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Resumen

Los puntos de carbono (CDs) son viables desde una perspectiva sostenible y
escalable, siendo generados mediante métodos de sintesis de bajo impacto
ambiental. Estos fueron obtenidos a partir de semillas de aguacate mediante
procesos de carbonizacion llevados a cabo a diversas temperaturas (250, 400
y 600 °C). Posteriormente, se emplearon como nanosondas fluorescentes con
el fin de detectar iones de metales pesados. Se encontr6 que los CDs
demostraron una marcada selectividad hacia los iones Cré y Cu?,
funcionando como sensores fluorescentes de apagado. El aumento en la
temperatura de carbonizacion no solo condujo a una reduccion en las
dimensiones de los CDs de 4.6 a 3.2 nm, sino que también mejoré su
cristalinidad y su capacidad de detectar los iones Cu?*/Cré*. A pesar de que
los CDs se comportan como sensores Opticos precisos en un rango de
concentraciones bajas para los iones Cu?', se observa que en
concentraciones mas elevadas se produce una floculacién visible a simple
vista. Esta caracteristica limita su aplicabilidad para el tratamiento de agua en
estas circunstancias. Se resalta la alta sensibilidad de los CDs sintetizados a
600 °C, evidenciada por su bajo limite de deteccion (LOD) de 0.04 nM y 0.09
nM para los iones Cré* y Cu?* respectivamente. Ademas, se explord la
capacidad de los CDs para inducir la floculacion de iones Pb?* y Cd?,
logrando porcentajes de remocién de hasta un 98%. Esta propiedad hace que
los CDs sean potencialmente aplicables en la purificacibn de agua
contaminada con estos metales pesados. Las pruebas de sensibilidad
realizadas en muestras de agua de rio/grifo respaldan con éxito la eficacia de

estas particulas propuestas en diversas aplicaciones de la vida real.



Abstract

Carbon dots (CDs) are viable from a sustainable and scalable perspective,
generated through environmentally friendly synthesis methods. These were
derived from avocado seeds through carbonization processes carried out at
various temperatures (250, 400, and 600 °C). Subsequently, they were
employed as fluorescent nanoprobes for the detection of heavy metal ions. It
was found that the CDs exhibited notable selectivity towards Cr6+ and Cu2+
ions, functioning as fluorescent turn-off sensors. The increase in carbonization
temperature not only led to a reduction in CD dimensions from 4.6 to 3.2 nm,
but also improved their crystallinity and their ability to detect Cu?*/Cr®* ions.
Despite behaving as accurate optical sensors within a low concentration range
for Cu?* ions, it's observed that at higher concentrations, visible flocculation
occurs, limiting their applicability for water treatment under such
circumstances. The high sensitivity of CDs synthesized at 600 °C is
highlighted, demonstrated by their low limits of detection (LOD) of 0.04 nM and
0.09 nM for Cré* and Cu?* ions, respectively. Additionally, the capacity of CDs
to induce the flocculation of Pb%* and Cd?* ions was explored, achieving
removal percentages of up to 98%. This property potentially makes CDs
applicable to purify water contaminated with these heavy metals. Successful
sensitivity tests conducted on river/tap water samples endorse the efficacy of
these proposed particles in various real-life applications.
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1.1 Introduccién

Los puntos de carbono (CDs por sus siglas en ingles) son nanomateriales que
se encuentran por debajo del tamafio nanoescalar (<100 nm) y han sido
ampliamente investigados desde su descubrimiento accidental durante la
purificacién de nanotubos de carbono.! Se ha utilizado el 6xido de grafeno
como precursor, donde las laminas de grafito oxidado se reducen a
dimensiones nanométricas para formar los CDs? Estos materiales son
ecologicos, relativamente no toxicos y fotoestables. comparado con los puntos
de carbono inorganicos (QDs) obtenidos mediante sintesis organica, que a
menudo utilizan reactivos poco amigables con el medio ambiente. Desde el
descubrimiento de los CDs, se han empleado diferentes métodos de sintesis
que se pueden clasificar en dos categorias: el enfoque "de arriba hacia abajo"
o descendente y el enfoque "de abajo hacia arriba" o ascendente.? El enfoque
"de arriba hacia abajo" implica descomponer el material en nanomateriales
mas pequefios, utilizando métodos como corte electroquimico, nanolitografia,
exfoliacion quimica y ablacion laser. Por otro lado, el enfoque "de abajo hacia
arriba" implica la formacion de entidades mas grandes a partir de unidades
mas pequeiias. Algunos ejemplos de métodos de sintesis incluyen sintesis
térmica, combustion, irradiacién de microondas, calentamiento hidrotermal y
calentamiento solvotermal.# Los CDs suelen obtenerse mediante métodos de
quimica verde, que cumplen con requisitos como el uso de materias primas
renovables, productos quimicos intermedios menos toxicos, productos finales
mas seguros Yy reduccion del consumo de energia, entre otros. Por ejemplo,
se pueden fabricar CDs utilizando fuentes de carbono organicas como frutas,
extractos, cascaras, desechos alimenticios, algas, bacterias, leche, orina
humana, enzimas, vitaminas, polisacaridos, proteinas y otras biomoléculas
presentes en las plantas.® El uso de estos precursores para la sintesis de CDs
ofrece ventajas como su disponibilidad a gran escala, facilidad de manejo y

baja o nula toxicidad.®
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1.2 Antecedentes

El descubrimiento de los QDs se realiz6 en 1981 por Alexei Ekimov. Los QDs
son nanoparticulas compuestas de materiales semiconductores. Los
semiconductores son elementos que pueden comportarse como conductores
o aislantes dependiendo de diferentes factores, como el campo eléctrico o
magnético, la presién, la radiacion incidente o la temperatura ambiental. Los
semiconductores mas utilizados son el silicio y el germanio, ya que presentan
un comportamiento similar. También se utilizan combinaciones de elementos
de los grupos 12 y 13 con los grupos 16 y 15, como GaAs, CdTe, CdSe y CdS.
Posteriormente, el azufre comenzo a utilizarse. Todos estos materiales son
tetravalentes, y el silicio tiene una configuracion electrénica s2p2.” Sin
embargo, las técnicas convencionales de fabricacion de QDs utilizan reactivos
altamente contaminantes y costosos. Debido a esto, en algunos paises se ha
prohibido la fabricacién de QDs a partir de metales pesados, y se estan
buscando otras opciones para la fabricacion de estos nanomateriales. Una de
estas alternativas son los CDs, que se sintetizan a partir de carbono. Ademas,
se busca emplear sintesis con enfoque de quimica verde para la fabricacién
de CDs. Los CDs presentan propiedades Unicas que los diferencian de otros
materiales, como su fluorescencia, excelente dispersabilidad, solubilidad en
agua, afinidad con disolventes organicos, larga vida de fluorescencia y son
amigables con el medio ambiente y la biocompatibilidad.” La variacién en el
color de los CDs puede ocurrir por el cambio de tamafio en la particula (figura
1).

a .
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Figura 1. Diferentes colores de emision de CDs variando tamafio de particula.




En 2004, se descubrieron por primera vez los puntos de carbono (CDs)
durante la purificacion de nanotubos de carbono de pared simple, mediante
electroforesis preparativa. Estos CDs son nanomateriales de carbono
pequefios y fluorescentes con tamafos de particula, inferiores a 10 nm. Se
utilizan en diversos campos, como la bioimagen, entrega de medicamentos,
biosensores, deteccidon de enfermedades, quimica sintética y ciencia de
materiales. Los CDs son solubles en agua, tienen baja toxicidad y bajos costos
de produccion. Ademas, ofrecen la capacidad de ajustar la emision y la
excitacion de fluorescencia, son estables foto y fisicoquimicamente, también
son altamente biocompatibles. Estas caracteristicas han generado un gran

interés en la produccion, y aplicaciones de los CDs (figura 7).2

0 min 5 min 10 min

Figura 2.- CDs fluorescentes, deteccion de tejidos dafiados.

Usualmente, la produccion de CDs implica alteraciones en la estructura
superficial de diminutas particulas de carbono a través del empleo de
moléculas orgénicas y polimeros. Varios procedimientos de preparacion se
han desarrollado, como la ablacion laser, la combustion/calefaccion térmica
por microondas, la oxidacion electroquimica y la sintesis quimica. Algunos de
estos métodos, sin embargo,requieren equipos y procesos complejos. Los
métodos de sintesis hidrotérmica, solvotérmica y por microondas son

especialmente valorados debido a su sencillez operativa y bajo costo.
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También, tienen ventajas que ofrecen en términos de comodidad, economia,
simplicidad y disponibilidad en la naturaleza con el uso de fuentes naturales

para la sintesis de CDs.°

2.- Marco teérico

2.1- Clasificaciéon de puntos de carbono

Los CDs, engloban una amplia gama de materiales de carbono con
propiedades fluorescentes a nivel nanométrico. Esta categoria incluye puntos
de grafeno, puntos de carbono, nhanopuntos de carbono y puntos de polimero
carbonizado, los cuales se clasifican segun su estructura de carbono
especifica o por los grupos presentes en su superficiel®.

Puntos de grafeno (GDs): Estos poseen una capa de restos de grafeno como
su nucleo de carbono (GQDs de una sola capa) o presentan una estructura
nanocristalina de grafito (GQDs de multiples capas).®

Los CDs (puntos de carbono) tienen forma esférica, poseen red cristalina y
grupos quimicos en la superficie, que muestran luminiscencia en estado
intrinseco y efecto de confinamiento cuantico, el confinamiento cuantico, se
refiere a que los electrones en un material se encuentran restringidos a
moverse en una region muy pequefia del espacio, ahi se dice que esta
confinado. 1°

Los nanopuntos de carbono (CNDs): Estas son nanoparticulas de carbono
cuasisféricas sin una red cristalina distintiva, compuestas predominantemente
por carbonos sp?/sp® o carbono amorfo, con regiones nanocristalinas hibridas
sp2 incrustadas.?

Los Puntos de polimeros (PDs): Estos son nanoparticulas poliméricas
agregadas o entrelazadas derivadas de polimeros lineales o monémeros.°

Figura 3.
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Figura 3.-Clasificacion de CDs: GDs (puntos de grafeno), CDs (puntos de carbono), CNDs
(nanopuntos de carbono) y CPDs (puntos de polimero carbonizados)

2.2 Propiedades de los CDs

Los CDs son estructuras esféricas de carbono que tienen propiedades Unicas.
Debido a que se pueden sintetizar CDs a partir de varios recursos naturales
lo cual la mayoria de las veces esa caracteristica los vuelven biocompatible y
sumado a esto pueden ser de bajo costo, han despertado interesantes
estudios para su uso en aplicaciones bioanaliticas.'! Para lograr estas
caracteristicas, es necesario llevar a cabo una sintesis con pasos especificos.
Los CDs se distinguen por su alta solubilidad en agua.!?

2.3 Propiedades 6pticasAbsorcion

La absorcién es el proceso mediante el cual la materia captura la radiacion.
Cuando esta captura ocurre dentro del rango de la luz visible, se denomina
absorcion Optica. Una vez que la radiacion es absorbida, puede ser reemitida
o transformada en otra forma de energia, como calor o energia eléctrica. En el
caso de los CDs, presentan absorcion optica en la region ultravioleta del
espectro. La capacidad de absorcién de este tipo de nanomateriales se

atribuye principalmente a las transiciones 1-11* de los enlaces dobles del
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carbono (C=C) y también a las transiciones n-1r* de los enlaces C=0.12

Fluorescencia

Una de las caracteristicas importantes de los CDs es la intensa emision de
luminiscencia (fluorescencia) intrinseca. La fluorescencia es un tipo particular
de luminiscencia que poseen las sustancias que son capaces de absorber
energia en forma de radiaciones electromagnéticas y luegoemitir parte de esa
energia en forma de radiacion electromagnética a una longitud de onda
diferente. La energia total emitida es siempre menor a la energia total
absorbida y la diferencia entre ambas es disipada en forma de calor, esto es
asi ya que, en la mayoria de los casos la longitud de onda emitida es mayor
(por lo tanto, menor energia) que la absorbida. EI mecanismo de
fluorescencia tipico implica tres pasos secuenciales, denominados: absorcion,
emisidén no radiactiva y emision. El ciclo completo es muy breve y transcurre
en tiempos del orden de los nanosegundos.®?
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Figura 4.- Diagrama de Jablonski

El fendbmeno de fluorescencia puede explicarse mediante el esquema

representado en la Figura 4, conocido como el Diagrama de Jablonski. El
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proceso se inicia con la excitacion de un electron de su estado basal (So) a un
nivel excitado (S1). Esta excitacion ocurre cuando la molécula absorbe energia
en forma de un foton de luz. Una vez que el electron se encuentra en un estado
electrénico excitado, puede liberar parte de su energia en forma de radiaciones
vibracionales, descendiendo a diferentes niveles vibracionales y cediendo
energia en forma de calor. Finalmente, los electrones en estados excitados (S1)
regresan a su estado basal emitiendo luz (Fluorescencia) o perdiendo energia
a través de procesos no radiativos.

Entre las teorias que explican la alta fluorescencia de los CDs, se incluyen
teorias relacionadas con la presencia de grupos funcionales en la superficie de
las nanoparticulas, el pasivado de la superficie, el numero de fluoréforos en su
composicion con diferentes grados de conjugacion T, y la recombinacién entre
electrones y huecos localizados dentro de los clusters de carbono sp?

incrustados en una matriz con carbonos sp3.

2.4 Sintesis de puntos de carbono

Método de arriba hacia abajo

El enfoque de arriba hacia abajo consiste en reducir estructuras de carbono
mas grandes a fragmentos de tamafio nano mediante el uso de alguna forma
de energia. Los métodos de sintesis incluyen la ablacion laser, la descarga de
arco y la oxidacioén electroquimica, los cuales permiten la obtencién de CDs a
partir de diversas fuentes de carbono, como membranas de grafeno de gran
tamafio, nanotubos de carbono, grafito y carbén activado disponible
comercialmente. Sin embargo, estos métodos requieren condiciones
experimentales rigurosas, equipos costosos y pasos exhaustivos, lo que limita

su viabilidad practica y escalable.®®
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Método de abajo hacia arriba

El enfoque ascendente implica la transformacion de moléculas pequefias en
CDs a través de procesos que puede ser a través de la carbonizacion y
pasivacion. Los métodos de sintesis en este enfoque incluyen el uso de
microondas asistidas, la carbonizacion y los métodos
hidrotermales/solvotérmicos.'® Los puntos de carbono solubles en agua
generalmente se obtienen mediante técnicas de hidrotermal y microondas?®.
Estos métodos son econdmicos, de facil implementacion y requieren equipos
sencillos para la sintesis de CDs. Los CDs resultantes presentan una
estructura amorfa y una alta eficiencia cuantica.'’” Dando algunos ejemplos,
se tiene el tratamiento hidrotermal, como un método practico y respetuoso con
el medio ambiente, se utiliza ampliamente para la preparacion de CDs a partir
de diversas materias primas naturales, polimeros y moléculas pequefias en
general. De manera similar, la ruta solvotérmica también se utiliza
ampliamente para la sintesis de CDs, utilizando diversos disolventes como
formamida, glicol, etanol, DMF,entre otros. La polaridad de estos disolventes
tiene un gran impacto en las propiedades Opticas de los CDs al regular el
proceso de carbonizacion. Por lo tanto, la eleccidon del disolvente es una
estrategia crucial para ajustar las propiedades de los CDs'®. Ademas, la
sintesis por microondas, aumenta la velocidad de reaccién, lo que hace que
el uso de un horno microondas para la sintesis de CDs sea altamente eficiente
y ampliamente utilizado en su preparacion®®. En este trabajo partimos de uno
de los métodos ascendentes, por lo cual se hace una descripcion de los

mismos.

2.5 Métodos de sintesis

Sintesis por carbonizacion:

Es un método muy sencillo y econdmico, lo que lo hace factible para la
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produccion en masa de CDs altamente luminiscentes. Sin embargo, es
necesario trabajar a altas temperaturas, lo que dificulta la separaciéon de los

CDs y las moléculas pequeiias de las materias primas.?°

Sintesis por microondas:

Presenta una distribucion de temperatura homogénea en todo el sistema,
calentamiento directo de las moléculas objetivo, reacciones a temperaturas
mas bajas. Factibilidad de sintesis en estado soélido. Alta velocidad de

reaccion.?!

Método hidrotermal:

Este método se caracteriza por obtener materiales de alta pureza, buena
dispersién, considerado método de un solo paso. Otra de las ventajas es que

con este método obtienes un tamafio controlado.??

