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RESUMEN

En este trabajo se realizo la sintesis de nanoestructuras del g-CsN4; nano hojas y
puntos cuénticos (QDs) para su aplicacion como contraste de imagen por
fluorescencia. Las nano hojas se obtuvieron en soluciones acuosas, en agua
desionizada (AD) y solucion de buffer de fosfatos (PBS) por medio de exfoliacion
por alto esfuerzo de corte. Las caracteristicas morfolégicas y propiedades oOpticas
se estudiaron como funcion del tiempo y el medio de exfoliacion. Las
nanoestructuras en presencia de PBS favorecieron el rendimiento cuantico debido
a la estabilizacion coloidal. Por otra parte, los QDs de g-CsNa4 se obtuvieron por
medio de dispersion en ultrasonido donde se logré una disminucion del tamafio de
particula menor al radio de excitén de Bohr. Estos se sintetizaron en AD y PBS
donde las propiedades 6pticas mejoraron en aquellas que fueron sintetizadas en
PBS dando como resultados rendimientos cuanticos arriba del 60%. Los materiales
obtenidos presentaron caracteristicas especificas para ser aplicados como
contraste de imagen de fluorescencia bajo excitacién de radiacion con longitudes
de onda de 405 nm y 488 nm. Asi mismo, se realizaron pruebas de viabilidad celular
con células de tejido hepético y células de pulmdn donde a bajas concentraciones
resultaron no toxicos. También, se aplicaron de manera exitosa como contraste de
imagen en células caliciformes donde fue posible la interaccion de las particulas con
el nucleo y membrana celular. Se realiz6 una prueba de foto blanqueo exponiendo
el material a diferentes tiempos comparandolo con el marcador convencional 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI), mostrando mejores resultados que dicho marcador.
Finalmente, las nanoestructuras obtenidas presentaron propiedades de fotocatalisis
antibacteriales en inhibicion UFC de e-coli, en las condiciones del estudio.



1. INTRODUCCION

La microscopia de fluorescencia es una técnica aplicada para la visualizacion de
procesos bioldgicos en tiempo real [1]. Estd técnica también conocida como
bioimagen ayuda para la comprensién de procesos biol6gicos como el mecanismo
celular, la formacion de imagenes moleculares in vivo, el analisis de biomoléculas o
deteccidn de organismos vivos como hongos, bacterias cultivos celulares, etc. [2,3].
Para la obtencion de dichas imagenes por fluorescencia es necesario el uso de
marcadores o biomarcadores moleculares como fluoréforos o fluor6cromos. Dichos
marcadores pueden ser de origen biolégico, como es el caso de algunas
biomoléculas tales como las proteinas, ADN o lipidos, que son capaces de emitir
fluorescencia. También algunos otros de origen sintético como los tintes organicos
0 bien materiales semiconductores como el caso de las nanoparticulas y puntos

cuanticos [2, 4].

Para la seleccion de un marcador ideal es necesario tomar en cuenta diversos
aspectos como son que posean un alto rendimiento cuantico, biocompatibilidad, que
puedan ser superficialmente modificados, fotoestabilidad y que sea facil su

obtencion.

En el caso de los tintes organicos y las biomoléculas, estos llegan a presentar
diversos problemas durante su aplicacidbn en bioimagen, como es el caso del
fotoblanqueo, la superposicion espectral y la baja intensidad de la sefial que emiten.
Es por esto por lo que se ha buscado utilizar diferentes materiales que sean capaces
de cubrir estas dificultades asi mismo como que tengan una mayor emision de luz.
El uso de nanoestructuras de semiconductores, como nanobarras, nano laminas o
puntos cuanticos (QDs) como los QDs de carbono, en aplicaciones de caracter
bioldgico, presentan muchas ventajas ya que se ha demostrado que tienen alta
biocompatibilidad, baja toxicidad, son facil de modificar superficialmente y tienen

excelentes propiedades de fotoluminiscencia [4, 5, 6].

Una gran ventaja del uso de nanoestructuras es que es posible ampliar la region del
espectro de emision de luz aplicando técnicas “sencillas” como la modificacién en
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el tamafo o bien el dopaje con algun otro elemento teniendo imagenes de mejor
calidad con alta emision [6]. Asi mismo, los métodos de sintesis que se han descrito
para el uso de estos materiales resultan ser no solo mas amigables con el ambiente
sino también mas econdmicos. Es posible utilizar diversos precursores organicos
para su sintesis, asi como utilizar amplia variedad de rutas para la obtencion final
de estos [4, 7]. En este trabajo se explora la obtencion de nanoestructuras del nitruro
de carbono grafitico (g-CsN4) mediante técnicas de rompimiento y su posible

aplicacion como material de contraste en imagenes de fluorescencia.



2. MARCO TEORICO

2.1.Fluorescencia
La fluorescencia es uno de los principales procesos de la luminiscencia la cual es
definida como la capacidad que posee una molécula para emitir luz. Dentro de la
luminiscencia existen diferentes procesos que se muestran en la figura 1, donde la
diferencia cae en la manera en la que estos se excitan, ya sea a través de corrientes
eléctricas como la electroluminiscencia, por medio de reacciones quimicas como la
quimioluminiscencia, o a través de la excitacion de fotones como el caso de la
fotoluminiscencia donde los principales procesos son la fosforescencia donde la
luminiscencia se mantiene una vez terminada la excitacion, en un estado
metaestable y la emisién se retarda. Por otra parte la fluorescencia es un proceso
donde la emision se produce de manera simultdnea a la absorcién de la radiacién
[8, 9]. La fotoluminiscencia es un tipo de luminiscencia que resulta de las

transiciones electrénicas que dan lugar a la emisién de fotones (luz) [8].

QUIMIOLUMINISCENCIA
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Figura 1. Tipos de luminiscencia.

En este proceso los electrones existen en diferentes estados de energia. En el

estado basal, los electrones se encuentran estables teniendo el nivel de energia



mas bajo, cuando estos electrones absorben energia, se elevan a un nivel
energético superior conocido como el estado excitado, cuando el electron vuelve de
ese estado excitado a su estado basal, la energia se libera a manera de fotones

emitidos.

La fluorescencia es un proceso descrito por primera vez por George Gabriel Stokes
en 1852 que utilizdé para describir la emision de la fluorita al observar que la luz
emitida poseia una longitud de onda mas larga que la luz excitante, a esta diferencia
se le conoce como desplazamiento de Stokes [10]. En la figura 2 se describe dicho
proceso, en donde una radiacion de longitud de onda A (rayos x o radiacién
ultravioleta) incide sobre una molécula, los fotones son absorbidos por la molécula,
excitando electrones desde un estado basal (so) a un estado de energia mayor

(estado excitado) (s1).

Duracién del estado excitado

Estado singlete excitado (S1)

1l ——g

s1

Energia hv ex Excitacion
Fluorescencia

hvem emision

Estado basal sO

Figura 2. Proceso de fluorescencia.

Este proceso es conocido como excitacion, el tiempo de permanencia en ese estado
es corto que va de los 10°-108 segundos donde parte de la energia del electrén se

pierde. Cuando los electrones regresan del estado excitado al estado basal, estos



pierden la energia restante que absorbieron durante la excitacion. Para el caso de
los fluoréforos (moléculas capaces de emitir fluorescencia) dicha energia se emite
en forma de luz (emision de la fluorescencia) de una longitud de onda mayor que la

longitud de excitacion.

2.2.Microscopia de Fluorescencia
El proceso de fluorescencia es un proceso que debido a su naturaleza es
aprovechado en la microscopia de fluorescencia.

La microscopia de fluorescencia es una técnica similar a la microscopia éptica en
donde se utiliza la capacidad que tiene una molécula para emitir un foton de luz
después de ser excitado. Las moléculas del contraste o tintes son excitadas bajo
una lampara de mercurio o xenon, provocando dicho fenébmeno para la visualizacion
de imagenes. La fuente de excitacion esta cerca de los 400nm, por lo cual el tinte o
molécula a utilizar debera emitir cerca de los 400-600nm para poder visualizarse
[11].

