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Resumen 

 

El desarrollo de biosensores para la detección de virus y bacterias es un campo el cual tiene 

un amplio crecimiento, que sigue en investigación, sin embargo, se pueden observar ciertas 

ventajas que puede tener con respecto a vías convencionales de análisis, reducción de costos, 

disminución de tiempos de análisis, disminución de RPBI generados. Estos biosensores 

pueden tener distintas conformaciones y una de ellas es mediante el uso de fluoroforos como 

GQD, la adición de nanopartículas 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 desarrolló un biosensor con GQD y ZnO en conjunto de 

un Apt para la detección del LPS de la bacteria S.typhi, se obtuvo un ZnO con un tamaño 

promedio de 180 nm, con una fase cristalina zincita, para los GQD se logró obtener un tamaño 

promedio de 5 nm y se encontró que su su λmax ex de 330 nm. Los análisis de 

GQD/ZnO/Apt/LPS para diferentes concentraciones indican una linealidad en los resultados, 

obteniendo una R2 de 0.95, finalmente se calculó un LOD de 0.355 nM de LPS de S.typhi.  
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Capítulo 1: Introducción 

Desde el descubrimiento del grafeno y posteriormente el óxido de grafeno (GO), se han 

estudiado sus propiedades, entre las cuales destacan la alta transparencia óptica1 y la alta 

flexibilidad, a pesar de ser un material resistente de tamaño nanométrico2. Una propiedad que 

presenta el GO es la fotoluminiscencia. La fotoluminiscencia es la emisión de luz que ocurre 

después de la absorción de radiación electromagnética3, dicha propiedad puede ser 

potenciada con la formación de puntos cuánticos, los puntos cuánticos son nanoestructuras 

semiconductoras que presentan propiedades distintas a las de la misma estructura con un 

tamaño de partícula mucho mayor y esto se debe al efecto de la mecánica cuántica4, esto 

sucede por el confinamiento de los electrones presentes en la banda de conducción y los 

huecos presentes en las bandas de valencia5. Los puntos cuánticos de grafeno (GQD) 

presentan una mayor fotoestabilidad contra el parpadeo y fotoblanqueo y una baja toxicidad 

que puede ser muy útil para distintas aplicaciones como el biosensado, catálisis, dispositivos 

ópticos, dispositivos de filtración, etc.6-8 

Materiales como nanopartículas (NP) de metales u óxidos metálicos 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 ópticos9-11, NP de TiO2 se han desarrollado 

sensores electroquímicos12, NP de Cu se ha reportado el desarrollo de un biosensor para la 

detección de glucosa13. Además de esto, la formación de nanocompositos puede generar, con 

mayor facilidad, interacciones con distintas moléculas, un ejemplo de esto es la formación 

del nanocomposito de GQD/ZnO desarrollado por Garza, et al, donde el uso del óxido de 

zinc (ZnO) favorece la interacción con peróxido de hidrógeno para de este modo se haga una 

detección de dicha molécula por fotoluminiscencia14. 

El ZnO ha sido utilizado como agente antibacterial, fotocatalizador y sensor de gas gracias a 

sus propiedades como los son la alta movilidad electrónica, baja toxicidad, buena estabilidad 

química y compatibilidad biológica. También se reporta que ha sido utilizado para la 

detección de pequeñas moléculas como ADN, glucosa y colesterol15. 

Los biosensores utilizados en la detección de microorganismos como los patógenos 

alimenticios son de suma importancia, debido a que la detección 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 patógenos, sin embargo, esos tiempos rondan entre los 3 a 7 días16,17. Utilizar 

técnicas alternativas supone una reducción en el consumo de reactivos, disminución de 

tiempos de análisis y el uso de personal. 

Una de las principales enfermedades causadas por patógenos alimenticios es la salmonelosis, 

encontrándose dentro de los primeros lugares en enfermedades diagnosticadas por el 

consumo de alimentos contaminados.18 Esta enfermedad presenta índices de mortalidad en 

América Latina que van de 500 a 1000 casos por cada 100,000 habitantes anualmente, según 

estadísticas reportadas en 201619. Existen diversos métodos para su detección, que varían 

dependiendo de la molécula que se utilizará para detectar la salmonella y estos son algunos 

ejemplos: anticuerpos que son proteínas producidas por el sistema inmunológico del cuerpo 

humano20, los aptámeros (Apt) son cadenas simples de ADN o RNA obtenidos por un proceso 

in vitro llamado SELEX21, bacteriófagos son virus bacterianos que infectan a las células para 

utilizarlas y llevar a cabo ciclos de replicación22, péptidos antimicrobianos cadenas cortas de 

péptidos que son la primer línea de defensa ante patógenos invasores en el sistema 

inmunológico23, y por último, sondas de ácidos nucleicos consisten en la extracción de ADN 

de salmonella para desnaturalizar y exponer ante sondas de ADN de este modo ocurre una 

hibridación y se induce una señal que puede ser medible24. 

Es por estas razones que en el presente protocolo de investigación se propone desarrollar un 

biosensor óptico de puntos cuánticos de óxido de grafeno con nanopartículas de óxido de 

zinc para la potencial detección de la bacteria salmonella. 

Antecedentes 

En el año 2020, M. Muniyalakshmi, et al. Realizaron la síntesis y caracterización de 

nanohojas de GO, aplicando el método de Hummer´s, que consiste en la adición de grafito 

en polvo en ácido sulfúrico concentrado y permanganato de potasio a bajas temperaturas para 

controlar la reacción y de este modo. La caracterización por difracción de rayos X de polvos 

(XRD) les permitió obtener los patrones de difracción característicos para el GO. Por 

espectroscopía Raman reportan las bandas de vibración a 1326 y 1598 cm-1 que corresponde 

a la banda de desorden (D) y vibraciones en fase (G) característicos del GO, y por FTIR 
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muestran las bandas de los grupos funcionales de O-H, C-H, C=O y C-O confirmando la 

obtención de GO. Finalmente, confirmaron la morfología característica del GO de nanohojas 

con estructuras bidimensionales mediante miscroscopía electrónica de barrido (SEM)25. 

Posterior a esto, se desarrolló una síntesis con menor impacto ambiental. En el año 2022, Y. 

