la presente, ya que,
dichos defectos podrian deberse a diferentes fases cristalinas o a vacancias de oxigeno!* o

incluso a cavidades o huecos formados en la formacion del material.
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Fig 11. Imagenes HRTEM de ZnO a distintas magnificaciones

Se pueden observar dos pares de sefiales a partir de la imagen FFT (Fig 12) de una de las
imagenes HRTEM vy la distancia interplanar obtenida es de 0.2479 nm, siendo este valor muy
cercano a la distancia interplanar del plano (101) que se obtuvo de XRD indicando que ambas
zonas analizadas pertenecen al mismo plano cristalino, por ende, a la misma fase cristalina,

descartando que hay varias fases cristalinas'®.

Fig 12. Imagen FFT de ZnO obtenida a partir de la imagen HRTEM.

Continuando el andlisis con técnicas del equipo de TEM, se obtuvieron las siguientes

imagenes de STEM (Fig 13) y STEM/EDX (Fig 14) de la muestra de ZnO, donde
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inicialmente se puede observar la presencia de huecos o cavidades dentro de las particulas de
zinc, estos huecos tienen un tamafio menor a 10 nm aproximadamente, siendo esto
informacion muy util ya que, esto podria ser una de las maneras en las cuales los GQD

podrian formar un nanocomposito con el ZnO'%.

Fig 13. Imagenes STEM de ZnO a distintas magnificaciones

A partir de esta técnica se pudo realizar un andlisis elemental para corroborar que los
elementos presentes en el material son Zn y O y no alguno otro como carbono debido al
precursor o alguna impureza indeseada, para ello se realizo la técnica STEM/EDX, donde se

observa la presencia de estos dos elementos tanto en el mapeo como en el espectro de energia.
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Fig 14. Imagenes STEM/EDX junto con su espectro de energia.

2. Sintesis GO y GQD

Para la sintesis del GO se necesita asegurar su correcta oxidacion y la exfoliacion adecuada
para que el material sea el ideal para obtener los GQD, es por esta razoén que, se requiere
caracterizar por técnicas como UV-Vis, FTIR y XRD para tener la certeza de la sintesis del

material.

Iniciando las caracterizaciones del GO, se realizo la espectroscopia UV-Vis para encontrar
las bandas de absorcion del material, esperando tener dos bandas procedentes de los enlaces

C=0 y C=C ya que, hay que recordar que el 6xido de grafeno es una estructura de carbonos

40



con hibridacion sp2 y que puede presentar grupos funcionales como carbonilos, cetonas o

incluso lactonas!'?’

. Como se esperaba, en la fig 15, se observa una banda a 258 nm que se
atribuye a la transicion n- ©* del enlace C=C, mientras que, la banda a 320 nm se atribuye a
la transiciéon n-n* de enlaces C=0O que podrian ser debido a los grupos funcionales

mencionados.
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Fig 15. Espectro de absorcion UV-Vis de GO

Para conocer los grupos funcionales presentes en la estructura del GO se realizo la técnica de
caracterizacion de FTIR, obteniendo informacion sobre las distintas bandas de vibracion (Fig
16) que se pueden atribuir a los enlaces O-H a 3226 cm™, a 1721 cm™ se encuentra la
vibracion del enlace C=0, mientras que, a 1586 cm™ y 1166 cm™! se encuentran los enlaces
C=Cy C-0, respectivamente, por ultimo, se encuentra la vibracion del enlace C-O-C a 1034
cm’!. De acuerdo con la literatura'%, este tipo de grupos funcionales es habitual en el GO,

por lo que, son grupos funcionales esperados al realizar la sintesis del GO.
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Fig 16. Espectro de infrarrojo de GO