Comunmente la microscopia de fluorescencia también conocido como bioimagen,
es utilizada en diferentes técnicas como: la visualizacion de moléculas como el DNA,
visualizacion de células, vitaminas, entre otras, permitiendo observar la distribucion

de moléculas, asi como procesos celulares como la division celular [1].

Para lograr la formacién de imagenes, es necesario que las moléculas o tintes
fluorescentes (marcadores fluorescentes) se adhieran al objeto que se busca
observar. Las imagenes formadas resultan del principio de fluorescencia. Los
pardmetros mas importantes durante la adquisicion de estas imagenes son la
longitud de onda de fuente de excitacion, la potencia y apertura que dependen de
la molécula fluorescente y el tiempo maximo de exposicién. De acuerdo también a
la naturaleza de la molécula, ésta se logrard observar en las diferentes longitudes
de espectro visible, donde un factor importante sera el tamafio de molécula, como
se observa en la figura 3 cuando se tengan moléculas grandes se observaran en el
rojo, y conforme disminuyéndose disminuye el tamafio de particula se puede
observar en el azul, como es el caso de algunas proteinas que se logran observar

en el verde debido al tamafio que estas presentan.
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Figura 3. Espectro de luz visible

Generalmente los tintes o moléculas conocidos como fluoréforos o fluorocromos,

deben cumplir con diversos factores para su visualizacion:

e Sean biocompatibles,

e se puedan modificar superficialmente,
e no se fotoblanquen,

e su facil reproductibilidad,

e emision en un rango de 400-600nm,

e rendimiento cuantico alto.

Existen diversos fluor6foros descritos en la Tabla 1, en donde la mayor problematica
gue estos posen para su aplicacion recae en que el material sea biocompatible y el
foto blanqueo. La proteina verde, DAPI, y QDs son biocompatibles, sin embargo, a
diferencia del QDs poseen una degradacién rapida debido a la luz (foto blanqueo)
[3, 5, 12].

De los marcadores mas utilizados en bioimagen el mas destacado es DAPI ya que
presenta una fuerte emision en azul, ademas de biocompatibilidad lo que le permite
la interaccién con diferentes estructuras bioldégicas. Comunmente se utiliza para la
marcacion cromosomal, debido a su alta afinidad a grupos amino presentes en el
ADN. Es un marcador que ha dado buenos resultados a lo largo de su uso, sin
embargo, este mismo posee limitantes debido a la tendencia a la rapida degradacion
por la longitud de onda (Foto blanqueo), lo cual limita su uso debido a su corto

tiempo de degradacion [12, 13, 14].



Tabla 1. Principales fluoroforos utilizados en microscopia

fluord foro emision foto blanqueo biocompatible
Proteina verde verde X X
fluorescente

X
QDs a base de azul X

carbono

2.3. Foto blanqueo
El fotoblanqueo es definido como la degradacion irreversible por efecto de la luz
(longitud de onda) de un material. Es uno de los principales problemas que se
presentan durante los analisis por fluorescencia. Cuando los fluoroforos son
excitados, se presentan fenébmenos de calentamiento o de rompimiento de enlaces
(dependiendo de la fuente de excitacion) lo que resulta en una rapida degradacion,
en lapsos no mayores a 5minutos de exposicion. Mientras mayor sea el tiempo de
exposicién (excitacion del material) y menor sea el rendimiento cuantico del

fluoréforo, tendera la degradacion del mismo. [3, 4, 11].

En la figura 4 se presenta un esquema que describe la observacion del fenomeno

de fotoblanqueo en funcién al tiempo de observacion.
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Figura 4. Esquema del fendmeno del fotoblanqueo.

En si el fotoblanqueo, es un aspecto importante para tomar en cuenta para la
aplicacion de un material fluorescente en la técnica de microscopia de fluorescencia.
Los materiales aplicables se pueden clasificar en cuatro tipos, descritos en la figura
5, los cuales son: los tintes organicos, biomoléculas, metales y particulas de
semiconductores, donde al utilizar particulas de semiconductores se logra disminuir
o bien eliminar muchos de los problemas relacionados con el uso marcadores

fluorescentes organicos en bioimagen. [4, 7]
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Figura 5. Clasificacion de los marcadores fluorescentes.

2.4.Nanoparticulas de semiconductores
Un material semiconductor es aquel que posee la capacidad para comportarse
como un aislante o un conductor dependiendo de diversos factores como el campo
eléctrico, la presion, la radiacion incidida, la temperatura ambiente etc. Estos
materiales poseen una estructura cristalina y pocos electrones libres a temperatura
ambiente, ademas de resistividades y huecos de energia situados entre los
conductores y los aislantes [11]. En la figura 6 se explica el comportamiento
electrénico de los materiales y la brecha energética “band gap” presente en los
materiales semiconductores esta brecha energética indica el minimo energético
para la promocion de un electron de la banda de valencia a la banda de conduccién.
Por decir, la separacién entre los niveles energéticos puede superarse si se aporta
energia al material, de esta manera puede llevarse a cabo el mecanismo de

conduccion [11, 15].



En general existen diferentes semiconductores de interés debido a las propiedades
que estos presentan. Cuando se reduce el tamafio de particula las propiedades
fisicas y quimicas cambian, dando lugar a nuevas propiedades asociadas a la gran
area superficial que presentan, asi como al efecto de confinamiento cuéntico. A la
escala nanométrica, los electrones quedan confinados a una menor distancia, hay
una discretizacion en los niveles de energia y un aumento en la banda prohibida,
esto debido a la disminucidén de tamafo. El confinamiento puede presentarse en
una, dos o tres dimensiones. Cuando dicho confinamiento se da en las tres
dimensiones, y el tamafio de particula es menor al tamafio del radio del excitén de
Bohr, a dicho material se le conoce como punto cuantico. El efecto de
confinamiento cuantico se observa también como un incremento en la intensidad de
luminiscencia y un aumento en la energia de la brecha energética En las particulas

de semiconductores, estas propiedades son dependientes del tamafio. [11, 15, 16].

Debido a las propiedades que estos materiales podrian presentar, se ha generado
un gran interés para diferentes areas, desde la captacion de energia hasta
aplicaciones del tipo biomédico [15].
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Figura 6. Esquema de bandas de los materiales electronicos.

2.5.Nitruro de carbono grafitico
Uno de estos materiales semiconductores que han generado gran interés debido a

las propiedades que presenta ha sido el nitruro de carbono grafitico (g-CsNa).

El nitruro de carbono grafitico es un material semiconductor tipo n, libre de metal
[17]. Posee una estructura tridimensional similar al grafito, compuesto por atomos
de nitrégeno y de carbono teniendo una estructura laminar con una hibridacion sp?,
sus laminas apiladas se encuentran unidas mediante interacciones de tipo van der
Waals. [6, 17]. Es un material que se forma a partir de la polimerizacién de
precursores de bajo coste ricos en nitrégeno, como la cianamida, tiourea,

dicianamida, melamina, urea, [18].

En la figura 7 se presenta la estructura que posee el g-CsN4. Estd compuesto por
tres unidades de s-triazina, formando las tri-s-triazina. El ordenamiento periodico de
esta forma las heptazinas, asi mismo el apilamiento de estas heptazinas formarian

la estructura del material en bulk [19]. Posee buenas propiedades Opticas debido a
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su bandgap de 2.4 a 2.8 eV, aunque presenta poca area superficial debido al

apilamiento entre capas que se da durante la policondensacion [17]
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Figura 7. Estructura molecular 2D Y 3D del g-C3Na [19]

Debido a sus propiedades Opticas este material es capaz de absorber la luz visible,
teniendo emisiones entre 400 y 480 nm, emitiendo en azul de manera estable, lo
que permite su uso para deteccion. Ademas de ser un material libre de metal,
también es un material biocompatible, el cual permite su uso en aplicaciones de
caracter biologico. Asimismo, la reduccion del tamafio de este material ha
contribuido significativamente a mejorar sus propiedades. En su forma masiva o
"bulk", el material presenta limitaciones inherentes, como una baja area superficial
y un rendimiento cuantico reducido, causados en gran parte por el apilamiento entre
las capas. Precisamente por estas razones, el empleo de este material a escala

nanomeétrica ha capturado gran interés cientifico. A esta escala, es posible obtener
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diversas nanoestructuras, tales como ldminas de pocas capas (few layers) y puntos

cuanticos, tal como se ilustra en la Figura 8 [17, 18, 20].