Método solvotermal:

Los reactivos dispersos en la solucion se vuelven mas activos y los productos
se forman lentamente. Los CD obtienen propiedades influenciadas por el tipo
de solvente. Presentan bajo rendimiento y pureza, y uniformidad en el tamafio

y la morfologia del producto.?®

Método de ablacién laser:

El estado de la superficie es ajustable, morfologia y tamafio facilmente
controlables, se obtienen materiales de alta pureza. Presentan bajo
rendimiento cuantico y el empleo de esta técnica es de alto costo. Su

operacion es complicada, limita la oportunidad de produccién a gran escala.?
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Sintesis quimica:

El proceso consiste en calentar acido citrico y urea a una temperatura de entre
200 y 240 °C durante un minuto. De esta manera, mediante esta sencilla
reaccion quimica, es posible obtener CDs a partir de carbohidratos como la

glucosa, sacarosa o almidon. 2°

Método electroquimico:

En este método se utilizan barras de grafito como anodo y céatodo, los
solventes pueden ser una mezcla de etanol y NaOH acuoso como electrolito.
Durante la electrdlisis, se aplica una intensidad actual en el rango de 10-200
mAcm2. Como resultado, se obtuvo un conjunto homogéneo de CDs con

fluorescencia uniforme y tamafo promedio de entre 4-9 nm.2¢

2.6 Puntos de carbono obtenidos mediante sintesis verde

La sintesis de puntos de carbono implica la carbonizacion de materiales que
contengan carbono. Entre los diferentes recursos, las fuentes naturales son
usadas como precursores verdes, tienen varias ventajas porque son de faciles
de conseguir, renovables, favorables para el medioambiente y rentables.?” Por
lo tanto, se han hecho varias investigaciones para sintetizar CDs a partir de
abundantes recursos naturales. Por ejemplo, los CDs derivados de alga
marina, CDs derivados de semillas de nanche o semilla de aguacate. Ademas
de varias frutas, desechos de plantas tales como céscara de cacahuate, la
cascara de sandia, cascara de platano, cerveza, sangre, entre muchos
otros.?® Se han empleado diferentes materias primas para la sintesis de CDs,
como la hoja de guamuchil, ademas de la utilizacién de sintesis basada en
plasma.?® En la tabla 1 se presentan algunos precursores para la sintesis de
CDs, su método y algunas especificaciones para los cuales son selectivos a

algunos metales pesados.3®
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Material Método Especificaciones
Jugo Acoplamiento Selectivo para Cu?*
de limony L- Fiérmico Limite de deteccion de 0.047 uM
argininas! Rango de concentracion lineal de 0-15 uM
Selectivo para Cu?
Kelp natural Limite de deteccion de 7 nM
poIietFi)Ieniminag’/z Hidrotermal |Rango de concentracion lineal de 1-12.45 uM
Deteccion de Cu?*en muestras de yogurt y muestras
desuero humano
Selectivo para Cu?*
Césped® Hidrotermal |Limite de deteccién de 1 nM
Rango de concentracion lineal de 0-50 uM
Hojas de bambu Selectivo para Cu?*
cubiertas con Hidrotermal |-iMite de deteccion dg}O.}lS uM
polietilenimina Rango de concentracién lineal de 0-66 pM
ramificada®*
; Selectivo para Cu?*
Té Pu-erh® elg/lt?ct?sgo Limite de deteccién de 51 nM
Rango de concentracion lineal de 0-22 uM
. lecti ra Cré*
Residuos de S,e ?C“VO para C. .
papaya (carica Pirolisis Limite de deteccion df-:‘, .798 ppm
papaya)® Rango de concentracién lineal de 10-100 ppm
Selectivo para Cré*
Jugo de pifia.3’ Hidrotermal |Limite de deteccién de .052 uM
Rango de concentracion lineal de 0-18 uM
Selectivo para Cré*
Hojas de tulsi®® Hidrotermal |Limite de deteccion de 4.45 ppm
Rango de concentracion lineal de 1.6-50 uM
. Selectivo para Cré*
Re,SIdUOS de e Limite de deteccion de 0.51 M
cascara de Oxidacion o
limons® Rango de concentracion lineal de 0-20 uM
. _ Selectivo para Pb2*
Hojas (hojas de | .\ iormal  Limite de deteccion 0.59 nM

tulsi)*°

Rango de concentracién lineal 10-1000 mM

Tabla 1.- Algunas fuentes naturales con las cuales se han fabricado CQD’s

También, se han producido CDs utilizando residuos organicos de cascaras de

granada y sandia, los cuales exhiben aplicaciones biologicas con actividad
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antimicrobiana contra Fusarium oxysporum, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Escherichia coli. El estudio
demostré que los CDs obtenidos a partir de la cascara de granada tienen un
efecto mas pronunciado en comparacién con aquellos sintetizados a partir de
la piel de sandia, en términos de sus propiedades terapéuticas.*! Se han
reportado trabajos donde han utilizado la hojas de apio, estos CDs
presentaban una emision de fluorescencia azul bajo la irradiacién de una
lAmpara UV.#? La dispersion de los puntos de carbono condujo a una intensa
fotoluminiscencia azul, lo que abre la posibilidad de explorar su aplicacién en
la investigacion de biosensores, dispositivos electronicos y catalisis..*®

Los CDs también han sido obtenidos a través del proceso de carbonizacion,
como es el caso de la fruta del mango, utilizandose para desarrollar materiales
gue permiten obtener imagenes biolégicas no toxicas. Los CDs preparados
mostraron fluorescencia en tonos azul, verde y amarillo, resultado del método
de carbonizacién controlada. Ademas, se observaron diametros en el rango
de 5-15 nm, lo que presenta un gran potencial para aplicaciones clinicas.**
Incluso se han usado proteinas especificas obtenidas de igual forma de
productos naturales, tal cual es el ejemplo de la caseina, mediante la
exposicion a microondas. El analisis mediante TEM y la curva de distribucion
del tamafio de particulas revelaron que aproximadamente el 85% de las
particulas tenian un didmetro menor a 10 nm, y presentaban una forma
esférica. Ademas, el analisis mediante HRTEM mostré que los puntos de
carbono exhibian una estructura de celosia con un espaciado de 0.21 nm,
correspondiente al plano (100) del grafito. Los estudios de fluorescencia
espectral indicaron un desplazamiento hacia el rojo en el pico de emisién, que
pas6 de 420 a 450 nm conforme la longitud de onda de excitacion aumento
de 300 a 340 nm.*

También se han desarrollado puntos de carbono utilizando semillas de
diferentes frutos, como las semillas de lichi como material precursor. La

preparacion de los puntos de carbono se llevo a cabo mediante un proceso de
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carbonizacion. Estos puntos de carbono fueron utilizados como detectores
fluorescentes para la deteccion de azul de metileno (MB). Este sistema de
deteccién demostré una excelente sensibilidad y selectividad hacia el MB, con
un limite de deteccién de 50 mM. Ademas, se exploré la posible aplicacion de
los puntos de carbono preparados para la obtencién de imagenes en células
vivas. Se evaluo la citotoxicidad inherente de los puntos de carbono utilizando
células HepG2, la viabilidad celular era superior al 90 % después de la adicion

de los puntos de carbono en un rango de concentracion de 0 a 1000 pg / ml.4®

La cerveza puede ser utilizada para lograr una biocompatibilidad destacada,
con propiedades fluorescentes sobresalientes, lo que la convierte en un
material seguro para la obtencion de imagenes biolégicas y para guiar la
administracion de farmacos en terapias contra el cancer.*’

La pulpa de bagazo de cafa de azucar fue cortada en trozos pequefios y
posteriormente se secé al aire libre durante 6 dias. Después, la pulpa se
sometié a una combustion a 60 °C en una atmdésfera abierta para obtener
carbon. Luego, se dispersd la solucion de carbdn resultante utilizando
ultrasonidos durante 1 hora y se centrifugé a 10,000 rpm a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Una vez se removi6 el precipitado negro, se
recolecto el liquido sobrenadante, que finalmente fue diluido con etanol. Estos
procedimientos proporcionan un gran potencial para ser utilizados en bio-
sensores, imagenes biomédicas, suministro de farmacos y aplicaciones de
células solares.*®

En el campo de la sintesis de CDs a partir de residuos naturales, también se
ha realizado investigacion en la deteccion de metales pesados, como el caso
de los puntos de carbono sintetizados a partir de algas marinas mediante un
proceso hidrotermal. Se encontré6 que la fluorescencia de estos CDs se
apagaba efectivamente en presencia de Cr (VI). En condiciones 6ptimas, se
logré detectar Cré* en un rango de concentracién de 0.01 a 50 yM, con un
limite de deteccion de 0.52 pM.

Ademas, estos CDs sintetizados se emplearon como sensores optico para
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determinar Cr3 y Cr% en muestras de agua ambiental, obteniendo
recuperaciones satisfactorias en el rango del 94% al 107%.4° Del mismo modo
se produjeron puntos de carbono con un método hidrotermal a partir de
residuos de cascara de platano enano. Estos puntos de carbono lograron

detectar el ion Fe3* de manera eficiente con un LOD de 0.66 uM.*°
2.7 Contaminacion del agua y sectores que la contamina

En los ultimos afios, la disponibilidad de agua potable libre de contaminantes
ha sido limitada, principalmente debido a la intervencion humana que la vuelve
inadecuada o peligrosa para el consumo. Aunque la contaminacién del agua
también puede provenir de fuentes naturales, como cenizas de volcanes, la
mayor parte de la contaminacion se origina por actividades humanas. Esto
ocurre debido a la liberacién de residuos y contaminantes que se vierten en
corrientes de agua y son posteriormente transportados hacia rios, penetrando
en acuiferos subterraneos o desembocando en lagos y mares.®! En la tabla 2

se muestran algunos ejemplos de fuentes de contaminacién en el agua.

Tabla 2.-Fuentes de contaminacion que se encuentran en el agua.®?

Fuentes de Tipos de contaminantes
Contaminacion

Actividad agricola Nitratos, amoniaco, pesticidas, MO fecales.

Pesticidas Algunos hidrocarburos, halégenos, fenoles, arsénico, metales

pesados.

Industrias metallrgicas ([Tricloroetileno, tetracloroetileno, metales, algunos hidrocarburos

halogenados.

Lavanderias Tricloroetileno, tetraloroetileno, percloroetileno.

lotacion y extraccionde  [Cloruro de sodio, hidrocarburos aromaticos.

petréleo y gas

La industrializacion conlleva un aumento significativo en el consumo de agua

y una generacion considerable de residuos, muchos de los cuales terminan
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en rios y océanos a través de medios de transporte acuatico. Ademas, los
derrames de petréleo o combustible son a menudo responsables de la
contaminacion del agua. Las aguas superficiales son particularmente
susceptibles a la contaminacion de origen humano debido a su exposicion
directa a la actividad humana, mientras que las aguas subterraneas suelen

ser menos vulnerables en comparacion.>?

2.8 Contaminantes potenciales

El Cu®*se encuentra en el medio ambiente,*? las industrias y en aparatos
electrodomésticos.>* La ingesta de cobre tiene efectos perjudiciales para la
salud humana que incluyen trastornos del sistema nervioso,> inmune,
reproductivo, enddcrino y gastrointestinal®® En casos mas severos, puede
haber sangre en las heces, vomito negro o de color arcilla, ictericia y
agrandamiento del higado. La ruptura de los glébulos resulta en el colapso
circulatorio y shock. Segun la OMS y la Agencia de Proteccion Ambiental, los
limites permisibles de Cu?* en agua potable es de 2y 1.3 mg LL. Por lo tanto,
la separacion y eliminacién de Cu?* del medio ambiente sigue siendo un tema
de interés debido a su efecto toxico sobre la salud humana®’.Se han reportado
muchos protocolos para la eliminacion de Cu?* del agua como 6smosis
inversa, intercambio iénico, eliminacion electroquimica y adsorcion.>®

La contaminacién por Cré* en el agua se produce a partir de diversas fuentes,
como la industria de la teneria, de la pintura y metallrgica. Segun la
recomendacion de la OMS, el nivel maximo permitido de Crb en el agua
potable es de 0.05 mg/ L.5° Los efectos clinicos de una intoxicacionaguda son
vomitos, diarrea, hemorragia en el tracto gastrointestinal que finalmente
provocando un shock cardiovascular. Las secuelas de la exposicion aguda son
necrosis hepatica y renal. Produce dafio en el ADN, mutaciones genéticas,
intercambio entre crométidas hermanas, aberraciones cromosomicas,
transformaciones celulares y mutaciones letales.

El plomo (Pb) es un metal téxico, conocido por provocar trastornos
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perjudiciales en el organismo humano. Concentraciones de Pb?* superiores a
5 umole/L en la sangre pueden dar lugar a enfermedades como discapacidad
mental, pérdida de memoria, anemia, migrafia e incluso llevar al fallecimiento.
La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) ha establecido un limite de ingesta
de Pb en el agua potable de menos de 15.0 ppb.©°

El Cadmio (Cd) es un metal pesado, toxico para los humanos y el medio
ambiente. El limite permisible para cadmio seréa de 0.005 mg/L para todas las
localidades. Ingerir alimentos o tomar agua con niveles de cadmio muy altos
produce irritacién grave del estbmago, lo que produce vomitos y diarrea y en
ciertas ocasiones la muerte. Ingerir niveles de cadmio més bajos durante un
periodo prolongado puede producir acumulacion de cadmio en los riflones. Si

se alcanza un nivel suficientemente alto, se producira dafio del rifién.5?

2.9 Floculacién

La floculacion es un proceso quimico mediante el cual, con la adicién de
sustancias denominadas floculantes, se aglutinan las sustancias coloidales
presentes en el agua, facilitando de esta forma su decantacion. Esto da paso
para posterior hacer un filtrado y poder usar el agua residual para uso
doméstico, industrial y en la industria minera.®? El proceso de floculacién es
precedido por la coagulacion, por eso se suelen combinar los dos procesos
de los procesos de coagulacion-floculacién®. Estos facilitan la retirada de las
sustancias en suspension y de las particulas coloidales:

La coagulacion es la desestabilizacion de las particulas coloidales causadas
por la adicién de un reactivo quimico llamado coagulante el cual, neutralizando
sus cargas electrostaticas, hace que las particulas tiendan a unirse entre si.
La floculacion es la aglomeracion de particulas desestabilizadas en
microfloculos y después en los fléculos mas grandes que tienden a
depositarse en el fondo de los recipientes construidos para este fin,
denominados sedimentadores®.

Los factores que pueden promover la coagulacién-floculacion son el gradiente
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de la velocidad, el tiempo y el pH. El tiempo y el gradiente de velocidad son
importantes al aumentar la probabilidad de que las particulas se unan y da
mas tiempo para que las particulas desciendan, por efecto de la gravedad, asi
se acumulen en el fondo. Por otra parte el pH es un factor prominente en la

accion desestabilizadora de las sustancias coagulantes y floculantes.3!

Los objetivos basicos de la floculacion son reunir microfloculos para formar
particulas con peso especifico superior al del agua y compactar el floculo
disminuyendo su grado de hidratacion para producir baja concentracion
volumeétrica, lo cual produce una alta eficiencia en los procesos posteriores

como sedimentacion vy filtracion.3?

Tipos de floculantes

Los floculantes son sustancias empleados para inducir la floculacion, es decir,
la desestabilizacién de las particulas coloidales suspendidas en el agua. La
funcion del floculante es neutralizar las cargas electrostaticas de los
contaminantes en disolucién en el agua, de modo que se reducen las fuerzas
de repulsién entre ellos para que las particulas se unan entre si, formando
floculos cada vez méas grandes que se pueden filtrar y eliminar con facilidad.
En la actualidad existe una variedad de floculantes de diferentes tipos que
tienen una excelente efectividad y resultados. Los floculantes se clasifican de
tres formas: minerales, organicos e inorganicos.

Floculantes minerales

Los floculantes de origen mineral son factibles, dan excelentes resultados y
permiten trabajar en aplicaciones con pH alcalino. Se recomiendan
especialmente para la precipitacion de metales pesados como el arsénico, el

cadmio, el zinc, entre otros que se encuentran suspendidos en la solucion.

Floculantes organicos

Los floculantes organicos son polimeros fabricados con productos naturales
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como las algas (alginatos), gomas, almidones de granos vegetales y
derivados de la celulosa. Usualmente se usan en combinacion con sales
férricas; como ya mencionamos, se extrae de las algas marinas,
particularmente del género laminaria para extraer el 4cido alginico que se
utiliza en tratamientos de agua potable en todo el mundo gracias a su origen

natural.

Floculantes inorganicos

Los floculantes inorganicos se componen de sales metélicas como aluminio o
hierro, suelen estar compuestos de sales metalicas, normalmente de aluminio
o hierro, siendo el sulfato de aluminio, el sulfato de hierro y el cloruro de hierro

los mas utilizados.33
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3.1.

3.2.

3.3.

Planteamiento del problema

En los dltimos afios se han observado muchos problemas relacionados con la
salud y contaminacién de agua por actividades humanas relacionada con la
industria metallrgica, farmacéutica y alimenticia, problemas como metales
pesados en agua potable, pesticidas que se encuentran en alimentos de
consumo humano, asi como también colorantes alimenticios que pueden llegar

a ser incluso cancerigenos.

