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Resumen y Abstract IX

Resumen

SINTESIS DE PUNTOS CUANTICOS DE CARBONO OBTENIDOS A PARTIR DE
CASCARA DE CHONTADURO: FUNCIONALIZACION CON BIOMOLECULAS Y
APLICACION EN LA DETECCION DE IONES Hg?*, Pb?*y As®

En diversos paises a nivel mundial donde se practican actividades industriales, los iones
mercurio (Hg?"), plomo (Pb?) vy arsénico (As®) altamente téxicos se liberan
incontrolablemente al medio ambiente. Detectar los iones Hg?*, Pb?* y As®*" con buena
sensibilidad y selectividad es de gran importancia. En este trabajo, se reporta por primera
vez la obtencion de manera facil y de bajo costo de puntos cuanticos de carbono dopados
con nitrdgeno (N-CQDs) a partir de cascaras de chontaduro (Bactris gasipaes), mediante
la sintesis en un solo paso asistida por microondas. Estos materiales mostraron alta
solubilidad en agua y un rendimiento cuantico de fluorescencia en el visible del 20,5%. Se
realizé la modificacién de la superficie de los N-CQDs con L-cisteina (N-CQDs/CYS), L-
histidina (N-CQDs/HIS) y L-fosfoserina (N-CQDs/FOS), mediante una reaccion quimica
(conocida como acoplamiento de amida) entre los grupos amino de los aminoacidos y los
grupos carboxilo de los N-CQDs, este acoplamiento fue caracterizado mediante FT-IR y
XPS. Las nanoparticulas de N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS también
exhibieron alta solubilidad en agua, y se caracterizaron mediante UV-VIS y fluorescencia,
obteniendo un rendimiento cuéntico de fotoluminiscencia (®r.) del 25,4 %, 23,0%, 19,9%
y una superficie con grupos tiol (de la L-cisteina), grupos imidazol (de la L-histidina) y

grupos fosfato (de la L-fosfoserina) correspondientemente.

Los N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS detectaron eficientemente los iones Hg?",
Pb?" y As®* respectivamente (en medio acuoso) lo cual se comprobd por medio de la
disminucion de su fluorescencia, reportando para los N-CQDs/CYS una sensibilidad de
4,1x10* M1 con un limite de deteccion (LD) de 0.20uM, para los N-CQDs/HIS una
sensibilidad de 1,2x10* M? con un LD de 0.070uM y para los N-CQDs/FOS una
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sensibilidad de 3,0x10* M con un LD de 0.34uM. Los N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-
CQDs/FOS evidenciaron una mayor selectividad a los iones Hg?, Pb% y As®*
correspondientemente sin interferentes significativos que los afecten, excepto para los N-
CQDs/HIS que tuvieron como interferentes el Cu?* y el Cd?*.

La funcionalizacion estratégica en la superficie de los N-CQDs con aminoécidos L-cisteina,
L-histidina y L-fosfoserina, les brindé una eficiente deteccion, elevada sensibilidad y
selectividad a los N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS. Se realizaron mediciones
de fluorescencia resuelta en el tiempo para estudiar la forma en que ocurria el apagado
de la fluorescencia, cuando estaban los iones Hg?* presentes en los N-CQDs/CYS se
evidencié un mecanismo de quenching de fluorescencia estatico, debido a la formacién de
un complejo de coordinacién no fluorescente en el estado basal entre los iones Hg?* y el
grupo tiolato de los N-CQDs/CYS. Asimismo, la presencia de los iones Pb?* en los N-
CQDs/HIS genera un quenching de fluorescencia estéatico debido a la formacién de un
complejo de coordinacion entre los iones Pb?* y el grupo imidazol de los N-CQDs/HIS.
Finalmente, la presencia de los iones As®* en los N-CQDs/FOS generd también un
guenching de fluorescencia estatico debido a la coordinacién de los iones As®* al grupo
fosfato de los N-CQDs/FOS. Los resultados indican que los nuevos materiales N-
CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS, al ser modificados superficialmente dirigieron
la selectividad a los iones Hg?*, Pb?* y As®* correspondientemente, dotandolos de gran
potencial para ser usados en la deteccion fluorescente de manera selectiva, sensible, de

estos iones en medio acuoso de una forma facil y econémica.

Palabras clave: Chontaduro, Quenching Estatico, Fluorescencia, Puntos Cuanticos

de Carbono
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Abstract

SYNTHESIS OF CARBON QUANTUM DOTS FROM PEACH PALM PEELS:
FUNCTIONALIZATION WITH BIOMOLECULES AND APPLICATION IN Hg?", Pb?" and
As* IONS DETECTION

In many countries around the world where industrial activities are practiced, highly toxic
mercury (Hg?"), lead (Pb?") and arsenic (As®*) ions are released uncontrollably into the
environment. Establishing an effective strategy for the determination of Hg?*, Pb?* and As®*
with good sensitivity and selectivity is of great importance.

In this work, the easy and low-cost preparation of nitrogen-doped carbon quantum dots (N-
CQDs) from peach palm peels (Bactris gasipaes) is reported for the first time by using a
one-step microwave-assisted synthesis. These materials showed high water solubility and
a visible fluorescence quantum yield of 20.5%. The surface of the N-CQDs was modified
with L-cysteine (N-CQDs/CYS), L-histidine (N-CQDs/HIS) and L-phosphoserine (N-
CQDs/FOS), using a chemical reaction (known as amide coupling) between the amino
groups of the amino acids and the carboxyl groups of the N-CQDs. This coupling was
characterized by FT-IR and XPS. The N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS and N-CQDs/FOS
nanoparticles also exhibited high water solubility and were characterized by UV-VIS and
fluorescence, showing a photoluminescence quantum yield (®r.) of 25.4%, 23.0%, 19.9%
and a surface with thiol groups (from L-cysteine), imidazole groups (from L-histidine) and

phosphate groups (from L-phosphoserine) respectively.

The N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS and N-CQDs/FOS efficiently detected Hg?*, Pb?* and As®*
ions respectively (in agueous medium) through the decrease in their fluorescence,
reporting for the N-CQDs/CYS a sensitivity of 4.1x10* M with a detection limit (LD) of
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0.20uM, for the N-CQDs/HIS a sensitivity of 1.2x10* M with a LD of 0.070uM and for the
N-CQDs/FOS a sensitivity of 3.0x10* M with a LD of 0.34uM. The N-CQDs/CYS, N-
CQDs/HIS and N-CQDs/FOS were correspondingly selective for Hg?*, Pb?" and As®* ions
with no significant interfering agents, except for the N-CQDs/HIS which had Cu?* and Cd?*
as interfering agents.

The strategic functionalization of the N-CQDs surface with L-cysteine, L-histidine and L-
phosphoserine amino acids provided N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS and N-CQDs/FOS with
efficient detection, high sensitivity and selectivity. Time-resolved fluorescence
measurements were performed to study the way in which fluorescence quenching
occurred. When Hg?' ions were present in the N-CQDs/CYS, a static fluorescence
guenching mechanism was evidenced, due to the formation of a non-fluorescent
coordination complex in the ground state between the Hg?* ions and the thiolate group of
the N-CQDs/CYS. Likewise, the presence of Pb?" ions in the N-CQDs/HIS generates a
static fluorescence quenching due to the formation of a coordination complex between the
Pb2* ions and the imidazole group of the N-CQDs/HIS. Finally, the presence of As®*  ions in
the N-CQDs/FOS also generated a static fluorescence quenching due to the coordination
of the As®" ions to the phosphate group of the N-CQDs/FOS. These results indicate that
the new N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS and N-CQDs/FOS materials which were surface
modified, guided the selectivity to the Hg?*, Pb?* and As®" ions respectively, providing them
great potential to be used in the selective and sensitive fluorescent detection of these ions

in aqueous medium in an easy and economical way.

Keywords: Peach palm, static quenching, fluorescence, carbon quantum dots.
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Introduccioén

Los metales pesados son elementos de naturaleza metalica que pertenecen a las familias
de los metales de transicién, metaloides, actinidos y lantanidos (reporte técnico de la
IUPAC) [1]. Se caracterizan por tener pesos atomicos entre 63.5 y 200.6 g/mol, alta
densidad (generalmente mayor a 4 g/cm?), y toxicidad a bajas concentraciones. Entre los
metales pesados se encuentran por ejemplo el hierro, cobre, zinc, mercurio, plomo,
arsénico, entre otros [2,3]. Por lo general, se considera que estos metales son
perjudiciales, pero muchos resultan esenciales para el crecimiento de plantas y animales.
Por otro lado, el mercurio, plomo y arsénico se caracterizan por ser metales pesados

sumamente toxicos incluso a concentraciones tan bajas como 15 pg/L [4-6].

El mercurio, es conocido como la neurotoxina mas potente que afecta la fisiologia humana,
siendo los iones Hg?" su forma mas letal. De hecho, el envenenamiento por mercurio,
estrechamente ligado a la contaminacion ambiental, se ha asociado con diversas
enfermedades del sistema nervioso central [7-9]. El plomo es ampliamente utilizado en
pigmentos, tuberias de agua, baterias de almacenamiento, etc. Especificamente, los iones
Pb?* se acumulan facilmente en el sistema nervioso y cardiovascular humano generando
problemas en la salud [10]. Por otro lado, los iones As*" han evidenciado una amplia gama
de acciones venenosas [6]. Debido a su alta toxicidad, obtener un método de deteccion
econdmico, facil de usar y con buena selectividad a estos iones metalicos pesados es

sumamente importante.

Técnicas tradicionales que incluyen, espectroscopia de absorcion/emision atémica,
espectroscopia Auger, espectrometria de masas y espectroscopia de absorcion de rayos
X, requieren de equipos sofisticados y la preparacion de las muestras tiende a ser
compleja. Ademas, se caracterizan por ser costosos, de dificil acceso y largos tiempos de
andlisis. Por otra parte, La deteccién de metales pesados usando sensores Opticos tiene
varias ventajas, como lo son su rapido y bajo costo de analisis, y no requerir de equipos

sofisticados o de dificil acceso [11-13].
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Hasta el momento, se han desarrollado diferentes sensores Opticos para la deteccion de
iones metalicos pesados, como por ejemplo moléculas orgénicas, nanoparticulas (NPs)
metdlicas y puntos cudnticos inorganicos [13-15]. Sin embargo, todos estos materiales
mencionados tienen diferentes desventajas ya que pueden sufrir de complejas rutas de
sintesis que involucran precursores caros o toxicos. Ademas, también pueden poseer baja
estabilidad a la luz y al agua, siendo susceptibles a aglomerarse en medio acuoso y foto-

oxidarse perdiendo asi sus propiedades 6pticas [16,17].

Es importante resaltar que nuestro grupo de investigacién patenté por primera vez en
Colombia el tinico método de deteccion éptico de iones mercurio usando puntos cuanticos,
gue serdn de gran utilidad para investigar problematicas ambientales en el pais

relacionadas al mercurio [18].

Los puntos cuénticos de carbono o por sus siglas en ingles CQDs (Carbon Quantum Dots),
son un nuevo miembro de nanoparticulas de carbono que han atraido mayor interés de los
investigadores [10]. Se caracterizan por tener una estructura esférica con un tamafo
inferior a los 10 nm, tienen diferentes propiedades 6pticas (absorcién y fluorescencia) y se
destacan por presentar elevada fluorescencia en el visible. Ademas, de que la
fluorescencia emitida depende de la longitud de onda de excitacion [19]. Adicionalmente,
se resalta el hecho de que los CQDs pueden ser preparados de manera sencilla y directa

con materiales precursores econdémicos, renovables y ambientalmente amigables [20,21].

Los CQDs pueden ser obtenidos a partir de carbén [21], nanotubos de carbono [22],
moléculas organicas y biopolimeros [23-25]. Recientemente se han dedicado grandes
esfuerzos en la obtencién de estas nanoparticulas a partir de fuentes naturales como
vegetales y frutas [12,26,27]. Sin embargo, todavia hay pocos trabajos en el
aprovechamiento de residuos provenientes de fuentes naturales, como las cascaras de
frutas para la obtencion de CQDs y ninguno utilizando céscara de chontaduro (Bactris

gasipaes), siendo estrategias de sintesis verde, econdémica y de baja toxicidad [27].

La céscara de chontaduro es un residuo orgénico que tienen dentro de su composicién
diferentes compuestos que bajo condiciones adecuadas pueden ser precursores

carbonaceos de CQDs [28]. Adicionalmente, los CQDs pueden ser obtenidos a partir de
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calentamiento por irradiacion con microondas de una fuente carbonacea, presentando
diferentes ventajas en la sintesis como, por ejemplo, calentamiento rapido y homogéneo
gue genera un ahorro de tiempo y energia, optimizacion de rendimientos y condiciones de
reaccion [29-31].

Ademds, para mejorar las propiedades oOpticas, los CQDs pueden ser dopados con
nitrégeno para formar los N-CQDs [32]. Sin embargo, estos CQDs no poseen sitios de
reconocimiento superficial que generen cierta afinidad a un analito de interés, por tal
motivo, para aumentar la afinidad hacia un analito, los N-CQDs pueden ser modificados
superficialmente (funcionalizados) con moléculas estratégicas dotandolos de mayor
selectividad y reconocimiento hacia un analito para su posterior deteccién [21,33]. La
funcionalizacion de los N-CQDs se puede hacer con biomoléculas, en este caso
aminoacidos como L-cisteina (CYS) una base blanda, L-histidina (HIS) una base
intermedia o L-fosfoserina (FOS) una base dura, lo que les podrian brindar mayor afinidad
a los iones metalicos como Hg?* (acido blando), Pb?* (4cido intermedio) o As®** (acido duro)
respectivamente. Esta mayor afinidad quimica se debe a la fuerte estabilidad que tiene los
acidos blandos, intermedios y duros con sus correspondientes bases blandas, intermedias
y duras, que viene descrito en la teoria de Pearson, por sus siglas en ingles HSAB (Hard-
Soft-Acid Base) [34-36].

Las destacadas propiedades de los N-CQDs, como su elevada fluorescencia y solubilidad,
estabilidad en agua y a la irradiacibn con luz, ademas, de la posibilidad de ser
funcionalizados superficialmente con biomoléculas estratégicas y la variacion de sus
propiedades Opticas (fluorescencia) en presencia de iones metalicos pesados, los hacen
buenos candidatos para ser usados eficientemente en la deteccién fluorescente de los
iones Hg?*, Pb?" y As®*" de una forma sencilla y econémica [37]. Sumado a lo anterior, los
N-CQDs pueden ser sintetizados de forma sencilla usando precursores econémicos,
disponibles y de muy baja toxicidad, en contraste a los demas sensores basados en

moléculas orgénicas, nanoparticulas metalicas y puntos cuanticos inorganicos.