FL g-C5N,

/ N
\
g-C5Ny

Figura 8. Esquema representativo de algunas nanoestructuras en g-CsNa

2.6. Métodos de obtencion de las nanoestructuras de g-CsNa4
Las propiedades fisicas del g-C3sN4, se han visto mejoradas gracias a los diferentes
meétodos de obtencidn de las nanoestructuras en donde se busca la disminucion de
tamafio de particula (métodos top-Down), provocando un efecto de confinamiento
cuantico, dandole una mayor area superficial, asi como el mejoramiento de sus

propiedades fisicas [20, 21].

En la figura 9 se destacan algunos de los métodos de obtencion de las
nanoestructuras del g-C3Nas a partir del material a escala macroscopica
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Figura 9. Métodos de obtencion de las nanoestructuras del g-C3Na4 a partir del
material en escala macroscopica.

Para el caso de las nano hojas del g-CsN4, se busca la separacion entre capas. La
estructura de este material se encuentra formado por atomos de carbono y nitrégeno
unidos por enlaces covalentes, en el arreglo tridimensional las capas se encuentran
unidas por fuerzas de van de Waals, las cuales se pueden separar en nano hojas
2D cuando se le proporciona la suficiente energia para romper dichas atracciones
de van de Waals [17]. Algunos métodos para lograr dicha separacién son mediante
procesos de exfoliacion como la exfoliacion quimica, la exfoliacion térmica y la
exfoliacion ultrasonica. La exfoliacion ultrasonica se considera uno de los mejores
métodos de obtencion debido a que no genera residuos en altas concentraciones,
ni es necesario el uso diferentes solventes como acidos fuertes, como en el caso de
la exfoliacion quimica. Asi mismo no requiere de grandes tiempos ni temperaturas

elevadas como el caso de la exfoliacion térmica, simplemente se utiliza en material
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en bulk homogeneizado utilizando agua desionizada, las propiedades finales
dependen de las condiciones de preparacion (el tiempo de exfoliado). Otro de los
meétodos descritos para la obtencién de las nano hojas es la exfoliacion por altos
esfuerzos de corte en solucién, en el cual utiliza un rotor, estator (o palas giratorias)
para generar altas velocidades de corte en liquidos, a los que se afiaden polvos
estratificados, donde las fuerzas de corte provocaran una delaminacion de los

materiales, permitiendo obtener las nano hojas. [17, 20, 21, 22].

Para el caso de los puntos cuanticos del g-CsN4 se han descrito diferentes métodos
de obtencién tales como la oxidacion quimica, la oxidacion electroquimica y la
sonicacion. En la oxidacion quimica, se utilizan disolventes polares que ayudan a
introducir grupos funcionales de oxigeno polares en los 4tomos de carbono. Con el
uso de acidos fuertes se produce una protonacion y exfoliacion simultanea del
material, permitiendo la generacioén de nanoestructuras 0D con grupos hidrofilos. Es
un proceso que puede ser relativamente complejo debido a que se requiere la
eliminacion del exceso del oxidante [21]. Otro método es la oxidacién
electroquimica, la cual se da mediante la transferencia de electrones desde o hacia
un ién o una molécula para cambiar su estado de oxidacién, esto ocurre cuando se
aplica un potencial externo o cuando se libera energia quimica [17]. Asi mismo otro
método de obtencién que se destaca es el método de sonicacion, donde el material
disperso en un solvente es sometido a una frecuencia de ultrasonido y genera un
rompimiento de particula. El tamafio que se obtiene esta en funcién de la frecuencia
y el tiempo de ultrasonido. Se ha reportado la obtencion de nanoparticulas y puntos
cuanticos con alto grado de pureza. Mediante esta técnica no siempre es necesario
el uso de algun agente para controlar el tamafio de los mismos. Durante la
sonicaciéon se permite el rompimiento entre enlaces induciendo el proceso de
confinamiento cuéntico. Es en si uno de los mejores métodos descritos debido a
gue no es necesario el uso de acidos fuertes, por lo cual se podria decir que es un
meétodo amigable con el ambiente, o que permite también que las nanoestructuras

formadas puedan tener aplicaciones de caracter biologico [17, 21].
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2.7. Antecedentes
En 2013 Tang Y et al. Utilizaron nanoparticulas de g-CsN4 como nanosensores y
presentaron luminiscencia de larga duracion aplicados en biomagen para deteccion
de biotioles en fluidos biolégicos. Observaron que el uso de nanoparticulas
fluorescentes de larga duracion proporciona mayor efectividad debido a que
mejoran la relacion sefal-ruido, permitiendo la deteccion de imagenes de
fluorescencia en tiempo real. También reportaron que se evitaron problemas como
el fotoblanqueo, o la citotoxicidad. La luminiscencia de alta duracion esta
relacionada con dos tipos de emision, la primera debido a la transicién directa e
indirecta de electrones entre bandas y los centros luminiscentes, y la segunda esta
relacionada con los defectos que pueden presentar el material debido a la presencia
de centros paramagnéticos. Las nanoparticulas de g-CsNs4 que prepararon fue

mediante la pirdlisis del clorohidrato de guanidina a altas temperaturas.

En 2018 Zhuang Y et al. Estudiaron puntos cuanticos de g-CsNs con alta foto
estabilidad, baja citotoxicidad y con un amplio rango de emision como sondas
fluorescentes para obtencion de imagenes multicolores de células. Los puntos
cuanticos de g-CsNasfueron obtenidos por una técnica verde debido a su simplicidad
y bajo costo. Se utilizO6 como precursor la orina humana y se llevd a cabo un
tratamiento en condiciones hidrotermales dando como resultado QD de g-CsNa4. Los
cuales se caracterizaron por espectroscopia de UV-Vis, asi como espectros de
fluorescencia. La mayoria de estos trabajos se ha realizado con nanomateriales
obtenidos de técnicas bottom up, y poco se ha estudiado de las caracteristicas de
materiales obtenidos por métodos top down. Si bien tienen ventajas como la
produccién en masa de nanomateriales, son mas sencillos ya que requiere de
menos pasos en el proceso, usualmente presentan defectos estructurales que

modifican las propiedades 6pticas.
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2.8. Justificacion
Existen diversos marcadores biologicos en imagenes por fluorescencia que poseen
cierta limitancia para su uso como son los tintes organicos y nanoestructuras a base
de metal. Los tintes organicos son los mas comunes y existe una gran variedad, sin
embargo, la principal problemética es que tienden al foto blanqueo y posen poca
estabilidad, donde el tiempo de analisis se ve limitado. Las nanoparticulas a base
de metal como 6xidos o semiconductores metélicos han sido probadas para resolver
esas problematicas, sin embargo, presentan una alta toxicidad lo que dificulta su
preparacion y disposicion. Los materiales nanoestructurados de nitruro de carbono
grafitico (g-CaNa4) poseen propiedades Opticas y estructurales tales que permiten su
aplicacién como contraste de imagen, ya que se mejora la intensidad de la emision
en la region del espectro visible. Ademas de ser un material biocompatible y de baja
toxicidad debido a que es a base de carbono. En este proyecto se propone obtener
materiales nanoestructurados del nitruro de carbono grafitico por técnicas top Down
en donde se favorezcan las propiedades Opticas, de tal manera que posean una
absorcién en la region visible y puedan tener mayor intensidad de emision para su
posible uso como marcadores moleculares observables en imagenes de

fluorescencia.

2.9. Hipotesis
Los materiales nanoestructurados de g-CsN4 obtenidos por técnicas de arriba hacia
abajo “Top-down” presentaran las propiedades épticas que favorecen la intensidad
de la emisién en la regidn del espectro visible con caracteristicas superficiales que
favorezcan su uso como contraste de imagenes en muestras de origen bioldgico por

fluorescencia.