Con las técnicas previas se puede decir que el GO tiene una correcta oxidacion ya que esta
la presencia de distintos enlaces entre carbono y oxigeno, sin embargo, no es suficiente para
discernir entre 0xido de grafeno y 6xido de grafito, se requiere caracterizar por la técnica
XRD para observar si el ordenamiento que presenta es de grafito o de grafeno (Fig 17),
durante el analisis de este material por dicha técnica se pudieron obtener dos picos de
difraccion a 12° y 42.5° siendo los planos (001) y (002), respectivamente, estas dos
reflexiones se presentan solamente en estructuras de grafeno'”, siendo un indicativo de su

obtencion, sin embargo, algo que tiene que observarse es la desaparicion de un pico a 26°

caracteristico del plano (002) del grafito, algo que se puede apreciar ya que no se encuentra

dicho pico de difraccion en el difractograma obtenido para el GO.
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Fig 17. Difractograma de GO

Por ultimo, el material fue caracterizado por PL para conocer la fluorescencia que este
material presenta, dicha técnica serd la utilizada para realizar la deteccion del LPS, es por
esto que se requiere conocer si la fluorescencia que este material presenta es ideal para
utilizarse en la deteccion de otras especies o si por el contrario, no tiene una fluorescencia

adecuada para realizar estos analisis y es necesaria la obtencion de los GQD''°.

En el espectro de emision que se muestra a continuacion (Fig 18), se pueden ver intensidades
muy bajas, esto podria deberse a que la solucion se encuentra a bajas concentraciones o no
presenta una fluorescencia adecuada para utilizarse en la deteccion del material, sin embargo,
se utilizaron distintas concentraciones asi como se analizd el material so6lido y en ambas
situaciones el comportamiento es el mismo, es por esta razon que el material no presenta las

condiciones adecuadas para su uso como sensor.
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Fig 18. Espectro de emision de GO a distintas longitudes de onda de excitacion.

Con los resultados obtenidos por PL puede observarse que el GO no es un material candidato
para la deteccion de otras sustancias, es por esta razon que se planteod la sintesis de GQD,
dicho material presenta un fendmeno conocido como confinamiento cuantico, el cual le
confiere de propiedades tnicas con respecto al material macroscopico'!!, hay que recordar
que los GQD sigue siendo un material de grafeno, con dimensiones mucho menores a lo
habitual y por esta razon presenta este efecto cuantico. Para corroborar dicho planteamiento

se caracteriz6 por las técnicas de UV-Vis, PL y TEM.

La primera técnica realizada fue UV-Vis, la razén es para observar si se puede apreciar la
presencia de las transiciones de los enlaces C=0 ademas del C=C que es de esperarse que
esté presente, el motivo es debido a que al tener distintos grupos funcionales con oxigeno
puede generar interacciones electrostaticas entre los GQD y ZnO!'2, aunado a esto, se ha
reportado que los grupos OH pueden favorecer la interaccion entre los GQD y los aptameros

a utilizar para la deteccion del LPS de sal/monella.
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En el espectro de absorcion (Fig 19) de dicha técnica se logra apreciar una banda a 229 nm

que se atribuye a la transicion n- ©* del enlace C=C, comportamiento que se esperaba tener,

sin embargo, la banda a 320 nm que se obtuvo en el espectro de GO presenta una gran

disminucién, se muestra como una muy pequefia sefial, esto puede deberse a que la solucién
. o, . ., . s+ 113 .

que se analizé no tiene la concentracion adecuada para dicho analisis' °, sin embargo, esto

contradice los resultados obtenidos por PL ya que, presenta una gran fluorescencia que se

discutird a continuacion.
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Fig 19. Espectro de absorcion UV-Vis de GQD.