Basado en todo la anterior, en este trabajo se obtuvieron por primera vez puntos cuanticos
de carbono dopados con nitrégeno (N-CQDs) a partir de las cdscaras de chontaduro
(Bactris gasipaes) mediante irradiacién con microondas. La superficie de los N-CQDs se

funcionaliz6 mediante una reaccion de acoplamiento de amida con aminoacidos como la
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L-cisteina (N-CQDs/CYS), L-histidina (N-CQDs/HIS) y L-fosfoserina (N-CQDs/FOS),
formando tres materiales N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS, que se aplicaron en
la deteccion fluorescente de los iones Hg?*, Pb?* y As®* respectivamente, de manera

sencilla 'y econémica.



1. Marco teoérico y estado del arte

1.1 Fundamentos de los CQDs

Los puntos cuanticos de carbono o por sus siglas en ingles CQDs (Carbon Quantum Dots)
fueron descubiertos por primera vez aproximadamente hace 15 afios [38]. Su
descubrimiento fue un evento accidental, debido a que se obtuvieron de la sintesis de
nanotubos de carbono por el método de arco-descarga. Los investigadores reportaron que
habian obtenido carbono fluorescente y que diferentes fracciones de este material emitian
diferentes colores. Adicionalmente, ellos hicieron reaccionar el material con HNOs3,
reportando que habia mejorado su solubilidad en agua y su fluorescencia. Ellos

denominaron a este nuevo material como nanocristales de carbono [39].

Desde el momento de su descubrimiento los CQDs se han estudiado ampliamente,
logrando elucidar algunas caracteristicas importantes. No obstante, es importante resaltar
gue aun hay mucho por investigar y muchas de sus propiedades no tienen adn una
explicacién clara. Los CQDs son nanoparticulas generalmente esféricas, fluorescentes y
con un tamafo por lo general inferior a 10 nm [40]. Debido a su pequefio tamafio estas
NPs de carbono, sufren del efecto de confinamiento cuantico. El confinamiento cuantico
es un fendmeno que se da cuando particulas o un sistema de particulas cuanticas estan
limitadas en un espacio muy pequefio, por lo general nanométrico, bajo estas condiciones
la energia de las particulas o del sistema dependen del tamafio afectando asi sus
propiedades opticas [19]. Adicionalmente, debido a su tamafio nanométrico, la quimica de
su superficie juega un papel fundamental, modificando considerablemente sus

propiedades Opticas, eléctricas, estructurales y de solubilidad [32,41,42].

Los CQDs estan compuestos de un nucleo carbonaceo, conformado por capas apiladas
con estructura tipo grafeno [19]. Ademas de su nucleo rico en carbono éstos materiales

pueden tener una superficie con grupos funcionales basados en oxigeno y/o nitrégeno [43—
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45], como se puede ver en la figura 1-1. Estos grupos funcionales le aportan cierta
solubilidad, estabilidad y modifican considerablemente las propiedades Opticas de los

materiales.

Figura 1-1: Representacion esquematica de los CQDs.
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Nombre de la fuente: Autores

No hay que confundir a los CQDs con los puntos cuanticos de grafeno o por sus siglas en
inglés GQDs (Graphene Quantum Dots). Aunque los GQDs han sido percibidos como
entidades morfoldgicas distintas, su estructura y propiedades fotofisicas son similares a
las de los CQDs. La mayor distincién entre GQDs y los CQDs se debe a la forma general
de las nanoparticulas, por un lado, los CQDs se constituyen por nanoparticulas con forma
isotrépicas (esféricas) que comprenden varias capas de grafeno, mientras que los GQDs
tienen nanoparticulas que adoptan forma de disco, comprendidas por pocas capas de
grafeno. Adicionalmente, varios estudios destacan el uso principal de los métodos top-
down (de arriba hacia abajo) para la fabricacién de GQDs, en comparacién con las técnicas
de sintesis quimica bottom-up (de abajo hacia arriba) empleadas en el caso de los CQDs

a partir de precursores moleculares [19].

1.2 CQDs: dopaje y funcionalizacion

Como ya se menciond, los CQDs tienen un nucleo carbonéceo por lo general de tipo
grafitico, compuesto de carbonos con hibridacion sp2 y tienen fragmentos aromaticos
provenientes de las capas tipo grafénicas [19,46]. Por otro lado, su superficie puede tener

grupos funcionales que provienen de los heterodtomos de los precursores. Por lo general,
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los precursores de los CQDs son ricos en carbono y oxigeno, pero tienen bajo contenido
de nitrogeno (N). Lo anterior conlleva a que estas NPs tengan baja solubilidad, estabilidad
y deficientes propiedades Opticas [21,33]. Por tal razén, los CQDs deben doparse con
moléculas ricas en nitrégeno, como aminas. Los CQDs dopados con nitrdgeno N-CQDs
(ver Figura 1-2) por lo general tienen elevadas propiedades oOpticas (fluorescencia)
provenientes de los electrones no enlazantes de los grupos funcionales auxocromos

principalmente amino (NH>) [33,42].

Figura 1-2: Representacién esquematica de los N-CQDs.
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Nombre de la fuente: Autores

La desventaja de los CQDs o N-CQDs en aplicaciones como sensores, es que
comunmente tienen una superficie rica en grupos funcionales tales como, -OH, -COOH, -
NH., que les generan bajo reconocimiento a un analito o sitio de interés. Por tal razon,
estos materiales pueden ser modificados superficialmente (funcionalizados) con moléculas
que tengan cierta afinidad quimica a un analito para una aplicacion en especifico [21,33].
Para esto, las moléculas se pueden funcionalizar por medio de enlaces covalentes 0 no
covalentes. En la modificacion superficial por enlaces covalentes tenemos reacciones de
acoplamiento de amida [47], esterificacion [48], silanizacion [49], y sulfonacién [50]. Por
otro lado, por enlaces no covalentes, tenemos, modificacién via coordinacion, interacciéon
T y electrostatica [33]. Todas estas estrategias de funcionalizacion de CQDs se han
trabajado en la literatura, pero las que se usan con mayor frecuencia son las
modificaciones covalentes, en especial la de acoplamiento de amida, como se puede ver

en la figura 1-3.
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Figura 1-3: Representacion esquematica de la funcionalizacion a través de una

reaccion de acoplamiento de amida
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Nombre de la fuente: Autores

1.3 Métodos de sintesis y precursores de los CQDs

La preparacién de CQDs es muy versatil, éstas materiales se pueden obtener por diversos
métodos y a partir de diferentes precursores. Como métodos de sintesis tenemos los
métodos fisicos y quimicos. Entre los métodos fisicos, esta la sintesis por ablacion laser y
tratamiento con plasma [51,52]. Por otro lado, entre los métodos quimicos tenemos la
sintesis hidrotermal, pirolisis y microondas. Cabe resaltar que en la actualidad los métodos
guimicos son los mas usados [30,53,54], El calentamiento por irradiacion con microondas
parece ser mas efectivo en comparacion con el calentamiento convencional hidrotermal,
debido a que la irradiacion con microondas proporciona un calentamiento interno
energéticamente eficiente mediante el acoplamiento directo de la energia de microondas
con los dipolos presentes en la mezcla de reaccién, como por ejemplo el solvente que
puede ser agua. Esta interaccién directa da como resultado velocidades de calentamiento
rapidas que no son reproducibles con el calentamiento convencional hidrotermal [31],
presentando diferentes ventajas en la sintesis como, por ejemplo, calentamiento rapido y
homogéneo que genera un ahorro de tiempo y energia, optimizacion de rendimientos y

condiciones de reaccion [29-31].

Hoy en dia, diferentes moléculas quimicas, carbohidratos, polimeros y carbon se han

usado como precursores para la obtencién de CQDs. Por ejemplo, se ha reportado la
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sintesis de CQDs a partir de acido citrico [52], &cido folico [55], &cido ascorbico [56],
glucosa [57], quitosan [58], polietilenglicol (PEG) [59], y carbdn [60]. Pero el gran desafio
se ha dirigido en la obtencion de CQDs a partir de fuentes naturales como frutas y mas

aun en sus residuos, como por ejemplo las cascaras.

Wang et al [56]., obtuvieron puntos cuanticos de carbono dopados con boro (B-CQDs) a
partir de acido ascorbico y acido bérico (H3BO3) usando como solvente agua. La sintesis
se realizé por el método hidrotermal, usando la autoclave y calentando a 180 °C por 9 h.
Los B-CQDs obtenidos tuvieron un diametro de 10 nm y una elevada fluorescencia.
Siguiendo el enfoque anterior, Mohapatra et al [61]., prepararon puntos cuanticos de
carbono dopados con nitrogeno y azufre (N, S-CQDs) por el método hidrotermal a partir de
acido 3-mercaptopropidnico y diferentes poliaminas (etilendiamina, dietilentriamina vy
trietilentetraamina), observando un aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia
(®Pr) de las NPs a medida que se dopaba con la poliamina de mayor contenido de

nitrégeno, manteniendo las mismas concentraciones.

Por otra parte, Sahu et al [46]., sintetizaron CQDs por el método hidrotermal, calentando a
120 °C por menos de 150 min, utilizando como precursor jugo de naranja que es rico en
acido ascorbico, acido citrico, y fructosa. Los CQDs obtenidos tuvieron un ® del 26 %, una
alta fotoestabilidad y baja toxicidad. Siguiendo un enfoque parecido, Wang et al [27].,
prepararon CQDs por un método verde e hidrotermal de un solo paso a partir de papaya
como fuente natural de carbono. Las NPs de carbono obtenidas, tuvieron un ® del 18,98
% vy fueron solubles en agua. Bandi et al [62]., obtuvieron N-CQDs usando como
precursores bayas azules y la etilendiamina (EDA) como fuente de nitrdgeno. Las NPs
mencionadas fueron obtenidas por el método hidrotermal calentando a 180 °C en la
autoclave por 10 h. La superficie de los N-CQDs obtenidos, poseian grupos funcionales
ricos en nitrdgeno como -NH,, confiriéndoles excelentes propiedades fluorescentes con un
elevado @ del 33,15 %.

Pocas son las publicaciones en las que se han usado céscara de frutas como fuente de
carbono para la obtencién de CQDs a pesar de que es un residuo que por lo general se
desecha en la basura. Lo anterior esta impulsando en la actualidad a la obtencion de los
CQDs a partir de estos residuos. Teniendo en cuenta lo mencionado, Prasannan et al [63].,

obtuvieron CQDs a partir de cascara de naranjas por un método de carbonizacién
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hidrotermal a una temperatura promedio de 180 °C. Las NPs obtenidas tuvieron naturaleza
amorfa, una fluorescencia con un ® del 36 % y una superficie rica en grupos funcionales
oxigenados como -OH y -COOH. De manera parecida, Zhou et al [54]., prepararon CQDs
a través de pirolisis de cdscara de patilla utilizando baja temperatura. Los CQDs obtenidos
tuvieron un ® del 7,1 % y un tamafo de particula de 2 nm. Por otro lado, Lu et al [13].,
reportaron una estrategia de preparaciéon de CQDs solubles en agua, verde, simple y
economica con un @ del 6,9%. Los CQDs fueron sintetizados a partir de cascara de pomelo
por el método hidrotermal, utilizando autoclave y calentamiento a 200 °C por un periodo
de 3 h. Las NPs obtenidas tuvieron un tamafio en el rango de 2 a 4 nm, con una superficie

rica en grupos funcionales oxigenados como -OH y -COOH.

Como se puede observar, hasta la fecha no hay reportes de obtencién de CQDs o N-CQDs
a partir de chontaduro o de su cascara a pesar de que es un residuo organico con elevado
contenido carbonaceo que puede ser utilizado en la sintesis de estos materiales. A
continuacion, se hablara mas detalladamente de la cascara de chontaduro y su posible
estrategia de uso como precursor en la obtencién de los CQDs.

1.3.1 Cascara de chontaduro y posible mecanismo de formacion
para la obtencion de los CQDs

El chontaduro (Bactris gasipaes) es una fruta autéctona de paises tropicales, su cascara
por lo general no es usada con ningun fin y es desechada a la basura como un residuo
organico. La cascara de chontaduro corresponde al 11% del peso total del fruto y tiene un
gran contenido de pigmentos (59,31 mg B-caroteno/100 g), fenoles (23,40 mg &cido
galico/100 g), acidos grasos (13,47 %), proteinas (6,18 %), carbohidratos (62,81 %) y fibras
(19,28 %) [28,64]. Los compuestos ya mencionados bajo condiciones adecuadas pueden
ser precursores carbonaceos de los CQDs. Aungue los mecanismos de formacion para la
obtencion de los CQDs aun no son muy claros, algunos investigadores han elucidado
posibles mecanismos proponiendo diferentes etapas. Liu et al [65]., han propuesto cinco
etapas para la obtencion de CQDs dopados, como se puede observar en la figura 1-4. El
proceso inicia con la descomposicion de los precursores en moléculas con menor peso
molecular, en la segunda etapa sucede una polimerizacion a través de los diferentes

grupos funcionales, en la tercera etapa los polimeros se empiezan a agregar mediante
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interacciones no covalente y covalentes formando clusters de carbono, en la cuarta etapa
especialmente a mayores temperaturas los clusters de carbono se comienzan a carbonizar
formando nudcleos de carbono y finalmente en la quinta etapa estos nucleos de carbono
son pasivados mediante la formacion de grupos funcionales en la superficies de las NPs
formando los CQDs dopados. Basado en todo lo anterior, los compuestos de la cidscara de
chontaduro pueden sufrir una descomposicion, polimerizacion, agregacion, carbonizacion
y pasivacién en presencia de agua, aminas y calentamiento por irradiaciéon con microondas

para obtener posiblemente los N-CQDs.

Figura 1-4: Etapas para la obtencién de CQDs a partir de precursores carbonaceos.
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Nombre de la fuente: Adaptado de multifunctional N,S co-doped carbon quantum dots
with pH- and thermo-dependent switchable fluorescent properties and highly selective
detection of glutathione

1.4 Propiedades opticas de los CQDs

Los CQDs tienen propiedades Opticas muy interesantes provenientes de su tamafo
nanométrico y su enorme area superficial propensa a la oxidacion [21]. Como ya se
menciond, los CQDs son nanoparticulas comprendidas por un nucleo carbonaceo
constituidos por varios planos grafénicos apilados entre si [19]. Estos planos grafénicos
tienen una alta conjugacion proveniente de los enlaces 11 de los anillos aromaticos que los
dota de una transicion electronica - T bien definida e intensa que por lo general se
encuentra alrededor de una longitud de onda de absorcién de 270 nm, no obstante, esta

longitud de onda de absorcion es dependiente del tamafio de los CQDs debido al efecto
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de confinamiento cuantico. Adicionalmente, la presencia de grupos funcionales (-NHa, -
COOH y -OH) generan una transicion debida a los electrones no enlazantes de estos
grupos funcionales unidos a los anillos aroméaticos, esta transicién es conocida como n-1r*
produciendo bandas de absorcion de baja intensidad que por lo general son anchas. La
banda de absorcién mencionada se encuentra alrededor de los 350 nm, sin embargo, su
longitud de onda de absorcion es dependiente del tamafio de los CQDs como también de

su grado y naturaleza de oxidacién [19,41], como se puede observar en la figura 1-5.