Justificacién

Debido a los impactos negativos de los contaminantes en el agua, su
deteccion y remocioén es indispensable. Por lo tanto es importante fabricar
nanomateriales que funcionen como sensores para la deteccion y remocion
de sustancias contaminantes y metales pesados en el agua, es por ello que
este proyecto se planea fabricar un nanomaterial que sirva como sensor de

dichos contaminantes, y que sea amigable con el ambiente.

Hipotesis

A partir de algunas investigaciones donde se han utilizado diferentes tipos de
materiales organicospara obtener CDs, se considera que es posible obtener
CDs a base de semilla de aguacate usando un método de carbonizacion. Los
CDs pueden ser de gran utilidad para la deteccion de contaminantes peligros

para la salud y el medio ambiente.

3.4 Objetivo

Sintetizar, caracterizar y aplicar los CDs derivados de la semilla de Persea

americana (aguacate).
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3.4.1 Objetivos especificos

Sintetizar los CDs a partir de semilla de aguacate con método de

carbonizacion.

Caracterizacion de los CDs.

Analizar la selectividad de los CDs hacia metales pesados para su deteccién
Optica.

Estudiar la sensibilidad de los CDs en presencia de iones metalicos.

Analizar los resultados de la floculacién que sucede con la combinacion de

CDs con los iones de Cu?*, Pb?* y Cd?*.

4.1 Desarrollo experimental

La semilla de aguacate se seca en un secador para alimentos marca Hamil
durante 12 h. Posteriormente se pulveriza en un molino para café
convencional, se depositan en un crisol 3 g de semilla de aguacate pulverizada
y se somete a carbonizacion en una mufla a 400 °C durante 2 h. Este mismo
procedimiento se realiza 2 veces mas usando temperaturas de 250 °C y 600
°C durante2 h. Una vez finalizado el proceso de carbonizacion el material
sintetizado se muele mecanicamente hasta obtener un polvo negro muy fino.
Después se pesan 500 mg, los cuales son depositados en un tubo para
centrifuga, afiadiendo 50 mL de agua desionizada, para después ser sometido
a bafo ultrasénico durante 4 h. La dilucion se filtracion en papel filtro de
celulosa, posteriormente se centrifuga a 13000 rpm durante 30 min y se toma
el liquido sobrenadate. El sobrenadante centrifugado de CDs se almacené en
el refrigerador para su posterior caracterizacion (figura 5a). Los Material

utilizado e instrumentos de caracterizacion se encuentran en el anexo 21.
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Figura 5.- a) Diagrama esquematico que muestra el proceso de sintesis de los CD y b)
Representacion esquematica el efecto de la temperatura de sintesis sobre la dimension media y el
grado de grafitizacion de los CD.

5. Resultados

5.1.- Caracterizacion estructural y éptica de CDs

La morfologia y microestructura de los CDs, analizadas a través de imagenes
HRTEM (Fig. 6), revelaron CDs cuasi esféricos y bien dispersos con un
tamafo promedio decreciente de 4.6 nm a 3.2 nm, con un aumento en la
temperatura de carbonizacion de 250 -C a 600 -C respectivamente. En
particular, los tamanos de particula variaron de 2.8 = 7.1 nm, 2.2 nm - 6.0 nm
y 1.9 nm - 4.5 nm para las particulas carbonizadas a 250 -C (Fig. 6(a)), 400
°C (Fig. 6(b)) y 600 -C (Fig. 6(c)) respectivamente. Similar a mecanismo de
formacion propuesto por Tao et al. en 2019, durante la sintesis hidrotermal, el
aumento de la temperatura favorece la generacibn de colisiones
intermoleculares que provocan la deshidratacion de los grupos funcionales

seguida de un intenso movimiento térmico que promueve las vias de reaccion
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para la formacion de cadenas poliméricas mas grandes.
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Figura 6.- Imagen TEM de puntos de carbono preparados a partir de semillas de aguacate sintetizadas
a tres temperaturas de carbonizacion (a) 250 -C C (escala: 20 nm), (b) 400 -C (escala: 10 nm) y (c) 600
o C (escala: 20 nm) (d) Histograma que demuestra la distribucién del tamafio de las particulas. Las
dimensiones promedio de 4,57, 3,8 y 3,2 nm para CD-250, CD-400 y CD 600 se estimaron sobre 150,
154 y 300 ndmeros de particulas, respectivamente (e) patrén XRD de puntos de carbono

Por lo tanto, con el aumento de la temperatura, el movimiento térmico mas
intenso y las vias de reaccion recién iniciadas conducen a la formacion de
cadenas y grupos reticulados (microcristalinos) que forman el nucleo de los
CDs®®, Tan et al., sintetizaron CDs a partir de residuos de sagu y encontraron
que temperaturas de carbonizacion por debajo de 400 -C podrian causar una
carbonizacién incompleta, y por encima de 400 -C, sugieren una

descomposicién de la estructura organica con formacién de cenizas®®.

En el presente caso, un aumento en la temperatura de carbonizacion hasta
600 -C da como resultado una estructura compacta altamente reticulada o
semi-grafitica del nucleo (disminuyendo la dimensién promedio de los CD a

medida que aumenta la temperatura de sintesis) (Fig.5b). Los patrones XRD
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de los CDs (Fig. 6(e)) revelan un pico de difraccion principal centrado
alrededor de 27°, que esta cerca del pico caracteristico del plano de cristal
grafitico (002) en 26.1°.5” Ademas del pico mas ancho correspondiente a las
CDs a 250 -C, un aumento en la intensidad del pico con un aumento en la
temperatura de carbonizacién demuestra un aumento de la cristalinidad de los
CDs atemperaturas mas altas. Ademas, en las tres temperaturas, la presencia
de un pico a 31° posiblemente podria estar asociada con la presencia de
nitrégeno en las CD generadas con biomasa. El espectro de la encuesta XPS
se realiz6 para validar ain mas la composicion elemental y los grupos

funcionales de los CD preparados.

El espectro muestra la existencia de dos picos pronunciados en C1ls, Olsy
una sefial muy débil de N1s en el recuadro de la Fig. 7(a) para CD-600. EIl
analisis elemental en % atomico se muestra en la Fig. 8. La deconvolucion del
espectro de alta resolucion de C 1 s (Fig. 7(b)) muestra tres picos bien
resueltos ubicados en 284.79, 288.2 y 287.7 eV, adscritos a los siguientes
grupos funcionales diferentes C = O, C-C®, C = O/C = N% o C-C/C-H® vy, C
= O’%. De manera similar, para el espectro O1s (Fig. 7 (c)), la deconvoluciéon
conduce a los cuatro picos conspicuos a 531.6 eV (C=0)/ CO 7172, 532.7 eV
(CO)"3, 530.6 eV (podria estar asociado con el oxigeno adsorbido fisicamente
en la superficie de los CD) y 530 eV (CO)’4"> asociado a la presencia de
grupos hidroxilo, carbonilo y carboxilo en la superficie de los CD.

39



% Transmitancia

Intensidad (u.a.)

""""""" O1s

(@)

" "
Intensity (au.)

(b)

® Raw
w—284.79: C=0/C-C
w— 288.20: C=0/C=N/C-C/C-H

{ S o |
W i 2877:6=0 o
TBndng snergyey) weak N1s signal 2 1
Cis K2p / ey 1
” - 'g 4
T 4 oo
2 e
=l =k
Lo Pt
100 200 300 400 500 600 700 % o0 . o -
Energia de enlace (eV) Energia de enlace (eV)
1.0
(d) (€) 4100
3325 2925 0.8 =2
an — Absorbance | gg N
1028 < <
G —PLE
310 2 0.6- g
/ 1877 _‘S % 160 2
1374 x6 04 =
3678/ 44
\/ 29702000 B 140 8
WO-HY(N-H) U < =
WC-H) o 0 2- 8
— 250 °C 3(C-0-H) #“ 065 oo 420 E
—o0°c i g
~—— 600 °C HC-H) 0.0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

200 300 400 500 600

0
700 800

Longitud de onda (nm)

Absorbancia

535

530
Energia de enlace (eV)

f)

- Absorbance
1 w—PLE
064 —- T 60
044 +40
02 20
00 - - 0
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 7.- Analisis XPS del CD-600 (a) espectro de sondeo XPS (el recuadro muestra el espectro N1s

de alta resolucion), (b) espectro Cls de alta resolucion, (c) espectro O1s de alta (d) FT- Espectros IR
de CD-250, CD-400 y CD-600, y espectros de absorcién UV-vis (linea negra), espectros de excitacion
PL (PLE: rojo) y espectros de emision PL (PL: azul) (e) CD-400 y ( f) CD-600.

09 eg.0

% Atémico

[ 250°c[l) 400 °c [l 500 °c

3.13

C1s

1.742.130 85

N1s

O1s

Composicion elemental

Figura 8.-Composicién elemental de CD calculada a partir del analisis XPS

Aparte de esto, una sefial de nitrdgeno muy débil (Recuadro de la Fig. 7 (a)),

observada a 400,1 eV, podria atribuirse a CN’6.77.78, Ademas, la presencia de

C =N a 288,2 eV también indica la incorporacion de N en los CD (Fig. 7 (b)).
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Ademas, a medida que la temperatura de sintesis aumenta de 250 a 600 °C,
el analisis elemental de C1s, Ols y N1s revela un contenido decreciente de
C1s (y contenido de nitrégeno) con un aumento simultaneo en el contenido de

oxigeno (Fig. 8).
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Figura 9.-TGA de semillas de aguacate (velocidad de calentamiento 20° C por minuto).

La funcion que contiene oxigeno se ha atribuido a la posible oxidacién de los
radicales libres presentes en la superficie durante la carbonizacion al aire libre
y por lo tanto, conducen a un aumento en el contenido de oxigeno. Ademas,
la materia prima fue estudiada por TGA (Fig. 9) para una mejor comprension
del proceso de carbonizacion. Los resultados de TGA indican la degradacién
de algunos biopolimeros con mayor peso molecular cerca de los 600 °C y la
volatilizacion de alquitranes pesados a temperaturas > 600. Para comprender
la presencia de diferentes grupos funcionales, se llevo a cabo un analisis FT-
IR inmediatamente después de la carbonizacion al aire libre (Fig. 7(d)). Los
picos de absorcion mas notables de los CD se encuentran ubicados alrededor
de 3300 cm-, que es una banda ancha correspondiente a, estiramiento del
enlace O—-H y superpuesto con la banda de vibracion de N-H (3400-3500
cm™") (principalmente para CD-250 y CD-400). En el caso del CD-600, la
banda ancha correspondiente a 3310 cm™" se reduce y la sefial OH se detecta
a 3678 cm™ 79, La doble banda en 2900-2970 cm-1 es congruente con la

banda de estiramiento C-H8%8! y 1560 cm-1 es la vibracién de la banda de
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flexion media de N-H del NH: tijera®?. La banda en 1395 cm™' esta relacionada
con la banda de flexion C-O-H en el plano®, 1240 cm™ es la vibraciéon de
estiramiento de C-N8, 1065 cm™' denota una banda de estiramiento de C-
088687 y cerca de 878 cm™ se puede observar una vibracion de flexion
correspondiente a C—H®8, La presencia de estos grupos funcionales que
contienen oxigeno, como carbonilo, carboxilo e hidroxilo, contribuye a la
extremadamente buena solubilidad en agua de las CDs. Ademas, los grupos
funcionales activos proporcionan sitios de reaccion que podrian unirse

especificamente a otras moléculas®.

5.2.- Propiedades Opticas de los CDs

Los CDs preparados, dispersos en agua, muestran una emision de
fluorescencia azulada bajo exposicion UV (365 nm). Las figuras 7(e) y (f)
muestran los espectros de absorcion para el CD-400 y el CD-600. El grafico
de absorcion correspondiente al CD-250 se presenta en la Fig. 10 (a). A partir
de los espectros de absorcion se puede observar una banda ancha, sin ningan
pico caracteristico aparente. Un pico notable centrado en 220 nm podria
deberse a la transicién - m* de C = C desde el nlcleo®!. La ausencia de la
joroba de absorcion cerca de 340 nm se atribuye a la presencia de una
distribucion de tamafio relativamente amplia de CDs®*. Las propiedades de
emision dependientes de la longitud de onda de excitacién (que aumentan con
el aumento de la temperatura de sintesis) de los CDs preparados a 250, 400

y 600 °C junto con su andlisis se analizan en la Fig. 10 (b,c).
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Figura 10.-CD-250 (a) Espectros de absorcién UV-vis (linea negra), excitacion PL (PLE: rojo) medidos
a una longitud de onda de emision fija de 425 nm y espectros de emision PL (PL: azul) de CD a 250 °C,
(b) Espectros de emisién de CD a diferentes longitudes de onda de excitacién y (c) Variacion de la
intensidad de longitud de onda maxima de emision de PL en funcién de la longitud de onda de excitacion.
CD-400 (d) Espectros de absorcion UV-vis (linea negra), excitacién PL (PLE: rojo) medidos a una
longitud de onda de emision fija de 406 nm y espectros de emisién PL (PL: azul) de CD a 400 °C, (e)
Espectros de emision de CD a diferentes longitudes de onda de excitacion y (f) Variacion de la intensidad
de longitud de onda maxima de emisién de PL en funcion de la longitud de onda de excitacion. CD-600
(9) Espectros de absorcién UV-vis (linea negra), excitacién PL (PLE: rojo) medidos a una longitud de
onda de emision fija de 375 nm y espectros de emisién PL (PL: azul) de CD a 600 °C, (h) Espectros de
emision de CD a diferentes longitudes de onda de excitacion y (i) Variacion de la intensidad de longitud

de onda méaxima de emision de PL en funcién de la longitud de onda de excitacion.

A alta temperatura de carbonizacién (>300 -C), el origen de los PL se atribuye
al nucleo carbogénico y la sefial 6ptica se ve considerablemente disminuida
debido a la reduccién de las cadenas poliméricas reticuladas superficialmente
0 precursores remanentes. Aunque el ndcleo de carbono es altamente

fotoestable, los centros PL son mas deébiles que los de los defectos
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superficiales de los CDs (dominantes en los CDs sintetizados a temperaturas
mas bajas)®*!. El QY relativo calculado con respecto a la rodamina 6G fue
del 9,2 % para las CD obtenidas a 250 -C, y de ~2—-3 % para las CDs a 400 y
600 °C respectivamente (Anexo 1). Ademas, LOD disminuye con un aumento

en la temperatura de sintesis (Anexo 2).

5.3.-Deteccion de iones metalicos

Para investigar la selectividad de los CDs hacia diferentes iones metalicos, se
agregaron 10 pL de CDs (3.8 mg/mL) a 490 pyL de 2 mM de AgNOs, HgClz,
CuCl2, K2Cr207, NiSO4, CdCl2, ZnCl2 y Mg(NOs)2. Para determinar la
sensibilidad relativa de los CDs hacia Cré* y Cu?*, se registré la intensidad
fluorescente a diferentes concentraciones de solucion metalica en los CDs
(Fig. 11). Para demostrar la dependencia de la sensibilidad en la
concentracion relativa de CDs, también se prob6 una relacion volumétrica
diferente de 3:2 (solucion madre de CDs: solucién de iones metélicos) para
determinar su viabilidad como sensor Optico a concentraciones mas altas de
Cr*6 /Cu?*,

5.4.- Sensor fluorométrico Cré*y Cu?* basado en CD

Estudios de selectividad: segun la temperatura de sintesis, se observa una
extinciéon parcial o casi completa de la sefial de PL en presencia de Cu?*
(extincion de PL inferior al 26 % para CD-250, 87 % para CD-400 y 95 % para
CD- 600) y Cr®* PL quenching 50 % extincién de PL) entre las CD y los iones
Cu?* /Cr%*, en particular valida para los CD sintetizados a temperaturas mas
altas (400 y 600 -C). Por el contrario, otros iones metalicos como Ni%*, Hg?*,
Ag?* y Fe?* mostraron una influencia menos notoria en las emisiones de PL
(quenching de PL inferior al 10 % para CD-250, 60 % para CD-400 y 80 %
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para CD-600) y esto podria deberse a la baja transferencia de energia o carga
entre los iones metalicos y los CDs®2. Ademas, los CD-250 solo son selectivos

para Cr*6, mientras que CD-400 y CD-600 fueron selectivos para Cré* y Cu?*
(Fig. 11(b), (d) y (f)).
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Figura 11.- Estudio de selectividad del sensor fluorométrico a diferentes iones metalicos, basado en CDs
obtenidos a (a) 250, (c) 400 y (e) 600 -C, y (b), (d) y (f) son la PL normalizada correspondiente (F/Fo,
donde F representa la intensidad PL de las CD en presencia de diferentes iones metélicos (2 mM)

dividida por FO (sefal PL del control, es decir, la intensidad PL de las CD en agua desionizada).
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5.5.- Estudios de sensibilidad

Como los CDs resultaron ser selectivos para Cu?* y Cr%, se evalud la
sensibilidad de los CDs (proporcion volumétrica de 1:49, es decir, 10uL de 3,8
mg/ml en el volumen total de 490 pL) a diferentes concentraciones de Cré*y
Cu?*. Se observa que la intensidad de PL disminuye con el aumento de la
concentracion de Cré* (Fig. 12(a) y 5(a)) y Cu?* (Fig. 12(d) y 13(d)) junto con
un desplazamiento consistente de los picos de emision (resultados para CD-
250 incluidos en los anexos 3y 4). El desplazamiento observado en la longitud
de onda del pico PL abre la posibilidad de un desplazamiento del pico PL
basado en la doble confirmacion de las concentraciones desconocidas de Cré*
o Cu?*. Los resultados de sensibilidad se han analizado mas a fondo mediante
la ecuacion de Stern-Volmer (ref. a Ec. 1 anexo 4) junto con la estimacion de
LODy LOQ (mas detalles en anexo 4). Los CDs fabricados a 400 °C mostraron
un rango de deteccién y un ajuste lineal de 0.01 a 0.05 uyM con un coeficiente
de correlacion (R?) de 0.9875 y el LOD se determiné en 5.5 nM para los iones
Cré* (Fig. 12(b)). En el caso del Cu?*, el rango de deteccién muy bajo es de
0.01 a 0.05 uyM y el R? de 0.9727 junto con un LOD de 7.5 nM (Fig. 12(e)).
Para las nanosondas CD-600, el rango de deteccion lineal es de 0.5 a 0.9 nM,
el R? de 0.9954 y el LOD de 0.07 nM (Fig. 13(b)).
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Figura 12.-Estudios de sensibilidad realizados en CD-400 (a) en funcién de la concentracién de Cr6+
(de 0,01 uM a 400 uM), (b) Curva de calibracion de Stern-Volmer de iones Cr*¢ (0,01-0,05 uM), ( c) El
rango lineal para detectar iones Cré* de 50-300 uM, 3,8 mg/mL (d) Rango de concentracion de Cu2+
(0,05-180 uM) (e) Curva de calibracion Stern-Volmer de iones Cu*? (0,01-0,05 uM) .