Zhu, et al. Modificaron el método de Hummer´s reduciendo la cantidad de ácido (40% 

menos) gracias a que manejaron un tiempo de síntesis mayor. Las caracterizaciones 

realizadas reportan los patrones de difracción (XRD) de GO del plano (001) característico 

para dicho compuesto, las bandas de vibración observadas por espectroscopía Raman 

corresponden a las bandas D y G del GO, por espectroscopía UV-Vis se observa la banda de 

absorción a 240 nm tanto por la síntesis convencional como la modificación, FTIR muestra 

bandas de los grupos funcionales O-H, C-H, C=O y C-O, característicos del GO. De este 

modo se confirma la síntesis de GO con menor impacto ambiental que por síntesis 

convencional26. 

Existen algunas investigaciones referentes al desarrollo de sensores ópticos basados en GO 

y nanopartículas de zinc, un ejemplo de ello es el trabajo desarrollado en el año 2020 por B. 

Jain, et al., los cuales sintetizaron un nanocomposito de GO/ZnO por precipitación con 

NaOH y ZnSO4. La síntesis del GO se realizó 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 absorción a 246, 330 y 354 nm, que corresponden a GO, ZnO y ZnG, respectivamente. 

Por XRD se muestran los patrones de difracción (001) característicos del GO y para ZnO los 

correspondientes a la wurtzita, SEM la morfología de GO es de gránulos y de clúster para el 

ZnO, por PL se puede ver que al agregar GO en ZnO se reduce la intensidad de la banda de 

emisión a 380 nm27. 

Años más tarde (2023) se desarrolló un nanocomposito para su aplicación como sensor óptico 

por los investigadores R. Ramirez, et al., quienes desarrollaron un nanocomposito de 

GQD/ZnO para sensar H2O2 por fotoluminiscencia (PL). Realizaron una modificación del 

método de Hummer´s para la síntesis de GO, siguiendo con la obtención de puntos cuánticos 

de grafeno (GQD) por síntesis hidrotermal, y la síntesis de nanopartículas de ZnO se realizó 

por precipitación. Posteriormente, la formación del nanocomposito se realizó por ultrasonido 

mezclando las suspensiones de GQD y nanopartículas de ZnO. La caracterización por XRD 
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confirma la obtención de GO y por FTIR-ATR se observan las bandas correspondientes a los 

grupos funcionales de O-H, C-H, C=O, C=C, C-N, C-O-C y C-O, presentes en el GO. El 

análisis por fotoluminiscencia (PL) presenta las bandas de emisión en un rango de 250-325 

nm, esto se debe al efecto de borde rojo gigante, fenómeno característico de la presencia de 

GO. Por espectroscopía Raman se presentan las bandas D y G provenientes de GO, y por 

miscroscopía electrónica de transmisión (TEM) se comprueba que el nanocomposito tiene 

tamaños menores a 100 nm14. 

Recientemente, han surgido investigaciones cuyo objetivo principal es el desarrollo de 

biosensores basados en GO para la detección de ciertos patógenos en alimentos, tal es el caso 

de H. Ye, et al. Quienes en el año 2019 sintetizaron nanohojas de GO y lo modificaron con 7 

Apt distintos para la detección de S. typhi, S. enterica, E. coli y P. aeruginosa. Se estudió la 

selectividad de cada Apt con los patógenos y se realizó una optimización de la polarización 

fluorescente de GO, donde se obtuvo una respuesta para la detección de S. typhi, E. coli y P. 

aeruginosa. Obteniendo un límite de detección (LOD) de 38.7, 88.0 and 154 ng·mL-1, 

respectivamente29. Un año más tarde R. Renuka, et al., crearon un aptasensor fluorescente 

utilizando GO y quantum dots (QD) de CdTe modificados con Apt. El GO se sintetizó por el 

método de Hummer´s, y posterior a ello se realizó una mezcla de GO y QD de CdTe para la 

detección de S. typhi, obteniendo un LOD de 10 cfu*mL-1. El material se caracterizó por 

XRD donde se presentan los picos característicos (001) para GO, SEM la morfología 

corresponde a gránulos de GO y los QD de CdTe se caracterizaron por la técnica de PL donde 

se observa la banda de emisión a 570 nm, además de un aumento en la intensidad de emisión 

al realizar la funcionalización30.  

Realizando un análisis crítico de la literatura mencionada, podemos ver que existen 

biosensores ópticos para la detección de S. typhi, basados en GO. En este trabajo se propone 

desarrollar un biosensor basado en GO y mejorar su respuesta óptica añadiendo NP de ZnO 

y funcionalizarlo con un Apt. 

Aporte Científico 

Desarrollo de un biosensor óptico de GO/ZnO/Apt para la potencial detección de S. typhi. 
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Hipótesis 

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

Objetivos 

Objetivo general 

• Desarrollar un biosensor óptico con GO/ZnO inmovilizando un Apt para la detección 

de S. typhi. 

Objetivos específicos 

➢ Sintetizar GO por modificación del método Hummer’s y caracterizar el GO por XRD, 

FTIR, UV-Vis y PL 

➢ Sintetizar NP de ZnO por método de precipitación y caracterizar por XRD, FTIR, 

UV-Vis, PL y 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 detección óptica de S. typhi con el biosensor mediante PL. 
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Capítulo 2: Marco teórico 

1. Fundamentos y Propiedades del Grafeno y Óxido de Grafeno 

1.1 Propiedades del Grafeno 

El grafeno representa una configuración alotrópica del carbono caracterizada por una 

disposición monolaminar de átomos organizados en una matriz cristalina bidimensional con 

patrón hexagonal. Su identificación y análisis experimental en 2004 por Andre Geim y 

Konstantin Novoselov constituyó un avance científico reconocido con el galardón Nobel de 

Física en 201060. Los elementos carbonados en esta estructura exhiben una configuración de 

hibridación sp², donde cada átomo establece enlaces covalentes con tres elementos 

adyacentes (Fig 1), manteniendo un electrón no emparejado en un orbital p perpendicular al 

plano, elemento responsable de sus excepcionales cualidades conductivas33. 

 

Figura 1. Representación estructural del grafeno. 

Entre los atributos más significativos del grafeno destacan: 

• Comportamiento electrónico: Presenta una conductividad eléctrica excepcionalmente 

elevada (~6,000 S/cm) debido a la notable movilidad de los portadores de carga 

(>200,000 cm²/V·s en condiciones ambientales estándar)31. 