Figura 1-5: Espectros de absorcion y fluorescencia de CQDs con diferente grado de
oxidacion.
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Nombre de la fuente: Balancing light absorptivity and carrier conductivity of graphene
guantum dots for high-efficiency bulk heterojunction solar cells.

Los CQDs tiene dos transiciones, la - T y n-m* que estan relacionadas con su
fluorescencia, sin embargo, la transicion n-1r* de los grupos funcionales sobre la superficie
de las NPs son la principal fuente de fluorescencia en el visible, el dopaje de los CQDs con
nitrégeno favorece la fluorescencia de los CQDs en el visible [33]. Por lo general los CQDs
fluorescen en el azul, pero al igual que la absorcién, esta fluorescencia es dependiente del
tamafio de los CQDs, dopaje (oxidacién) y funcionalizacién [32], como se puede

representar en la figura 1-6. Los CQDs tienen diferentes tamafios y grados de oxidacion



Capitulo 1 13

lo que genera bandas de absorcion anchas y fluorescencia dependiente de la longitud de
onda de excitacién (emision multicolor) [19,66]. Aunque esta propiedad por lo general es
atractiva también hace que los CQDs tengan rendimiento de fluorescencia bajos debido a
los diferentes estados de energia superficiales.

Figura 1-6: Emisién multicolor en funciéon del grado de oxidacién y sus diferentes

trampas de energia superficiales.
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Nombre de la fuente: Balancing light absorptivity and carrier conductivity of graphene
guantum dots for high-efficiency bulk heterojunction solar cells.

1.4.1 Disminucion de la fluorescencia de los CQDs por iones
metalicos

Una de las caracteristicas mas importantes de los CQDs es su fluorescencia, la cual es
susceptible a la presencia de diferentes iones metalicos sobre sus cercanias y por lo
general tiende a disminuir. La superficie de los CQDs puede ser rica en grupos funcionales
(dopaje) o en moléculas (funcionalizacion), estos elementos sobre la superficie pueden
dotar a los CQDs de selectividad a un ion metdlico de interés debido a una mayor afinidad
de coordinacion del ion con este elemento [33]. La coordinacién de los iones metélicos con
cualquier elemento unido a la superficie de los CQDs ya sea (grupos funcionales o
moléculas) pueden generar principalmente una disminucién (quenching) en la

fluorescencia [37]. El quenching de la fluorescencia por un ion metélico de interés puede
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seguir principalmente dos caminos: un quenching estatico o un quenching dinamico. En el
guenching estético la disminucién de fluorescencia es un evento que se da en el estado
basal entre los CQDs y los iones metalicos, debido a la formacién de un complejo no
fluorescente entre estos. Sumado a esto, en el quenching estatico el tiempo de vida media
de la fluorescencia de los CQDs no cambia en presencia de los iones metalicos, ademas

de que la fluorescencia de los CQDs incrementa al aumentar la temperatura [67].

Por otro lado, el quenching dinAmico o colisional se caracteriza por que la disminucion de
la fluorescencia es un evento que se da en el estado excitado del fluor6foro (CQDs),
Adicionalmente, en el quenching dinamico hay una disminucion del tiempo de vida media
de fluorescencia en presencia de los iones metélicos, ademas de que la fluorescencia

disminuye al aumentar la temperatura [67].

Otros mecanismos de quenching menos frecuentes se pueden presentar en los CQDs,
entre ellos tenemos el de Transferencia de Energia Resonante Forster o por sus siglas en
inglés (FRET), filtro interno y Transferencia Electronica Fotoinducida o por sus siglas en
inglés (TEF). En la FRET el quenching de fluorescencia es debido a la transferencia de
energia entre los CQDs (fluoréforo donor) a un cromoéforo aceptor. En el mecanismo de
quenching por filtro interno la disminucion de la fluorescencia se da principalmente por la
atenuacion del haz de excitacion generado por el sobrelapamiento del espectro de
absorcion de los CQDs y el ion metalico, y finalmente en TEF la disminucién de la
fluorescencia se debe a otros canales de decaimiento no radiativos, con la separacién del
excitén en un electrén y un hueco inducida por fotones, y su posterior transferencia a través
del material [67,68]

1.4.2 Modelo de Stern-Volmer y parametros analiticos

Como ya se menciond, los iones metalicos (analitos) pueden generar un efecto sobre la
intensidad de fluorescencia de los CQDs, frecuentemente estos analitos actiGan como
especies denominadas en inglés QUENCHERS, que favorece el proceso de desactivacion
fotofisica de la fluorescencia. Estos efectos son caracteristicos de procesos que siguen el

modelo de Stern-Volmer, llamado asi por Otto Stern y Max Volmer. Este modelo sugiere
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gue un aumento de la concentracion del quencher [Q], genera una disminucién de la

intensidad de fluorescencia, como se puede observar en la ecuacién (1) [69][70]:

IO/I =1+ Ky [Q] (1)

Donde Ip es la intensidad de fluorescencia en ausencia del quencher, | es la intensidad de
fluorescencia en presencia del quencher, Ksv es la constante de Stern Volmer, que es
equivalente a la sensibilidad analitica del fluor6foro (CQDs) por el quencher, finalmente [Q]
es la concentracién del quencher. Vale la pena mencionar, que para este trabajo los
guenchers seran equivalentes a los analitos de estudio (Hg?*, Pb?*y As®'). Adicionalmente,
este modelo puede servir como curva de calibracién en un rango lineal de trabajo. El rango
lineal, es un rango de concentraciones en donde la intensidad de fluorescencia de los
CQDs varia linealmente en funcion de la concentracion del analito ajustandose

adecuadamente al modelo mencionado.

Por otro lado, es importante determinar el limite de deteccion experimental del analito. El
limite de deteccion de analito esta relacionado con la sensibilidad analitica (Ksv) y la

desviacion estandar del blanco (Gpianco). COmMo se puede observar en la ecuacion (2) [71]:

LD = 30pianco (st)_l (2)

1.5 Deteccion de los iones Hg?*, Pb?*y As®* usando

CQDs
La alta toxicidad, sumado a las notables problematicas ambientales y de salud que han
generado los iones Hg?*, Pb?" y As®*" en Colombia y el mundo, han originado una busqueda
en la deteccion de estos iones de manera sencilla, econdmica y de baja toxicidad. Los
CQDs son buenos candidatos para la deteccidn de estos iones metalicos pesados, es por
ello que diferentes investigadores han preparado CQDs para la deteccion estos iones, tal

como se describira a continuacion.

1.5.1 CQDs usados para la deteccién de iones Hg?*

Liu et al [72]., sintetizaron N-CQDs a partir de acido citrico e hidroxido de amonio por un

método hidrotermal. Los N-CQDs exhibieron una fluorescencia con un ® del 40,5 % y baja
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toxicidad. Estas NPs de carbono se utilizaron como sensores fluorescentes para la
deteccion de iones Hg?*, con un rango lineal de 0 — 8 uM y un LD de 0,087 uM. El
mecanismo de deteccion propuesto se debe segun ellos, a la fuerte afinidad entre los iones
Hg?" y los grupos -NH,, -OH y -COOH, generando un quenching por medio de la
transferencia electrénica fotoinducida (TEF). Mohapatra et al [61]., prepararon, N, S-CQDs
por un método hidrotermal. Estas NPs fluorescentes tuvieron un ® del 69% y detectaron
iones Hg?* a partir de la disminucién de su fluorescencia, con un LD de 3 nM. El mecanismo
de deteccién propuesto se debe a la afinidad de los grupos funcionales con azufre de los
N, S-CQDs y los iones Hg?*, generando un quenching dinamico por TEF. Por otra parte,
Huang et al [73]., sintetizaron CQDs con un alto contenido de nitrégeno a partir de jugo de
fresa por un método hidrotermal. Los CQDs obtenidos, detectaron los iones Hg?* por medio
de la variacion de su fluorescencia debido segun ellos, a la fuerte afinidad del Hg?* por los
grupos -NH,, -COOH y -OH. De manera similar, Lu et al [13]., usaron CQDs obtenidos a
partir de cascara de pomelo para la deteccion de Hg?*. Segun la publicacién, la selectividad
a los iones mercurio se debio a la alta proporcion de grupos -COOH en la superficie de los
CQPDs, obteniendo un LD de 0,23 nM.

1.5.2 CQDs usados para la deteccion de iones Pb?*

Qian et al [74]., prepararon NPs de carbono funcionalizados con un aptamero (Apt) de ADN
rico en guanina, soportados en oxido de grafeno (OG), denominado (OG/NPs/Apt). Esta
nanoestructura no fluorescente detecté iones Pb?* con un LD de 0,6 nM. En este caso se
generd un aumento de la fluorescencia por la fuerte afinidad del Apt por los iones Pb?*. Por
otro lado, Gupta et al [5]., detectaron iones Pb?* por un método fluorescente, usando CQDs
obtenidos a partir de agar de papa dextrosa por sintesis de microondas. La deteccion se
dio a través de la fuerte afinidad de estos iones por los grupos oxigenados (-OH y -COOH)
en la superficie de las NPs, dotdndolos de selectividad y un LD muy bajo de 0,1 nM. Kumar
et al [12]., prepararon CQDs a través del método hidrotermal y utilizando como fuente
natural de carbono y nitrégeno la albahaca. Estas NPs tuvieron un ® del 9,3 % y fueron
exploradas como sensores fluorescentes para la deteccién de iones Pb?" de manera
selectiva. La fuerte afinidad de estos iones por los grupos -NH; producen una disminucién

de la fluorescencia en los CQDs, debido al quenching por TEF. Adicionalmente, el LD
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obtenido por los CQDs fue de 0,59 nM. Finalmente, Bandi et al [62]., obtuvieron N-CQDs
a partir de bayas azules y EDA. Estos materiales tuvieron un ® del 33,15 % y una superficie
rica en grupos oxigenados y nitrogenados, ademas fueron usados para la deteccion de
Pb?*. El LD alcanzado fue de 9,64 nM con un rango lineal de 0 — 200 nM.

1.5.3 CQDs usados para la deteccion de iones As3*

Zhang et al [75]., sintetizaron N,Ce-CQDs funcionalizados con un aptamero basado en una
cadena sencilla de ADN, denominados N,Ce-CQDs/Apt. Estos materiales fluorescentes
fueron usados como sensores para la deteccién de As*'. En este caso, la fluorescencia de
los N,Ce-CQDs/APt aumenté en presencia de estos iones debido segun ellos, a la fuerte
afinidad del Apt con el As®*, dejando libres a los CQDs. Pooja et al [76]., prepararon N,S-
CQDs a partir de acido citrico y cisteamina por medio de pirolisis asistida por microondas,
funcionalizando posteriormente los N,S-CQDs pristinos con ditiotreitol. Estas NPs
detectaron iones As®* a través de la disminucién de su fluorescencia generada por la fuerte

afinidad del grupo tiol del ditiotreitol por el As®**, confiriéndole selectividad hacia este ion.

Por otra parte, Radhakrishnan et al [6]., prepararon CQDs a partir de la sintesis verde
hidrotermal de la fruta opuntia. Posteriormente con el fin de pasivar y de mejorar las
propiedades Opticas y la solubilidad, los CQDs pristinos fueron funcionalizados con
glutation (Glu), formando CQDs/Glu. Estas NPs se usaron como sensores fluorescentes
de As®**, obteniendo un LD de 2,3 nM. La disminucién de su fluorescencia en presencia de
los iones As®** y su selectividad fue generada por la interaccién superficial de los grupos

funcionales oxigenados (-OH y -COOQOH) con estos iones a través un quenching por TEF.

Como se ha mencionado, se han utilizado una variedad de CQDs sin dopar ricos en grupos
oxigenados (-OH y -COOH) y N-CQDs dopados ricos en -NH.. Estas NPs de carbono se
han obtenido a través de diferentes fuentes de carbono y se han aplicado en la deteccion
de iones Hg?*, Pb?* y As®. Lo que se puede observar es que no se proporciona una
explicacion clara de la selectividad a cada uno de estos iones u otros basada en una teoria
guimica aceptada. Adicionalmente, se ha reportado que los grupos -NHz, -OH y -COOH,

tienen una afinidad indiscriminada a una variedad de iones metélicos [37].
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Por otro lado, la teoria HSAB puede explicar la afinidad entre acidos y bases de Lewis. Los
iones metélicos son acidos de Lewis que tienen una gran afinidad a bases de Lewis en
especifico. Por ejemplo, los iones Hg?* son acidos de Lewis blandos que tienen una gran
afinidad a bases de Lewis blandas. La L-cisteina (CYS) es un aminoacido que puede actuar
como una base blanda, gracias a que en su estructura contiene un grupo tiol con gran
afinidad a los acidos blandos, como los iones Hg?*. De forma parecida, los iones Pb?*
actian como acidos intermedios que tienen gran afinidad a bases de Lewis intermedias.
La L-histidina (HIS) es un aminoacido que puede actuar como una base intermedia, debido
a que en su estructura posee un grupo imidazol con gran afinidad a los acidos intermedios,
como los iones Pb?*. Finalmente, los iones As®** son acidos duros con gran afinidad a bases
duras. La L-fosfoserina (FOS) es una biomolécula que puede actuar como una base dura,
debido a los grupos fosfatos de su estructura con gran afinidad a acidos duros, como los
iones As®* [34-36,77]. Las estructuras de las biomoléculas mencionadas se pueden

observar en la figura 1-7.

Figura 1-7:  Estructuras de las diferentes biomoléculas (aminoacidos) con las que se
funcionalizaron los N-CQDs, (A) L-cisteina, (B) L-histidina y (C) L-fosfoserina.
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Nombre de la fuente: Autores

Basado en lo descrito, en este trabajo se obtuvo por primera vez puntos cuanticos de
carbono dopados con nitrégeno (N-CQDs) a partir de las cdscaras de chontaduro (Bactris
gasipaes) mediante irradiacion con microondas. La superficie de los N-CQDs se
funcionaliz6 mediante una reaccion de acoplamiento de amida con diferentes aminoacidos
como la L-cisteina (N-CQDs/CYS), L-histidina (N-CQDs/HIS) y L-fosfoserina (N-
CQDs/FOS), formando tres materiales N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS, que

se aplicaron exitosamente en la deteccion fluorescente de los iones Hg?*, Pb?* y As®".



2.Metodologia

2.1 Materiales y reactivos

L-cisteina, L-histidina, L-fosfoserina, etilendiamina, carbodiimida de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), HgCl», CoCl,, CuCl,, PbCl,, ZnCly,
MnCl, y CdCly, y sulfato de quinina fueron adquiridos a Sigma—Aldrich. Las cdscaras de
chontaduro (Bactris gasipaes) (250 g) se recolectaron en un mercado central de Bogota,
D. C., Colombia, se lavaron con agua destilada, se cortaron en trozos pequefios y

posteriormente se secaron por liofilizacion para obtener un polvo homogéneo.