De forma similar, los iones Cu?* mostraron una relacion lineal de 6-9 uM, R 2
de 0.9670 y LOD de 2 nM para CDs a 600 -C (Fig. 13(e)). EI CD-400 y el CD-
600 demostraron otra respuesta Opticalineal en el intervalo 50-300 uM, (3,8
mg/ml) (Fig. 12(c)) y 30-200 uM (Fig. 13(c)), respectivamente. En el caso del
Cu?*, el CD-600 mostré relativamente amplio, es decir, de 1.5 a 4 uM (Fig.
13(f)). Para el CD-250, los detalles de sensibilidad se presentan en el anexo
3y 4. Las ecuaciones de Stern-Volmer y los parametros relacionados con el
andlisis de sensibilidad se resumen en el anexo 4 Tabla S1. Ademas, la
sensibilidad y los LOD de los CDs en Cu?" y Cr® medidos para
concentraciones mas altas de CDs (proporciéon volumétrica 3:2 para CDs:
solucion de ion metélico) se dan en el anexo 5y 6 para CD-250, y el anexo 7
y 8 para CD-400 y CD-600, junto con los resultados resumidos en el anexo 8
Tabla S2. Las correspondientes imagenes de CDs dispersos en diferentes
concentraciones de Crb* (de 10 a 10.000 uM). de 10 a 10.000 uM), irradiados
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con UV (365 nm) y luz natural, se muestran en el anexo 9.
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Figura 13.-Estudios de sensibilidad realizados en CD-600 (a) con diferentes concentraciones de Cr6+
(de 0,5 nM a 200 pM), (b) Curva de calibracién Stern-Volmer de iones Cr6+ (0,5-0,9 nM), (c) El rango
lineal para detectar iones Cr6+ de 30—-200 uM, (d) rango de deteccién de iones Cu2+ (0,006-5,2 uM),
(e) curva de calibracion Stern-Volmer de Fo/F de iones Cu+2 (0,006—0,009 uM) y (f) El rango lineal para
detectar iones Cu2+ de 1.5-4.uM.

Aunque la selectividad y sensibilidad de diferentes materias primas hacia
ciertos iones metalicos especificos ha sido un reto para la comunidad
cientifica®%?3, |a alta sensibilidad de las nanosondas propuestas se atribuye a
las complejas caracteristicas inherentes de las semillas de aguacate®+%°, que
lo hacen altamente medicinal®®°’ (aunque escasamente utilizada). En general,
la semilla de aguacate tiene un alto contenido en hidratos de carbono (49
9/100 g), lipidos (17,9 g/100 g), proteinas (15,5 g/100 g) y humedad (15 g/100
g). En el rango inferior, también posee oxalato total (15 mg/100 g), tanino (7
mg/100 g) y acido fitico (3,2 mg/ 100 g). Ademas, fitosteroles, triterpenos,
acidos grasos y dos glucésidos de acido abscisico estan presentes en la

estructura de las semillas de aguacate®®. Las propiedades de las nanosondas
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propuestas se han atribuido a la combinacion de compuestos (Fig. 9 y
10(a,b,c)), que tras la carbonizacion de carbono funcionalizadas (de alto peso
molecular) para propiciar la coordinacion con iones de cobre.

5.6.- Floculacion de complejos metélicos Cu?* Pb?*y Cd?*

Aunque no se observd floculacion usando CD-250 (Fig. 14a), se puede
observar una fuerte agregaciéon de los complejos metalicos CDs + Cu?*
formados a simple vista para el CD-400 (Fig. 14b) y CD-600 antes y después
de la centrifugacion (Figura 14c). La solucion de control de CDs (sin la adiciéon
de Cu*?) reveld la emision de PL que se extingue completamente después de
la floculacién. La creciente concentraciéon de Cu*? exhibe un aumento en la
cantidad de floculos (Fig. 14; recuadros en (b) (c)). El andlisis EDS de la parte
sedimentada (anexo 10) reveld un alto contenido de cobre (36 + 3,2 % en

masa), carbono (32,2 + 4,3 % en masa) y oxigeno (21,1 £ 1,2 % en masa).

CDs  CDs+ Cu®* CDs CDs + Cu?* CDs CDs + Cu?*
control 10 mM control 2mM 10 mm control 2 mM 10 mM

T B 1 I B |1

—
= | - - -
2 | '_0 & : - .
Q | i
il i
=
g
N
=
RSy
o
=

(a) CD-250 (b) CD-400 (c) CD-600

Figura 14.-Experimento de floculacién visualizado a la luz del dia (mitad superior) y luz ultravioleta
(mitad inferior) en dos concentraciones diferentes de Cu+2 (a) CD-250; no se observo floculacion
(mostrado solo para alta concentracién) (b) CD-400 (c) CD-600. Los recuadros muestran los fléculos

después de la centrifugacion.
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Para verificar el efecto de la concentracion de CD en el proceso de floculacion,
se probaron un rango de concentraciones de CDs (0.07-1.9 mg/ml) con
diferentes concentraciones de Cu?* (solucién 0.8 y 5 mM) (Fig. 15). A simple
vista, se encuentra que 0.8 mM de Cu?* es la concentracion mas baja que
puede conducir a la floculacién, que se inicia después de 8 min de agregar CD
a la solucion de cobre. Los espectros de absorbancia de referencia, medidos
individualmente a diferentes concentraciones de CDs (Fig. 15a) e iones Cu?*
(recuadro de la Fig. 15a), revelan un aumento en la sefial 6ptica con un
aumento en la concentracion correspondiente. La adiciéon de iones Cu?* a la
solucion que contiene CDs genera cambios significativos en los espectros de
absorcién (Fig. 15b), es decir, la aparicion de una nueva banda a 275 nm. La
apariciéon de la nueva banda podria atribuirse a la formacion de complejos de
iones CDs Cu?* 99100 Se encuentra que la concentracion de complejos
formados aumenta con un aumento en la concentracion de CDs. La
absorbancia obtenida tiende hacia un estado estacionario a medida que la
concentracion de CDs alcanza 1 mg/ml (recuadro de la Fig. 15b) para una
concentracion de 0.8 mM de Cu*2. Del mismo modo, la adicién de una mayor
concentracion de iones Cu?* (5 mM) da como resultado una tendencia similar,
aungue con una absorbancia relativamente mayor (recuadro de la Fig. 15b;
consulte también anexo 11a). Los resultados con la misma tendencia se
obtuvieron con mediciones de fluorescencia (Fig. 15c) y, por lo tanto, podria
recomendarse ~1 mg/ml como la concentracion inicial de las CD propuestas
para propositos practicos de operacion. También se realizaron experimentos
de floculacion en agua del grifo y se obtuvieron resultados comparables
(anexo 11b). La absorbancia de CDs + Cu?* en agua del grifo (anexo 11b),
también muestra la formacion de la banda correspondiente al complejo
metélico. Debido a la floculacién, el uso de las nanosondas como sensores

esta limitado Gnicamente a un rango de concentracion bajo de Cu?*.
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Figura 15.- (a) Espectros de absorbancia de CD (CD-600) a diferentes concentraciones (Recuadro:
espectros de absorbancia de solucién de Cu?* a diferente concentracion) como referencia/control y (b)
espectros de absorbancia de Cu?* (0,8 mM) + CD a diferentes concentraciones, recuadro: la absorbancia
aumenta a 275 nm a medida que aumenta la concentracion de CD con respecto a Cu2+ (analizado a 2
concentraciones 0,8 y 5 mM de Cu?*) (c) porcentaje de extincién de PL de CD-600 en presencia de
solucion de Cu?* (0,8 y 5 mM), estudiadas en funcién de las concentraciones de CD.

Se realizé la remocién de iones de Pb?* (2 mM) modificando la concentracion
de CDs (0.076—2.28 mg/mL) con una concentracion constante de Pb?* (2 mM).
Los espectros de absorbancia a diferentes concentraciones de CDs (Figura
16a) revelan un incremento en la sefial 6ptica a medida que se aumenta la
concentracion de CDs. Adicionalmente se forma una nueva banda en la region
de 275 nm. La aparicién de la banda podria atribuirse a la formacion de
complejos de iones CDs y Pb?* %9100 En |a figura 16b se observa que el
aumento en el porcentaje de remociéon de Pb?* estd estrechamente
relacionado con el aumento de la concentraciéon de los CDs. ElI mayor
porcentaje de remocidn se presenta en la concentracion de 1.14 mg/mL de
CDs (figura 16b) con un méaximo de 98%. En la figura 16c se observan las
graficas correspondientes a la combinacion de CDs (a diferentes
concentraciones) + Pb?*, se aprecia que la intensidad luminiscente disminuye,
comparada con la que presentan los CDs. De acuerdo con las figuras 16b y
16d el maximo porcentaje de remocion y la mayor disminucion de la
luminiscencia ocurre en la concentracion 1.14 mg/mL de CDs. En figura 17 se
observa que la remocién de Pb?* ocurre de forma gradual a medida que la

concertaciéon aumenta de izquierda a derecha en la imagen.
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El siguiente experimentd se mantuvo constante una concentracion de CDs
(figura 16e) y se variaron las concentraciones de Pb?*(0.126 -9 mM). Se
selecciono una concentracién de CDs 0.38 mg/mL dado a que esta es la dosis
optima, se obtuvo un porcentaje de remocion minima 75 a 98 % (figura 16f).
En la figura 16g se presentan los resultados de fotoluminiscencia. Se observé
una extincion casi total de la luminiscencia al incrementar la concentracion de
Pb?*. Posteriormente, se realiz6 el andlisis del porcentaje de quenching
(Figura 16h), obteniendo un méximo de quenching del 94%.
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Figura 16.- . a) Andlisis de absorbancia manteniendo constante Pb2* (2mM), cambiando concentracion
de CDs (rango de concentracion 0.038 — 2.28 mg/mL), b) % de remocion con Pb?* constante (2mM), c)
Andlisis de fotoluminiscencia manteniendo constante Pb?* cambiando concentracién de CDs (rango de
concentracion 0.038 — 2.28 mg/mL), d) % de quenching manteniendo CDs contante el Pb?*. e) Andlisis
de absorbancia manteniendo constante CDs (0.38 mg/mL), cambiando concentracién de Pb?* (rango

de concentraciéon 9 — 0.126 mM), f) % de remocién con CDs constante (0.38 mg/mL), g) Analisis de
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fotoluminiscencia manteniendo constante CDs (0.38 mg/mL) cambiando concentracién de Pb?* (rango
de concentracion 9 — 0.126 mM), h) % de quenching manteniendo contante CDs (0.38 mg/mL)

cambiando concentracion de Pb2*(9-0.126 mM).

0.038 0.076 0.152 0.304 0.380 0.76 1.14 1.19 1.53 2.28
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
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Figura 17.-Remocion de Pb2+ cambiando concentracién de CDs

En condiciones similares se realizd la remociéon de iones de Cd?* (2 mM)
modificando la concentracién de CDs (0.076—-2.28 mg/mL). Los espectros de
absorbancia a diferentes concentraciones de CDs (Figura 18a) revelan un
incremento en la sefial 6ptica a medida que se aumenta la concentracion de
CDs. En la figura 18b se observa que el aumento en el porcentaje de remocion
de Cd?* esta relacionado con el incremento de la concentraciéon de los CDs.
El mayor porcentaje de remocion (80%) se presenta en la concentracion de
2.28 mg/mL de CDs (figura 17b). En la figura 18c se observan las graficas
correspondientes a la luminiscencia de la combinacién de CDs (a diferentes
concentraciones) + Cd?*, se aprecia que la intensidad aumenta conforme se
modifica la cantidad de CDs, también se aprecia un desplazamiento hacia el
azul de aproximadamente 20 nm. De acuerdo con la figura 18d en
fotoluminiscencia el mayor porcentaje de quenching ocurre en 0.038 mg/mL,
a diferencia del maximo porcentaje de remocién que ocurre con una
concentracion de 2.28 mg/mL de CDs. Esta diferencia esta relacionada con el
desplazamiento de longitud de onda (de verde a azul) que ocurre en la figura

18c lo cual puede atribuirse un cambio de tamario en la particula CDs/Cd?*.

El la figura 18e se analizaron los limites de remocion de ion metalico Cd?* a
través de absorbancia donde se mantuvo constante una concentracion de

CDs y se variaron las concentraciones de Cd?*(0.04 -5.6 mM). Se selecciono
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una concentracion de CDs 0.76 mg/mL dado a que esta es la dosis optima, se
obtuvo un porcentaje de remocion minima 93% y una maxima de 99 % (figura
18f). En la figura 189 se presentan los resultados de fotoluminiscencia, no se
observa una extincion total de la luminiscencia, pero si un desplazamiento del
verde hacia el azul (~ 10nm). Posteriormente, se realiz6 el analisis del

porcentaje de quenching (Figura 18h), obteniendo un maximo del 28%.
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Figura 18.- a) Andlisis de absorbancia manteniendo constante Cd?* (2mM), cambiando concentracion
de CDs (rango de concentracion 0.038 — 2.28 mg/mL), b) % de remocion con Cd?* constante (2mM), c)
Andlisis de fotoluminiscencia manteniendo constante Cd?* cambiando concentracion de CDs (rango de

concentracion 0.038 — 2.28 mg/mL), d) % de quenching manteniendo CDs contante el Cd?*. e) Analisis
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de absorbancia manteniendo constante CDs (0.76 mg/mL), cambiando concentracién de Cd?* (rango
de concentracion 5 — 0.04 mM), f) % de remocién con CDs constante (0.76 mg/mL), g) Andlisis de
fotoluminiscencia manteniendo constante CDs (0.76 mg/mL) cambiando concentraciéon de Cd?* (rango
de concentracion 5 —0.04 mM), h) % de quenching manteniendo contante CDs (0.76 mg/mL) cambiando

concentracion de Pb?*(5 -0.04 mM).

En figura 19 se observa que la remocién de Cd?* ocurre de forma gradual a

medida que la concertacion aumenta de izquierda a derecha en la imagen.

0.038 0.076 0.152 0.228 0.304 0.380 0.76 1.14 1.19 1.53
mg/mL mgmL mgmL mgmL mgmL mgmlL mgmL mgmL mgmL mgmL

EEENODERRNNON

0.038 0.076 0.152 0.228 0.304 0.380 0.76 1.14 1.19 1.53
mg/mL mg/mL mgmL mgmL mgmlL mg/mlL mg/mL mgmL mgmL mg/mL

Figura 19.- Remocion de Cd?* cambiando concentracion de CDs.