• Características mecánicas: Exhibe una resistencia tensil aproximada de 130 GPa, 

aproximadamente 200 veces superior al acero, con un módulo de Young cercano a 

1.0 TPa49. 
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• Comportamiento térmico: Muestra una conductividad térmica extraordinariamente 

alta (~5,000 W/m·K), superior incluso al diamante66. 

• Propiedades ópticas: A pesar de su estructura monoatómica, absorbe 

aproximadamente un 2.3% de la radiación visible incidente74. 

Este conjunto de características excepcionales ha posicionado al grafeno como un material 

de gran potencial para implementaciones en electrónica, sistemas de almacenamiento 

energético, dispositivos sensores, aplicaciones biomédicas y materiales compuestos 

avanzados56. 

1.2 Propiedades del Óxido de Grafeno 

El óxido 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 químicas presentes incluyen grupos epóxido e 

hidroxilo en el plano superficial, y agrupaciones carboxílicas, carbonilos y lactonas en las 

regiones marginales39. Esta modificación química mediante oxigenación altera 

significativamente las características del material en comparación con el grafeno puro (Fig 

2). 

 

Figura 2. Representación estructural del GO 

La incorporación de estos grupos oxigenados confiere al óxido de grafeno características 

distintivas: 
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• Capacidad de dispersión en medios acuosos: A diferencia del grafeno, el GO presenta 

marcada hidrofilicidad debido a los grupos oxigenados, facilitando su dispersión 

estable en agua y disolventes con polaridad elevada63. 

• Alteración de propiedades electrónicas: La presencia de funcionalidades oxigenadas 

interrumpe la continuidad de la red sp² característica del grafeno, disminuyendo 

considerablemente su conductividad eléctrica. Sin embargo, esta modificación genera 

una brecha energética (bandgap) que puede ser modulada mediante el grado de 

oxidación, confiriéndole características semiconductoras59. 

• Incremento en reactividad química: Las funcionalidades oxigenadas actúan como 

sitios de anclaje para diversas moléculas, potenciando su capacidad de 

funcionalización43. 

El óxido de grafeno ofrece ventajas considerables para aplicaciones industriales y biomédicas 

debido a: 

Métodos de síntesis escalables: El procedimiento de Hummers modificado y sus variaciones 

permiten la fabricación masiva de GO a partir de grafito, con costos significativamente 

inferiores comparados con los métodos de producción de grafeno34. 

Versatilidad en procesos de funcionalización: La abundancia de grupos funcionales facilita 

la unión covalente o no covalente con biomoléculas, nanopartículas, estructuras poliméricas 

y otros compuestos46. 

Biocompatibilidad ajustable: Mediante la regulación del nivel de oxidación y 

funcionalización, es posible modificar su interacción con sistemas biológicos61. 

2. Puntos Cuánticos de Grafeno (GQDs) 

2.1 Características Estructurales 

Los puntos cuánticos de grafeno (GQDs, por sus siglas en inglés) constituyen fragmentos 

nanométricos de grafeno con dimensiones laterales inferiores a 100 nm, típicamente 

oscilando entre 3-20 nm (Fig 3), y espesores variables desde monocapas hasta estructuras 

multicapa50. A diferencia del grafeno macroscópico, los GQDs manifiestan efectos de 
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confinamiento cuántico debido a sus dimensiones reducidas, lo que les confiere propiedades 

optoelectrónicas singulares, particularmente fotoluminiscencia93. 

 

Figura 3. Representación estructural de GQDs. 

Estructuralmente, los GQDs pueden categorizarse en: 

• GQDs prístinos: Constituidos principalmente por carbonos con hibridación sp², 

conservando la organización cristalina característica del grafeno. 

• GQDs oxidados: Incorporan diversas funcionalidades oxigenadas similares a las 

presentes en el GO. 

• GQDs dopados: Integran heteroátomos como nitrógeno, boro, azufre o fósforo en la 

matriz carbonada78. 

2.2 Métodos de Síntesis 

Los GQDs pueden sintetizarse mediante aproximaciones "descendentes" y "ascendentes": 

Métodos "descendentes" (Top-down): Parten de estructuras grafíticas de mayor dimensión 

que se fragmentan en unidades nanométricas: 

• Oxidación y exfoliación de grafito: Similar al método de Hummers pero con 

condiciones más agresivas para fragmentar las láminas67. 

• Corte electroquímico: Aplicación de potenciales cíclicos a electrodos de grafito o 

grafeno en soluciones electrolíticas85. 

• Procesamiento hidrotérmico/solvotérmico: Tratamiento de GO a elevada temperatura 

y presión en solventes específicos57. 

• Ablación mediante láser: Irradiación de materiales grafíticos con láser pulsado32. 

Métodos "ascendentes" (Bottom-up): Construyen GQDs a partir de moléculas precursoras 

más pequeñas: 
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• Carbonización de compuestos orgánicos: Pirólisis controlada de moléculas 

aromáticas como ácido cítrico, glucosa o pireno41. 

• Metodología basada en microondas: Calentamiento rápido y homogéneo de 

precursores orgánicos88. 

• Ensamblaje de estructuras aromáticas cíclicas: Reacciones de acoplamiento entre 

precursores aromáticos específicamente diseñados79. 

2.3 Características Fisicoquímicas 

Las propiedades de los GQDs están fuertemente condicionadas por: 

Dimensiones: El tamaño lateral determina la intensidad del confinamiento cuántico y, 

consecuentemente, las propiedades optoelectrónicas54. 

Morfología y configuración periférica: La disposición de los bordes (zigzag, armchair o 

mixtos) influye significativamente en las propiedades electrónicas y la reactividad química79. 

Funcionalidades superficiales: La presencia y distribución de grupos oxigenados o 

nitrogenados modifica la solubilidad, reactividad y propiedades ópticas68. 

Incorporación de heteroátomos: La integración de elementos como N, B, S o P altera la 

estructura electrónica y las características fotofísicas65. 

2.4 Fenómeno de Confinamiento Cuántico en GQDs 

El confinamiento cuántico constituye un fenómeno físico que se manifiesta cuando las 

dimensiones de una partícula se reducen hasta magnitudes comparables a la longitud de onda 

de los electrones (longitud de onda de De Broglie), típicamente en escala nanométrica. En 

los GQDs, este confinamiento ocasiona la discretización de los niveles energéticos, 

contrastando con las bandas continuas características del grafeno macroscópico47. 