2.2 Sintesis de los N-CQDs

La sintesis de los N-CQDs se realiz6 por medio del siguiente procedimiento: 1,8 g de
cascaras de chontaduro (Bactris gasipaes) (polvo homogéneo), 4,5 mL de etilendiamina
(67,0 mmol) y 15,5 mL de agua destilada se adicionaron en un reactor de borosilicato, que
se introdujo en un reactor de microondas Anton Paar (monowave 200). La reaccion se
ajusté a una temperatura de 170°C y se dejé bajo agitacion magnética durante 2 horas
[13,78]. La purificacion de los N-CQDs se realiz6é centrifugando a 10000 rpm durante 30
minutos para eliminar las particulas mas grandes, luego se filtraron usando microfiltros de
0,45 uM para remover las particulas mas pequenas. Posteriormente, los N-CQDs se
dializaron durante 12 horas utilizando una membrana de dialisis con un tamafio de poro de
3,5 kDa para eliminar los precursores que no reaccionaron. Por ultimo, los N-CQDs se
liofilizaron durante 24 horas hasta obtener los N-CQDs en polvo. El proceso anteriormente
descrito se realiz6 tres veces hasta obtener un peso final de 1,3 g de N-CQDs, con un

rendimiento de la reaccion del 24%.
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Figura 2-1: Esquema de la sintesis de los N-CQDs en medio acuoso.
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Los CQDs sin dopar con nitrdgeno se sintetizaron y purificaron utilizando el mismo
procedimiento empleado para los N-CQDs pero sin utilizar etilendiamina durante la

sintesis. En este caso se obtuvo un bajo rendimiento de reaccién (1%).

Figura 2-2: Esquema de la sintesis de los CQDs en medio acuoso.
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Nombre de la fuente: Autores

2.2.1 Funcionalizacion de los N-CQDs

La superficie de los N-CQDs se modificé adecuadamente con L-cisteina (N-CQDs/CYS),
L-histidina (N-CQDs/HIS) y L-fosfoserina (N-CQDs/FOS), mediante una reaccién quimica
(conocida como acoplamiento de amida) entre los grupos amino de los aminoacidos y los
grupos carboxilo de los N-CQDs (ver figura 2-3). Los N-CQDs modificados con L-cisteina
(N-CQDs/CYS), se prepararon mediante el siguiente procedimiento: Para la activacion de

los N-CQDs se mezclaron 300 mg de N-CQDs con una solucion compuesta de 300 mg
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(2,4 mmol) de EDC, 30 mg (0,3 mmol) de NHS y 60 mL de agua bajo agitaciébn magnética
durante 4 horas a temperatura ambiente. Se agregaron 100 mg (0,8 mmol) de L-cisteina a
10 mL de un tampon de fosfato (pH = 7). Esta solucion se mezcld con la solucién activada
con EDC/NHS y se dejé reaccionar durante 4 horas [30,33]. Los N-CQDs/CYS se
purificaron siguiendo el mismo procedimiento descrito para la muestra de N-CQDs. Los N-
CQDs maodificados con L-histidina (N-CQDs/HIS) y L-fosfoserina (N-CQDs/FOS) se
prepararon y purificaron (cada uno por separado) efectuando el mismo procedimiento
descrito para los N-CQDs modificados con L-cisteina (N-CQDs/CYS), reemplazando la L-

cisteina por L-histidina y L-fosfoserina correspondientemente.

Figura 2-3: Esquema de la activacion y posterior reaccion de acoplamiento de amida de
los N-CQDs.
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2.3 Caracterizacion de los N-CQDs y de los N-CQDs
funcionalizados

Se empled un espectrofotometro UV-Vis EMC-11-UV con lampara de tungsteno para medir
los espectros de absorcion UV-Vis. Para medir los espectros de fluorescencia se emple6
un espectrofotometro Cary Eclipse, con una lampara de xendn como fuente de excitacion.

El rendimiento cuantico de fluorescencia (®r.) se determind con la ecuacion 3.
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Donde S y x corresponden a valores de soluciones estandar y de la muestra,
respectivamente. A es la absorbancia en la longitud de onda de excitacién, | es el area
bajo el pico de emision y n es el indice de refraccion del disolvente [27]. En este caso se
utilizé sulfato de quinina disuelto en &cido sulfarico (0,05 M) como estandar (®r. = 0,546,
Aex = 360 nm).

Las mediciones de difraccién de rayos X se realizaron en un Difractometro Multipropésito
PAnalytical X'Pert3, con tubos de generacion de rayos X con anodos de Cu (cobre), Mo
(molibdeno) y Fe (hierro), operando a 45kV y 40mA con un A = Cu-Ka. (1,54A).

Las imagenes de Microscopia Electronica de Transmision (TEM) y Microscopia Electrénica
de Transmision de Alta Resolucién (HR-TEM) se tomaron utilizando un microscopio Tecnai
F20 Super Twin TMP, fuente de emisién de campo, resolucion de 0,1 nm a 200 Kv,
aumento maximo en TEM 1.0 MX, GATAN. Camara estadounidense 1000XP-P.

Los espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FT-IR) se midieron utilizando un
espectrometro Thermo Scientific Nicolet iS10. Los experimentos de espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X (XPS) se realizaron utilizando la plataforma de caracterizacion
de superficies XPS/ISS/UPS-ACenteno construida por SPECS (Alemania), equipada con
un analizador de energia PHOIBOS 150 2D-DLD. Para las mediciones se utilizé una fuente
de rayos X monocromatizada Al Ka (FOCUS 500) operada a 100 W. Para el analisis de
datos se utilizaron el programa CasaXPS y la biblioteca SPECS Prodigy para valores RSF.

El potencial Zeta se midi6 en el equipo Horiba SZ-100.

Se utilizo el sistema ALBA Time-Correlated Single Photon Counter (TCSPC) para medir la
fluorescencia resuelta en el tiempo. Como fuente de excitacion se utilizé un diodo laser de
340 nm, que emitia pulsos de luz con una anchura de 60 ps y una potencia maxima de 300
mw.
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2.4 Aplicacion de los N-CQDs funcionalizados

El efecto de Hg? en la fluorescencia de N-CQDs/CYS fue estudiado a varias
concentraciones de los iones Hg?". Para lo anterior se prepararon diferentes mezclas de
una dispersién acuosa de N-CQDs/CYS y una solucién acuosa de iones Hg?* a diferentes
concentraciones, obteniendo un volumen de 3mL y una concentracién final de N-
CQDs/CYS de 50 mg/L y de iones Hg?* (0 a 35 uM). Las mezclas se agitaron y se dejaron
en la oscuridad durante 10 min a temperatura ambiente, luego se midieron los espectros

de fluorescencia (Aex= 360 nm).

La disminucion de la fluorescencia de la muestra de N-CQDs/CYS inducida por los iones
Hg?* en diversas concentraciones (0 a 35 uM) se analizd6 a través del siguiente
procedimiento: se afiadié una solucion acuosa de iones Hg?* a una dispersion acuosa de
N-CQDs/CYS (50 mg/L), hasta completar un volumen final de 3 mL. La mezcla se agité y
se dejo en la oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego se midi6 el
espectro de fluorescencia (Aex = 360 nm). El andlisis de las muestras de N-CQDs/HIS y N-
CQDs/FOS se efectud siguiendo el mismo procedimiento descrito para la muestra de N-
CQDs/CYS, reemplazando la soluciéon acuosa de los iones Hg?* por soluciones de Pb?*y

As®* correspondientemente.

2.5 Evaluacioén del efecto de otros iones en las
propiedades fluorescentes de los N-CQDs
funcionalizados

Se evaluaron los iones metdlicos (Hg?*, Co?*, Cu?*, Pb?*, Mn?*, Cd?*, Zn?* y As®") como
posibles interferentes en las propiedades fluorescentes de los N-CQDs funcionalizados.
Se prepard una mezcla compuesta por una dispersion acuosa de N-CQDs/CYS (50 mg/L)
y una solucion acuosa de iones metalicos (35 yM), con un volumen final de 3 mL. La mezcla
se agité y se dejo en oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego se
midié el espectro de fluorescencia (Aex = 360 nm). El andlisis de las muestras de N-
CQDs/HIS y N-CQDs/FOS se efectud con los mismos los iones metalicos y siguiendo el

procedimiento descrito para la muestra de N-CQDs/CYS.
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2.6 Determinacion del mecanismo de deteccidon de los N-
CQDs funcionalizados

Finalmente, la determinacién del mecanismo de deteccion de los iones Hg?* por los N-
CQDs/CYS, los iones Pb?* por los N-CQDs/HIS y los iones As®** por los N-CQDs/FOS, se
llevé a cabo empleando diferentes técnicas, como espectroscopia de fluorescencia
dependiente del tiempo y UV-Vis. Asimismo, se tuvo en cuenta el andlisis de selectividad
de los diferentes iones en las propiedades fluorescentes de los N-CQDs funcionalizados
para proponer el mecanismo que mas se ajustaba. De manera adicional para los N-
CQDs/CYS se hizo FT-IR en presencia de Hg?* y para los N-CQDs/FOS se hizo RMN 3P
en agua deuterada y en presencia de As*" con el fin de proponer el sitio de coordinacion

principal de estos materiales.

La espectroscopia de fluorescencia dependiente del tiempo es una técnica de
fluorescencia laser ultrarrapida que se utilizé para determinar los tiempos de vida media
de fluorescencia de los N-CQDs funcionalizados en presencia de los iones metalicos
pesados, estos valores nos permitieron determinar qué tipo quenching de fluorescencia se
estaba generando. Las medidas de UV-VIS en presencia de los iones metalicos
corroboraron el mecanismo de quenching indicando si se formaba un complejo de
coordinacién. Por otra parte, el FT-IR nos indicé con mas certeza que grupo funcional de
los N-CQDs/CYS estaban interaccionando con el Hg?* debido a la variacién de sus sefiales
(corrimientos o ensanchamientos). Con todo lo anterior, fue posible proponer los

mecanismos de deteccion de Hg?*, Pb?* y As®* en los materiales obtenidos.

En el diagrama metodolégico de la figura 2-4 se resume y se detallan cada una de las

etapas desarrolladas en este estudio.
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Figura 2-4: Diagrama metodol6gico general.
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3.Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion

Una mezcla de polvo de céscaras de chontaduro con etilendiamina y agua se calent6 a
170 °C bajo irradiacion de microondas durante 2 horas para obtener los N-CQDs.
Posteriormente, los N-CQDs se modificaron superficialmente con L-cisteina, L-histidina y
L-fosfoserina en reacciones diferentes a través de una reaccion de acoplamiento amida.
También se preparé una muestra de referencia de CQDs (puntos cuanticos de carbono sin
dopar con nitr6geno) para seguir las reacciones y estudiar los cambios espectrales (UV-
VIS, fluorescencia y FT-IR). Para la caracterizacién optica de los puntos cuanticos de
carbono obtenidos a partir de cascara de chontaduro se usé UV-VIS, fluorescencia y

fluorescencia resuelta en el tiempo.

En la figura 3-1A se reporta en color negro los espectros de absorcion de los CQDs, N-
CQDs y N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS en los cuales se puede observar que
la banda 1r-m* es atribuida al C=C del carbono grafitico que esta alrededor de 270 nm se
va moviendo levemente hacia el rojo, disminuyendo su intensidad relativa a medida que
los CQDs son dopados con nitrégeno y posteriormente funcionalizados. Asimismo, la
banda n-1m* a 443 nm (originada por trampas de energia de estados superficiales) también
se mueve ligeramente hacia el rojo, pero en este caso su intensidad relativa aumenta, lo
gue nos indica que los materiales se estan volviendo ricos con heteroatomos y grupos
funcionales superficiales auxocromos como aminas y amidas, dotandolos de una mayor

absorcion en el visible [32,33,41].

Adicionalmente, en la figura 3-1A tenemos en color rojo los espectros de fluorescencia de
los CQDs, N-CQDs y N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS en los que se puede
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observar los méximos de emision a 443 nm, 448 nm, 452 nm y 457 nm
correspondientemente, acompafados de un incremento en el rendimiento cuantico de
fluorescencia (®Pr) de los materiales una vez los CQDs son dopados con nitrdgeno y
posteriormente funcionalizados, siendo del 12,2%, 20,5%, 25,4%, 23,0% y 19,9% para el
CQDs, N-CQDs, N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS respectivamente. La
incorporacion de grupos auxocromos como (aminas y amidas) que incrementan el
coeficiente de absortividad molar de material por lo general vienen acompafiado de un
incremento en el ®g_ (relacion de Strickler Berg), adicionalmente las amidas dotan de

rigidez estructural a los N-CQDs funcionalizados [33,79].

Cabe resaltar que al funcionalizar los N-CQDs con L-fosfoserina, no se observa un
incremento en el ®g_con respecto a los N-CQDs. Lo anterior se debe a que el fosfato de
la L-fosfoserina al ser un grupo fuertemente electroatractor puede favorecer el proceso de
transferencia electronica fotoinducida (TEF) frente al proceso de recombinacion radiativa
fluorescente [80,81].

En la figura 3-1B tenemos los espectros de fluorescencia de los CQDs, N-CQDs y N-
CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS en donde podemos observar que el maximo de
emision se desplaza hacia longitudes de onda mas largas a medida que la longitud de
onda de excitacion aumenta de 340 nm a 440 nm, esta propiedad es caracteristica de los
puntos cuanticos de carbono (emision multicolor), que se atribuye principalmente a efectos
de confinamiento cuantico, ya que el tamafio de las particulas son polidispersas. Ademas,
la introduccién de heteroatomos y grupos funcionales genera diferentes estados emisivos

de trampas superficiales [60].