El potencial zeta de los CDs es un pardmetro crucial que determina la
estabilidad fisica de las nanosuspensiones. Un valor alto y positivo o negativo
del potencial zeta indica una efectiva repulsion electrostatica entre particulas
individuales, lo que contribuye a la estabilidad general de la nanosuspension.
Tipicamente, se considera que un valor de potencial zeta fuera del rango de
+30 mV a -30 mV posee un grado adecuado de fuerza repulsiva, lo que
conduce a una mayor estabilidad coloidal fisical®l. Por el contrario, una
magnitud diminuta del potencial zeta puede provocar la aglomeracion y
coalescencia de particulas debido a las fuerzas atractivas de van der Waals
que acttan sobre ellas. Las fuentes mencionadas anteriormente? sugieren

gue tal accién podria provocar inestabilidad en el organismo.

Existe fuerte afinidad entre los metales pesados y los floculantes, como la
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neutralizacion de cargas, la unidn de polimeros y las interacciones
electrostaticas®®. La neutralizacion de carga significa la sorcién de dos
particulas por iones de carga opuesta'®*. El efecto de la neutralizacién de la
carga se revela a través de la reduccion del efecto electrocinético, es decir, el
potencial Z. La disminucion del potencial Z favorece la absorcion de iones con
carga opuesta. La disminucién del potencial Z promueve la creacion de
fuerzas de atraccion de Van der Waals, facilitando la agregacion hasta
particulas mas grandes y la sedimentacion de las bandadas formadas.

Las interacciones electrostaticas entre los metales pesados y la superficie de
los CDs son determinantes en el proceso de floculacion. Para investigar esto
se modificé la concentracion de CDs (Figura 20a) y se mantuvo fija la
concentracion de Pb?*. En ausencia de metales, los CDs mostraron valores
de electronegatividad significativamente altos, con un valor maximo de -64
mV, lo que facilitd la floculacion de los metales cargados positivamente,
cuando los puntos de carbono interactian con dichos iones metdlicos el
potencial z se vuelve positivo o muy cercano al cero, manteniéndose en un
rango entre +8y -8, si el valor del potencial Z se sitla entre ese rango se cree

que son neutros y tienden a aglomerarse/ coagularse'%.
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Figura 20.- Analisis de potencial z a) Cambiando concentracion de CDs + Pb?* (2mM), b) manteniendo
la concentracion de CDs (0,38mg/mL), cambiando la concentracion de Pb?* (0.126- 9 mM), c)
Cambiando concentracion de CDs + Cd?*(2mM), d) manteniendo la concentracién de CDs (0.76mg/mL),

cambiando la concentracién de Cd?*(0.04 — 5.6 mM).

En la Figura 20(b) se mantuvo una concentracion constante de CDs (0.38
mg/mL) mientras se modifica la concentracion de Pb?* (0.126 - 9 mM) esto
resulté en un aumento en el potencial zeta de -25 a 19 mV. El mayor
porcentaje de remocion se logra en una concentracion de 9 mM. A partir de la
concentracion de 2.6 mM el potencial zeta esta cercano a cero, lo que puede

indicar neutralidad?”,

El potencial zeta de CDs se investigo para evaluar su interaccion electrostatica
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con Cd?*, debido a que la adsorcién de metales pesados esta regida por la
interaccion electrostatica de los metales con la superficie del CDs'%. Como
se ilustra en la Figura 20c, a medida que aumentaba la concentracién de CDs,
el valor del potencial zeta mostro una carga negativa incrementada. La
eficacia del proceso de eliminacibn mostraba un patrén creciente a medida
que se acercaba a valores cada vez mas negativos. Este comportamiento
sugiere que la interaccion no se trata de una neutralizacion de cargas, como
ocurre con el Pb?". Esta deduccién se respalda con las gréficas de
absorbancia (Figura 16a), donde no se observa el pico caracteristico de

formacion de un complejo metalico (figur17a) en la regién A= 275 nm 99190,

Los CDs exhibieron un potencial zeta negativo notablemente alto en ausencia
de metales, como se muestra en la Figura 20d. Esta caracteristica es propicia
para la adsorcion de metales que llevan una carga positiva. La introduccion
de metales pesados tuvo un impacto significativo en el potencial zeta de los
CDs, lo que resulté en una considerable reduccién del potencial negativo de
la superficie. La tendencia observada en la reduccion del potencial zeta
negativo se encontr6 que era consistente con las capacidades de
adsorcion/eliminacion del metal. La disminucién significativa del potencial zeta
negativo sugiere que los metales experimentaron una complejacion de esfera
interna, especificamente adsorcion, a través del intercambio de protones con
los grupos funcionales de la superficie de los CDs, como informé Loganathan
et al. (2018)19°,

Ademas de las mediciones del potencial zeta, la estabilidad fisica de las
nanosuspensiones se ve influenciada por diversos factores, como las
caracteristicas del material, la presencia de surfactantes y la quimica de la
solucion, que afectan las eficiencias de eliminacion y no se basan Unicamente

en el andlisis del potencial zeta.
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Figura 21.- a) FTIR de CDs + Cd?* (residuo de la floculacién) concentraciones de 10, 5,y 2 mM., b)
FTIR de CDs+ Pb?* (residuo de la floculacién) en concentraciones de 10, 5, y 2 mM.

Se realizo el andlisis de FTIR de los CDs-400 con diferentes iones metélicos
Cb?*y Pd?* (figura 21 a,b). En la region de 3400-3500 cm™ se observa una
banda ancha correspondiente a estiramiento del enlace O—H superpuesta con
la banda de vibracién de N—H°. La doble banda localizada en 2900-2970 cm
-1 refiere el estiramiento del enlace C-H 7 74, El pico en 1560 cm * se
relaciona a una vibracién de flexiéon media de tijera del enlace N-H del NH2%2.
La sefial de 1395 cm™" esta relacionada con la vibracion de flexion del C-O—H
en el plano®. Ademas, proporcionan sitios activos que podrian interactuar con
otras moléculas, tales como iones de metales pesados®. Al incrementar la
concentracion de iones de Cd?* o Pb?* se observa una disminucién gradual
de la banda de vibracion de los enlaces O-H/N-H lo que permite asumir una
mayor interaccion de los CDs con dichos metales. Los resultados sugieren
que los grupos funcionales (amino, hidroxilo, C-O) desempefiaron un papel

importante en la adsorcion de Pb?* y Cd?* en la superficie de los CDs!10,

5.7.- Posibles mecanismos de extincidon de emisiones

Aunqgue la aplicacion practica de los CDs como sensores de iones metalicos

ha demostrado su eficacia, el origen de la fluorescencia y los mecanismos de
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extincion adn no estan del todo claros. La mayoria de los mecanismos de
extincion de emisiones propuestos para los iones metalicos informados hasta
ahora se basan en la extincion de emisiones inducida por agregacion (AIEQ),
el efecto de filtro interno (IFE) o la transferencia de energia/carga (CT) L.

En el presente estudio, la presencia de Cré* indujo la extincién eficiente de PL
en nanosondas CD-400 y CD-600 preparadas. Para comprender la naturaleza
de la interaccién entre Cré* y CD, se llevaron a cabo mediciones del potencial
Zeta (potencial Z). Se encontr6 que el potencial Z de las soluciones CDs-600
(2,3 mg/mL) y CDs-600 + Cré* (4 mM) era - 57,8 y — 40,06 £ 1,2 mV,
respectivamente. El aumento en la magnitud del potencial Z- (que se vuelve
menos negativo) después de la adicion del ion Cr® sugiere la posible
interacciéon electrostatica entre los CD y Cré (adsorcion de Cr® en la

superficie de los CD) 12,
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Figura 22.- Estudios de sensibilidad realizados en agua de rio utilizando CD-400 (a) con diferentes
concentraciones de Cr*¢ (de 0,02 uM a 500 uM), (b) Curva de calibracién Stern-Volmer de iones Cr*6
(0,02-0,05 pM), (c) Rango lineal para iones Cr*® (10 pM-300 pM), (d) Estudios de sensibilidad a
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de iones Cr+6 e iones Cu+2 (0,5-0,9 nM)
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Ademas, el potencial Z superior a + 30 mV o inferior a — 30 mV proporciona
informacion sobre la estabilidad de los CD, es decir, los CD estan muy
dispersos 1% debido a las fuerzas de repulsién dominantes que existen entre
las particulas. Por el contrario, si el valor del potencial Z se encuentra entre +
10 mV y - 10 mV, se cree que son neutrales 13 y tienden a
aglomerarse/coagularse. El IFE 113114 gparece debido a la absorciéon de la
sefal de excitacion o la emisidén de los CDs por parte de los absorbentes en
el sistema de deteccion, es decir, cuando los espectros de absorcion de los
absorbentes se superponen con los espectros de excitacion o emision de PL
de los fluoréforos, se produce la extincion de la sefial. Ademas, IFE se ha
considerado una herramienta eficaz y eficiente para convertir las sefales de
absorcién analiticas en sefiales de fluorescencia, que se ha descubierto que
mejoran la sensibilidad y la selectividad en comparacion con otros
mecanismos de extincidon de la fluorescencia. En el presente caso, la solucion
de Cré* muestra amplios picos de absorcién centrados en 260, 360 y 450 nm
(figura 24). Dado que existe una superposicion entre el espectro de absorcion
del extintor (Crf*), asi como los espectros de excitacion y emisién de
fluorescencia de los CD, es muy probable que la correspondiente extincion de
la sefial debida al IFE (Figura 22) 115116 Ademas, IFE es la explicacién mas
comun para la extincion de la sefial PL inducida por Cr8* informada en la
literatura''’118, En el caso de Cu*?, solo informe de Liu, et al.5? utilizaron
zanahorias y CD solubles en agua formados hidrotérmicamente a base de
acrilamida para mostrar una fuerte floculacién para los iones Cu?*, donde la
extincion de PL se atribuy6 a la coordinacién multisitio de los iones metalicos
con el &tomo N/O de los grupos funcionales. En el presente trabajo, los CD se
prepararon a partir de biomasa residual como Unica fuente (método de sintesis
verde) sin ningun paso adicional de pasivacion. A una temperatura de sintesis
mas alta (CDs-600), algunos grupos funcionales podrian posiblemente
desprenderse de la superficie del CDs y conducir al aumento de la

compacidad del nacleo insoluble, lo que podria favorecer la coordinacion de
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los iones metalicos y posiblemente evitar el impedimento estérico'® y dando
como resultado la sedimentacion. La coagulacion/floculacion en aguas
residuales es la agregacion de sélidos lograda con la ayuda de productos
quimicos u otras sustancias para alterar el estado fisico de los sélidos
disueltos y suspendidos para facilitar la formacion de agregados mas grandes
y su eliminacion a través del proceso de sedimentacion posterior'??, Existe
una gran afinidad entre los metales pesados y los floculantes, como la
neutralizacion de carga, la union de polimeros y las interacciones
electrostaticas!®3. La neutralizacién de carga se refiere a la sorcion de dos
particulas con iones de carga opuestal®. El efecto de neutralizar la carga se
revela mediante la reduccién del efecto electrocinético, es decir, el potencial
Z. La disminucién del potencial Z promueve la creacion de fuerzas atractivas
de Van der Waals, lo que facilita la agregacién hasta particulas mas grandes
y la sedimentacién de bandadas formadas®. En este documento, el potencial
Z se redujo de -63.2 mV a -7 mV para CDs-600 (2,3 mg/mL CDs + 4 mM Cu*?),
dando evidencia de floculacién a través de la neutralizacién de carga. En
comparacion con el aumento drastico en el potencial Z de CDs-600 (1,9
mg/mL, potencial Z = -57.8 mV) con un aumento en las concentraciones de
Cu®* (Anexo 11 tabla S3), la diferencia en el potencial Z fue relativamente
estable después de 2.5 mM de Cu?*. Ademas, cuando el potencial Zeta se
vuelve mas positivo, la solucién se vuelve acida (el pH cambia de 8 a 6), lo
gue implica la existencia de un entorno cargado positivamente de los CD (la
ionizacion de los grupos basicos OH- puede dar lugar a los CDs cargados
positivamente).?1. Ademas, se sabe que el Cu?*, en comparacién con otros
iones metalicos, posee una mayor atraccion de unién y una cinética de
guelacién mas rapida hacia el carbono organico disuelto y el carbono organico
en particulas, 6xidos de hierro (incluido el 6xido férrico hidratado), goetita y
oxidos de manganeso (incluido el manganeso hidratado). 6xido) debido a la
presencia de ligandos N, O-quelato tipicos en la superficie de los CDs%0:122.123,

Los resultados obtenidos respaldan el posible mecanismo de extincion de la
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emision inducida por agregacion atribuido al entrecruzamiento de iones Cu?*
en ligandos N y O (de grupos funcionales amino, carboxilo e hidroxilo) debido
a su fuerte quelacion e interacciones electrostaticas. Por motivos similares, la
extincion de la fluorescencia de las CD en presencia de Cu?* puede atribuirse
a su agregacion. Este efecto esta en conformidad con los informes anteriores
donde la verificacion se realiz6 a través de DLS usando quimiosensores
basados en puntos cuanticos clasicos (QD)*?*y TEM usando CDs de semillas
de acacia concinna'?®. En el presente trabajo, la agregacion se pudo observar

simplemente a simple vista.

(a) (b) (c)

=260 0.1uM [ 10843 =260 nm LOD=0.04nM 1842 =260 nm
oo e nm CDs A R*=0.9991 A-“ :
PR Linear range: 10 pM - 90 M
z 1.06 b 16 1 ]
2150 Ec & b
@ B 14 J
H 1.04-
] 3§ @
=100 s 9o
102 + = 9
Fo/F=0.9979 + 188.24 [Cr*"] 9 F,/F=1.0078 + 0.0083 [Cu™"]
50 1.0 T
P L. . ' 00001 00002  0.0003  0.0004 0 20 40 60 80 100
350 e 450 500 Cr® Concentration (jM) Cr® Concentration (M)
Wavelength (nm)
255 d) (e)
- =260 0.5 M =260 L9D= 0.09 aM
TR cDs Aa=260mm i 9007 3
-~
52007 ’.
; Cu ¢
P 280 M
£1s0 = %
=
8
Z100 9
. ¥ F/F-08478 + 34336 [Cu]
- - = = 0.0005 0.0006 0.0007 0.0008 0.0009
Wavelength (nm) Cu™ Concentration (p\)

Figura 23.-Estudios de sensibilidad realizados en agua de rio utilizando CD-600 (a) con diferentes
concentraciones de Cr*6 (de 0,1 nM a 90 uM), (b) Curva de calibracién Stern-Volmer de iones Cr*® (0,1-
0,4 nM), (c) Rango lineal para Cr*® (10 uM-90 uM), (d) Estudios de sensibilidad realizados a diferentes
concentraciones de Cu*? (de 0,5 nM a 1000 puM), y (e) Curva de calibracion Stern-Volmer de Cu*? iones
(0,05-0,9 nM).

65



Turn-off IFE

% ﬂ +0L. Absorbance Cr &
i { \ PL
] | \ ;
cr6+ <
)

o
@

Normalized intensity
o o
2 o

o
n

o
o

300 400 500 600

Z-potential: -40 mV Wavelength (nm)
Metalic complex
. -
HN: o0 TIOHy Ly
) v, ) v
Cu?* “C00:" :Nlp;t) “
Z-potential: -63.2 Z-potential:-7 mV Flocculation/precipitation
pH8 pH6

Figura 24.-Mecanismo de extincion de CD en presencia de (arriba) ion Cré* (Cr6+absorbancia,
espectros PL y PLE de CD), (abajo) ion Cu?*.

5.8.- Verificacién de selectividad/sensibilidad en muestra de agua de

grifo/rio

Con el fin de verificar la viabilidad de nuestras nanosondas para la deteccion
de Cu?*y Crb* en aplicaciones reales, se analizaron en condiciones similares
muestras de agua del grifo y del rio procedentes de dos lugares diferentes,
enriquecidas con iones metalicos Cu?*/Cré*. Cuando se probé en el agua del
rio, la deteccion de Cr8* y Cu?* utilizando CD-400 (Fig. 22) y CD-600 (Fig. 23)
muestran propiedades de deteccion superiores (resumidas en la Tabla 6) en
comparacion con la prueba en agua desionizada, dando el LOD mas bajo de
0.04 nM (Cr®%) y 0.09 nM (Cu?*) con respecto a la literatura reportada (Ref. a
la comparacion Tabla 6 y Tabla 7).

Tabla 3.- Pardmetros calculados correspondientes al estudio de sensibilidad de CDs en

66



agua de rio con Cr6+/ Cu2+.

Semillas lon Ecuacion de R? LOD @ LOQ
carbonizadas a A Metalico @ Stern-Volmer (nM) (nM)
(°C)

400 Cré+ Fo/F =0.9865 + @ 0.9865 5.5 18.3
1.4264 [Cr6*]

Cu?* Fo/F =0.01185 | 0.9872 0.12 0.40

+293.08 [Cu?"]