Las implicaciones del confinamiento cuántico en los GQDs incluyen: 

• Generación de un bandgap: A diferencia del grafeno que presenta características de 

semimetal con bandgap nulo, los GQDs desarrollan un bandgap que varía 

inversamente con su tamaño, siguiendo aproximadamente la relación E_g ≈ 1/L², 

donde L representa la dimensión lateral96. 
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• Fotoluminiscencia dependiente del tamaño: La energía de emisión se incrementa a 

medida que disminuye el tamaño de los GQDs, permitiendo la modulación de la 

emisión desde el infrarrojo cercano hasta el ultravioleta62. 

• Incremento en secciones eficaces de absorción: El confinamiento aumenta la 

probabilidad de transiciones ópticas, resultando en coeficientes de absorción molar 

considerablemente superiores a los cromóforos orgánicos convencionales73. 

3. Características Fotoluminiscentes de los GQDs 

3.1 Principios Fundamentales de la Fotoluminiscencia 

La fotoluminiscencia (PL) constituye el fenómeno mediante el cual un material absorbe 

fotones de determinada energía y emite fotones de menor energía tras un proceso de 

relajación energética. En el caso de los GQDs, la fotoluminiscencia representa una de sus 

propiedades más relevantes y útiles para aplicaciones en biosensado56. 

Los mecanismos básicos que explican la fotoluminiscencia en GQDs pueden visualizarse 

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

 

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

transiciones en el proceso fotoluminiscente de GQDs. 

El proceso de fotoluminiscencia en GQDs típicamente sigue estas etapas: 
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Absorción: Un electrón en estado basal (S₀) absorbe un fotón ascendiendo a un nivel 

energético superior (S₁, S₂, etc.). 

Relajación vibracional: El electrón excitado disipa parte de su energía mediante procesos no 

radiativos hasta alcanzar el nivel vibracional inferior del estado excitado. 

Emisión fluorescente: El electrón retorna al estado fundamental emitiendo un fotón, 

generalmente con menor energía (mayor longitud de onda) que el fotón 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 múltiples mecanismos coexistentes: 

Recombinación entre bandas: En GQDs prístinos, la emisión proviene principalmente de la 

recombinación de pares electrón-hueco generados entre estados discretizados derivados de 

las bandas de conducción y valencia53. 

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 recombinación radiativa81. 

Contribución de los bordes: La configuración atómica periférica (zigzag o armchair) genera 

estados electrónicos localizados que contribuyen significativamente a la fotoluminiscencia, 

especialmente en GQDs de dimensiones reducidas95. 

3.3 Características Espectrales de la Emisión Fotoluminiscente en GQDs 

Los perfiles espectrales de la fotoluminiscencia en GQDs están influenciados por múltiples 

factores: 

Correlación con el tamaño: Siguiendo los principios del confinamiento cuántico, la emisión 

experimenta un desplazamiento hacia longitudes de onda más cortas (desplazamiento al azul) 

a medida que disminuyen las dimensiones de los GQDs. Esta relación puede expresarse 

aproximadamente como λ_emisión ∝ L^n, donde L representa la dimensión lateral del GQD 

y n constituye un parámetro empírico dependiente de la naturaleza del GQD58. 
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Influencia de las funcionalidades superficiales: Los grupos oxigenados (principalmente -OH, 

-COOH) modifican la distribución electrónica y pueden actuar como centros emisores 

independientes. El grado de oxidación puede alterar tanto la intensidad como la longitud de 

onda de emisión76. 

Consecuencias del dopaje: La incorporación de heteroátomos (N, S, B, P) altera la estructura 

electrónica, generalmente ocasionando un desplazamiento hacia el rojo de la emisión y 

mejorando el rendimiento cuántico45. 

Sensibilidad al pH: Numerosos GQDs exhiben emisión dependiente del pH debido a la 

protonación/desprotonación de los grupos funcionales superficiales, característica que los 

hace útiles como sensores de pH90. 

Dependencia de la excitación: A diferencia de muchos fluoróforos convencionales, los GQDs 

típicamente muestran emisión dependiente de la longitud de onda de excitación, donde la 

longitud de onda emitida varía con cambios en la longitud de onda de excitación, atribuido a 

la distribución heterogénea de tamaños y la diversidad de estados emisores37. 

4. Implementación en Sistemas de Biosensado y Detección de Microorganismos 

Patógenos 

4.1 Principios Operativos de Biosensores Basados en GQDs 

Los biosensores constituyen dispositivos analíticos que combinan un elemento de 

reconocimiento biológico con un transductor para detectar compuestos específicos. Los 

GQDs han emergido como una plataforma prometedora para biosensores debido a sus 

características fotoluminiscentes singulares, elevada relación superficie/volumen, notable 

biocompatibilidad y amplia capacidad de funcionalización superficial44. 

En el contexto de los biosensores ópticos basados en GQDs, el principio de detección 

generalmente involucra alteraciones en las propiedades de fotoluminiscencia (intensidad, 

longitud de onda o tiempo de vida) en respuesta a la interacción con el analito objetivo70. Los 

mecanismos más frecuentes incluyen: 
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Transferencia de energía por resonancia de Förster (FRET): Transferencia energética no 

radiativa entre los GQDs (donador) y un aceptor adecuado cuando se encuentran en 

proximidad espacial (5-10 nm)51. 

Transferencia electrónica fotoinducida (PET): Supresión de la fluorescencia debido a la 

transferencia de un electrón excitado desde los GQDs hacia un aceptor de electrones o 

viceversa83. 

Procesos de agregación/dispersión: Modificaciones en la emisión debido a fenómenos de 

agregación o dispersión de los GQDs en presencia del analito94. 

4.2 Aptámeros como Elementos de Biorreconocimiento 

Los aptámeros son secuencias oligonucleotídicas (ADN o ARN) monocatenarias que pueden 

unirse con elevada afinidad y especificidad a una amplia variedad de dianas, incluyendo 

iones, moléculas pequeñas, proteínas y células completas, incluyendo organismos 

patógenos40. 

Las ventajas de los aptámeros como elementos de reconocimiento en biosensores incluyen: 

• Elevada especificidad y afinidad: Constantes de disociación (Kd) en el rango nano a 

picomolar55. 