La figura 3-2A representan las curvas de decaimiento fotoluminiscente de los N-
CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS a una longitud de onda de excitacion de 340 nm
y emision de 450 nm. Las curvas de decaimiento se ajustan muy bien a un decaimiento
biexponencial (ver ecuacion 4), el tiempo de vida de fluorescencia promedio (tr.) se calculd
con la ecuacioén 5. El recuadro en la figura 3-2A muestra los tiempos de vida de PL y los

parametros de ajuste calculados con las curvas de decaimiento de PL.
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X —X

y =Alexp(;_1) + Azexp(a) + v, (4)

Las curvas de decaimiento reflejan dos procesos distintos de relajacion excitonica: un
componente rapido (t1) asociado a estados de emision intrinsecos del nucleo de grafito
[82,83], y un componente lento (t2) relacionado con la recombinacion de excitones a través
de estados de trampa principalmente superficiales y podria indicar una superficie rica en
grupos funcionales. Los tiempos de vida util promedio de PL de los N-CQDs/CYS, N-
CQDs/HIS y N-CQDs/FOS son de 5,0 ns, 5,7 ns y 5,8 ns los cuales concuerdan con
reportes similares [84]. Podemos observar una relacion inversamente proporcional entre
estos tiempos y sus rendimientos cuanticos de fluorescencia (®r.), o que se ajusta muy
bien debido a que el aumento del tiempo de vida se debe a una mayor importancia del
proceso de relajacion lento (t2) relacionado con la recombinacion de excitones a través de
estados de trampa principalmente superficiales, lo que muy probablemente puede
aumentar los procesos de recombinacién no radiativos mediante TEF inducido por grupos
electroatractores. La Figura 3-2B muestra una imagen digital de N-CQDs/CYS disueltos en
agua, con un color amarillo palido bajo la luz solar y con una luminiscencia azul brillante
bajo excitacién a 360 nm, para el caso de los N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS se obtuvieron
apariencias fisicas similares a las ya mencionadas. Los resultados de UV-Vis y
fluorescencia de los puntos cuanticos de carbono dopados con nitrégeno y funcionalizados
con L-cisteina, L-histidina y L-fosfoserina se alinean muy bien con los obtenidos a partir de

biomasa [85] y moléculas pequefias [86].
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Figura 3-1: (A) Espectros UV-VIS y de fluorescencia excitando a 360 nm. (B) Espectros
de fluorescencia excitando a diferentes longitudes de onda.
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Figura 3-2: (A) Curvas de decaimiento de los N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-
CQDs/FOS excitando a 340 nm. (B) Fotos de una dispersion acuosa de los N-CQDs/CYS
bajo luz del sol (izquierda) e irradiacion UV (derecha).
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La caracterizacion morfolégica y estructural de los puntos cuénticos de carbono se llevé a
cabo mediante mediciones de XRD, HR-TEM, FT-IR, potencial Z y XPS. La figura 3-3
muestra los patrones de difraccién de rayos X de las muestras de N-CQDs y N-CQDs/CYS,
N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS. Todas las muestras son amorfas, con un pico de difraccion
ancho centrado en 20 de 23° para la muestra de CQDs y 21° para la muestra de N-CQDs,
por otro lado, para todos los N-CQDs funcionalizados se mantuvo en 22°. Las distancias
interplanares (d) evidenciadas fueron de 0,38 nm, 0,40 nm y 0,39 nm, respectivamente, lo
gue coincide con el plano (002) de los puntos cuanticos de carbono grafitico amorfo [63,87].
Se han obtenido resultados similares para puntos cuanticos de carbono derivados de
biomasa [88]. Cabe resaltar que la funcionalizacion superficial mediante la reaccién de

acoplamiento de amida no afect6 las propiedades cristalinas del material.
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Figura 3-3:  Difractogramas de los CQDs, N-CQDs, N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-
CQDs/FOS.
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Las imagenes de TEM y HR-TEM de las muestras de N-CQDs y N-CQDs/CYS, N-
CQDs/HIS y N-CQDs/FOS. (Figuras 3-4A, C, E y G) revelan la obtencion de particulas con
formas esféricas y distribuciones de tamafio ligeramente polidispersas. El tamafio
promedio de N-CQDs, NCQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS fue de 3,3+ 0,6 nm, 3,5
+0,7nm, 3,7 +£0,5nmYy 3,6 £ 0,6 nm respectivamente, (Figura 3-4B, D, F y H). Se encontr6
gue la distancia de espaciado interplanar de las areas seleccionadas en las imagenes HR-
TEM, y aplicando la Transformada Rapida de Fourier (FFT) del software ImageJ, son de
0,36 nm para los N-CQDs y 0,35 nm para los NCQDs funcionalizados. Estos valores
coinciden con el espaciado reticular del plano de carbono grafitico (002), lo que confirma

los resultados de los patrones de difraccion de rayos X encontrados. Teniendo en cuenta
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todo lo anterior podemos afirmar que no se obtuvieron cambios en su cristalinidad, tamafio,
forma y caracteristicas morfolégicas cuando los N-CQDs fueron funcionalizados con L-
cisteina, L-histidina y L-fosfoserina.

Figura 3-4: (A) Imagen TEM y HRTEM (recuadro) y (B) Distribucién de tamafio de los
N-CQDs; (C) Imagen TEM y HRTEM (recuadro) y (D) Distribucién de tamafio de los N-
CQDs/CYS; (E) Imagen TEM y HRTEM (recuadro) y (F) Distribucion de tamafio de los N-
CQDs/HIS y (G) Imagen TEM y HRTEM (recuadro) y (H) Distribucion de tamafio de los N-
CQDs/FOS.
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Por otro lado, en la figura 3-5A, se muestra el espectro FT-IR de los CQDs evidenciando
las bandas de absorcion a 3390, 2935, 1705, 1375 y 1089 cm™* debido a la vibracién de
estiramiento de los enlaces O-H, C-H sp2 (ndcleo grafitico), C=0, C-O-H y C-O-C
respectivamente, lo que nos indica un material carbonaceo rico en grupos oxigenados
como carboxilos sin aparente presencia de grupos aminos [63,89]. Asimismo, en la figura
3-5B tenemos el FT-IR de los N-CQDs en donde se puede observar las mismas bandas
de absorcion de los CQDs, ademas de las bandas a 3380, 2852, 1460 y 1557 cm™ del N-
H, C-H sp3, C-N y C=N correspondientemente [30,89], indicandonos que los N-CQDs

fueron dopados correctamente con la etilendiamina aportando a su superficie grupos
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aminos y adicionalmente incorporando nitrégeno dentro de la estructura grafitica. Lo
anteriormente mencionado se puede corroborar con las medidas de potencial Z de los
materiales en medio acuoso (ver figura 3-6), siendo negativo para los CQDs (-17 mV)
debido principalmente a los grupos -COQ-, y positivo para los N-CQDs (+5,0 mV) debido
principalmente a los grupos NHs*. Estos valores del potencial Z también nos sugieren que

los materiales tienen una moderada estabilidad coloidal y solubilidad en medio acuoso [90].

En la figura 3-5C se presenta el FT-IR de los N-CQDs/CYS, en la cual se observan cambios
pequefios pero significativos en las bandas de absorcidn con respecto a los N-CQDs que
nos sugieren la correcta funcionalizacién de la cisteina a la superficie del N-CQDs. Por
ejemplo, se puede observar que la banda 1653 cm™ (C=0 del carboxilo) se transforma en
dos bandas a 1638 (vibracion de flexién N-H) y 1560 cm™ (vibracién de estiramiento C=0
de la amida) indicandonos un adecuado acoplamiento de amida [30,91]. Por otro lado,
también podemos observar la disminucién relativa de la banda a 1375 cm™ del C-O-H del
carboxilo con respecto a la banda a 1460 del C-N debido a que muy probablemente la
reaccion de acoplamiento de amida se dio entre el carboxilo de los N-CQDs y el grupo

aminos de la L-cisteina.

Adicionalmente, observamos en el FT-IR de los N-CQDs/CYS un hombro a 2560 cm™ (S-
H) y una banda a 601 cm™ (C-S) indicandonos la presencia del grupo tiol de la cisteina en
estos materiales [92,93], este resultado se puede corroborar debido al cambio del potencial
Z en medio acuoso que presenta los N-CQDs (+5,4 mV) a potenciales negativos (-15 mV)
cuando se funcionaliza, debido principalmente al grupo tiolato cargado negativamente de
la cisteina en medio acuoso. Todo lo anterior nos indica una adecuada funcionalizacion de

los N-CQDs con cisteina para formar los N-CQDs/CYS.

En el FT-IR de los N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS (Figura 3-5D y E), también podemos
observar que la banda a 1653 cm™ (C=0 del carboxilo) se transforma en dos bandas
alrededor de 1638 (vibracién de flexion N-H) y 1560 cm? (vibraciéon de estiramiento C=0
de la amida) de la misma forma que los N-CQDs/CYS, indicandonos la correcta
funcionalizacién de la L-histidina y L-fosfoserina sobre los N-CQDs a través de la reaccion
de acoplamiento de amida [30,91]. Adicionalmente para el FT-IR de los N-CQDs/FOS
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podemos observar una banda a 490 cm? correspondiente al estiramiento P-O,
indicdndonos la presencia del grupo fosfato de la fosfoserina [94]. Las demés bandas de
los N-CQDs no cambiaron significativamente con la funcionalizacién de los N-CQDs con

L-histidina y L-fosfoserina.

Por otro lado, el cambio del potencial Z en medio acuoso que presenta los N-CQDs (+5,4
mV) a potenciales negativos -14 mV y -9 mV cuando se funcionaliza con L-histidina y L-
fosfoserina respectivamente, se deben principalmente al grupo carboxilato cargado
negativamente de la L-histidina y al grupo fosfato cargado negativamente en medio acuoso
de la L-fosfoserina, todo lo anterior nos corrobora la adecuada funcionalizacién de los N-
CQDs.
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Figura 3-5: Espectros FT-IR de (A) CQDs, (B) N-CQDs, (C) N-CQDs/CYS, (D) N-
CQDs/HIS y (E) N-CQDs/FOS.
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Figura 3-6: Distribuciones de potenciales Z de (A) CQDs, (B) N-CQDs, (C) N-
CQDs/CYS, (D) N-CQDs/HIS y (E) N-CQDs/FOS.
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Adicional a la técnica de FT-IR se hicieron medidas de XPS para corroborar la estructura
de los materiales. En la figura 3-7A tenemos el espectro general de XPS de los N-CQDs
en el que claramente podemos evidenciar la presencia de carbono (284,8 eV), nitrdgeno
(399,9 eV) y oxigeno (531,9 eV). La figura 3-7B nos muestra el HR-XPS del Cls que se

puede descomponer en cuatro picos, asignados a carbono sp? (C=C, 284,2 eV) [95,96],
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(C-CI/C-H, 284,8 eV), (C-N/C-0O, 285,4 eV) [96,97] y carbono carboxilico (O-C=0, 287,5
eV) [97,98] indicandonos la presencia de grafito, grupos aminos y carboxilos. La figura 3-
7C nos muestra el HR-XPS del N1s que se puede descomponer en dos picos, asignados
a (N-Piridinico, 398,5 eV) y (N-H, 399,7 eV) [99] indicAndonos la incorporacion de nitrdgeno
en el nucleo grafitico y la presencia de grupos aminos superficiales. La figura 3-7D nos
muestra el HR-XPS del Ols que se puede descomponer en dos picos, asighados a
oxigeno sp? (O=C, 531,0 eV) y oxigeno sp* (O-C, 532,6 eV) [100,101] lo que corrobora la
presencia grupos carboxilos. Todo lo anterior sumado a FT-IR nos corrobora que la
estructura de los N-CQDs consiste principalmente en un nucleo grafitico con una superficie

rica en grupos funcionales aminos y carboxilos.

Figura 3-7:  (A) Espectro XPS completo de los N-CQDs. (B-D) Espectro XPS de alta
resolucion del C1s, N1s y Ols de los N-CQDs.
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Por otro lado, en la figura 3-8A tenemos el espectro general de XPS de los N-CQDs/CYS
en el que se evidencian claramente carbono, nitrégeno, oxigeno y la presencia de un nuevo
pico debido al azufre (166,1 eV), como era de esperarse de su superficie funcionalizada
con L-cisteina. La figura 3-8B nos muestra el HR-XPS del S2p que se puede observar en
dos componentes, uno asignados al doblete (2ps2, 165,4 eV) y (2p12, 166,5 eV) de -C-S-
H [61] atribuido a la presencia del grupo tiol de la L-cisteina y por otro lado, un singlete
(S=0, 170,3 eV) que puede ser debido a especies oxidadas de azufre [102]. La figura 3-
8C nos muestra el HR-XPS del Cls que en este caso se puede descomponer en cinco
picos, un pico adicional al Cls de los N-CQDs, estos cinco picos se asignaron a carbono
sp? (C=C, 284,2 eV), (C-C/C-H, 284,9 eV), (C-S/C-N/C-O, 285,6 eV) [96,97], el pico
adicional del carbono de tipo amida (N-C=0, 286,3 eV) [103] y finalmente el carbono
carboxilico (O-C=0, 287,8 eV) [104,105]. La aparicion de C-S y N-C=0 en la muestra N-
CQDs/CYS demuestra la presencia de ligando y la formacién de un enlace amida estable
entre la L-cisteina y los N-CQDs. Por otro lado, la figura 3-8D nos muestra el HR-XPS del
N1s en el que se podemos observar dos componentes, uno asignados a (N-Piridinico,
398,5 eV) [106] y el segundo en este caso asignado a (N-H/N-C=0, 400,0 eV)
[95,106,107]. La presencia de grupos amida confirma la reaccion entre el grupo carboxilico
de los N-CQDS y los grupos amina de la L-cisteina. La figura 3-8E nos muestra el HR-
XPS del O1s que se puede descomponer en dos picos, asignados a oxigeno sp? (O=C,
530,6 eV) y oxigeno sp® (O-C, 532,2 eV) [100,101], observando que las energias de enlace
y las intensidades relativas cambiaron en comparacion al XPS O1s de los N-CQDs, estas
variaciones se atribuyen al enlace quimico amida entre el grupo carboxilico de los N-CQDS

y los grupos amina de la L-cisteina.

Todo lo anterior sumado a FT-IR nos corrobora que la estructura de los N-CQDs/CYS
consiste en un nudcleo grafitico con una superficie rica en grupos funcionales aminos,
carboxilos, amidas y grupo tioles, indicandonos la correcta funcionalizacion de la L-cisteina
a los N-CQDs por medio de la reaccién de acoplamiento de amida para formar
adecuadamente los N-CQDs/CYS.
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Figura 3-8: (A) Espectro XPS completo de los N-CQDs/CYS. (B-E) Espectro XPS de
alta resolucién del S2P, C1s, N1sy O1s de los N-CQDs/CYS.
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Tenemos el espectro general de XPS de los N-CQDs/HIS (Figura 3-9A) en el que
evidenciamos la presencia de carbono, nitrégeno y oxigeno. La figura 3-9B nos muestra el
HR-XPS del Cls que de la misma manera que el anteriormente mencionado se
descomponer en cinco picos, un pico adicional al C1s de los N-CQDs, estos cinco picos
se asignaron a carbono sp? (C=C, 283,5 eV) [95,96], (C-C/C-H, 284,6 eV), (C-N/C-0, 285,8
eV) [96,97], el pico adicional del carbono de tipo amida (N-C=0, 286,9 eV) [103] y
finalmente el carbono carboxilico (O-C=0, 287,7eV) [104,105]. La aparicion N-C=0 en la
muestra N-CQDs/HIS demuestra la formacion de un enlace amida estable entre la L-
histidina y los N-CQDs. Por otro lado, la figura 3-9C nos muestra el HR-XPS del N1s en el
gue para este caso podemos evidencia tres componentes, uno adicional a los N1s de los

otros materiales ya mencionados, que se atribuyen a (N-Piridinico, 397,3 eV) [106], (N-
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H/N-C=0, 399,8 eV) [95,106,107] y el componente adicional (N-Imidazol/Pirrol, 401,9 eV)
[106]. La presencia de grupos amida confirma la reaccion entre el grupo carboxilico de los
N-CQDS vy los grupos amina de la L-histidina, sumado a esto la presencia del grupo
imidazol es muy importante porque nos confirma este grupo funcional de la L-histidina una
vez se funcionaliza, lo que no habiamos podido observar directamente con otras técnicas.
Finalmente, la figura 3-9D nos muestra el HR-XPS del O1s que se puede descomponer en
dos picos, asignados a oxigeno sp? (O=C, 530,2 eV) y oxigeno sp® (O-C, 532,2 eV)
[100,101], observando una vez mas que las energias de enlace y las intensidades relativas
cambiaron en comparaciéon al XPS O1s de los N-CQDs, se atribuyendo estas variaciones
al enlace quimico amida entre el grupo carboxilico de los N-CQDS vy los grupos amina de

la L-histidina.