Como se mencioné anteriormente, a través de PL se observo una clara saturacion en la senal
de fluorescencia obtenida, es por esta razon que se tuvo que diluir la solucidon para obtener
sefales observables mediante el uso del equipo de PL, sin embargo, este comportamiento
hizo que las otras técnicas de caracterizacion tuvieran ciertos inconvenientes como el
mencionado anteriormente en UV-Vis. Continuando con la caracterizacion por PL (Fig 20),
se obtuvo un espectro de excitacion donde se encontrd la longitud de onda de méaxima

excitacion, a 318 nm, sin embargo, al realizar distintos espectros de emision (Fig 21), se
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encontrd que a 330 nm se obtiene una mayor respuesta''®, esto podria deberse a que, en el
espectro de emision, a esa longitud de onda también hay una sefial intensa. Algo importante
a mencionar sobre los resultados obtenidos en el espectro de emision a diferentes longitudes
de onda es respecto a que la onda de fluorescencia se encuentra a niveles cercanos al visible,

cercano al color azul, y esto podria ser visible al utilizar una lampara UV para observar ese

color azul en la solucion!’.
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Fig 20. Espectro de excitacion de GQD
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Fig 21. Espectro de emision de GQD a diferentes longitudes de onda de excitacion.

Sobre la caracterizacion morfologica se lograron obtener las siguientes imagenes de HRTEM
(Fig 22) para los GQD las cuales son utiles ya que puede observarse el didmetro de los puntos

cudnticos y tener una idea de las capas de grafeno que conforman debido al contraste que

presentan en TEM-BF!!6,
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Fig 22. Imagenes HRTEM y FTT para GQD.

Como se puede observar en las imagenes de TEM, los GQD presentan cristalinidad al ser
visible una red cristalina, al transformar esta informacion se obtiene la imagen de FFT, la
cual es util para obtener el valor de distancia interplanar, siendo un aproximado de 0.241 nm,
esto concuerda con el plano (001) del grafeno''’, indicando que este material continua
teniendo un ordenamiento muy similar al material macroscopico, sin embargo, algo
importante a considerar es lo siguiente, estas particulas analizadas tienen un tamafo de 10y
12 nm respectivamente, al analizar particulas de menor tamafio como la que se muestra a
continuacion (Fig 23), puede observarse que las particulas no presentan una cristalinidad

aparente, esto puede deberse a algunas razones, los GQD pocas o una sola capa de grafeno,
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por lo cual, la cristalinidad es muy dificil de observar, o que estas particulas de menor tamafio

presentan ciertos defectos que lo vuelven un material con un ordenamiento menor u amorfo.

Fig 23. Imagen HRTEM de GQD a diferentes magnificaciones.

En las imagenes de TEM pueden verse particulas de menor tamafio, aproximadamente 4 a 6
nm, lamentablemente, lo que se observa es que dichas particulas no presentan una
cristalinidad aparente al tener un menor tamaio, por ende, podrian tener una menor cantidad

de capas de grafeno y sea este el motivo por el cual presenta un menor contraste.

Caracterizacion GQD/ZnO

La obtencion de imagenes de TEM o HRTEM del nanocomposito de ZnO/GQD no fue
posible y se atribuye a la diferencia entre el contraste del zinc como elemento metalico con
el carbono del grafeno, a pesar de tener cristalinidad tal vez el tamafio de los GQD no permite

observarlo en las particulas de ZnO.

Por otro lado, el material se caracterizo por PL (Fig 24), obteniendo los siguientes espectros
de emision para distintas relaciones de GQD/ZnO. Algo evidente en los resultados es lo
siguiente, el ZnO tiene un efecto que hace disminuir la intensidad de fluorescencia de los
GQD, sin embargo, no se sabe con certeza el motivo por el cual sucede esto, lo que si puede
intepretarse es que a menor concentracion de ZnO que se agrega para formar el

nanocomposito, hay una menor disminucion de la fluoresencia.
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Una de las razones podria ser debido a la diferencia de tamafios entre el ZnO y los GQD, otra
razon podria llegar a ser la superposicion de los espectros de emision y absorcion entre los

materiales.
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Fig 24. Espectro de emision para GQD y GQD/ZnO a diferentes concentraciones a una Aex
de 330 nm.