• Estabilidad térmica y química: Mayor resistencia a degradación comparados con 

anticuerpos35. 

• Producción sintética reproducible: Sin variabilidad entre lotes, a diferencia de los 

anticuerpos73. 

• Facilidad para modificaciones químicas: Permiten la incorporación de grupos 

funcionales para su inmovilización o marcaje91. 

El proceso de selección de aptámeros, conocido como SELEX (Systematic Evolution of 

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

Incubación de una biblioteca de oligonucleótidos aleatorios con la diana molecular. 

Separación de las secuencias unidas. Amplificación de estas secuencias mediante PCR. 

Obtención de cadenas simples para el siguiente ciclo. 
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Tras múltiples rondas (típicamente 8-15), las secuencias resultantes son caracterizadas y 

optimizadas38. 

4.3 Sistemas Biosensores para Identificación de S. typhi 

S. typhi representa el agente etiológico de la fiebre tifoidea, una enfermedad sistémica 

potencialmente letal que afecta anualmente a millones de individuos, principalmente en 

regiones en desarrollo77. La detección rápida y sensible de este patógeno resulta crucial para 

el diagnóstico temprano y el control epidemiológico. 

Los biosensores basados en GQDs para la detección de S. typhi combinan la especificidad de 

los aptámeros con las propiedades luminiscentes de los GQDs36. Las estrategias más 

frecuentemente implementadas incluyen: 

Biosensores basados en aptámeros conjugados a GQDs: El aptámero específico para S. typhi 

se conjuga directamente a la superficie de los GQDs. La unión del microorganismo provoca 

cambios conformacionales en el aptámero que modifican las propiedades fotoluminiscentes 

de los GQDs (Figura 5)87. 

 

Figura 5. Representación esquemática del funcionamiento de un biosensor basado en GQDs 

y aptámeros para la detección de S. typhi. 

Sistemas fundamentados en transferencia energética: El aptámero se modifica con un 

fluoróforo o quencher que interactúa con los GQDs mediante FRET o PET. La unión de S. 

typhi altera la distancia entre estos componentes, resultando en variaciones medibles en la 

señal fluorescente72. 
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Detección fundamentada en fenómenos de agregación: La presencia de S. typhi induce la 

agregación de GQDs funcionalizados con aptámeros, resultando en la supresión de la 

fluorescencia o en un desplazamiento de la longitud de onda de emisión52. 

Los avances recientes han conseguido límites de detección 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 análisis significativamente reducidos (de días a 

minutos u horas)92. 

5. Metodologías Analíticas para la Caracterización de GQDs y Sistemas Biosensores 

5.1 Análisis Estructural y Morfológico 

5.1.1 Microscopía Electrónica 

• Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM): Permite la visualización directa de GQDs 

individuales con resolución atómica, proporcionando información sobre dimensiones, 

morfología, número de capas y estructura cristalina70. La TEM de alta resolución (HR-TEM) 

puede revelar detalles de la red cristalina y defectos, mientras que la microscopía electrónica 

de transmisión por barrido (STEM) combinada con espectroscopía de pérdida de energía de 

electrones (EELS) proporciona información sobre la composición elemental con resolución 

espacial nanométrica86. 

5.1.3 Difracción de Rayos X (DRX) 

La DRX proporciona información sobre la estructura cristalina, espaciado interplanar y grado 

de cristalinidad de los GQDs. Los GQDs típicamente muestran picos característicos 

correspondientes a los planos (002) y (100) del grafito, aunque considerablemente más 

anchos debido a sus dimensiones nanométricas82. 

5.2 Análisis Químico y Composicional 

5.2.1 Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) 

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

como C=O (~1720 cm⁻¹), C-O (~1050-1300 cm⁻¹), O-H (~3400 cm⁻¹) y C=C aromático 
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(~1580-1600 cm⁻¹). Esta información es crucial para comprender la química superficial de 

los GQDs y su potencial para funcionalización51. 

5.3 Caracterización Óptica 

5.3.1 Espectroscopía UV-Visible 

La espectroscopía UV-Vis proporciona información sobre la absorción óptica de los GQDs. 

Típicamente muestran: • Una fuerte absorción en la región UV (~230-270 nm) debido a 

transiciones π→π* en dominios sp². • Un hombro o banda menos intensa (~300-400 nm) 

atribuido a transiciones n→π* en grupos carbonilo. El perfil y posición de estos picos 

dependen del tamaño, funcionalización y dopaje de los GQDs76. 

5.3.2 Espectroscopía de Fotoluminiscencia (PL) 

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

GQDs, proporcionando información sobre: 

• Longitud de onda de emisión y perfil espectral. 

• Rendimiento cuántico de fluorescencia (QY). 

• Dependencia de la emisión con la longitud de onda de excitación. 

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

Estas características son fundamentales para aplicaciones en biosensado45. 
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Capítulo 3: Procedimiento Experimental 

Los reactivos utilizados durante el proyecto son los siguientes: 

Grafito, KMnO4, H2SO4, Agua desionizada, NH4OH, (ZnAc), NaOH, Lipopolisacárido de S. 

typhi (LPS) y Apt 5’-TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATGC-3’ (3) y 5’-

ATTTCTCCTACTGG GATAGGTGGATTAT-3’ (4). 

 

El equipo necesario para la realización del proyecto es el siguiente:  

XRD: Laboratorio de Servicios Profesionales de la FCQ. 

FTIR: Laboratorio de Materiales I. 

UV-Vis: Laboratorio de Materiales I. 

PL: Laboratorio de Materiales I. 

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

University. 

El procedimiento experimental se realizó conforme los siguientes procedimientos: 

1. Síntesis de GO 

Se partió de grafito como precursor para la síntesis del GO, se pesaron 0.5 g de grafito y la 

misma cantidad de NaNO3 para ser disueltos en 25 mL de H2SO4 (0.1 N), posterior a esto se 

llevó a un baño de hielos a 5 °C para evitar algún accidente debido a la reacción violenta que 

sucede al agregar poco a poco 3 g de KMnO4, una vez se agregó todo el material, se cambia 

a un baño de agua a 40 °C por 30 min. Se añaden 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 agitación lenta se agregan 10 mL de H2O2, se deja agitando 30 minutos y se 

retira para dejarlo reposar por 24 h. 