Todo lo anterior sumado a FT-IR nos corrobora que la estructura de los N-CQDs/HIS
consiste en un nucleo grafitico con una superficie rica en grupos funcionales aminos,
carboxilos, amidas y grupo imidazol, indicandonos la correcta funcionalizacién de la L-
histidina a los N-CQDs por medio de la reaccion de acoplamiento de amida para formar
adecuadamente los N-CQDs/HIS.
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Figura 3-9:  (A) Espectro XPS completo de los N-CQDs/HIS. (B-D) Espectro XPS de alta
resolucion del Cls, N1s y Ols de los N-CQDs/HIS.
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Finalmente, tenemos el espectro general de XPS de los N-CQDs/FOS (Figura 3-10A) en
el que evidenciamos la presencia de carbono, nitrégeno, oxigeno y la presencia de un
nuevo pico debido al fésforo (132,2 eV) [108,109], como se esperaba con la
funcionalizacion con L-fosfoserina. La figura 3-10B nos muestra el HR-XPS del P2p, donde
podemos observar un componente (P-Ox, 132,2 eV) debido a especies oxidadas de fésforo
[109,110], lo mencionado al complementarse con la sefial a 4,2 ppm caracteristica de
Ortofosfato Monoéster en el espectro RMN 3P de los N-CQDs/FOS (ver figura 3-17C)
[111], nosindican la presencia del grupo fosfato Monoéster de la L-fosfoserina. La figura

3-10C nos muestra el HR-XPS del C1s que en este caso de nuevo se puede descomponer



Sintesis de puntos cuénticos de carbono obtenidos a partir de cascara de 43
chontaduro: Funcionalizacién con biomoléculas y aplicacién en la deteccion de
iones Hg?*, Pb?* y As®*

en cinco picos, un pico adicional al C1s de los N-CQDs, estos cinco picos se asignan a
carbono sp? (C=C, 283,7 eV) [95,96], (C-C/C-H, 284,7 eV), (C-N/C-O, 285,4 eV) [96,97], el
pico adicional del carbono de tipo amida (N-C=0, 286,5 eV) [103] y finalmente el carbono
carboxilico (O-C=0, 288,0 eV) [104,105]. La aparicion de N-C=0O en la muestra N-
CQDs/HIS demuestra una vez mas la formacién de un enlace amida estable, esta vez entre
la L-fosfoserina y los N-CQDs. Por otro lado, la figura 3-10D nos muestra el HR-XPS del
N1s en el que podemos observar dos componentes, uno asignados a (N-Piridinico, 398,4
eV) [106] y el segundo en este caso asignado a (N-H/N-C=0, 400,7 eV) [95,106,107]. La
presencia de grupos amida confirma la reaccion entre el grupo carboxilico de los N-CQDS
y los grupos amina de la L-fosfoserina. La figura 3-10E nos muestra el HR-XPS del Ols
que se puede descomponer en dos picos, asignados a oxigeno sp? (O=C/O=P, 529,9 eV)
y oxigeno sp® (O-C/O-P, 531,3 eV) [100,101,109], observando que las energias de enlace
y las intensidades relativas cambiaron significativamente en comparacion al XPS O1s de
los N-CQDs, estas variaciones se atribuyen de nuevo al enlace quimico amida entre el
grupo carboxilico de los N-CQDS y los grupos amina en este caso de la L-fosfoserina,
sumado a la presencia de (P=0 y P-O) del fosfato de la L-fosfoserina indicando la correcta

funcionalizacion.

Todo lo anterior sumado a FT-IR nos corrobora que la estructura de los N-CQDs/FOS
consiste en un nucleo grafitico con una superficie rica en grupos funcionales aminos,
carboxilos, amidas y grupo fosfato, indicandonos la correcta funcionalizacién de la L-
fosfoserina a los N-CQDs por medio de la reaccién de acoplamiento de amida para formar
adecuadamente los N-CQDs/FOS.
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Figura 3-10: (A) Espectro XPS completo de los N-CQDs/FOS. (B-E) Espectro XPS de

alta resolucién del P2p, Cl1s, N1s y Ols de los N-CQDs/FOS.
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Teniendo en cuenta todos los resultados de caracterizacion, podemos indicar que los N-
CQDs se obtuvieron a partir de la biomasa de cascaras de chontaduro (Bactris gasipaes).
Los materiales N-CQDs absorben y fluorescen considerablemente en la region visible.
Ademas, poseen una estabilidad coloidal moderada. Las mediciones de DRX, HRTEM,
FT-IR, XPS y potencial Z demuestran que los materiales N-CQDs tienen un nucleo de
grafito semicristalino, con algunas incorporaciones de nitrégeno (N-Piridinico) y una
superficie rica principalmente en grupos amino y carboxilos. Se pudo caracterizar y
evidenciar un enlace quimico amida entre los N-CQDs y la L-cisteina. Los N-CQDs/CYS
con un nucleo grafitico poseen una superficie rica en grupos funcionales amino, carboxilos,

amida y tiol. Por otro lado, también pudimos evidenciar un enlace quimico de amida entre



Sintesis de puntos cuénticos de carbono obtenidos a partir de cascara de 45
chontaduro: Funcionalizacion con biomoléculas y aplicacion en la deteccion de
iones Hg?*, Pb?* y As®*

los N-CQDs y la L-histidina. Los N-CQDs/HIS con un nucleo grafitico poseen una superficie
rica en grupos funcionales amino, carboxilos, amida e imidazol. Finalmente, para el ultimo
material también se evidencio un enlace quimico de amida entre los N-CQDs y la L-
fosfoserina. Los N-CQDs/FOS con un ndcleo grafitico poseen una superficie rica en grupos
funcionales amino, carboxilos, amida y fosfato. La figura 3-11 muestra una estructura
simplificada de N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS.

Figura 3-11: Esquema de las estructuras simplificadas de los (A) N-CQDs/CYS. (B) N-
CQDs/HIS y (C) N-CQDs/FOS.

N-CQDs/CYS N-CQDs/HIS N-CQDs/FOS

Nombre de la fuente: Autores

3.2 Aplicacion de los N-CQDs/CYS en la deteccidn de los
iones Hg?*

Teniendo en cuenta la fluorescencia de los N-CQDs/CYS obtenidos a partir de cascara de
chontaduro, con solubilidad en medio acuoso y su superficie estratégicamente
funcionalizada con L-cisteina mediante la reaccion de acoplamiento de amida; estos
materiales fueron usados en la deteccion fluorescente de Hg?'. Para lo anterior la
disminucion de la fluorescencia (en medio acuoso) de los N-CQDs/CYS fue estudiada a
diferentes concentraciones de Hg?*. La figura 3-12A muestra la diminucién del espectro de
fluorescencia de los N-CQDs/CYS a medida que incrementa la concentracion de mercurio

(0-35 uM), sin aparentes cambios en su longitud maxima de emision.

La disminucién de la fluorescencia de los N-CQDs/CYS en funciéon de la concentracion de

Hg?" se ajusta muy bien a la relacién de Stern Volmer:
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IO/I =1+ Ky [Q] (1)

Donde lp e | es la intensidad de fluorescencia en presencia y ausencia de Hg?
respectivamente. Ksv es la constante de Stern Volmer (sensibilidad de los N-CQDs/CYS
en la deteccion de Hg?") y [Q] en este caso es la concentracion de los iones mercurio [112].
En la figura 3-12C podemos observar la curva de calibracion de la disminucion de la
fotoluminiscencia (PL) en funcién de la concentracion de Hg?*, el rango lineal de la curva
de calibracion estuvo entre 0 y 35 uM, mostrando un buen ajuste lineal con un coeficiente
de correlacién (R?) de 0,9998. La sensibilidad (Ksv) fue 4,1x10* M con un limite de
deteccion (LD) de 39 ug/L o 0,20 uM, (LD = 36/sensibilidad, donde 6 es la desviaciéon
estandar del blanco) [113].

3.3 Evaluacion del efecto de otros iones en las
propiedades fluorescentes de los N-CQDs/CYS

Algunas investigaciones han mostrado excelentes resultados en la deteccién de Hg?*
mediante CQDs preparados a partir de diferentes fuentes de carbono de biomasa [13,114].
Sin embargo, esta es la primera vez que los puntos de carbono dopados con N derivados
de cascaras de frutas se modifican con L-cisteina (a través de una reaccion de
acoplamiento de amida) para aplicarse en la detecciéon de Hg?* mediante extincién de
fluorescencia. El ligando de L-cisteina tiene una ventaja en la selectividad debido a la alta
afinidad entre Hg?* y el azufre del grupo tiol en la superficie de N-CQDs/CYS. En este
contexto, evaluamos el efecto sobre la intensidad de fluorescencia de N-CQDs/CYS
generada por otros iones metdlicos (Co?*, Cu?*, Pb?*, Mn#*, Cd?*, Zn?*, As®*"), como se

muestra en la Figura 3-12D.

En la Figura 3-12D, podemos observar que Unicamente los iones Hg?* lograron disminuir
la intensidad de fluorescencia significativamente un 80,5%, seguido por los iones Co?* que
Gnicamente la disminuyeron un 8,9%, los demas iones no afectaron de manera significativa
la fluorescencia (menos del 5%). Adicionalmente, podemos observar que a medida que

aumenta la dureza de Pearson de los iones, la intensidad de fluorescencia del material se
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ve menos afectada, esta ligera tendencia nos indica que los N-CQDs/CYS tiene mayor
afinidad por iones con baja dureza (&cidos blandos) como los iones Hg?*, mientras que
para los iones de elevada dureza (4cidos duros) la afinidad es insignificante, en la tabla 3-
1 se consignan los valores de dureza de los diferentes iones usados, lo que corrobora la

tendencia mencionada [115].

Tabla 3-1: Dureza absoluta experimental (1) [115].

lon n (eVv)

Hg?* 7.70
Co? 8.22
Cu? 8.27
Pb?* 8.46
Mn?2* 9.02
Cd?* 10.29
Zn?* 10.88
As®* -

No se reporta la dureza del grupo tiolato (RS-) pero podemos presumir que esta entre
(6,00-6,20 eV) debido a que la dureza de (H:S, n: 6,20 eV) > RS- > (RSR, n: 6,00 eV)
[115]. Al funcionalizar estratégicamente los N-CQDs con L-cisteina le incorporamos al
material una base blanda (RS-, n: 6,00-6,20 eV), que tienen mayor afinidad por los acidos
blandos (Hg?*, n: 7,70 eV) formando complejos estables con un enlace de coordinacién de
caracter covalente [116], dirigiendo de esa forma la selectividad por los iones mercurio en
medio acuoso. Lo anterior conlleva como veremos mas adelante a que el mecanismo de
deteccidn de estos iones este controlado principalmente por la formacién de un complejo
de coordinacion entre el grupo tiolato de los N-CQDs/CYS y los iones Hg?*. En la figura 3-
12B podemos observar como la intensidad de fluorescencia azul de los N-CQDs/CYS se
va apagando a simple vista cuando se mezcla con una soluciébn acuosa de los iones

mercurio.
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Otros sensores de iones metalicos basados en CQDs preparados a partir de biomasay sin
modificacion posterior a la sintesis son superficialmente ricos en grupos que contienen
oxigeno y NHz, que son bases duras y podrian afectar la selectividad de Hg?* [117-120].
La comparacion de la dureza de los cationes y la basicidad de los ligandos o grupos
funcionales en la superficie de los CQDs son caracteristicas significativas para optimizar
la deteccion fluorescente de iones metdlicos [117] para mantener las ventajas de estos
materiales obtenidos a partir de recursos de biomasa (de alto valor, econémicos,
renovables y respetuosos con el medio ambiente). En el presente estudio los N-CQDs/CYS
obtenidos a partir de cascaras de chontaduro mostraron una buena sensibilidad y
selectividad a los iones mercurio, con gran potencial para ser usados en la deteccion
fluorescente de manera cuantitativa de iones mercurio en medio acuoso. En la actualidad,
estos son herramientas indispensables para determinar mercurio de una forma facil y
economica, particularmente en Colombia que presenta una mayor exposicion al mercurio,

como se ha indicado en la seccién de introduccion.
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Figura 3-12: (A) Intensidad del espectro de fluorescencia de los N-CQDs/CYS a

diferentes concentraciones de Hg?* de 0 y 35 uM. (B) Fotos de una dispersién acuosa de

los N-CQDs/CYS con y sin presencia de Hg?*. (C) Relaciéon de Stern Volmer entre la

intensidad de fluorescencia de los N-CQDs/CYS y la concentraciéon de Hg?*. (D) Intensidad

de fluorescencia de los N-CQDs/CYS después de agregar diferentes iones metalicos.
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3.4 Determinacion del mecanismo de deteccion de Hg?*
de los N-CQDs/CYS

El mecanismo de quenching de fluorescencia usualmente viene dado por efectos de filtro
interno, transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET), quenching dindmico y
guenching estatico [67,68]. Los iones Hg?* en medio acuoso no absorben en el visible, de
tal manera su espectro de absorcién no se sobrelapa ni un poco con el espectro de
absorcion o fluorescencia de los N-CQDs/CYS, lo anterior indica que lo iones Hg?* no
pueden atenuar el haz de excitacion ni tampoco absorber la fluorescencia de los puntos
de carbono, por lo tanto, se descarta que el mecanismo de quenching de fluorescencia sea
el efecto de filtro interno. Adicionalmente, los iones Hg?* tampoco fluorescen en el visible,

de tal manera que el mecanismo de quenching FRET también puede descartarse.

Para determinar si el mecanismo de quenching es estatico o dinAmico podemos usar los
tiempos de vida de fluorescencia de los N-CQDs/CYS, debido al que el tiempo de vida
permanece casi contante en el proceso de quenching estatico mientras que en el
guenching dinamico cambia considerablemente [67,121]. Por lo tanto, la curva de
decaimiento fluorescente de los N-CQDs/CYS y N-CQDs/CYS + Hg?* fueron obtenidas
para determinar el mecanismo de quenching. En la figura 3-13A podemos observar que la
curva de decaimiento de los N-CQDs/CYS se ajusta muy bien a un decaimiento
biexponencial (r> = 0,9963), como ya se habia mencionado antes, el primer canal tiene un
tiempo de vida mas corto 11 2,0 ns (40%) y el segundo un tiempo de vida mas largo t. 7,0
ns (60%), el tiempo de vida promedio de fluorescencia de los N-CQDs/CYS fue de 5,0 ns.
Después de la adicién de los iones Hg?* el tiempo de vida de los dos canales fluorescentes
de los N-CQDs/CYS fue de ©1 1,9 ns (35%) y 1 6,4 ns (65%) con un tiempo de vida
promedio de fluorescencia de 4,8 ns. Como se puede observar el tiempo de vida promedio
de los N-CQDs/CYS permanecio casi constante en la ausencia o presencia de los iones
Hg?*, lo que nos indica el mecanismo de quenching estatico debido a la formacién de un
complejo de coordinacién no fluorescente en el estado basal entre los N-CQDs/CYS y los

iones Hg?*.