600 Cré+ Fo/F =0.9979+ 0.9991 @ 0.04 0.13
188.24 [Cr6*]

Cu?* Fo/lF =0.8478 + @ 0.9927 0.09 0.30

343.36 [Cu?]

Tabla 4.-Comparacion de la deteccién de Cr8* utilizando diferentes CD verdes y sintetizados

guimicamente. CD.

Precursor de carboén LOD Referencias
Céscara de limon 73 nM 126
Jugo de pifia 52 nM 127
Hojas de tulsi 4.45 ppb 128
Fruta de gato 10 nM 129
Algas naturales 520 nM 130
Hongo enokitake 730 nM 131
Sophora flavescens 20 nM 132
citrato de amonio / bis(pinacolato) 240 nM 133
Weissella sp. K1 106.57 134

nM

cocos poria 250 nM 135
Panax notoginseng 0.18 nM 136
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Acido fitico / L-arginina 26 nM 137

Acido félico/p-fenilendiamina 9.4 nM 138

Timidina 1.26 nM 139

Glucosamina/etilendiamina 0.08 mM 140
Semilla de aguacate (600 -C) 0.07 nM Trabajo
presente

Tabla 5.-Comparacién de la deteccion y floculacion de iones de cobre (Cu2+) utilizando diferentes CD

verdes y de sintesis quimica.

Precursor de carbon LOD Floculacion | Referencias
Hojas de bambu 115 nM No 141
Conchas de gambas 5nM No 142
Cascaras de mani 4.8 mM No 143
Poliolefinas 6.3 nM No 144
Rabano 0.16 No 145
mM
Lignocelulésico 0.9 mM No 146
Eleusine coracana 10 nM No 147
Alga espirulina 11.9 No 148
nM
Acido citrico + PEI 2 nM No 149
Acido tartarico + Salvado 50.07 No 150
nM
Semilla de aguacate (400-600 2.4nM Si Trabajo
°C) presente

Las pruebas realizadas con el agua del grifo se resumen en los anexos. 12 y
13. Los parametros de sensibilidad correspondientes a la deteccién de Cr*ty
Cu*? de los CDs en el agua del grifo se resumen en la Tabla S4. Ademas, las



pruebas de interferencia (en presencia de diferentes iones metalicos)
correspondientes a la deteccién de Cré* y Cu?* mostraron una interferencia
(Anexo 14).

6.- Conclusiones

En este estudio se obtuvieron satisfactoriamente CDs a partir de semillas de
aguacate mediante una sencilla técnica de carbonizacion en un solo paso. La
caracterizacion se realizd6 mediante TEM, XPS, XRD y espectroscopia FTIR.
Las propiedades Opticas, la morfologia y la cristalinidad a diferentes
temperaturas de sintesis no sélo tiene un impacto en la reduccién del tamafio
de las particulas (de 4,6 a 3,2 nm), sino que también las hace mas selectivas
hacia el Cré* y el Cu?*. Mediante espectroscopia de absorbancia y andlisis del
potencial Z, se estudié el mecanismo de deteccion del Cré* de las nanosondas
propuestas, se demostr6 un mecanismo de apagado de luminiscencia
mediante el efecto de filtro interno. La floculacién/sedimentacion provocada
por los CDs propuestos en presencia de Cu?*, supuso una ventaja adicional
de su uso simultineo como agentes floculantes (concentracion de Cu?* aprox.
superior o igual a 800 uM) y como sensores épticos (concentraciéon de Cu?*
inferior a 800 UM en agua de rio). Los CDs-400 exhiben una naturaleza
hidrofilica estable, indicada por un potencial zeta de -64 mV. Esta estabilidad
es benefica para su aplicacion como adsorbentes de metales pesados, en
particular para Pb%*, Cd?* y Cu?*. Los CDs han demostrado tener una alta
capacidad de absorcién, con una eficiencia de remocién del 98 % para Pb?*,
80 % para Cd?* y 97 % para Cu?*. La concentracioén de los CDs facilité la
deteccion de iones metélicos a bajas concetraciones. La alta sensibilidad de
los CDs en muestras de agua de rio, revelan un limite de deteccidn bajo (es
decir, 0.04 y 0.09 nM para los iones Crb* y Cu?*, respectivamente), esto

propicia su potencial aplicacibn como sensor biocompatible y uso facil.
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En resumen, los puntos de carbono sintetizados son rentables, amigables con
el medio ambiente y poseen propiedades notables para estudios de remocion
de metales pesados como el plomo, cadmio y cobre en el agua. Su capacidad
exclusiva de floculacion se puede explorar mas a fondo en el tratamiento de
aguas residuales. También se resalta su aplicacion como sensor Optico de

metales pesados como el cromo y el cubre.
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8. Apéndice

Aprendice 1
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Apéndice 1.-Intensidad de fluorescencia integrada representada graficamente frente a absorbancia
para algunas concentraciones y el gradiente de la muestra y la rodamina 6G como referencia para el
célculo de QY.

Apéndice 2

250 400 600

Temperatura de sintesis CDs

Apéndice 2.- Efecto de la temperatura de sintesis de los CD en el valor LOD
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Apéndice 3
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Apéndice 3.- (a) Respuesta de emision de PL de CD-250 (10 pL de 3,8 mg/mL en el volumen total de
490 pL) a las mediciones de sensibilidad realizadas a altas concentraciones de Cr*¢ (1 mM a 500 mM),

y (b) la curva de calibracion de Stern-Volmer de Fo/F de iones Cr*6 (0- 7 uM).

Apéndice 4
- (@) (b)
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Apéndice 4.- (a) Respuesta de emision de PL de CD-250 (10 uL de 3,8 mg/mL en el volumen total de
490 pL correspondiente a las mediciones de sensibilidad realizadas a altas concentraciones de Cu*?
(de 3 pM a 800 pM), y (b) la curva de calibracion de Stern-Volmer de FO/F de iones Cu*? (3-8 uM).
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Apéndice 4

La ecuacion de Stern - Volmer se describe a continuacion:
% =1+ Ks[Cu®*or Cu**] eq.1

donde Fo corresponde a la intensidad PL de los CD sin ion metélico, F es la
intensidad PL de los CD en presencia de Cré*/Cu?* y Ksv es la constante de
extincion de Stern-Volmer. La expresion de Stern-Volmer!s:152 se utiliza para
comprender la cinética de los procesos fotofisicos de desactivacion
intermolecular (por ejemplo, fluorescencia/fosforescencia). La desactivacion
del estado excitado. Se estudia la desactivacion del estado excitado
introduciendo amortiguadores (iones de metales pesados o moléculas
aceptoras) y analizando la intensidad del PL en funcién de su concentracion.
PL en funcion de su concentraciéon. En el caso que nos ocupa, el apagado de
la fluorescencia de los CDs en funcién de la concentraciéon de Cu®* o Cu?*. El
limite de deteccion (LOD) viene dado por 3 o/k donde ¢ y k representan la
desviacion tipica y la pendiente resultantes de la ecuacion de Stern- Volmer
de Stern-Volmer. El Limite de Cuantificacion (LOQ) se calcul6 utilizando la

ecuacion estandar 100/K 153.154
Anexo 4

Tabla S1. Parametros del estudio de sensibilidad para CDs en agua
desionizada (10 pL de CDs+490 uL de iones metalicos).

Semillas lon Ecuacion de R? LOD LOQ
carbonizadas | Metdlico | Stern-Volmer (nM) (nM)

a (-C)
250 Cré* Fo/F=1.00248 + 1 0.9865 280.9 @ 936.4

0.01553 [Cr¢*]
cu?* Fo/F=0.9087 + | 0.9872 993.3 3310
0.03327 [Cu?*]
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400 Cr* | FolF=0.99743 + | 0.9991 @ 55 18.4
2.2123 [Cr6*]
cu?* Fo/F=0.9907 + 09927 @ 7.5 @ 253
1.8523 [Cu?']

600 Cré+ FolF= 0.8617 + 0. 0.07 | 0.2
321.11[Cr*] | 9954
Cu?* | FolF=0.8249+ 09670 2.4 | 8.00
30.142 [Cu?*]
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Apéndice 5.- a) Sensibilidad de CD-250 + diferentes concentraciones de Cr*é (de 250 uM a 10000
uM), y (b) la curva de calibracion Stern-Volmer de FO/F de iones Cr*6 (500 - 1000 uM)
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Apéndice 6
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Apéndice 6.- (a) Estudios de sensibilidad de CD — 250 + diferentes concentraciones de Cu*? (desde

720 uM hasta 10 mM), y (b) la curva de calibraciéon de Stern-Volmer de FO/F de iones Cr*® (0-5 mM).
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Apéndice 7.- Estudios de sensibilidad (a) CD-400 diferentes concentraciones de Cr*® (de 175 pM a 10
mM), (c) CD-600 (de 10 pM a 10 mM) y, la curva de calibracion de Stern-Volmer de FO/F de iones Cré*
para (b) CD-400 y (d) CD-600.
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Apéndice 8.- Sensibilidad de (a) CD- 400 con diferentes concentraciones de Cu+2 (de 20 uM a 10
mM), (c) CD-600 (de 100 pM a 10 mM) y, la curva de calibracion de Stern-Volmer de FO/F de iones
Cu+2 (b) CD- 400y (d) CD- 600.



Tabla S2. Parametros correspondientes al estudio de sensibilidad para CDs

a mayor concentracion (300 pL de CDs + 200 pL de iones metalicos).

Semillas lon Ecuacién de R? LOD LOQ
carbonizadas | Metalico @ Stern-Volmer (nM) (nM)
a (°C)
250 Cré+ Fo/F=0.5057 + 0.9706 | 185.2 617.3
1.15e-3 [Cr6*]
Cu?* Fo/F=0.9965 + | 0.9966 301.5 1005
4.0620e-5 [Cu?*]|
400 Cré+ Fo/F=1.00098 + | 0.9999 8.2 27.3
3.19382e- 4
[Cro]
Cu?* Fo/F=0.99467 + | 0.9993 8.1 27
1.07e-3 [Cu?"]
600 Cré* Fo/F=0.9998 + | 0.9986 5.8 19.3
1.70e-3 [Cr®*]
Cu?* Fo/F=1.0003 + 0.9996 @11.9 39.7

2.3609e-4 [Cu?*]
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Apéndice 9
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|
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Apéndice 9.- Imagenes fotograficas de CD (iluminados con UV y luz del dia) dispersos en agua y en

diferentes concentraciones de (a) soluciones de Cré* con CD-600 y (b) soluciones de Cu?* con CD-

400. Aungue se observa un cambio observable en un rango dado de concentraciones de iones Cu?* ,

no se observé ningiin cambio significativo en el color de la solucion a la luz del dia.

10(



Apéndice 10
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Apéndice 10.- (a) y (b) imagenes HR-SEM de fl6culos de CDs-Cu2+, (c) mapeo EDS y (d) analisis
cuantitativo EDS.
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Apéndice 11
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Apéndice 11.- (a) Espectros de absorbancia de CD-600 (1,9 mg/mL) con diferentes
concentraciones de iones metalicos en agua desionizada. (b) Espectros de absorbancia de
CD-600 a diferentes concentraciones de CD y Cu?* (0,8 mM) en agua del grifo que muestran
la banda del complejo CD-metal a 275 nm.

Tabla S3. Cambios en la potencial zeta cuando se afiade CD-600 (1,9
mg/mL, potencial zeta = -57,8 mV) a soluciones de soluciones de Cu?* a

diferentes concentraciones.

Potencial Z (mV)
Cu?* (mM) CDs + Cu?*
0.5 -50.4
1 -29.4
15 4.5
2.5 31.3
3.5 36.0
5 37.5
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Apéndice 12
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Apéndice 12.- Estudios de sensibilidad en agua del grifo (respuesta de fotoluminiscencia de los CD en
funcion de la concentracion de iones metalicos metal) realizados en CD-400 (a) con diferentes
concentraciones de Cr*¢ (de 0,4 uM a 1500 puM en agua del grifo), (b) curva de calibracion de Stern-
Volmer de FO/F de iones Cr*8, (c) rango lineal para Cr*¢ (40 uM-120uM), (d) Estudios de sensibilidad

realizados a diferentes concentraciones de Cu*? (de 0,05 uM a 100 uM), y (e) Curva de calibracién de

Stern-Volmer de Fo/F de iones Cu*?
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Apéndice 13
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Apéndice 13.- Estudios de sensibilidad en agua del grifo(respuesta de fotoluminiscencia de los CD en
funcién de la concentracion de iones metélicos metal) realizados en CD-600 (a) con diferentes
concentraciones de Cr*¢ (de 0,4 uM a 200 uM) en agua del grifo, (b) curva de calibracién de Stern-
Volmer de FO/F de iones Cr*®, (c) rango lineal para Cr*¢ (25 uM-200uM), (d) Estudios de sensibilidad
realizados con diferentes concentraciones de Cus2 (de 0,005 uM a 1000 uM), y (e) curva de calibracién

de Stern-Volmer de Fo/F de iones Cu*2.

10¢



Tabla S4. Parametros del estudio de sensibilidad para CD en agua del grifo
(10 pL de CD+490 uL de iones metalicos).

Semillas

carbonizadas

a (-C)

lon

Metalico

Rango

lineal

Ecuacion
de Stern-

Volmer

RZ

LOD LOQ
(nM) | (nM)

400

600

Cré+

Cu?*

Crb+

Cu?t

0-0.4

0.06 -
0.09

0.06

FO/F=
0.99778 +
0.1755
[Cr6+]
FO/F=
0.71367 +
5.4303
[Cu2+]
FO/F=
2.49596 +
0.99812
[Cr6+]
FO/F=
0.99152+
2.34
[Cu2+]

0.9930

0.9684

0.9936

0.9748

30 100

10 33
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Apéndice 14
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Apéndice 14.- Ensayo de interferencia realizado con CD-600 (a) Cré* y (b) Cu?*, en presencia de otros

iones metalicos. Concentraciéon de la solucién de iones metalicos: 2mM.

Apéndice 15.- Técnicas de caracterizacion

Espectroscopia de Fotoluminiscencia

La espectroscopia de fotoluminiscencia (PL) es una herramienta muy sensible

para estudiar el

estado electronico de

la banda prohibida de los

semiconductores. Consiste en la fotoexcitacién de electrones desde la banda

de valencia a la banda de conduccion del semiconductor. Utiliza fotones con

energias superiores a la energia de banda prohibida. Como resultado, se crea

un par electrén-hueco. Después de un tiempo, los electrones y los huecos se

recombinan y liberan energia en forma de fonones, fotones o electrones

Auger.
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Apéndice 15.- Espectros de fluorescencia de tamafio ajustable de puntos cuanticos de CdSe (a) e

(b)

ilustracion de los tamarios de particulas relativos (b). (Smith A. M., Nie S. 2004. Analisis quimico e

imagenes celulares con puntos cuanticos.