2.10. Objetivos
2.10.1. Objetivo general
Obtener y caracterizar las propiedades 6pticas de nanoestructuras de g-C3sN4
por técnicas Top-down y estudiar su desempefio como contraste de imagen

en muestras de origen bioldgico.
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2.10.2. Objetivos especificos
e Obtenery caracterizar QDs g-CsN4 por técnica de ultrasonido

e Obtener y caracterizar nanolaminas de g-CsNs4 mediante exfoliacion
por alto esfuerzo de corte.

e Estudiar las propiedades oOpticas de las nanoetructuras de g-CsNas y el

desempefio como marcador en imagenes de contraste.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Sintesis del g-C3N4
El g-CsN4 se obtuvo mediante la descomposicion de melamina (CeHeNe, 99%,
Sigma Aldrich) a 600° C en atmosfera de aire estatico durante un tiempo de 2 h. El
material de color amarillento se dej6 enfriar, para posteriormente homogeneizaren
un mortero.

3.2. Preparacion de las Nanoestructuras.
El material en Bulk resultante se dividié en dos como se muestra en la figura 10; por

un lado se le dio un tratamiento hidrotermal y por otro paso por crio molienda.

Se pesaron 3g de g-CsNs4 en bulk y se coloco en un molino criogénico SPEX
SamplePrep 6770, como se muestra en la figura 10. Se adicionaron 5 L de nitrégeno
liquido y se utilizaron los siguientes parametros para la criomolienda: 10 ciclos que
consisten en 10 min de enfriamiento, 3 minutos de molienda a una frecuencia de 5
cps seguidos de 2 minutos de enfriamiento. Obteniendo asi un polvo amarillento

fino.
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Figura 10. Esquema representativo de las rutas de preparacion de las
nanoestructuras del g-C3N4

3.3. Preparacion de los puntos cuanticos de g-CsN4 (QD- g-C3Na)
Se realizaron dos dispersiones del g-CsNas obtenido por criomolienda, con una
concentracion de 0.8 mg/mL en agua desionizada (QDs AD) (18.2 Q de resistencia)
y otra en solucion buffer de fosfatos (QDS PBS), en total se prepararon 200 mL para
cada muestra. Las dispersiones se sometieron a ultrasonido en un bafio durante 5
h. Una vez transcurridas las 5 h el material cambia del color de amarillo a un blanco
lechoso, dejandose reposar durante 24 h y se centrifugd el material para lograr una

mejor separacion de las particulas mas pequenas.
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3.4. Preparacion de g-CsN4 parcialmente exfoliado (nanohojas (FL))
El g-CsNa4 en bulk después de ser homogeneizado en un mortero, posteriormente se
paso a una autoclave completando la mitad del volumen total con agua desionizada
(18.2 MQ de resistencia). Se le dio tratamiento hidrotermal durante 48horas a
110°C. Una vez cumplido el tiempo, se decanto el material y se dejé secando por72h
a 60°C.

Posteriormente se realizaron dos estudios para la obtencién de las nano hojas (FL
de g-Cs3Na4), como se muestra en la figura 11 y se estudio el tiempo de exfoliacion y
el efecto de un tratamiento térmico posterior al exfoliado. Finalmente, la
microestructura, morfologia y propiedades Opticas fueron estudiadas para

seleccionar las condiciones mas eficientes.

TRATAMIENTO EXFOLIACION A TRATAMIENTO
HIDROTERMAL DIFERENTES HIDROTERMAL
DEL BULK TIEMPOS POSTERIOR
|\

LN PR

20MIN Y 40MIN

30MIN

Figura 11. Esquema descriptivo para las condiciones experimentales de
preparacion de nanohojas (FL) del g-C3sN4 mediante la exfoliacion en dispersion por
esfuerzo de corte

Después de haber sido caracterizadas las nanohojas, 30 mL de una dispersion de
g-CsNs con tratamiento hidrotermal con concentracion de 0.8 mg/mL en agua
desionizada se colocaron en un homogeneizador de esfuerzo de corte (IKA, T 25,
ULTRA TURRAX) a una velocidad de 13,200 rpm. Las dispersiones fueron
sometidas a diferentes tiempos (20, 30 y 40 min) y después se centrifugo en una
ultracentrifuga (Beckman, modelo Allegra X-22R) a 9000rpm por un tiempo de 11

minutos. Las particulas grandes se separaron del material exfoliado. Despues el
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material exfoliado se colocé una parte de la dispersion en viales y se llevaron a un
horno de conveccion para darle tratamiento térmico, a 110°C por 24 h. Pasado el
tiempo, se retird el material y se dejo enfriar. Finalmente se obtuvieron 6 muestras
como se muestra en la figura 12 de las cuales se midieron propiedades épticas y
determinando aquella que cumpliera con mejores caracteristicas para su posterior

aplicacion en bioimagen.

Sin tratamiento hidrotermal posterior

= FL 20 MIN EXF

= FL 30MIN EXF

P FL 40 MIN EXF
- Con tratamiento hidrotermal posterior

p= FL 20 MIN + 24H TH
P> FL 30MIN + 24H TH

p FL 40 MIN + 24H TH

Figura 12. Descripcion de las muestras que se prepararon de FL del g-C3Na4

Una vez encontradas las condiciones 6ptimas de proceso, se realizaron dos
dispersiones de 0.8mg/mL, la primera utilizando agua desionizada (FL AD) (18.2
MQ de resistencia), y la otra utilizando una solucion de buffer de sulfatos (FL PBS)
(PBS pH 7), se sometieron a exfoliacion durante 30 minutos a 13,2 RPM en el
homogeneizador (IKA, T 25, ULTRA TURRAX) y se purificaron de la misma manera
gue en los experimentos previos. Se repitid el experimento hasta tener un volumen

de 200 mL para cada una de las muestras.
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3.5.CARACTERIZACION

3.5.1. Microscopia electrénica de barrido
Esta técnica fue utilizada para el estudio de la morfologia presente de los diferentes
materiales. Se realizé en un microscopio electrénico de barrido de la marca Fei nova
nanosem200. Para el analisis de las muestras se tomaron 20 yL de una dispersion
de cada material y se secaron sobre un sustrato de silicio previamente lavado. Las
muestras se fijaron con cinta de grafito sobre un portaobjetos, y se analizaron
utilizando voltaje de aceleracion de 2 KV y una distancia de trabajo de 8 mm. Se
adquirieron imagenes utilizando un detector de electrones secundarios. Finalmente
se adquirieron imagenes a diferente magnificacion.

3.5.2. Difraccion de rayos x
Esta técnica fue aplicada para el estudio de la estructura cristalina del material. .
Para el analisis se uso el difractometro de rayos PANalytical Empyrean empeando
una fuente de radiacion Cu Ka1 (A=1.54056 A) en un rango de 26 de 5-90°. Los
patrones de difraccion se adquirieron a 0.05° y un paso de 0.5 s, se us6 una longitud
de onda de 1.54184 A, 45 kV, 40 mA sobre el rango de 26 de 5-90°.

3.5.3. Espectroscopia UV-Vis
Se obtuvieron espectros de absorbancia de los materiales utilizando un
espectrofotometro UV-VIS NIR, cary 50 de la marca agilent. Dispersiones de los
materiales en agua desionizada se analizaron utilizando una celda de cuarzo de
3mL. El material en polvo se analizé utilizando la esfera de integracion donde el
polvo se colocé dentro de una bolsa de polietileno. Se realizo el célculo del band-

gap utilizando el método de Tauc.

3.5.4. Espectroscopia de Fotoluminiscencia
Se utiliz6 un espectrémetro de fotoluminiscencia PerkinElmer LS55 para la
obtencion de los espectros de emision excitando las muestras en 320 nm para el
caso de las nano hojas (FL) y en 350 nm para el caso de los QDs. Para el andlisis
se tomaron 3 ml de cada muestra y se colocaron sobre una celda de cuarzo. Se
adquirieron los espectros de excitacion fijando el maximo de emision de los

materiales.
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3.5.5. Rendimiento cuantico
El rendimiento cuantico es la relacion entre los fotones absorbidos y los fotones
emitidos. Para realizar el célculo del rendimiento cuantico se utilizo la siguiente
ecuacion:

o= or () (2

mr/ \nr

Donde:

¢ Qs=rendimiento cuantico de muestra problema.

e Q= es el rendimiento cuantico de muestra de referencia.

e ms= gradiente grafico de intensidad de la integral de fluorescencia contra la
absorbancia de la muestra problema.

e m= gradiente grafico de intensidad de la integral de fluorescencia contra la
absorbancia de la muestra referencia.

e ns = es el indice de refraccion de la muestra problema.

e n= indice de refraccion de la muestra de referencia.