En este punto, el grafito se oxidó para tener óxido de grafito, sin embargo, se tiene que 

agregar 90 mL de HCl (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 óxido de grafito y se añaden 250 mL de agua destilada para su exfoliación 

en baño ultrasónico por 1 h, el material se seca a 80 °C por 24 h y finalmente se obtiene el 

GO. 

 

2. Síntesis de GQD de GO 

Se pesaron 50 mg de GO y se agregaron a un reactor de Teflón, se agregaron 2 mL de NH4OH 

y 6 mL de agua destilada, el reactor de Teflón se selló en un reactor autoclave para síntesis 

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

Una vez el material se retiró del reactor autoclave el material se filtró y se conservó el 

sobrenadante, dentro de este líquido se encuentran los GQDs, para eliminar el exceso de 

amoniaco, el líquido se calentó a 60 °C por 30 min. 

El material se diluyó hasta 20 mL para su caracterización por PL. 

 

3. Síntesis de ZnO 

Se utilizó ZnAc como precursor para obtener ZnO, para ello se agregaron 50 mL de ZnAc 

(1M) en un vaso de precipitado con agitación moderada, se adicionaron gota a gota NaOH 

hasta llegar a pH 12. Se lavó el precipitado con agua destilada y se centrifugó hasta llegar a 

pH 7. 

 

4. Formación de nanocomposito GQD/ZnO 

Se tomaron 2 mL de GQDs y se agregaron 200 µL de ZnO (68 µM) y se dejó sonicar por 25 

min hasta obtener una solución homogénea. 

 

5. Modificación con Apt 

A 2 mL de GQD/ZnO se le agregaron 120 µL de Apt (1 µM), se agitó moderadamente y el 

material se dejó reposar por 10 min en ausencia de luz. 
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6. Detección de S. typhi. 

1 mL de GQD/ZnO/Apt se mezcló con 1 mL de LPS de acuerdo con la tabla 1. La solución 

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

solución se analizó por PL a una λex de 330 nm. 

 

Tabla 1. Diferentes concentraciones de S. typhi. 

Muestra Concentración 

1 0 nM 

2 12 nM 

3 50 nM 

4 100 nM 

5 150 nM 

6 200 nM 

 

La disposición de los residuos generados se realizó de acuerdo a la tabla 2. 

Tabla 2. Disposición de los residuos generados en cada metodología 

Metodología Contenedor 

Síntesis de GO H 

Síntesis de QD de GO A 

Síntesis de ZnO convencional A 

Modificación con Apt A 

Detección de S. typhi. A 
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Capítulo 4: Discusión de Resultados 

1. Síntesis de ZnO 

Como se mencionó en el procedimiento, para la síntesis de ZnO se utilizó un método de 

precipitación partiendo de una sal (ZnAc*6H20) agregando NaOH para favorecer el 

intercambio de iones acetato de la sal de zinc a iones hidróxido al incrementar el pH del 

medio, favoreciendo la precipitación de este compuesto Zn(OH)2, después de realizar lavados 

y un secado el material procedió a caracterizarse de acuerdo con lo propuesto por las técnicas 

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

El material fue analizado en sólido una vez se encontraba seco y los resultados obtenidos 

muestran distintas señales (Fig 6), una de ellas se encuentra a 3394 cm-1, esta banda presenta 

las características de la vibración del enlace O-H, dando indicio que podría ser debido a que 

se cuenta con Zn(OH)2 dentro de la muestra o que podría ser agua atrapada dentro de la 

estructura de ZnO97, también se puede observar la banda a 804 cm-1 con las características 

del enlace Zn-O, indicando que el material sintetizado podría ser ZnO u Zn(OH)2 debido a la 

presencia de este enlace en ambos compuestos. 
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Fig 6. Espectro de Infrarrojo de ZnO. 

Mediante la técnica UV-Vis se puede obtener información sobre la banda de absorción 

característica 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 características para Zn(OH)2
98. La 

absorción que el material presenta es una banda con una disminución 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 está la certeza si alguno de estos dos materiales predomina o 

no solamente con estas técnicas. 
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Fig 7. Espectro de absorción 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 razón que puede ser útil para 

conocer si se sintetizó ZnO o Zn(OH)2 o si la presencia del hidróxido es menor a lo que las 

técnicas de caracterización previas pueden indicar. 

Como se puede observar en el difractograma (Fig 8), la muestra de ZnO presenta las 

reflexiones en la posición (2θ) con respecto con el patrón 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 específico, esto puede deberse a la presencia del hidróxido que se 

pudo observar en las anteriores caracterizaciones99, 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. Información obtenida de los picos de difracción del difractograma de ZnO. 

Angulo 

Distancia 

interplanar Intensidad 

Intensidad 

Relativa h,k,l 

31.773 2.81406 2073 63.10% 1,0,0 

34.441 2.6019 2631 80.20% 0,0,2 

36.262 2.47531 3283 100.00% 1,0,1 

47.558 1.91043 581 17.70% 1,0,2 

56.604 1.6247 1077 32.80% 1,1,0 

62.888 1.47661 809 24.60% 1,0,3 
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66.387 1.40703 105 3.20% 2,0,0 

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 excitación entre 380 a 390 nm, además de esto, el obtener 

un comportamiento como ese es un indicio de la poca presencia del hidróxido de zinc debido 

a que la fluorescencia de este se encuentra en longitudes de onda más largas100, en la siguiente 

figura 9 se muestra el espectro de emisión y excitación del ZnO, aquí se puede observar que 

el material presenta una saturación en su análisis, al no observarse de manera definida el pico 

de la banda de excitación, sin embargo, se encuentra entre los 380 a 390 nm, al realizar el 

análisis de emisión a 385 nm se puede observar que presenta saturación en su análisis y que 

la fluorescencia se encuentra en longitudes de onda en la región visible. 
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Fig 9. Espectro de emisión y excitación de ZnO. 
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El material fue analizado por la técnica TEM y algunos complementarios para conocer su 

morfología y algunas características que pudiera tener para comprender de mejor modo como 

pudiera ser la interacción entre el ZnO y GQD. Las imágenes de TEM muestran que la 

morfología del ZnO sintetizado es irregular, no tiene formas homogéneas, son distintas entre 

sí, esto puede deberse a que no se realizó un tratamiento térmico posterior a la síntesis del 

material, dicho tratamiento es habitual en otras investigaciones para obtener distintos 

tamaños y formas en las partículas de ZnO101,102. 