Con esta informacion obtenida, se decidi6 utilizar la concentracion de 200 pL (68 uM) de
ZnO para continuar con la investigacion del comportamiento con el aptdmero y

posteriormente la deteccion del LPS de S. #yphi.

Algo que se esperaba al agregar el aptamero al GQD/ZnO era no observar una variacion o
una ligera disminucién en la fluorescencia debido al enlace entre los GQD y el aptamero, en
la siguiente (Fig 25). Se puede observar el espectro de emision donde, como se esperaba, si
hay una ligera disminucién en la intensidad, esto se atribuye a que se pierden un poco de
atomos que se mantengan libres para realizar los procesos de recombinacion o que hay una
transferencia de electrones entre los GQD y el Apt, esto debido a que no se tiene la certeza

del tipo de enlaces que estdn formando estos dos materiales.
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Fig 25. Espectro de emision de GQD/ZnO y GQD/ZnO/Apt a una Aex de 330 nm.

Deteccion de LPS de S. typhi utilizando GQD/ZnO/Apt

Por Gltimo, para la deteccidn del LPS de S. typhi se esperaba que el LPS al interactuar con el
Apt, lograra de cierto modo alejar los GQD del ZnO, haciendo que el efecto de disminucion
de su fluorescencia no fuera aparente, sin embargo, los resultados obtenidos que se muestran
a continuacion (Fig 26). Muestran algo distinto, esto podria deberse a que las interacciones
entre el ZnO y GQD son mas fuertes de lo que se esperaba y el LPS se ancla en todo el
sistema que esta alrededor de los GQD y por esto pudiera ser la disminucion de la
fluorescencia, o que hay algun tipo de transferencia de electrones con el LPS y los GQD que,

de nuevo, disminuya la intensidad.
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Fig 26. Espectro de emision de GQD/ZnO/Apt/LPS a una Aex de 330 nm.

Afortunadamente, la disminucién de la fluorescencia se comporta de manera lineal con
respecto al incremento en la concentracion del LPS, hecho que hace posible obtener una
curva de calibracion y obtener un LOD (Fig 27).
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Fig 27. Grafica de Linealidad para LPS de S. typhi.

Se tomaron los valores de intensidad de fluoresencia y de concentracion de LPS para realizar

un método de regresion lineal y obtener una recta la cual se puede utilizar para obtener el

., 3x0 i
LOD de 0.355 nM de acuerdo con la ecuacién LOD = ———rendiente
|pendiente|
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Conclusiones

La sintesis de ZnO se logré satisfactoriamente, caracterizando el material se conoce su
morfologia irregular, con un tamafo de particula aproximado de 180 nm, esto debido a que
las particulas no presentan una uniformidad, sin embargo, si presentan la misma fase

cristalina zincita de acuerdo con el XRD.

Los GQD fueron sintetizados adecuadamente obteniendo un tamafio de particula promedio
de 5 nm, donde, al ser caracterizados por PL, se conoce su fluorescencia y su Amax ex de 330

nm.

El nanocomposito formado entre GQD/ZnO presenta ciertas propiedades que podrian ser
utiles para utilizarse como biosensor, hecho que fue corroborado al enlazar con un Apt y

realizar la deteccion del LPS de S. typhi.

Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman la viabilidad del nanocomposito
para la deteccion del LPS de S. #yphi, obteniendo una respuesta lineal en la disminucion de
su fluorescencia con respecto a la concentracion de LPS. Obteniendo una R cuadrada de 0.95

y determinando un LOD de 0.355 nM, lo que demuestra la sensibilidad del biosensor.

Por ultimo, el material fue capaz de detectar concentraciones menores a las propuestas, dando

como resultado la aprobacion de la hipotesis propuesta en este proyecto.

Se recomienda probar con la presencia de interferentes, ademds de, realizar pruebas en
sistemas mas complejos como cultivos de la bacteria o incluso muestras de algun alimento
como leche, pollo o huevo para observar el comportamiento del biosensor y realizar las

modificaciones pertinentes para mejorar su rendimiento.
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