Sintesis de puntos cuénticos de carbono obtenidos a partir de cascara de 51
chontaduro: Funcionalizacién con biomoléculas y aplicacién en la deteccion de
iones Hg?*, Pb?* y As®*

Para corroborar el mecanismos de quenching estatico se puede hacer fécilmente
observando el espectro de absorcién de los N-CQDs/CYS, debido a que el espectro de
absorcion permanece constante durante el proceso de quenching dindmico, mientras que
en el proceso de quenching estatico hay cambios debido a la formacion del complejo de
coordinacién no fluorescente en el estado basal [67,86]. En la figura 3-13B podemos ver
el espectro de absorcion de los N-CQDs/CYS y N-CQDs/CYS + Hg?*, podemos observar
que el espectro de absorcién de los N-CQDs/CYS + Hg?" cambia, disminuyendo (efecto
hipocrémico) en comparacion al espectro de los N-CQDs/CYS, sugiriéndonos un
mecanismo de quenching estatico con la respectiva formacién del complejo de
coordinacién no fluorescente ni croméforo. La mayoria de las veces la modificaciéon
superficial de un material como por ejemplo la funcionalizacion de los N-CQDs con L-

cisteina conducen a un mecanismo de quenching estatico de la fluorescencia.

Debido a que los N-CQDs/CYS forman un complejo de coordinacion con los iones Hg?* es
necesario conocer principalmente por donde se esta coordinando, para inferir lo anterior
en la figura 3-13C tenemos los espectros FT-IR normalizados de los N-CQDs/CYS y N-
CQDs/CYS + Hg#, se puede evidenciar que en presencia de los iones Hg?* el hombro a
2560 cm® (R-S-H, grupo tiol) disminuye considerablemente hasta un punto de casi
desaparecer, lo que nos indica la formacion de un tiolato (R-S°) inducido por la coordinacién
de los iones Hg?*, sugiriéndonos como se suponia que los iones Hg?* (acido blando, n:
7.70 eV) se coordinan a los N-CQDs/CYS principalmente a través del tiolato R-S™ (base
blanda, n: 6,00-6,20 eV) de la L-cisteina debido a su gran afinidad.

Adicionalmente, también podemos observar un ensanchamiento de la banda a 601 cm™?
(C-S). La coordinacion de un 4tomo pesado como el mercurio al grupo tiolato le brinda
rigidez al enlace (C-S) generando una disminucion en su tiempo de vibracion At, con un
correspondiente ensanchamiento de su energia AE (principio de indeterminacién de
Heisenberg), lo que explica el correspondiente ensanchamiento de su banda de absorcion,

corroborando la coordinacion de los iones mercurio al tiolato [122].

Teniendo en cuenta todo lo anterior en la figura 3-13D tenemos un esquema simplificado

proponiendo el mecanismo de deteccion de los iones mercurio por los N-CQDs/CYS. Como
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se puede observar, se forma un complejo de coordinaciéon no fluorescente en el estado
basal entre los iones mercurio y el grupo tiolato de la cisteina funcionalizada de los N-
CQDs/CYS mediante un mecanismo de quenching estatico.

Figura 3-13: (A) Curvas de decaimiento fluorescente. (B) Espectros de absorcién. (C) FT-
IR normalizado de N-CQDs/CYS y N-CQDs/CYS + Hg?*. (D) Esquema simplificado del
mecanismo deteccion de Hg?* por los N-CQDs/CYS.
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3.5 Aplicacion de los N-CQDs/HIS en la deteccion de los
iones Pb?*

Teniendo en cuenta que los N-CQDs/HIS fueron exitosamente funcionalizados con L-
histidina mediante la reaccion de acoplamiento de amida; se procedié6 a usar estos
materiales en la deteccioén fluorescente de Pb?*. Para ello la disminucién de la fluorescencia
de los N-CQDs/HIS fue estudiada a diferentes concentraciones de Pb?". La figura 3-13A

muestra la diminucion del espectro de fluorescencia de los N-CQDs/CYS a medida que
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incrementa la concentracion de plomo (0-35 uM), sin observan cambios aparentes en su

longitud méxima de fluorescencia.

De igual manera que para los N-CQDs/CYS la disminucién de la fluorescencia de los N-
CQDs/HIS en funcién de la concentracion de Pb?* se ajusté muy bien a la relacién de Stern
Volmer (ecuacién 1) [112]. En la figura 3-14B vemos la curva de calibracién de la
disminucién de la fotoluminiscencia (PL) en funcién de la concentracién de Pb?*, el rango
lineal de la curva de calibracion se mantuvo entre 0 y 35 uM, con un coeficiente de
correlaciéon (R?) de 0,9997. La sensibilidad (Ksv) fue 1,2x10* M con un limite de deteccion
(LD) de 15 pg/L 0 0,070 uM [113].

3.6 Evaluacion del efecto de otros iones en las
propiedades fluorescentes de los N-CQDs/HIS

Algunas investigaciones han mostrado excelentes resultados en la deteccion de Pb?
mediante CQDs preparados a partir de diferentes fuentes de carbono de biomasa [5,10,12].
Sin embargo, esta es la primera vez que los puntos de carbono dopados con nitrégenos,
obtenidos de cascaras de frutas se modifican con L-histidina (a través de una reaccion de
acoplamiento de amida) para aplicarse en la deteccion de Pb?* mediante la disminucién de
su fluorescencia. El ligando de L-histidina tiene una ventaja en la selectividad debido a la
afinidad entre Pb?* y el nitrégeno del grupo imidazol en la superficie de N-CQDs/HIS. Por
lo anterior, se evalud el efecto sobre la intensidad de fluorescencia de N-CQDs/HIS
generada por otros iones metdlicos (Hg?*, Co?*, Cu?*, Mn?*, Cd?*, Zn?*, As®"), como se

muestra en la figura 3-14C.

Los iones Pb?* indujeron una fuerte disminucién de la fluorescencia (70,0%), mientras que
otros cationes no tuvieron efectos significativos, excepto los iones Cu?* (19,3%) y Mn?*
(14,1%) que redujeron ligeramente la intensidad de PL. Adicionalmente, podemos observar
gue a medida que la dureza de Pearson de los iones tienen valores extremos (muy duros
o blandos), la intensidad de fluorescencia del material se ve menos afectada, esta ligera
tendencia nos indica que los N-CQDs/HIS tiene mayor afinidad por iones con dureza

intermedia (acidos intermedios) como los iones Pb?*, mientras que para los iones con
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elevada dureza o blandura la afinidad es pequefia, en la tabla 3-1 se consignan los valores
de dureza de los diferentes iones usados, lo que corrobora la tendencia mencionada.

El grupo imidazol de la L-histidina es una base intermedia con una dureza que puede estar
en el rango medio de la tabla 3-1 [34,115]. Al funcionalizar estratégicamente los N-CQDs
con L-histidina le incorporamos al material una base intermedia, que tienen mayor afinidad
por los acidos intermedios, como por ejemplo el (Pb?*, n: 8,46 eV) formando complejos
estables, dirigiendo de esa forma una mayor selectividad por los iones plomo en medio
acuoso. Sin embargo, debido a que la dureza del imidazol es intermedia y el Cu?* (n: 8,27
eV) y Mn?* (n: 9,02 eV) tienen una dureza cercana a la del Pb?* (n: 8,46 eV) pudimos

observar una mayor selectividad hacia el plomo, pero no de manera absoluta.

Pocos trabajos se han reportado para la detecciéon de Pb?* usando N-CQDs obtenidos a
partir de céascaras de frutas o funcionalizados estratégicamente, como se mencioné en la
seccion de introduccion. Adicionalmente, a la fecha no hay ningan trabajo reportado en la
obtencion de N-CQDs a partir de céscaras de chontaduro, o funcionalizados
estratégicamente con L-histidina mediante una reaccién de acoplamiento de amida, que
se use para la deteccién fluorescente de Pb?*, lo que resalta lo innovador de este trabajo.
En el presente estudio los N-CQDs/HIS obtenidos a partir de cascaras de chontaduro
mostraron una buena sensibilidad y una elevada pero no absoluta selectividad a los iones
plomo, con un elevado potencial para ser usados en la deteccion fluorescente de manera
cuantitativa de iones plomo en medio acuoso, teniendo en cuenta posibles interferentes
como Cu?" y Mn?*. En la actualidad, estos podrian ser herramientas indispensables para

determinar plomo en Colombia de una forma facil y econémica.
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Figura 3-14: (A) Intensidad del espectro de fluorescencia de los N-CQDs/HIS a diferentes
concentraciones de Pb?" de 0 y 35 uM. (B) Relacion de Stern Volmer entre la intensidad
de fluorescencia de los N-CQDs/HIS y la concentracion de Pb?". (C) Intensidad de

fluorescencia de los N-CQDs/HIS después de agregar diferentes iones metalicos.
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3.7 Determinacion del mecanismo de deteccion de Pb2*
de los N-CQDs/HIS

De manera similar que hicimos para los N-CQDs/CYS descartaremos algunos posibles
mecanismos de deteccién de los iones plomo, primero que todo iones Pb?" en medio
acuoso no absorben en el visible, de tal manera su espectro de absorcién no se puede
sobrelapar con el espectro de absorcién o fluorescencia de los N-CQDs/HIS, indicando
gue los iones Pb?" no pueden atenuar el haz de excitacién ni tampoco absorber la
fluorescencia de los puntos cuanticos de carbono, por lo tanto, se descarta que el
mecanismo de quenching de fluorescencia sea el efecto de filtro interno. Adicionalmente,
los iones Pb?" tampoco fluorescen en el visible, de tal manera que el mecanismo de

guenching FRET también se descarté.

La curva de decaimiento fluorescente de los N-CQDs/HIS y N-CQDs/HIS + Pb?" se
obtuvieron para determinar el mecanismo de quenching. En la figura 3-15A se observa que
la curva de decaimiento de los N-CQDs/HIS también se ajustdé muy bien a un decaimiento
biexponencial (r> = 0,9982), el primer canal tiene un tiempo de vida mas corto t; 1,8 ns
(27%) y el segundo un tiempo de vida mas largo 1. 7,2 ns (63%), el tiempo de vida promedio
de fluorescencia de los N-CQDs/CYS fue de 5,7 ns. Después de la adicion de los iones
Pb?* el tiempo de vida de los dos canales fluorescentes de los N-CQDs/HIS fue de 11 1,9
ns (29%) y 12 7,6 ns (71%) con un tiempo de vida promedio de fluorescencia de 5,9 ns.
Observando que el tiempo de vida promedio de los N-CQDs/HIS permanecié sin cambios
significativos en la ausencia o presencia de los iones Pb?*, lo que nos indica un mecanismo
de quenching estatico con la formacién de un complejo de coordinacién no fluorescente en

el estado basal entre los N-CQDs/HIS y los iones Pb?*

De igual manera, para corroborar el mecanismo de quenching estatico se observé los
cambios el espectro de absorcion de los N-CQDs/HIS. En la figura 3-15B podemos ver el
espectro de absorcion de los N-CQDs/HIS y N-CQDs/HIS + Pb?*, observando que el

espectro de absorcién de los N-CQDs/HIS + Pb?" disminuye (efecto hipocrémico) en
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comparacion al espectro de los N-CQDs/HIS, corroborando el mecanismo de quenching
estatico con la respectiva formacion del complejo de coordinacion que no es fluoréforo ni

cromoforo.

Debido a que los N-CQDs/HIS forman un complejo de coordinacién con los iones Pb?" y a
las tendencias de selectividad observadas podemos proponer que muy probablemente los
iones Pb?* (acido intermedio) se coordinan a los N-CQDs/HIS principalmente a través del

nitrégeno del grupo imidazol (base intermedia) de la L-histidina debido a su gran afinidad.

Teniendo en cuenta todo lo anterior en la figura 3-15C tenemos un esquema simplificado
proponiendo el mecanismo de deteccién de los iones plomo por los N-CQDs/HIS. Como
se puede observar, se forma un complejo de coordinacion no fluorescente en el estado
basal muy probablemente entre los iones Pb?* y el nitrdgeno del grupo imidazol de la L-
histidina funcionalizada de los N-CQDs/HIS mediante un mecanismo de quenching
estatico.
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Figura 3-15: (A) Curvas de decaimiento fluorescente. (B) Espectros de absorcién. (C)

Esquema simplificado del mecanismo deteccion de Pb?* por los N-CQDs/HIS.
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3.8 Aplicacion de los N-CQDs/FOS en la deteccién de los
iones As3*

Los N-CQDs/FOS con su superficie estratégicamente funcionalizada con fosfoserina
fueron usados en la deteccion fluorescente de As®*". Para lo anterior la disminucién de la
fluorescencia (en medio acuoso) de los N-CQDs/CYS fue estudiada a diferentes
concentraciones de As®'. La figura 3-16A muestra la diminucién del espectro de
fluorescencia de los N-CQDs/FOS a medida que incrementa la concentracion de arsénico
(0-35 pM).

La disminucién de la fluorescencia de los N-CQDs/FOS en funcién de la concentracion de

Hg?* se ajustdé muy bien a la relacién de Stern Volmer [112]. En la figura 3-16B podemos
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observar la curva de calibracion, el rango lineal de nuevo estuvo entre 0 y 35 pM,
mostrando un buen ajuste lineal con un coeficiente de correlacion (R?) de 0,9998. La
sensibilidad (Ksv) fue 3,0x10* M con un limite de deteccion (LD) de 26 ug/L o 0,34 uM
[113].

3.9 Evaluacion del efecto de otros iones en las
propiedades fluorescentes de los N-CQDs/FOS

Es la primera vez que los puntos cuanticos de carbono dopados con nitrégeno y obtenidos
a partir de cascaras de frutas se modifican con L-fosfoserina (a través de una reacciéon de
acoplamiento de amida) para aplicarse en la deteccion fluorescente de As®. El ligando de
L-fosfoserina tiene una ventaja en la selectividad debido a la alta afinidad entre As®* y el
atomo de oxigeno del grupo fosfato en la superficie de N-CQDs/FOS. Evaluamos el efecto
sobre la intensidad de fluorescencia de N-CQDs/FOS generada por otros iones metalicos
(Hg?*, Co?*, Cu?*, Pb?*, Mn?*, Cd?*, Zn?*), como se muestra en la figura 3-16C.