En la imagen C y D de la fig 10 se puede observar de mejor modo que las partículas de ZnO 

tienen una superposición visible como un mayor contraste en ciertas zonas centrales de las 

partículas, indicando que estas partículas pudieran ser aglomerados de partículas más 

pequeñas de ZnO, además, esto puede dar una idea sobre ciertos defectos que tienen las 

partículas103, hecho que puede verse de mejor modo al realizar HRTEM en las siguientes 

imágenes (Fig 11). 
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Fig 10. Imagenes TEM de ZnO a distintas magnificaciones. 

En estas imágenes puede verse que hay zonas con menor contraste que otras, indicando que 

hay ciertos defectos, al analizar la red cristalina que presenta mediante imágenes FFT, 

podemos obtener la distancia interplanar del ZnO y conocer que fase es la presente, ya que, 

dichos defectos podrían deberse a diferentes fases cristalinas o a vacancias de oxígeno104 o 

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

Se pueden observar dos pares de señales a partir de la imagen FFT (Fig 12) de una de las 

imágenes HRTEM y 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 cristalinas105. 

 

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

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

imágenes de STEM (Fig 13) y STEM/EDX (Fig 14) de la muestra de ZnO, donde 



39 
 

inicialmente se puede observar la presencia de huecos o cavidades dentro de las partículas de 

zinc, estos huecos tienen un tamaño menor a 10 nm aproximadamente, siendo esto 

información muy útil ya que, esto podría ser una de las maneras en las cuales los GQD 

podrían formar un nanocomposito con el ZnO106. 

 

Fig 13. Imágenes STEM de ZnO a distintas magnificaciones 

A partir de esta técnica se pudo realizar un análisis 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 realizó la técnica STEM/EDX, donde se 

observa la presencia de estos dos elementos tanto en el mapeo como en el espectro de energía. 



40 
 

 

Fig 14. Imágenes STEM/EDX junto con su espectro de energía. 

 

2. Síntesis GO y GQD 

Para la síntesis del GO se necesita asegurar su correcta oxidación y la exfoliación adecuada 

para que el material sea el ideal para obtener los GQD, es por esta razón que, se requiere 

caracterizar por técnicas como UV-Vis, FTIR y XRD para tener la certeza de la síntesis del 

material. 

Iniciando las caracterizaciones del GO, se realizó la espectroscopía UV-Vis para encontrar 

las bandas de absorción del material, esperando tener dos bandas procedentes de los enlaces 

C=O y C=C ya que, hay que recordar que el óxido de grafeno es una estructura de carbonos 
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con hibridación sp2 y que puede presentar grupos funcionales como carbonilos, cetonas o 

incluso lactonas107. Como se esperaba, en la fig 15, se observa una banda a 258 nm que se 

atribuye a la transición π- π* del enlace C=C, mientras que, la banda a 320 nm se atribuye a 

la transición n-π* de enlaces C=O que podrían ser debido a los grupos funcionales 

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

Para conocer los grupos funcionales presentes en la estructura del GO se realizó la técnica de 

caracterización de FTIR, obteniendo información sobre las distintas bandas de vibración (Fig 

16) que se pueden atribuir a los enlaces O-H a 3226 cm-1, a 1721 cm-1 se encuentra la 

vibración del enlace C=O, mientras que, a 1586 cm-1 y 1166 cm-1 se encuentran los enlaces 

C=C y C-O, respectivamente, por último, se encuentra la vibración del enlace C-O-C a 1034 

cm-1. De acuerdo con la literatura108, este tipo de grupos funcionales es habitual en el GO, 

por lo que, son grupos funcionales esperados al realizar la síntesis 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 oxidación ya que está 

la presencia de distintos enlaces entre carbono y oxígeno, sin embargo, no es suficiente para 

discernir entre óxido de grafeno y óxido 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 análisis de este material por dicha técnica se pudieron obtener dos picos de 

difracción a 12° y 42.5°, siendo los planos (001) y (002), respectivamente, estas dos 

reflexiones se presentan solamente en estructuras de grafeno109, siendo un indicativo de su 

obtención, sin embargo, algo que tiene que observarse es la desaparición de un pico a 26° 

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

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

 

Por último, el material fue caracterizado por PL para conocer la fluorescencia que este 

material presenta, dicha técnica será la utilizada para realizar la detección del LPS, es por 

esto que se requiere conocer si la fluorescencia que este material presenta es ideal para 

utilizarse en la detección de otras especies o si por el contrario, no tiene una fluorescencia 

adecuada para realizar estos análisis y es necesaria la obtención de los GQD110. 

En el espectro de emisión que se muestra a continuación (Fig 18), se pueden ver intensidades 

muy bajas, esto podría deberse a que la solución se encuentra a bajas concentraciones o no 

presenta una fluorescencia adecuada para utilizarse en la detección del material, sin embargo, 

se utilizaron distintas concentraciones así como se analizó el material sólido y en ambas 

situaciones el comportamiento es el mismo, es por esta razón que el material no presenta las 

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

 

Con los resultados obtenidos por PL puede observarse que el GO no es un material candidato 

para la detección de otras sustancias, es por esta razón que se planteó la síntesis de GQD, 

dicho material presenta un fenómeno conocido como confinamiento cuántico, el cual le 

confiere de propiedades únicas con respecto al material macroscópico111, hay que recordar 

que los GQD sigue siendo un material de grafeno, con dimensiones mucho menores a lo 

habitual y por esta razón presenta este efecto cuántico. Para corroborar dicho planteamiento 

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

La primera técnica realizada fue UV-Vis, la razón es para observar si se puede apreciar la 

presencia de las transiciones de los enlaces C=O además del C=C que es de esperarse que 

esté presente, el motivo es debido a que al tener distintos grupos funcionales con oxígeno 

puede generar interacciones electrostáticas entre los GQD y ZnO112, aunado a esto, se ha 

reportado que los grupos OH pueden favorecer la interacción entre los GQD y los aptámeros 

a utilizar para la detección del LPS de salmonella. 
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En el espectro de absorción (Fig 19) de dicha técnica se logra apreciar una banda a 229 nm 

que se atribuye a la transición π- π* 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 

disminución, se muestra como una muy pequeña señal, esto puede deberse a que la solución 

que se analizó no tiene la concentración adecuada para dicho análisis113, sin embargo, esto 

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

discutirá a continuación. 
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Fig 19. Espectro de absorción UV-Vis de GQD. 