Como referencia se utilizo el sulfato de quinina (dihidratado 99.0-101.0% apto para
fluorescencia Sigma-Aldrich), se realizaron 5 diluciones de cada material, y se
recolectaron los espectros de absorcién y emision bajo las mismas condiciones,
para cada una de las diluciones. Se grafico la integral de la luminiscencia contra la
absorbancia a la longitud de onda de excitacion y se realizé el ajuste lineal. Del
ajuste se obtuvo la pendiente que se sustituye en la ecuacién de rendimiento

cuantico.

3.5.6. Espectroscopia Raman
Se obtuvieron los espectros de Raman para observar los modos de vibracion de los
materiales, empleando un Microscopio Raman DXR de Thermo Scientific equipado
con una linea de excitacion laser de 532 nm. Para el caso de los polvos, se

colocaron sobre un portaobjetos sin tratamiento previo, y para el caso de las
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dispersiones 20 pL del material se secaron sobre un sustrato de silicio previamente

lavado y se llevaron a su analisis.

3.5.7. Microscopia electrénica de transmision
Las muestras se analizaron utilizando un Microscopio Electrénico de Transmision
(TEM) FEI Titan G2 80-300. Las muestras se prepararon tomando una gota
(aproximadamente 20uL ) de la dispersion de los materiales y se secO sobre una
rejilla de cobre con una pelicula delgada de carbono amorfo. Las muestras fueron
observadas a un voltaje de aceleracién de 300 KV y se adquirieron imagenes de

alta resolucion y patrones de difraccion de area selecta.

3.5.8. Microscopia de fluorescencia
Para la observacion de las nanoestructuras resultantes, se realiz6 un barrido (frotis)
de cada material sobre un portaobjetos limpio, posteriormente se fijo el material con
calor para una mejor manipulacién del mismo, fueron llevadas al microscopio de
fluorescencia marca ZEISS modelo Axio Imager, a 405nm y 488nm las imagenes
resultantes se obtuvieron con la camara digital integrada al microscopio y se

analizaron utilizando el software AxioVision.

3.6. Estudio del desempeiio como biomarcadores.

3.6.1. Preparacion de cultivos
Para las pruebas de citotoxicidad in vitro se utilizaron dos cultivos de células
cancerosas. Se sembré una cantidad de 1x10* células de las lineas celulares
pulmén (A549) y hepaticas (HUH7) en frascos de cultivo celular F-25 con 4 mL de
medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) suplementado con 10 % de
Suero fetal bovino y antibidtico antimicético para las células de pulmon. Las células
hepaticas fueron en medio DMEM suplementado con 2% de suero fetal bovino, 1%
D-glucosa ,1% aminoacidos no esenciales, 1% L-glutamina, piruvato de sodio y
antibiético penicilina estreptomicina. En ambos casos se incubaron a 37 °C, en una

atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad relativa.

Una vez que las células crecieron en confluencia (3-5 dias de incubacion), se

procedi6 a separar las células del sustrato de cultivo. En el cultivo hepatico se utilizé

25



tripsina sin EDTA (acido etilendiaminotetraacético), para ello se retir6 el medio de la
placa de cultivo y se realizaron 2 lavados con 2 mL de PBS estéril para debilitar la
adherencia de las células al frasco. Se agreg6 al cultivo 500 mL de tripsina
homogeneizando horizontalmente el frasco por al menos 1 minuto para cubrir toda
la superficie. Después se incub6 durante 5 minutos a 37 °C, pasado este tiempo de
incubacion se adicioné 1 mL de medio de cultivo, y se homogeneizo la suspension

evitando asi alguna posible aglomeracién celular.

Una vez hecho esto, se procedié a ajustar la densidad poblacional celular, para
cultivar las células en microplacas estériles (el conteo celular se realizé en una

camara de Neubauer).

Este procedimiento se estandariz6 para las pruebas de biocompatibilidad in vitro; el
ensayo de citotoxicidad por MTT (bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)- 2,5-
difeniltetrazoélico) y las pruebas de bioimagen por microscopia de fluorescencia.

3.6.2. Preparacion de las nanoestructuras para bioimagen
Las dispersiones de las nanoestructuras se esterilizaron por autoclave durante 15
minutos a 15 psi, posteriormente se realizaron diluciones en PBS para obtener

concentraciones que van de 10 a 50ug/uL.

3.6.3. Ensayo de citotoxicidad por MTT
Se estudi6 el efecto citotoxico de los nanomateriales, mediante el ensayo
colorimétrico de MTT. Para ello, se utiliz6 una microplaca de 96 pozos estéril
utilizando concentraciones de 10 a 50 uyg/uL de los cuatro nanomateriales: nano
hojas en PBS (FL PBS), nano hojas en agua desionizada (FL AD), puntos cuanticos
en PBS (QDS PBS) y puntos cuanticos en agua desionizada (QDs AD). En
condiciones de esterilidad. Se agregaron 1x10* células por pozo y a cada pozo se
afadi6 1 mL del medio correspondiente para cada linea celular, incubando las
muestras durante 24h a una temperatura de 37 °C con una atmosfera de 5% de CO2
y 95% de humedad relativa. Posteriormente, se afiadieron 10 uL de MTT a cada
pozo, y se llevaron a incubaciéon nuevamente durante 4 h a 37 °C con una atmdosfera

de 5% de CO2 y 95% de humedad en condiciones de oscuridad. Finalmente, se
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retir6 el medio y se afiadieron 100 uL de DMSO (dimetilsulféxido) para disolver el
producto formado. EI MTT reducido durante este proceso, forma cristales
(formazan) que al diluirlos con DMSO tornara el medio de color morado. Las células
viables son proporcionales a la cantidad de formazéan producido, y se cuantificaron
empleando un lector de microplacas marca Thermo Scientific ™ modelo Multiskan
FC, con una absorbancia de 570 nm, empleando DMSO como blanco y MTT como
control. Una vez obtenidas las absorbancias se procedié a hacer los célculos

correspondientes.

3.6.4. Prueba de fluorescencia
Se realiz6 el estudio como biomarcadores en microscopia de fluorescencia. Para
realizar esta prueba se empleé una microplaca de 12 pozos, estéril, y fueron
inoculadas un total de 5x10% células para cada linea celular, y se le agregé el medio
correspondiente de cada una. Las placas fueron incubadas por 24h a 37°C.
Posteriormente se agregaron los nanomateriales a estudiar (QDs AD, QDs PBS, FL
PBS y FL AD) tomando concentraciones de 5-15ug/uL. Se dejé interactuando a los
materiales con las células durante 4h en condiciones de oscuridady para poder
comparar se utilizé un marcador fluorescente convencional DAPI (4,6-diamino-2-
fenilindol). Transcurrido el tiempo de incubacion, se retiré el medio y se realizaron 2
lavados con 2 mL de PBS estéril. Al terminar los lavados, las células fueron fijadas
con 500 pL de glutaraldehido. Se llevaron al microscopio de fluorescencia (marca
ZEISS modelo Axio Imager), con longitudes de onda de 405 y 488 nm. Las
imagenes fueron tomadas con la camara digital integrada al microscopio y se

analizaron utilizando el software AxioVision, proporcionado por el fabricante.

3.6.5. Marcador de fluorescencia en células caliciformes
Para la obtencion de las células se realizo un ligero raspado con un palillo de dientes
en el epitelio bucal durante unos segundos, posteriormente se realizé un frotis en
un portaobjetos limpio y se afiadié el nanomaterial tal como se muestra en la figura
13.
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Figura 13. Esquema representativo del proceso de frotis de muestra del epitelio
bucal.

Se visualizaron las células del epitelio bucal de 4 maneras. La primera fue de
manera directa en un microscopio optico, para la segunda se realiz6 una tincién con
azul de metileno, y se observo la morfologia celular en el mismo microscopio 6ptico,
en la tercera se afiadi6 el nanomaterial como contraste (QDs AD, QDs PBS, FL AD
y FL PBS) y se dej6 interactuar el material alrededor de 2h en condiciones de
oscuridad, se escurrid el exceso y se llevaron a su analisis en el microscopio de
fluorescencia ZEISS modelo Axio Imager, a 405 y 488 nm. La cuarta manera fue
realizando una tincién con el marcador convencional (DAPI) y se llevo a su analisis

en el microscopio de fluorescencia a 405 y 488 nm.