Los fotones emitidos desde el centro de recombinacién radiativa pueden ser
detectados por el PL. Las mediciones de PL generalmente se realizan a bajas
temperaturas (<77 K). El andlisis de temperatura evita la ionizacion de los
centros de color y la ampliacién de los picos debido a los procesos fononicos.
Adecuado para materiales que muestran PL. La espectroscopia PL se puede
utilizar para caracterizar materiales organicos e inorganicos de practicamente
cualquier tamafio, y las muestras pueden estar en forma sélida, liquida o
gaseosa. Tanto las longitudes de onda ultravioleta como las visibles se utilizan
en la espectroscopia PL. Las propiedades de emisién de PL de las muestras
se caracterizan por cuatro parametros: intensidad, longitud de onda de
emision, ancho de banda maximo de emisién y estabilidad de emision. A
medida que disminuye el tamafo de las nanoparticulas semiconductoras,
aumenta la brecha de banda, lo que da como resultado longitudes de onda de
emisidon mas cortas (o0 desplazadas hacia el azul). El anexo 15 muestra los

espectros de fluorescencia de QD de CdSe de tamafo variable en todo el
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espectro de luz visible!®®, Los cambios en la longitud de onda de este espectro
PL se pueden utilizar para sondear la banda prohibida y los niveles de
impureza de los nanomateriales. Una medicion tipica de PL implica iluminar
una muestra con luz de una longitud de onda especifica y registrar la
intensidad de emision en funciéon de la longitud de onda. La luz emitida por la
muestra es recolectada por una lente, dispersada por otro monocromador y
capturada por un fotodetector. Se obtiene un espectro entre la intensidad de
la luz PL emitida y la longitud de onda de la luz emitida. EI PL generalmente
aparece en longitudes de onda mas largas (o desplazadas hacia el rojo) a la
luz de excitacion incidente. La fluorescencia de la muestra también se puede
controlar en funcion del tiempo después de la excitacibn mediante un destello
de luz. Esta técnica se denomina espectroscopia de fluorescencia resuelta en

el tiempo?®e,
Apéndice 16.- Microscopia electronica de transmision (TEM)

TEM utiliza un haz de electrones de alta energia (100 keV a 1 MeV) para
obtener informaciébn morfologica, de composicion y cristalografica de una
muestra. Un TEM produce una imagen al enfocar un haz de electrones en una
muestra muy delgada (aproximadamente 60-100 nm de espesor). Esta
muestra es parcialmente transparente y proporciona informacién sobre la
muestra. Este se envia por partes y transmite informacion sobre la muestra.
En un TEM, un haz colimado de electrones acelerados de alta energia
interactda uniformemente con una muestra de polvo fino o sobre el area
iluminada. Cuando los electrones pasan a través de una muestra, se
dispersan o pasan intactos a través de la muestra. La dispersién puede ser
elastica o inelastica. Los electrones difractados desviados por el eje optico del
microscopio son bloqueados por la apertura y el haz de electrones
transmitidos crea contraste en la pantalla fluorescente. En los nanomateriales,
la intensidad del haz transmitido depende en gran medida de la densidad y el

grosor del material que penetra, mientras que la estructura cristalina interactia
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con el haz de electrones principalmente a través de la difraccidon en lugar de
la absorcion. La intensidad de difraccion también depende de la orientacion
de los planos atémicos en el cristal con respecto al haz de electrones. El haz
de electrones transmitido golpea una pantalla fluorescente o una camara CCD
(dispositivo acoplado por carga) para producir una imagen de contraste
variable. En un modo simple de formaciéon de imagenes, cuando todos los
rayos transmitidos y difractados que salen de la muestra se combinan para
formar una imagen en la pantalla de visualizacion, se observa un pequefio
contraste. El contraste es la aparicion de una caracteristica en una imagen.
En el modo de difraccion (anexo 16a), el patron de difraccion formado en el
plano retrofocal se proyecta sobre una pantalla fluorescente. En TEM, el
patron de difraccion exhibe un plano de la red reciproca del cristal. El patrén
se obtiene por difraccion de areas seleccionadas dentro de la muestra
utilizando Difraccion de Area Seleccionada (SAD). Los modos de difraccion
pueden revelar si un material es policristalino, monocristalino o amorfo. Un
solo cristal produce un patron de difraccién que consta de un punto central y
otros puntos de difraccion relacionados con el haz transmitido. Los materiales
policristalinos exhiben puntos de difraccibn que caen en anillos de radio
constante. En el modo de imagen (anexo 16b), la imagen de muestra se
enfoca y se proyecta en una pantalla de fésforo. TEM puede producir

imagenes de campo claro y campo oscuro.
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Apéndice 16.- (a) modo de difraccion y (b) modo de imagen en TEM. (Leng Y.: Caracterizacion de
materiales: Introduccion a los métodos microscopicos y espectroscépicos. 2008.

El contraste entre las imagenes de campo claro y de campo oscuro
generalmente se debe a cambios en la intensidad del haz de electrones
difractado a medida que pasa a través de la muestra. Se puede obtener una
imagen de campo claro pasando solo la luz transmitida a través del diafragma
del objetivo. Por otro lado, si se inclina el cafion de electrones o se desplaza
la apertura del objetivo de modo que los rayos difractados pasen a través de
la apertura del objetivo, se puede obtener una imagen de campo oscuro. En
TEM, el contraste de la imagen resulta de las diferencias en la densidad de
masa dentro de la muestra y la desviacion de los electrones primarios por
parte de la muestra. La absorcion de electrones juega un papel muy pequefio
en las imagenes TEM, mientras que la desviacion de electrones desde la
direccion predominante de transmision a medida que pasa a través de la
muestra juega un papel importante. La cantidad de dispersiéon de electrones
en un punto particular de la muestra depende de la densidad de masa en ese
punto. Por lo tanto, las diferencias en el grosor y la densidad de la muestra
cambian la intensidad de los electrones recibidos por la pantalla cuando el haz

transmitido pasa a través de la apertura de la lente. Los electrones desviados
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con angulos de dispersion superiores a 0.5° normalmente son bloqueados por
el anillo de apertura de la lente. meta. El brillo de la imagen depende de la
intensidad del haz de electrones que sale de la superficie inferior de la muestra
y pasa a través de la apertura del objetivo. Por ejemplo, las areas mas oscuras
con mayor contraste son areas donde se transfieren menos electrones debido
a la alta densidad o espesor de la muestra. Las areas de la imagen con bajo
contraste indican un alto numero de electrones transferidos debido a la baja
densidad o espesor de la muestra. Para materiales cristalinos, el contraste de
difraccidon es el mecanismo dominante en las imagenes TEM. El contraste de
difraccidn es el cambio en la intensidad de difraccion de los electrones por una
muestra. La difraccidn constructiva se produce cuando se cumple la condicion
de Bragg en un cierto angulo entre el haz de electrones y la direccion del
cristal, lo que provoca una fuerte desviacion de los electrones. Por lo tanto, la
intensidad del haz transmitido se reduce cuando el haz difractado es
bloqgueado por la apertura de la lente del objetivo. Estas imagenes se
denominan imagenes de campo oscuro. El contraste de difraccion es muy
sensible a la inclinacién de la muestra con respecto a la direcciéon del haz de
electrones primario. Sin embargo, el contraste de densidad de masa solo es
sensible a la masa total de espesor por area de superficie. El contraste de
difraccion se observa insertando un diafragma objetivo en el haz. Esto significa
que las caracteristicas de la imagen son significativamente mejores que las
imagenes sin apertura. Sin la apertura de la lente, la imagen seria
relativamente gris y sin sentido. El contraste de las imagenes sin apertura
aumenta con el numero atdmico y el grosor del material. El contraste masa-

espesor es especialmente util para muestras biologicas.

En las imagenes TEM, los defectos tridimensionales (es decir, las particulas
de segunda fase) aparecen como regiones bidimensionales con un contraste
diferente al de la matriz circundante. El contraste de difraccion de las

interfaces bidimensionales entre cristales y dominios aparece como filas de
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bandas unidimensionales (o franjas). La aparicion de diferentes tipos de
franjas cambia con la inclinacién del haz o del cristal. Los defectos cristalinos
unidimensionales (es decir, las dislocaciones) provocan graves distorsiones
locales del cristal circundante. Es la deformacion (no el nucleo de la
dislocacion) en el cristal la que proporciona el contraste de difraccion de la
dislocacion. Los defectos puntuales de dimension cero (como las vacantes y
las impurezas) no suelen ser visibles en las imagenes TEM convencionales,
pero los efectos de la deformacion en torno a los grupos de 4tomos o vacantes
de tamafio nanométrico no son visibles. Los componentes organicos de la
muestra ofrecen un bajo contraste debido a su débil interaccion con los
electrones. con los electrones. Este problema puede superarse parcialmente
mediante el uso de tintes como los compuestos de metales pesados. pesados.
Las densas nubes de electrones de los atomos pesados interactian
fuertemente con el haz de electrones. A veces, los componentes organicos de
la muestra son descompuestos por el haz. En ocasiones, el haz de electrones
descompone los componentes organicos de la muestra y, por tanto, no se
detectan. Este problema puede ser minimizado utilizando criogenia-TEM (crio-
TEM), que mantiene la muestra a temperaturas de nitrégeno liquido o helio
liquido. Al igual que el SEM, el TEM analitico puede determinar la composicion
elemental y la orientacion de los cristales de la muestra. y la orientacién de los
cristales de la muestra. El moderno TEM de alta resolucién (HRTEM) alcanza
a una resolucion mejor que 0,2 nm (es decir, <0,2 nm) debido a las pequefias
longitudes de onda efectivas de los electrones (A), que viene dada por la

relacion de de Broglie que se muestra en la siguiente ecuacion:

donde my q son la masay la carga del electrén, h es la constante de Planck
y V es la diferencia de potencial a través de la cual se aceleran los electrones.

Por ejemplo, con una energia de 100 keV tendran longitudes de onda de 0.037

117



A. Cuanto mayor sea la tension de funcionamiento de un instrumento TEM,
mayor sera su resolucion espacial lateral. Un TEM con 400 keV tiene
resoluciones punto a punto mejores que 0,2 nm*%6:157 E| TEM puede ofrecer
una ampliacién de hasta 5 millones de veces como maximo. La TEM se utiliza
para determinar directamente el tamafo de las nanoparticulas o
nanocristalitos y las interfaces en los nanocompuestos. Por ejemplo, la
interfaz entre el niquel (Ni) con un tamafio de unos 30-50 nm y el nitruro de
titanio (TiN) se ha observado claramente. HRTEM se utiliza para determinar
el tamafo de la nanoparticula extremadamente pequefia y la distancia entre
los planos atdbmicos. Por ejemplo, la nanoparticula cubica de carburo de titanio
(Ti44C56) con tamafo de unos 12-18 nm tiene una distancia entre planos
atobmicos de 0,25 nm para los planos (111). El TEM puede proporcionar
informacion sobre el tamafio de las particulas, su distribucion y la morfologia
de las nanoparticulas. las nanoparticulas. Es la Unica técnica que permite
observar y medir directamente las particulas individuales. se observan y
miden directamente. El TEM también puede utilizarse para ver el grado de
dispersién o agregacion de las nanoparticulas (o particulas) en la matriz.
HRTEM puede proporcionar el grosor de la superficie en las NPs core-shell,
debido al contraste diferencial entre el ndcleo y la superficie. Sin embargo,
TEM requiere una preparacion elaborada de la muestra. Es lenta y se
examinan pocas particulas a la vez. a la vez. Por lo general, se traza un
histograma tipico entre la frecuencia de aparicion y el intervalo de tamafios.
Deben medirse entre 500 y 1000 particulas o granos para obtener datos

estadisticamente fiables sobre el tamafio medio de una muestra optima.

Cabe sefalar que la microscopia electronica es un método local y proporciona
informacion sobre el tamafio del objeto sélo en el campo de observacion. Sin
embargo, el area observada puede no ser verdaderamente representativa o
no abarcar todo el volumen de la sustancia. La microscopia electronica se

utiliza para examinar una seccion con un tamafio de 10 um x 10 um (es decir,
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10 cm?) de una muestra con una superficie de 1 cm?. En este caso, el area
examinada representa sélo una millonésima parte (es decir, 10) de toda la
superficie de la muestra, lo que probablemente no sea una representacion fiel
de la superficie real de la muestra. Por lo tanto, el examen por microscopia
electronica debe realizarse en varias zonas (0 secciones) para obtener
informacion promediada estadisticamente de toda la sustancia. EI TEM de
bajo voltaje se utiliza m&s comunmente para visualizar biomoléculas
adheridas a un nucleo de nanomaterial. La capa de biomolécula adherida
parece ser mucho mas pequefia de lo que se espera a partir de un analisis
DLS. Esto se debe a la diferencia en la naturaleza de la preparacion de la
muestra para la caracterizaciéon. En el TEM se toma una muestra seca,
mientras que en la técnica DLS se toman nanoparticulas en suspension.
Ademas, la tincion de las biomoléculas con agentes de contraste también

puede alterar los tamafios de los bioconjugados nanomateriales!58159,

La técnica de difraccion de electrones de area seleccionada (SAD) se utiliza
para obtener la informacion de difraccion de un é&rea pequefia de la muestra.
Para la SAD, la muestra se examina primero en modo imagen hasta que se

encuentra una caracteristica de interés.

A continuacion, se inserta la apertura intermedia (se retira la apertura del
objetivo) y se coloca alrededor de esta caracteristica. A continuacion, el
microscopio El microscopio pasa entonces al modo de difraccién. La SAD
puede realizarse en regiones de unos cientos de nanémetros a 1 um de
diametro. La SAD de una regién de tamafio inferior a este intervalo es dificil
de estudiar debido a la forma esférica de la region. debido a la aberracion
esférica del lente objetivo. Resulta util seleccionar una Gnica region cristalina
para analizarla a la vez y examinar la orientacién cristalogréfica entre dos
cristales. Como ya se ha comentado, la difraccion de electrones utiliza
longitudes de onda monocromaticas entre 0.0025 y 0.0037 nm. En cambio, la
DRX utiliza longitudes de onda monocromaticas entre 0.07 y 0.2 nm. Ademas,
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la difraccion de electrones se basa en el registro con fotoplacas o dispositivos
CCD, mientras que la DRX aplica lecturas goniométricas. Sin embargo, en el
caso de los nanomateriales con un tamafio <100 nm, la DUA presenta los
problemas de un tamafo de sonda efectivo elevado, de aproximadamente
unos 100 nm, y una baja relacion sefal-ruido de las nanoestructuras. Estas
dificultades pueden superarse utilizando la técnica de difraccion de electrones
de nanohaz (NBD), que utiliza un haz paralelo de tamafio nanométrico. En la
NBD, el haz de electrones se coloca exactamente sobre la nanoestructura de

interés y, a continuacion, se obtiene el patron de difraccion.

Existen varios modos de TEM. EI TEM convencional utiliza un haz de
electrones ancho, mientras que el TEM de barrido (STEM) utiliza un haz de
electrones enfocado a través de la superficie de la muestra de forma
rasterizada. Un haz de electrones focalizado se produce a partir de una fuente
La B6 que tiene una alta densidad de corriente y un diametro extremadamente
pequefio. EI STEM relne las caracteristicas del SEM y el MET. En éste, el
haz de electrones de alta energia se barre a través de la muestra permitiendo
la obtencién de muestras de espesores mayores. La tincién no suele ser

necesaria para los elementos de baja Z debido a una mayor

sensibilidad a la densidad/composicién de la muestra. La mayoria de los
instrumentos STEM son simplemente TEM convencionales con la adicién de
bobinas de barrido. Los STEM avanzados con correccion Los STEM
avanzados con correccion de la aberracion de la lente tienen limites de
resolucién tan bajos como 0,1 nm. El STEM acoplado con detector EDX lo
hace adecuado para técnicas analiticas, incluida la cartografia elemental.
HRTEM genera imagenes de las estructuras con una resolucion a nivel
atomico o mejor que ésta (es decir, sub-A) utilizando HRTEM con correccion
de aberraciones. En resumen, tanto el TEM como el SEM se utilizan
ampliamente debido a su gran resolucion espacial y sensibilidad a la

composicion.
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Apéndice 17.-Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Es una herramienta analitica sensible a la superficie que se utiliza para
examinar las composiciones quimicas, la formula empirica, el estado quimico
y el estado electrénico de la superficie de una muestra colocada al vacio
ultraalto. Se basa en la medicion de la energia cinética de los fotoelectrones
generados cuando la muestra se ilumina con radiacién de rayos X blandos
(1,5 keV). La interaccion de los rayos X con la capa superior de la muestra (de
unos pocos nandmetros de espesor) excita los electrones (denominados
fotoelectrones) de la muestra. Algunos de los electrones de la capa superior
~5 nm se emiten desde la muestra y pueden detectarse. Dado que se conoce
la energia de la radiacidn de rayos X (es decir, la energia fotdnica, hv) utilizada
y que la energia cinética (EK) puede medirse con un analizador, la energia de

enlace (Eb) puede determinarse mediante la siguiente ecuacion:
Eb == hv - Ek - O

donde ® es la funcién de trabajo del material. Los cambios en las energias de
enlace proporcionan informacion quimica adicional (por ejemplo, el estado de
oxidacion del elemento). La energia de enlace del electron expulsado es la
caracteristica de un elemento. El espectro XPS incluye los picos Si 2p (Si**y
Si%) y picos de Au 4f registrados a angulos de despegue de electrones de 90°
y 30°. A partir de las energias de enlace medidas, los elementos quimicos
pueden identificarse facilmente como correspondientes a Au® Si® y Si**. Se
puede observar que la relacion de intensidad XPS de los picos de los
elementos del nucleo y de la envoltura es independiente de los angulos de
despegue de los electrones'®®, angulos de despegue de los electrones®®. A
diferencia de la XPS, en la que se utilizan rayos X de energia relativamente
baja para expulsar los fotoelectrones, en la XPS se utilizan rayos X de energia

relativamente alta. energia relativamente baja para expulsar los fotoelectrones
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de un atomo mediante el efecto fotoeléctrico, la de masas de iones
secundarios (SIMS) bombardea una fuente de iones sobre la superficie de la

muestra y expulsa principalmente atomos neutros.
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Apéndice 17.- El espectro XPS de nanoparticulas de oro depositadas sobre un sustrato de silicio que

contiene una capa de 6xido de ~4 nm, registrada en angulos de despegue de electrones de 90° y 30°.
Apéndice 18.- espectroscopia UV-vis

La espectroscopia UV-vis se utliza ampliamente para caracterizar
cuantitativamente los nanomateriales. Se basa en la medicion de la absorciéon
de luz debida a transiciones electrénicas en una muestra. La longitud de onda
(A) de la luz necesaria para las transiciones electrénicas suele encontrarse en
la regién ultravioleta (A = 200-390 nm) y visible (A = 390-780 nm) del espectro
de radiacion electromagnética. Por ello, la espectroscopia de absorcion
electronica suele denominarse espectroscopia UV-vis . Segun la ley de Beer,
la absorbancia (A) puede determinarse a partir de la intensidad de la luz
incidente (10) y la intensidad de la luz transmitida (I) mediante la siguiente

ecuacion.
A=log lo/I= €lc= ac

En el texto se describe el uso de la espectroscopia UV-visible para determinar

propiedades 6pticas de nanomateriales. La ecuacion anterior que relaciona la
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concentracion de una solucion (c), la longitud del camino de la muestra (1), el
coeficiente de absorcion (a) y la absortividad molar (€). A través de mediciones
de lo (intensidad de la luz incidente) y | (intensidad de la luz transmitida), se
puede determinar experimentalmente la absorbancia (A). Conociendo tanto |
como c, se puede determinar el coeficiente de absorcion mediante la ecuacion
mencionada. Es importante destacar que el coeficiente de absorcion depende
de la longitud de onda y que la espectroscopia proporciona un espectro o
grafico que muestra la relacién entre a y A para una soluciéon o sélido de
muestra dado. Para evitar la saturacion de absorcion, la muestra solida debe
ser delgada. En la espectroscopia UV-visible, se divide un haz de luz
monocromatica (300-800 nm) en dos haces, uno de los cuales atraviesa la
muestra y el otro pasa por una referencia (anexo 18). La muestra debe tener
baja concentracion y estar libre de particulas extrafias o agregados. Después
de la transmision a través de la muestra y la referencia, ambos haces se
dirigen de regreso a los detectores de luz, como un tubo fotomultiplicador
(PMT) o un dispositivo de carga acoplada (CCD), donde se comparan. Si la
muestra absorbe luz a cierta longitud de onda, la luz transmitida se reducira.
Luego, se representa la intensidad de la luz transmitida en funcion de la
longitud de onda de la luz. Las muestras liquidas suelen colocarse en una
cubeta (o celda) que tiene caras planas y de cuarzo fusionado. El cuarzo se
utiliza comunmente porque es transparente tanto a la luz UV como a la

visible161.162,
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Apéndice 18.- Diagrama esquematico de la espectroscopia UV-vis para una muestra.