Como se mencionó anteriormente, a través de PL se observó una clara saturación en la señal 

de fluorescencia obtenida, es por esta razón que se tuvo que diluir la solución para obtener 

señales observables mediante el uso del equipo de PL, sin embargo, este comportamiento 

hizo que las otras técnicas de caracterización tuvieran ciertos inconvenientes como el 

mencionado anteriormente en UV-Vis. Continuando con la caracterización por PL (Fig 20), 

se obtuvo un espectro de excitación donde se encontró la longitud de onda de máxima 

excitación, a 318 nm, sin embargo, al realizar distintos espectros de emisión (Fig 21), se 



46 
 

encontró que a 330 nm se obtiene una mayor respuesta114, esto podría deberse a que, en el 

espectro de emisión, a esa longitud de onda también hay una señal intensa. Algo importante 

a mencionar sobre los resultados obtenidos en el espectro de emisión 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 podría ser visible al utilizar una lampara UV para observar ese 

color azul en la solución115. 
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Fig 20. Espectro de excitación de GQD 
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Fig 21. Espectro de emisión de GQD a diferentes longitudes de onda de excitación. 

Sobre la caracterización morfológica se lograron obtener las siguientes imágenes de HRTEM 

(Fig 22) para los GQD las cuales son útiles ya que puede observarse el diámetro de los puntos 

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

presentan en TEM-BF116. 
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Fig 22. Imágenes HRTEM y FTT para GQD. 

Como se puede observar en las imágenes de TEM, los GQD presentan cristalinidad al ser 

visible una red cristalina, al transformar esta información se obtiene la imagen de FFT, la 

cual es útil para obtener el valor de distancia interplanar, siendo un aproximado de 0.241 nm, 

esto concuerda con el plano (001) del grafeno117, indicando que este material continua 

teniendo un ordenamiento muy similar al material macroscópico, sin embargo, algo 

importante a considerar es lo siguiente, estas partículas analizadas tienen un tamaño de 10 y 

12 nm respectivamente, al analizar partículas de menor tamaño como la que se muestra a 

continuación (Fig 23), puede observarse que las partículas 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 difícil de observar, o que estas partículas de menor tamaño 

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 imágenes de TEM pueden verse partículas de menor tamaño, aproximadamente 4 a 6 

nm, lamentablemente, lo que se observa es que dichas partículas no presentan una 

cristalinidad aparente al tener un menor tamaño, por ende, podrían tener una menor cantidad 

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

 

Caracterización GQD/ZnO 

La obtención de imágenes 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 metálico con 

el carbono del grafeno, a pesar de tener cristalinidad tal vez el tamaño de los GQD no permite 

observarlo en las partículas de ZnO. 

Por otro lado, el material se caracterizó por PL (Fig 24), obteniendo los siguientes espectros 

de emisión 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 concentración de ZnO que se agrega para formar el 

nanocomposito, hay una menor disminución de la fluoresencia. 
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Una de las razones podría ser debido a la diferencia de tamaños entre el ZnO y los GQD, otra 

razón podría llegar a ser la superposición de los espectros de emisión y absorción entre los 

materiales. 
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Fig 24. Espectro de emisión para GQD y GQD/ZnO a diferentes concentraciones a una λex 

de 330 nm. 

Con esta información obtenida, se decidió utilizar la concentración de 200 µL (68 µM) de 

ZnO para continuar con la investigación del comportamiento con el aptámero y 

posteriormente la detección del LPS de S. typhi. 

Algo que se esperaba al agregar el aptámero al GQD/ZnO era no observar una variación o 

una ligera disminución en la fluorescencia debido al enlace entre los GQD y el aptámero, en 

la siguiente (Fig 25). Se puede observar el espectro de emisión donde, como se esperaba, si 

hay una ligera disminución en la intensidad, esto se atribuye a que se pierden un poco de 

átomos que se mantengan libres para realizar los procesos de recombinación 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 están formando estos dos materiales. 
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Fig 25. Espectro de emisión de GQD/ZnO y GQD/ZnO/Apt a una λex de 330 nm. 

 

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

Por último, para la detección 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 disminución 

de su fluorescencia no fuera aparente, sin embargo, los resultados obtenidos que se muestran 

a continuación (Fig 26). Muestran algo distinto, esto podría 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 está alrededor de los GQD y por esto pudiera ser la disminución de la 

fluorescencia, o que hay algún 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 emisión de GQD/ZnO/Apt/LPS a una λex de 330 nm. 

Afortunadamente, la disminución de la fluorescencia se comporta de manera lineal con 

respecto al incremento en la concentración del LPS, hecho que hace posible obtener una 

curva de calibración y obtener un LOD (Fig 27). 



53 
 

 

Fig 27. Gráfica de Linealidad para LPS de S. typhi. 

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

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

LOD de 0.355 nM de acuerdo con la ecuación 𝐿𝑂𝐷 =
3 𝑥 𝜎𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒

|𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒|
. 
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Conclusiones 

La síntesis de ZnO se logró satisfactoriamente, caracterizando el material se conoce su 

morfología irregular, con un tamaño de partícula aproximado de 180 nm, esto debido a que 

las partículas 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 tamaño de partícula promedio 

de 5 nm, donde, al ser caracterizados por PL, se conoce su fluorescencia y su λmax ex de 330 

nm. 

El nanocomposito formado entre GQD/ZnO presenta ciertas propiedades que podrían ser 

útiles para utilizarse como biosensor, hecho que fue corroborado al enlazar con un Apt y 

realizar la detección del LPS de S. typhi. 

Los resultados obtenidos en esta investigación confirman la viabilidad del nanocomposito 

para la detección del LPS de S. typhi, obteniendo una respuesta lineal en la disminución de 

su fluorescencia con respecto a la concentración 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 último, el material fue capaz de detectar concentraciones menores a las propuestas, dando 

como resultado la aprobación de la hipótesis propuesta en este proyecto. 

Se recomienda probar con la presencia de interferentes, además de, realizar pruebas en 

sistemas más complejos como cultivos de la bacteria o incluso muestras de algún 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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