3.7.Fotocatalisis antibacteriana

3.7.1. Preparacion de los cultivos bacterianos.
Para la preparacion de los cultivos bacterianos, se utilizé un medio de cultivo liquido,
solucion salina en tubos de 9 y 10mL, y medio de cultivo sélido (soya casein digest
agar). Se utilizé la bacteria Escherichia coli la cual se sembré en tubos con medio
de cultivo liquido, después se resembré 200 uL en tubos nuevos con medio de
cultivo liquido y se incubo 24h a 37°C, esto en tres ocasiones seguidas para
corroborar la viabilidad de la bacteria utilizada.
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3.7.2. Prueba de fotocatélisis
Se prepararon 4 soluciones con 10mL de medio de cultivo liquido y se afiadieron
200 pL del tubo con bacteria a cada uno de los vasos, y a dos de ellos se les
afnadieron 200 pL del material (QDs AD, FL AD) como se muestra en la figura 14.

Figura 14. Fotografias digitales de las muestras para el
estudio de fotocatalisis.

Posteriormente se expusieron la luz UV la muestra con bacteria, y las muestras de
: bacteria + QD y bacteria + . Se expusieron por4h de tal manera que tuvieran una
radiacion de 0.15 pyW/cm?, las muestras restantes se colocaron en oscuridad total.
Pasadas 4 h se tom6 1mL de cada una de las muestras y se realizaron diluciones
seriadas en los tubos de solucién salina previamente preparada y esterilizada. Se
realizaron 7 diluciones para tener el factor de dilucién 6 y 7 todo esto en condiciones
de esterilidad. Se sembr6 1mL del tubo con factor de dilucion 7 y 6; y se realiz6 un
vertido en placa con el medio de cultivo solido en caliente (aproximadamente 15mL
del medio por caja) se utilizé una técnica de homogeneizacion de 8 veces 8 para
evitar el aglomeramiento durante el crecimiento de colonias, obteniendo asi 4 cajas
Petri para cada caso:

e Bacteria

e Bacteria +UV

e Bacteria + material

e Bacteria + material + UV
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Finalmente, estas fueron incubadas por 24h a 37°C y se realizd el conteo de
colonias utilizando un contador de colonias, dicho procedimiento se describe en la

figura 15.

vertido en placa

Diluciones en solucién salina ' A
para cada muestra v

homogenizacién
-

Condiciones de oscuridad

Incubacién por 24h a37°C

Figura 15. Procedimiento para el estudio del desempefio de fotocatalisis.

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Obtencién del Nitruro de Carbono Grafitico (g-C3sNa)
El g-C3N4 es un material semiconductor que presenta un color amarillo caracteristico
[21]. En la figura 16 se muestra las fotografias del cambio observado en el material
durante la obtencion del g-CsN4 .En la figura 16a se observa la melamina con color
blanco caracteristico, luego de la pir6lisis a 600°C se observa en la figura 16b el g-
CsNa con un color amarillo caracteristico. La figura 16c presenta la fotografia

después del tratamiento térmico, se observa un color amarillo intenso [17] .
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Melamina g-C3N4 TT

Figura 16. Fotografias digitales del seguimiento de obtencién de g-C3N4 a partir de
la melamina. a) melamina, b) g-CsN4 después de la pirolisis, c) g-C3Na después del
tratamiento hidrotermal.

El polvo de g-CsN4 después del tratamiento hidrotermal, se observa mas fino. En las
micrografias de SEM (Figura 17 a y b) se muestra la morfologia del material, el g-
CsNa4 obtenido por pirdlisis, el cual presenta una morfologia heterogénea de hojuelas
grandes y algunas otras particulas pequefas. En la figura 17 c y d se observa la
morfologia del material después del tratamiento hidrotermal. Se obtuvo un material

mas homogéneo aplicando el método de maduracion de Ostwald donde las
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particulas mas grandes reabsorbieron a las pequefias teniendo asi un material mas

homogéneo, sin presencia de particulas pequefas [23].

Figura 17. erografla de SEM de las muestr (a, b) “ -C3N4 a diferente
magnificacion y (c, d) g-CaN4 después del tratamiento hidrotermal.

La microestructura del material fue analizada mediante DRX (Figura 18). Los
patrones de difraccidn, para ambos casos presentan los picos caracteristicos que
corresponden a los planos (100) y (002). El primero alrededor de 12.8° (100)
correspondiente al arreglo periédico de las heptazinas presentes en el material, y el
segundo alrededor de 27.5° (002) caracteristico al apilamiento que existe entre las
capas de heptazinas, lo cual corrobora la estructura hexagonal compacta

caracteristica del material [24].
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Se estudiaron las propiedades Opticas mediante la adquisicibn de espectros de
absorcion de UV- VISNIR. Los espectros presentan los picos caracteristicos de
absorcién del material alrededor de 400 nm correspondientes a transiciones 1r- ™.
Se realiz6 el célculo para la obtencion del valor de energia de banda prohibida (Eg)
por el método de tauc plot [30]. El g-CsNa4 tuvo un valor de Eg de 2.68 eV (Figura
19a) y después del tratamiento hidrotermal fue de 2.71 eV (Figura 19b). EI cambio

observado no fue significativo y los valores se encuentran en el rango reportado
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Figura 19. Espectros de absorcién de UV-Vis del a) g-C3Na y b) el g-C3N4 después
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Asi mismo se obtuvieron los espectros Raman para ambos casos, tales que se
muestran en la figura 20. En los espectros se observan los modos de vibracion
correspondientes a las vibraciones de los enlaces C-N y C=N entre 1220 y 1300 cm-
1, asi mismo se observa una banda alrededor de 700 cm, correspondiente a la
vibracion del grupo heptazina caracteristicos del material. El cuadro 2 presenta otras

bandas observadas con la asignacion correspondiente a la vibracion [25, 26]

Tabla 2. Modos de vibracion presentes en Raman para el g-C3N4

1229 C=Ny C-N
1309 C=NyC-N
1366 Grupos amino
681 Triazina

807 Triazina

586 C=N

707 Heptazina
767 Heptazina
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Figura 20. Espectro Raman, del a) g-C3Ns y b) g-C3Ns4 después de tratamiento
hidrotermal.

El g-C3Ns obtenido después del tratamiento térmico se analiz6 por medio de
Microscopia electronica de transmisién (TEM). En la figura 21a se observa la
imagen general de la muestra, donde presenta una morfologia, laminar tipica para
los materiales en bulk de g-CsNa. La figura 21b presenta la imagen de la muestra
observada a una mayor magnificacion donde es posible ver los bordes de las
hojuelas, deduciendo una estructura multicapa, con bordes irregulares. Las hojuelas
no presentan formaciones o presencia de particulas en la superficie, o que indica
la obtencion de una muestra homogénea con una morfologia en su mayoria laminar.
La figura 21c contiene la imagen correspondiente al andlisis de difraccion de
electrones de area selecta, y se puede observar un anillo de difracciéon que coincide
con el plano (200) que corresponde a la estructura grafitica del material y es

consistente con lo reportado en la literatura JCPDS con el PDF #75-1621.