En la figura 3-16C, podemos observar que Unicamente los iones As®** lograron disminuir la
intensidad de fluorescencia significativamente un 75,8%, seguido por los iones Zn?* que
Unicamente la disminuyeron un 12,9%, los demas iones no afectaron de manera
significativa la fluorescencia (menos del 10%). Adicionalmente, podemos observar que a
medida que disminuye la dureza de Pearson de los iones, la intensidad de fluorescencia
del material se ve menos afectada, esta ligera tendencia nos indica que los N-CQDs/FOS
tiene mayor afinidad por iones con alta dureza (acidos duros) como los iones As®*, mientras
gue para los iones con baja dureza (acidos blandos) la afinidad es insignificante, en la tabla
3-1 se consignan los valores de dureza de los diferentes iones usados, lo que corrobora la

tendencia mencionada.

El grupo fosfato es una base dura con baja polarizabilidad, por ende su dureza absoluta
debe estar en el extremo méas alto de la tabla 3-1 [34,115]. Al funcionalizar
estratégicamente los N-CQDs con L-fosfoserina le incorporamos al material una base dura
como el fosfato, que tienen mayor afinidad por los acidos duros (As®*), formando complejos

estables con un enlace de coordinacion de caracter i6nico [116], dirigiendo de esa forma
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la selectividad por los iones As®* en medio acuoso. Lo que conlleva a que el mecanismo
de deteccion de estos iones esté controlado principalmente por la formacion de un
complejo de coordinacion entre el grupo fosfato de los N-CQDs/FOS y los iones As®'.

A la fecha no hay ningun trabajo reportado en la obtencion de N-CQDs a partir de cascaras
de chontaduro funcionalizados estratégicamente con L-fosfoserina que se use en la
deteccion fluorescente de As®*. En el presente estudio los N-CQDs/FOS obtenidos a partir
de céscaras de chontaduro mostraron una buena sensibilidad y selectividad a los iones
As®*, con gran potencial para ser usados en la deteccién fluorescente de manera
cuantitativa de iones As®*" en medio acuoso. En la actualidad, estos son herramientas
indispensables para determinar mercurio de una forma facil y econémica, particularmente
en Colombia que presenta una mayor exposicion al arsénico, como también se ha indicado

en la introduccion.
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Figura 3-16: (A) Intensidad del espectro de fluorescencia de los N-CQDs/FOS a
diferentes concentraciones de As® de 0 y 35 uM. (B) Relacion de Stern Volmer entre la
intensidad de fluorescencia de los N-CQDs/FOS y la concentracion de As®*. (C) Intensidad

de fluorescencia de los N-CQDs/FOS después de agregar diferentes iones metalicos.
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3.10 Determinacion del mecanismo de deteccion de As3*
de los N-CQDs/FOS

De manera similar a los que ya hicimos para los N-CQDs/CYS y N-CQDs/HIS podemos
descartar el mecanismo de quenching de fluorescencia por el As®** mediante el efecto de
filtro interno y FRET.

La curva de decaimiento fluorescente de los N-CQDs/FOS y N-CQDs/FOS + As®* se
obtuvieron para determinar el mecanismo de quenching. En la figura 3-17A se observa que
la curva de decaimiento de los N-CQDs/FOS de nuevo se ajustd a un decaimiento
biexponencial (r? = 0,9987), el primer canal tiene un tiempo de vida de t; 2,0 ns (34%) y el
segundo un tiempo de vida de 12 7,8 ns (66%), el tiempo de vida promedio de fluorescencia
de los N-CQDs/FOS fue de 5,8 ns. Después de la adicion de los iones Pb?* el tiempo de
vida de los dos canales fluorescentes de los N-CQDs/FOS fue de 11 2,2 ns (39%) y 12 8,2
ns (61%) con un tiempo de vida promedio de fluorescencia de 5,9 ns. Observando que el
tiempo de vida promedio de los N-CQDs/FOS permanecio sin cambios significativos en la
ausencia o presencia de los iones As®', lo que nos indica un mecanismo de quenching
estético con la formaciéon de un complejo de coordinacién no fluorescente en el estado
basal entre los N-CQDs/FOS y los iones As®*

De igual manera, para corroborar el mecanismo de quenching estatico se observé los
cambios en el espectro de absorcion de los N-CQDs/FOS. En la figura 3-17B podemos ver
el espectro de absorcion de los N-CQDs/FOS y N-CQDs/FOS + As®', observando de
manera similar a los otros dos sistemas que el espectro de absorcion de los N-CQDs/FOS
+ As** disminuye (efecto hipocrémico) en comparacion al espectro de los N-CQDs/FOS,
corroborando el mecanismo de quenching estatico con la respectiva formacion del

complejo de coordinacién no fluorescente ni cromoforo.

Debido a que los N-CQDs/FOS forman un complejo de coordinacién con los iones As®* es
necesario conocer principalmente por donde se esta coordinando al ion, para inferir lo
anterior en la figura 3-17C tenemos los espectros RMN 3P normalizados de los N-

CQDs/FOS y N-CQDs/FOS + As®**, se puede evidenciar que en presencia de los iones As®*
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la sefial a 4,2 ppm (Ortofosfato Monoéster de los N-CQDs/FOS) [111] se mueve
ligeramente a un menor desplazamiento quimico (4,1 ppm), debido al efecto de blindaje
que genera el ion metélico As®* (&cido duro) al fésforo, indicAndonos que muy
probablemente estos iones se coordinan principalmente a los N-CQDs/FOS a través del

oxigeno del grupo fosfato (base dura) de la L-fosfoserina.

Teniendo en cuenta todo lo anterior en la figura 3-17D tenemos un esquema simplificado
proponiendo el mecanismo de deteccion de los iones arsénico por los N-CQDs/FOS, como
podemos observar se forma un complejo de coordinacion no fluorescente en el estado
basal muy probablemente entre los iones As®" y el oxigeno del grupo fosfato de la L-
fosfoserina funcionalizada de los N-CQDs/FOS mediante un mecanismo de quenching

estatico.
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Figura 3-17: (A) Espectros de absorcion. (B) Curvas de decaimiento fluorescente. (C)

Espectros RMN 3P normalizados. (D) Esquema simplificado del mecanismo deteccién de
As®* por los N-CQDs/FOS.
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Nombre de la fuente: Autores

Una vez comprobado que el mecanismo de deteccion de los N-CQDs funcionalizados, se

da principalmente por la formacién de un complejo de coordinacién entre el ion metélico

Hg?*, Pb?" y As® vy el grupo funcional (tiol, imidazol o fosfato) respectivamente, de los

aminodcidos funcionalizados, mediante un mecanismo de quenching estatico, la Ksv toma

un significado importante, en este caso la Ksv es equivalente a la constante de asociacion

(Ka). Es decir que la sensibilidad y selectividad del material va a depender fuertemente de

la capacidad de coordinacion de los grupos funcionales mencionados y sera gobernado

principalmente por la teoria HSAB de Pearson como planteabamos en nuestra hipotesis.

Basado en eso podemos observar que la sensibilidad de los materiales disminuye en el
siguiente orden NCQDs/CYS (4.10x10* M), NCQDs/FOS (3.0x10* M) y NCQDs/HIS
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(1.20x10* M), siendo mayor para el sistema suave-suave, tiol (S)-Hg?* con caracter
covalente de enlace coordinacion muy fuerte, seguido del sistema duro-duro, fosfato (O)-
As® con caracter i6nico y un enlace coordinacion menos fuerte que el covalente, y
finalmente el menor para el sistema intermedio-intermedio, imidazol (N)-Pb?* de caracter

intermedio con el enlace de coordinacidon mas débil.

Cabe resaltar que Pearson planteo la siguiente relacion importante (An = AEow) [33,110],
lo que nos indica que entre mas cercanos sean las durezas absolutas del ligante y del ion
metdlico mas cercanas van a ser las energias de los orbitales moleculares frontera,
generando asi un elevado sobrelapamiento de estos y por ende una mayor estabilidad del
enlace, esta es la razén del comportamiento observado en la sensibilidad de los materiales

y la importancia de la modificacién superficial con los aminoacidos propuestos.

Podemos observar una relacién parecida a la sensibilidad para la selectividad de los
materiales, siendo mayor para los NCQDs/CYS seguido para los NCQDs/FOS vy
finalmente la menor selectividad relativa para los NCQDs/HIS, la explicacion es similar a
la mencionada para la sensibilidad, sumado también al hecho de que la dureza de los
NCQDs/CYS y NCQDs/FOS estan en un valor extremo lo que nos indica que tiene una
vecindad con menos vecinos que puedan actuar como interferentes y por ende tienen
mayor selectividad, en caso contrario a los NCQDs/HIS que al tener un valor de dureza
intermedio su vecindad est4 rodeado de varios vecinos cercanos que actlan como

interferentes disminuyendo su selectividad.

Como podemos observar la modificacion estratégica de los N-CQDs con los aminoacidos
fue esencial para obtener buena sensibilidad y selectividad a los analitos de interés,
principalmente en sistemas de detecciéon con un mecanismo de quenching estatico, de esa
manera se podria construir cualquier sensor fluorescente selectivo a un analito de interés
Unicamente variando la superficie del material, teniendo en cuenta la afinidad quimica, en
nuestro caso y de manera general para cualquier deteccién que involucre la formacion
complejo de coordinacién entre el analito y el material, la teoria HSAB funciona muy bien,
sobre todo cuando la selectividad es controlada principalmente por la termodindmica sin

tener en cuenta efectos cinéticos.






4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Este trabajo reporta por primera vez el uso de residuos de cascaras de chontaduro (Bactris
gasipaes) para obtener N-CQDs con la capacidad de ser aplicados en la detecciéon
fluorescente de iones Hg?*, Pb?'y As®*. La sintesis de los N-CQDs derivados de biomasa
inducidas con irradiacién de microondas produjo particulas semicristalinas con tamafios de
3,28 nm. Estos nanomateriales tienen un nucleo grafitico y una superficie cubierta de

grupos amino y carboxilicos.

La superficie de los N-CQDs fue funcionalizada apropiadamente mediante una reaccion de
acoplamiento de amida con diferentes aminoacidos, L-cisteina, L-histidina y L-fosfoserina,
obteniendo tres materiales, los N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS, la reaccién de
acoplamiento de amida se da entre los grupos carboxilo de los N-CQDs y el grupo amino
de los aminoacidos. Para los N-CQDs/CYS, N-CQDs/HIS y N-CQDs/FOS se conservo el
nacleo grafitico dopado con nitrdgeno y se incorporaron en su superficie grupos tioles (de
la L-cisteina), grupos imidazol (de la L-histidina) y grupos fosfato (de la L-fosfoserina)
respectivamente. Asimismo, se mantuvo el tamafio de las nanoparticulas después de la
funcionalizacion con los correspondientes aminoacidos. A pesar de la complejidad de su
superficie, se evidenci6 la formacion de un enlace quimico covalente entre los aminoacidos
y los N-CQDs. Adicionalmente, los rendimientos cuanticos de fluorescencia se
incrementaron del 20,5% (para N-CQDs) a 25,4% (N-CQDs/CYS) y 23,0% (N-CQDs/HIS),
pero en el caso de los (N-CQDs/FOS) no se observé ese incremento (25,4%) debido al

grupo fosfato fuertemente electroatractor que favorece el mecanismo no radiativo TEF.

Los N-CQDs/CYS aplicados a la deteccién de iones de mercurio mediante la disminucion
de su fluorescencia mostraron buenos resultados. Encontramos una sensibilidad de

4.10x10* Mt y un LD de 0.20uM. Quizas la caracteristica mas importante de los N-
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CQDICYS fue la selectividad a los iones mercurio. La funcionalizacion estratégica con L-
cisteina de los N-CQDs genero un nuevo y eficiente material con buena sensibilidad y alta
selectividad para detectar Hg?*.La medicién del decaimiento de la fluorescencia evidencié
la formacién de un complejo de coordinacion no fluorescente entre el grupo tiol de la L-

cisteina y los iones mercurio, mediante un mecanismo de quenching estatico.

Por otro lado, los N-CQDs/HIS aplicados a la deteccién de iones de mercurio mediante la
disminucion de su fluorescencia mostraron también buenos resultados. Encontramos una
sensibilidad de 1.2x10* M? y un LD de 0.070uM. Los N-CQD/CYS fueron mayormente
selectivos a los iones plomo, sin embargo, no lo fueron totalmente (interferentes Cu?*y
Co?"). La funcionalizacién estratégica con L-histidina de los N-CQDs generd un nuevo y
eficiente material con buena sensibilidad y selectividad para detectar Pb?*.La medicién del
decaimiento de la fluorescencia evidencié la formacion de un complejo de coordinacion no
fluorescente entre el grupo imidazol de la L-histidina y los iones plomo, mediante un

mecanismo de quenching estatico.

Finalmente, los N-CQDs/FOS aplicados a la deteccion de los iones arsénico mediante la
disminucion de su fluorescencia mostré también buenos resultados. Encontramos una
sensibilidad de 3.0x10* My un LD de 0.34puM. La caracteristica mas importante de los N-
CQD/FOS fue la selectividad a los iones arsénico. La funcionalizacion estratégica con L-
fosfoserina de los N-CQDs generd un nuevo Y eficiente material con buena sensibilidad y
alta selectividad para detectar Pb?". La medicién del decaimiento de la fluorescencia
evidencié la formacion de un complejo de coordinacién no fluorescente entre el grupo
fosfato de la L-fosfoserina y los iones arsénico, mediante un mecanismo de quenching

estatico.

La modificacion estratégica de los N-CQDs con los aminoacidos fue esencial para obtener
buena sensibilidad y selectividad a los analitos de interés, principalmente en sistemas de
deteccién con un mecanismo de quenching estatico, de esa manera se podria construir
cualquier sensor fluorescente selectivo a un analito de interés Unicamente variando la
superficie del material, teniendo en cuenta la afinidad quimica, en nuestro caso y de

manera general para cualquier deteccién que involucre la formacion complejo de
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coordinacion entre el analito y el material, la teoria HSAB funciona muy bien,
principalmente cuando la selectividad es controlada principalmente por la termodindmica

sin tener en cuenta efectos cinéticos.

Los resultados demuestran que los N-CQDs funcionalizados son excelentes candidatos
para una rapida y econémica deteccion fluorescente cuantitativa de iones Hg?*, Pb?'y As®*
en medio acuoso, que pueden aplicarse principalmente en regiones de paises vulnerables

por la contaminacién de estos iones metalicos, tal como Colombia.






A. Anexo: Transformada de Fourier
HRTEM de los NCQDs
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B. Anexo: Transformada de Fourier
HRTEM de los NCQDs/CYS
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C. Anexo: Transformada de Fourier
HRTEM de los NCQDs/FOS




76 Sintesis de puntos cuanticos de carbono obtenidos a partir de cascara de
chontaduro: Funcionalizacién con biomoléculas y aplicacion en la deteccion
de iones Hg?*, Pb?" y As®*

D. Anexo: Transformada de Fourier
HRTEM de los NCQDs/HIS
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