Apéndice 19.- Andlisis termogravimétrico

Los analizadores térmicos ayudan a determinar la cantidad de biomolécula
conjugada y la estabilidad térmica de los nanomateriales. El analisis
termogravimétrico (TGA) es el método que utiliza una balanza electrénica de
alta precision para determinar los cambios en el peso de una muestra al
aumentar la temperatura. Se utiliza ampliamente para caracterizar una
variedad de nanomateriales funcionalizados con agentes de acoplamiento,
tensioactivos, biomoléculas y moléculas de farmacos. Determina la estabilidad
térmica (es decir, las temperaturas de degradacion) y la cantidad de
constituyentes inorganicos, que suelen permanecer hasta el final de la
medicion debido a su alta resistencia térmica. También determina el nivel de
humedad absorbida o de volatiles organicos en los materiales. Normalmente,
los graficos de TGA muestran la pérdida de peso en funcion de la temperatura
o del tiempo (a temperatura constante). Los intervalos de temperatura tipicos
que pueden distinguirse son los siguientes la pérdida de humedad y
disolventes absorbidos hasta 150°C y la descomposicion de componentes

organicos entre 300°C y 500°C. Generalmente, el analisis TGA se lleva a cabo



bajo aire o un gas inerte.

El TGA en combinacién con la resonancia magnética nuclear (RMN) también
puede utilizarse para obtener informacion sobre el nUmero medio de ligandos
unidos a cada nanoparticula ligandos o unidos por nanoparticula o QD y el
grado de funcionalizacion de la superficie. El TGA también puede utilizarse de
forma fiable para evaluar la pureza de los nanomateriales. Sin embargo, el
TGA convencional consume varios miligramos de los nanomateriales y, por
tanto, la medicibn de muestras pequefas y peliculas finas con pequefas
modificaciones en la superficie estan por debajo de los limites del TGA
convencional. TGA a microescala (u-TGA) utiliza muestras del orden de 1 ug
y puede detectar cambios de masa inferiores a un nanogramo, mejorando asi
significativamente los limites de deteccion del TGA convencional. Calorimetria
diferencial de barrido (DSC) se utiliza para estudiar las temperaturas de
transiciones como la fusién cristalizacion, transicidon vitrea y temperatura de
descomposicion. Ademas de las energias de activacion y los exponentes de
crecimiento de grano, el DSC isotérmica puede distinguir entre crecimiento de
grano normal y anormal. La DSC es una técnica que compara la diferencia en
la cantidad de calor necesaria para aumentar la temperatura de una muestra
y una referencia. Tanto la muestra como la referencia se mantienen a la misma
temperatura bajo atmosfera controlada (oxidativa o inerte) durante todo el
experimento la muestra sufre una transformacion fisica (es decir, transicion de
fase o descomposicion térmica), se requiere mas 0 menos calor en
comparacion con la referencia para mantener ambas a la misma temperatura.
La ganancia o pérdida de calor de la muestra depende de si el proceso es
exotérmico o endotérmico. Por ejemplo, los puntos de fusion de los solidos
requieren mas flujo de calor hacia la muestra; por lo tanto, estos procesos son
endotérmicos, mientras que las descomposiciones térmicas (por ejemplo, los
procesos de oxidacion) son en su mayoria eventos exotérmicos. Un evento

exotérmico o endotérmico en la muestra da lugar a una desviacion en la
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diferencia entre los dos flujos de calor a la muestra de referenciay a la muestra

desconocida, y esto da lugar a un pico en la curva DSC.

El DSC traza el flujo de calor (o capacidad calorifica) a la muestra en funcién
de la temperatura (o tiempo) durante el calentamiento dinamico. La diferencia
en el flujo de calor entre la muestra y la referencia también proporciona la
cantidad de energia absorbida o liberada durante dichas transiciones.
transiciones. Esta informacién puede obtenerse integrando el pico y
comparandolo con una transicion dada de una muestra conocida. Durante el
calentamiento de una muestra policristalina en un DSC, se produce una
liberacion de la entalpia interfacial del grano debido al crecimiento del grano.
En contraste con los granos convencionales de tamafio micrométrico, el
crecimiento de grano de los granos a nanoescala (ca. 10-20 nm) libera una
cantidad mensurable de entalpia debido a la elevada relacién
interfacial/volumen en los materiales nanoestructurados. en los materiales
nanoestructurados 163164165 Ademas, el DSC puede utilizarse para averiguar
el cambio en la temperatura de Curie de una ceramica ferroeléctrica*® y los
puntos de fusion de nanoparticulas y nanocables a medida que se reduce su
tamafo. EI DSC también proporciona la temperatura de fusion y la entalpia de
transicion de los tioles alcanos con longitudes de cadena que contienen
atomos de carbono >12, que sobre nanoparticulas metélicas. Tanto las
temperaturas de fusion como la entalpia aumentan al aumentar la longitud de

la cadena de los tioles62,
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Apéndice 19.- Equipo de Analisis termogravimétrico

Apéndice 20.-Potencial Z

La medicion del potencial zeta ({) de un nanopolvo en solucion proporciona
informacion sobre la carga neta que tiene una nanoparticula o0 una
nanoparticula modificada. Proporciona informacion sobre estabilidad de la
nanoparticula. El potencial  suele determinarse aplicando un campo eléctrico
a través de una muestra y midiendo la velocidad a la que las especies
cargadas se mueven hacia el electrodo. Esto es proporcional al potencial . El
potencial { también puede utilizarse para inferir la estabilidad de las particulas;
los valores >30 mV indican estabilidad, mientras que los valores <30 mV
representan particulas con tendencia a la aglomeracion o inestabilidad. Hay
muchos factores entre los que se incluyen el pH, la concentracion, la fuerza
ionica de la solucién, la temperatura, la radiacion y la naturaleza de los
ligandos superficiales que pueden influir en la estabilidad de las particulas.
naturaleza de los ligandos superficiales que pueden influir en la estabilidad de

las nanoparticulas y, por tanto, en el  potencial64.166
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En la siguiente figura se explica como es el funcionamiento del equipo cuando
se miden los parametros de una muestra. En primer lugar, se emplea un laser
(1) para suministrar una fuente de luz que ilumine las particulas dentro de la
muestra; para medir el potencial zeta, esta fuente de luz se divide para crear
un haz Incidente (A) y un haz de Referencia(B). Ademas, el haz de Referencia
se 'modula’ para generar el efecto Doppler necesario. El rayo laser (2)
atraviesa el centro de la celda de muestra, y se detecta el haz de dispersion a
un angulo de 12.8°.

Cuando se aplica un campo eléctrico a la celda, cualquier particula que se
mueva a través del volumen de medicion hard que la intensidad de luz
detectada fluctie con una frecuencia proporcional a la velocidad de la
particula. Un detector (3) envia esta informacién a un procesador de sefiales
digital(4). Luego, esta informacion se envia a una computadora(5), donde el
software Zetasizer produce un espectro de frecuencia a partir del cual se
calcula la movilidad electroforética y, por lo tanto, la informacion del potencial
zeta. La intensidad de la luz dispersada dentro de la celda debe estar dentro
de un rango especifico para que el detector la mida correctamente. Si se
detecta demasiada luz, el detector se sobrecargara. Para superar esto, se
utiliza un "atenuador"(6) para reducir la intensidad del laser y, por lo tanto, la
intensidad de la dispersion.

En muestras que no dispersan mucha luz, como particulas muy pequefias o
muestras de baja concentracidén, es necesario aumentar la cantidad de luz
dispersada. El atenuador permitira automaticamente que pase mas luz hacia
la muestra. Por otro lado, en muestras que dispersan mas luz, como particulas
grandes o muestras de mayor concentracion, se debe reducir la cantidad de
luz dispersada. El atenuador reducira automaticamente la cantidad de luz que

atraviesa la muestra.
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Para corregir cualquier diferencia en el grosor de la pared de la celda y la
refraccion del dispersante, se instalan Opticas de compensacion (7) en el
camino del haz de dispersion para mantener la alineaciéon de los haces
dispersados. 167

Apéndice 20.- Equipo de potencial z, diagrama paso por paso que se aplica en una medicion.

Apéndice 21.- Material utilizado y caracterizacion

Los materiales utilizados fueron, semillas de aguacate se recolectaron de un
arbol local de Cuernavaca Morelos cultivado organicamente. Todas las sales,
como AgNO3 (99%), FeSO4 (99%), HgCl2 (99.5%), NiSO4 (98%), CuClz (97%)
0 K2Cr207 (99%) se obtuvieron de Sigma Aldrich, NiSO4, CdCl2, ZnCl y
Mg(NO3s) y PbCl2 se obtuvieron de Fermont y Rodamina 6G de la empresa

Hycel. El agua desionizada se empled en todos los experimentos generales.

La preparacion de las soluciones a 10 mM de metales pesados se realizo las

la siguiente ecuacion

Masa (g) = Concentracion (mol/L) * Volumen (L) * Formula Peso (g/mol).

Por ejemplo, para preparar la solucion de PbCl2 se hizo lo siguiente:
Masa (g) = 0.01 mol/L * 0.05 (L) * 278.1 (g/mol).

Masa (g)= 0.13905 g
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Las diluciones a diferentes concentraciones se realizaron con la siguiente

ecuacion
C1Vi= CoV>
Donde:
C1= Concentracion 1
V1= Volumen 1
C.= Concentracion 2
Vo= Volumen 2

Si se quiere preparar una dilucion de 2 mM a partir de una solucién madre de

10 mM a un volumen de 5 ml:
V= ((2 mM) (5mL))/10 mM
V=1mL

Los instrumentos de caracterizacion fueron los siguientes: La absorbancia se
obtuvo utilizando el espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 950, y los
espectros de fluorescencia se midieron a través del espectrémetro de
fluorescencia Varian Cary Eclipse. Los espectros de FTIR se registraron
utilizando el espectrofotometro Varian 660-IR, las mediciones de XRD se
realizaron con el equipo PANalytical Xpert3, los experimentos de XPS se
llevaron a cabo en un equipo Thermo Scientific Escalab 250Xi, el potencial Z
se midi6 utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano series, y las imagenes
de TEM se obtuvieron a través de un TEM-JEOL JEM-2010.
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Sello electrénico

YOGESH KUMAR | Fecha:2023-06-13 10:29:42 | Firmante
xhbDoXINInpUagfwOYAGLNEFQ1/XI8pvutXpaaKYqg2mlpYP7zlgilykn/+qqUtx3tog51xe+NxCuuWgkUyjOXCgR4KXffaNkw1l1lnHotpRTL77R6vVIMABjQy73eAhM53UiUnVAAZPCwk
bY2IbM7hMBAybnwY CknRgKi8iUo+y/d/EQk3kh/x83LX6KzM4EINxdStGnQC+hs9XkvgQqnlFOJrfk2zBRPCDIEDpiSufijSQolgPdbD6I0VkuVVkea9uaZVVM+5E612W6N1triglcagb
PmwJzFU0S024RYqaAQtEYf7aPOE9rx3ZWejKy8x3p7r8E7mpS+Em3R5sTaoCObg==

VICTOR BARBA LOPEZ | Fecha:2023-06-13 10:48:50 | Firmante

0p5AdQU20nUa4stWSTuYr6KUDGACxM15yQIp95+EHIz/GGJos4ct+xweZB8J25xNifY n9guQZtnkglnVuyFYtDEAqwTT0J/gytCVosY3mIir3urCSh7jVZp7gxe3m0i7LmCyum3UG8i
kpzZM9PpZhPMPPtM3zmIQ+ZXcACupQcWOZBE93nFw6s9HOY 1ad/+k6FSj+hvfiy6Cdyhg4uhlF/YCegD+8MVp6L1ACBjJ4vF9ilIMmaZevpBTgCdxbP8QWVRKbXGHilUu+FSLBz
Sracidg0cZU5Wr7dXR+H1J0Ps41KX|l5njiulHiS4t50ZJ6uqzKwA6aBdglvifQ8akesbQ==

VIVECHANA AGARWAL | Fecha:2023-08-02 22:06:02 | Firmante

¢l287QQiboZQ2ziWVv13ftkj1ISFPIMB8pjBUUIMUE1WCIENY 7r76sYtPpAdh1IMNQVESCIRQKNO9NBwekOgrFntLgKN/uKUzhelPEHInWPbVZsKKdozR4v7siFhjBgJ3HIW+OxB2hzs
Hem9M53dVVal6BIHWY5Zd16ALFQbEUGCq+81sploGs5xAgq7me+lugrU+ID7X5ALkbQPBfGWmMRCoel/IOXAlkcDZe2u9Qo/OvC35TaP0gZMR4n6N5almzipyzadVj/ZJJug3NEX
QClpZ+gMQUCIN1LR4bMEt4KF6LryDZ/KlIbJoTjHQNfluFOznklyMfgQkknutSkAfgJUA==

MIRIAM RANGEL AYALA | Fecha:2023-08-07 13:02:10 | Firmante
PRyOBgg/3ijuRNAIJTygkn2eCUg3/urxhdmYRvMCIWAZW8x8wUyR3AL3BTGdBEI4sOUEX1ZjpE5gPn8vghqZ1zN7iaNIxXuMR/Ek8A21VJIZbST90dBXL84J/g3GvdT3mMNIFzvNrdy
H+WOmovPog2I0AgWHjp99sVnhv423JaM2ylkO4WEpoa2DHNVW9AUSZOS0Cq2vPUiIKMcOEDpdykoL 36 GOJ3sgW2ks8J2KecVcer+iibE39DrPOhXp5K5Iph7bS/8Ku703QHP5SXE
MPyMa54xFirdjQHVmzXSEZXu2npTwTYf/WtTrlgBh1fdI832wzOhn1bnwNaM9VSOHoZ0BfYmg==

EDGAR EDUARDO ANTUNEZ CERON | Fecha:2023-08-18 12:35:42 | Firmante

shJ3IXFs6gqlU14yBMGalzBCgx6hWejDPK9/RDrQetRnKnvr5qv6 OHGDIPRQpueqU68onD1dQEHQBgN33C9qYJYtgDoCEy2Qn5s9uQTyoSPoPdpdPX7NHJI5xpgXbxOJWShezt
3wkFHKEYZoqg/xSxvYnypDuvEP6L6slcgrkbgwVclFmvigdH3/dXJ4llknJhaus6sdhPVmAHGEHK{IN3h+MoZi5eTjBATZXeyTWbeelKTvMwjalL4c20HxKJyqY CgSi+vM7gqtFLutFy20
XLig2sO+VmvvFDHx+T3F/alébixDDgT4ud6jdJ8QSM9IBZfhvaxZtDg/Z+jxd6n/ASUFOfOA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

m1BpPiQJL

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/7rWuem4tQ62UgfogNCtzCBQCtluAKmt
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