35



Figura 21. Analisis TEM g-C3Ns después de tratamiento hidrotermal a) baja
magnificacion b) alta magnificacién c) SAED

4.2.Preparacion de g-CsN4 parcialmente exfoliado (FL-g-CsNa)
Para la obtencion de muestras parcialmente exfoliadas, FL, por las siglas en inglés
(few layers) se realizaron dos estudios con el objetivo de mejorar las propiedades
opticas de los materiales. Se estudi6 el tiempo de exfoliado, se mantuvo constante
la velocidad de exfoliacion a 13.2 rpm y se vario el tiempo a 20, 30 y 40 min
buscando obtener una mayor cantidad de material exfoliado. Se analizaron las
muestras de FL mediante SEM .En la figura 22 ay b, donde se observé que aquellas
gue fueron exfoliadas con 20 minutos presentaban poco material exfoliado y se
observo aglomeracion de hojuelas grandes del material que no alcanzo a exfoliarse
y particulas mas grandes. La morfologia de la muestra exfoliada por 30 minutos
(figura 22 c y d) presenta mayor cantidad de capas delgadas, con menor
aglomeracion a comparacion de aquellas que fueron exfoliadas por 20 minutos.
Finalmente, la muestra exfoliada por 40 minutos (figura 22 e y f) a pesar de haber
mas material exfoliado, se observé material fracturado, esto disminuye el tamafio

lateral de las hojuelas debido al aumento del tiempo de exfoliado.
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Se analizaron las propiedades épticas mediante espectroscopia de UV-Vis. En lo

espectros de absorcion (Figura 23), se observan la banda de absorcién

correspondiente a la transicion 1r-m* alrededor de 330 nm, el valor de longitud de

onda es menor respecto al material original el cual se encontraba alrededor de

450nm, lo que indica una disminucién en el tamafio. A 250 nm se observa otra

banda de absorcion correspondiente a transiciones 11- T7* propias del grupo melem.
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Figura 23. Espectros de absorcion Uv-Vis de las FL g-C3N4 a diferente tiempo de
exfoliacion a) 20min, b) 30 min y ¢) 40 min

A partir de los espectros se obtuvo el valor de Eg en funcion del tiempo de
exfoliacion los cuales fueron 2.4 eV para una exfoliacion de 20min, 2.6 eV para
30min y 2.32 eV para 40 min respectivamente. Los tres casos presentan valores
caracteristicos del material exfoliado (FL) [27, 28, 29]. Se colectaron los espectros
de PL que se observan en la figura 24 para los experimentos en funcién al tiempo
de exfoliacion. Las muestras fueron excitadas a una longitud de onda de 320nm y
se observl una emision maxima en 440nm. Estas propiedades son adecuadas para
aplicar los materiales como contraste ya que tiene su maximo de emisién en la

region visible.
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Figura 24. Espectros de fotoluminiscencia para las muestras de FL g-C3N4 a
diferente tiempo de exfoliacion a) FL a 20 min, b) FL a 30 min y c¢) FL a 40 min.

Para observar la estabilidad de las hanoestructuras se sometieron a un tratamiento
hidrotermal de 24h a 110°posterior al tiempo de exfoliado. Se ha reportado que bajo
este tratamiento puede ocurrir que las particulas grandes reabsorban a las
pequefias por el mecanismo de envejecimiento de Ostwald y también eliminar los
defectos morfolégicos como fracturas o huecos [23]. Sin embargo, también puede
resultar en un crecimiento del nanomaterial o en la aglomeracién, ambos efectos
tienen consecuencias en las propiedades épticas como la fotoluminiscencia. La
figura 25 muestra las micrografias de SEM correspondientes; En la figura 25 a se
observo que las muestras con tiempo de exfoliacion de 20 después del tratamiento
aun habia presencia de particulas pequefias, en las muestras de 30 minutos (figura
25 b) después del tratamiento hidrotermal presentaron tendencia a aglomerarse.
Para el caso de la muestra con tiempo de exfoliacién de 40 minutos (figura 24 c) el

tratamiento hidrotermal favorecio la eliminacién de huecos o defectos en las FL.
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Figura 25. Micrografias de SEM, para las muestras de FL- a)nanohojas A 20min con TT
, b)nanohojas a 30min con TT, c)nanohojas a 40min con TT

Se analizaron las propiedades O6pticas posteriores al tratamiento hidrotermal

mediante el estudio de espectroscopia de UV-Vis y PL. El espectro de UV-Vis

presenta el méximo de absorcion en 330 nm. El espectro de emision tiene un

maximo en 440 nm cuando fue excitado con 320 nm. Lo cual indica que a pesar de

las diferencias morfologicas observadas no sufrieron modificaciones significativas

en las caracteristicas opticas. Ademas, se obtuvieron los valores de energia de

banda prohibida y el rendimiento cuantico (QY) [26] de cada una de las muestras

sintetizados y se presentan en el la tabla 3.

Tabla 3. Valores de energia de banda prohibida (Eg) y rendimiento cuantico de las

FL g-CsNg4
Muestra Eg (eV)
SinTT
FL 20MIN 25eV
FL 30MIN 2.6 eV
FL 40MIN 2.3eV

ConTT
25eV
2.6eV
25eV

QY (%)

SinTT ConTT
46% 16%
48% 7%
17% 15%
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Se observé en general que los materiales con tratamiento hidrotermal presentaban
valores menores de QY, y esto debido a que durante el tratamiento se favorecié la
aglomeracion del material dando como resultado menor area superficial. El
rendimiento cuantico es un factor importante en la aplicacion de materiales como
contraste en bioimagen. Los valores obtenidos son altos comparados con la
literatura, ya que para este tipo de nanoestructuras se han reportado entre 19% y
20%, [27, 29], y son valores mayores al 4.8% que es el reportado para el material
en bulk, [35]. Las nanoestructuras que no tuvieron un tratamiento térmico,
presentaron mejores propiedades opticas, lo que indica la influencia que tiene la
temperatura en cuanto a la luminiscencia, ya que mientras mayor sea el rendimiento

cuantico, mayor sera la luminiscencia del material.

. Para el estudio del desempefio en la aplicacién de bioimagen se seleccioné aquella

gue tuvo un QY mayor.

4.2.1. Preparacion de FL de g-CsN4 para su aplicacion en bioimagen
Se prepararon 200mL de FL g-CsN4 exfoliadas a 30 minutos. Se realizaron dos
dispersiones una en agua desionizada (FL AD) y otra en una solucion buffer de PBS
(FL PBS). La elaboracion de una dispersion en una solucion buffer fue con el
objetivo que descartar la posible toxicidad del material debido al efecto del PH, ya
que al trabajar con material biol6gico (células, bacterias etc), existen diferentes
variantes que podrian afectar el crecimiento de estas, tales como es el medio, el pH,
la temperatura, o el tiempo de incubacion de estas. El agua desionizada, en si
podria actuar como desestabilizante de la membrana celular al ser una solucion del
tipo hipotdnica. Al utilizar una solucién de PBS que es una solucién isoténica [32]
(electrolitica), mantiene un pH constante y evita cambios repentinos de pH en el
medio donde se inoculen las células. Adicionalmente al preparar los materiales en

esta solucion se obtiene un pH constante de 7 el cual favorece el crecimiento celular.

En la figura 26 se presentan las imagenes de las FL g-C3Na4 preparadas en PBS (FL
PBS) y agua desionizada (FL AD), bajo luz natural y la luz ultravioleta con una
longitud de onda de 325nm. Bajo la luz ultravioleta se logra ver el color azul
caracteristico de la emision del material excitado a tal longitud de onda [29].
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Figura 26. Fotografias de las dispersiones de FL g-CsN4 en diferente medio bajo
la luz natural y lampara UV a) FL AD yb) FL PBS

En la figura 27 se muestran las imagenes por SEM de las FL AD Y FL PBS. En la
figura 27 a y b se observan aquellas sintetizadas con agua desionizada, donde se
observan las ldminas aglomeradas, formando arreglos de mayor tamafio. En la
figura 27 c y d se observan aquellas sintetizadas con PBS donde se logra ver menos
aglomeracioén, asi como laminas mas pequefias aisladas. Esto ultimo debido al
efecto que tiene el medio en el cual se sintetizaron. La solucién de PBS favorece la
estabilizacion electrostatica de las FL g-CsN4 resultando en laminas que no sufren
aglomeracion o re-apilamiento [3]. El pH es un factor muy importante, en este caso,
las FL g-CsN4 se encuentran a pH 7, gana mayor estabilidad y la luminiscencia

aumenta. [28, 33].
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Figura 27. Micrografias de SEM de (ay b) FL g-C3sN4 en agua desionizada y (c y
d) FL g-C3sN4 en PBS.

Se estudi6 el cambio en las propiedades 6pticas de las FL de g-C3N4 como funcién
del medio y para esto se colectaron los espectros de absorcion de UV-Vis (Figura
28). El espectro correspondiente a la dispersion en agua desionizada presentd un
maximo de absorcion alrededor de 320 nm correspondiente a la transicion
electronica = - ©*, con un Eg de 2.77 eV, y para las FL g-C3sN4 en PBS se observa
gue hubo un desplazamiento en el espectro hacia la region UV, teniendo el maximo

de absorcion alrededor de 250 nm, con un ban-gap de 4.25 eV.
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Figura 28 . Espectros de UV-Vis de a) FL g-CsN4 en agua desionizada y b) , FL g-
CsNs en PBS

Los espectros presentaron una segunda absorcion alrededor de los 200 nm que
corresponden a transiciones del tipo n-n*. Los espectros de PL que se muestran en
la figura 29 fueron adquiridos con una longitud de onda de excitacion de 320 nm

observandose el maximo de emision en 440nm [27, 28, 33].
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Figura 29. Espectros de fotoluminiscencia de a) FL g-C3N4 AD y b) FL g-C3N4
PBS
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Se obtuvieron los valores del rendimiento cuantico para ambos sistemas. Las FL g-
CsNa4 en agua desionizada tienen un valor de 17% y para las FL g-CsN4 en PBS se
observd un aumento, hasta un QY del 85%. Esto debido a que el medio en el que
se prepararon las FL favorecio la estabilidad de las nanoestructuras eliminando la
interaccion entre hojuelas y las transiciones no radiativas [33]. Para ambos casos
se tuvieron resultados favorables caracteristicos del material y la naturaleza del
medio en el cual se sintetizaron [28]. Asi mismo se obtuvo el espectro Raman el
cual se muestra en la figura 30. El espectro correspondiente a las FL g-C3sN4 AD
(sintetizadas en Agua desionizada), presentd bandas caracteristicas del material a
681 cm™? vibraciéon del arreglo triazina, entre 1229 cm? 'y 1309 cm?
correspondientes a las vibraciones de C=Ny C-N, por ultimo se observé una banda
intensa alrededor de 500 cm™ la cual corresponde a la vibracién de los grupos amino
NH2. [26, 34]
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Figura 30. Espectro Raman de las FL g-C3N4 en agua desionizada

De igual manera se realiz6 el andlisis por TEM de las muestras FL AD 30 min. En
la figura 31a se observa la imagen general de la muestra donde se presenta la
morfologia laminar tipica de las nano hojas de g-CsNas. En la 31b se observa una

mayor magnificacion donde se muestra un apilamiento entre laminas con bordes
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definidos y presencia de particulas lo cual nos indica un rompimiento entre laminas.
Finalmente, en la31c se muestra el analisis SAED donde no se observan anillos de

difraccién ni dispersion lo pudiera indicar cierta amorficidad.

Figura 31. Analisis TEM FL AD 30MIN a) baja magnificacion b) alta magnificacion
c) analisis de SAED

4.3.0btencién de puntos cuanticos
Los puntos cuénticos se obtuvieron a partir del g-C3Na4 criomolido. En la figura 32 se
observa el cambio que tuvo el material al someterse al proceso de criomolienda. Un
polvo mas fino de color amarillo intenso se obtuvo después de este proceso, se
observa el cambio a simple vista. El g-C3N4 después de la crio molienda presenta
una morfologia mas homogénea, con una forma redondeada a diferencia de las
forma de hojuela del material original, también se observa una clara disminucién en
el tamafio de particula asi como se muestra en la figura 33a. En la figura 33b
presenta el espectro de absorcion UV-vis del g-CsN4 criomolido el cual presenta un
maximo de absorcién en 400 nm asociada a las transiciones 11- *. Se calculé un

band-gap de 2.25eV caracteristico de este material [6, 17, 25]. ,
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BULK criomolido

Figura 32. Fotografias del g-CsN4 antes y después del proceso de criomolido.
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El material se caracteriz6 mediante difraccidn de rayos X (DRX) y el patron adquirido
se presenta en la figura 34a. Se observan las reflexiones principales del material
asociadas a los planos (002) y (100), de una estructura hexagonal compacta. La Se
compararon los picos de difraccién del plano (002) del g-C3sNas antes y después de
la criomolienda, y se observé que fue mas ancho en el material criomolido. Esto se
debe a que presenta un mayor desorden estructural debido a la fractura de las

hojuelas y rompimiento de enlaces que se da durante la criomolienda [24].
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Figura 34. Estudio de la microestructura del g-CsNs después del proceso de
criomolienda; a) patron de difraccion de rayos X y b) espectro Raman.

Asi mismo se caracteriz6 por Raman, el cual se observa en la figura 34b , mostrando
las bandas caracteristicas a la heptazina y a los enlaces C-N Y C=N presentes en
la molécula, no hubo algin cambio significativo en comparacién con el g-

CsNaoriginal y lo reportado en la literatura. [26, 34]
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De igual manera se realizé la caracterizacion del material por TEM en la figura 35a,
en donde se observa a baja magnificacion el material con morfologia caracteristica
del material criomolido. En la figura 35b a mayor magnificacion se muestra la
estructura del material de manera mas irregular, esto debido a que el material
después de la criomolienda tiende a volverse mas amorfo. Asi mismo en la figura
36¢ se observa en anadlisis SAED, donde no se aprecian anillos de difraccion,
solamente un anillo de dispersion que se asocia al plano 200, esto de acuerdo a lo
reportado en la literatura JCPDS con el PDF #75-1621.

B

Figura 35. Analisis TEM PARA g-CsN4 criomolido a) baja magnificacion b) alta
magnificacion c) Analisis SAED

A partir del g-C3Na4 criomolido se prepararon puntos cuanticos en PBS (QDs PBS) y
puntos cuanticos suspendidos en agua desionizada (QDs AD). La figura 36 presenta
las fotografias correspondientes a las dispersiones observadas bajo la luz ambiental
(figura 36a) (solucién turbia blanca) y bajo la luz ultravioleta (365 nm) (figura 36b)

presentando en ambos casos una emision de luz azul intensa caracteristica.
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QDs AD QDs PBS

Figura 36. Fotografia de las dispersiones de QDs bajo la luz ambiental y la luz UV.
dispersion de QDs g-CsN4 en AD y b) dispersion de QDs g-C3Ns4 en PBS

Con la finalidad de caracterizar los materiales que se utilizan como contraste, se
llevé a cabo el estudio de las propiedades Opticas. La figura 37, presenta los
espectros de UV-VIS para ambos casos de estudio. Los QD de g-CsNas dispersados
en agua desionizada presentan un espectro de UV-Vis caracteristico con una
absorcién en 330 nm correspondiente a transiciones 1- 1%, otra absorcion alrededor
de 215 nm que corresponde al melem igual con transiciones - *, y a 400 nm se
presenta la absorcion que corresponde a transiciones del tipo n- 1*. Estas ultimas
transiciones pueden ser radiativas o no radiativas. Para el caso de los QDs AD se
obtuvo un band-gap de 2.57 eV correspondientes a la literatura [7, 21].

50



) ) |
ol 06
0.6- 05
) ® 4.48eV
3 05+ )
o g 041
(5} | 5]
g M 5 2 3 4 &
2 8 034
§ 0.3 § hv (eV))
< 02 < 024
0.1- o4l
040 T T T T T T T & .
200 300 400 500 600 700 800 a0 R "
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
QDs AD QDs PBS

Figura 37. Espectros de UV-vis de las dispersiones de QDs de g-CsNsa) QDs en
AD y b) QDs en PBS

El espectro que corresponde a QDs PBS, present6 un corrimiento en la banda de
absorcion a 250 nm para las transiciones - ", a 215 nm las transiciones del tipo
- 7%, y una banda de menor intensidad alrededor de 300 nm que puede deberse a
transiciones tipo n- m*de grupos funcionales a base de oxigeno o nitrégeno. En este
caso el valor calculado de bangap fue de 4.48 eV el cual puede deberse a la
promocion en la disminucién en el tamafio de particula debido al medio electrolitico
en el cual fueron sintetizados. Debido a la presencia de una solucién con iones se
favorece la estabilizacion electrostatica y en consecuencia la disminucion del
tamafio de particula. resultando en una mejora en las propiedades opticas del
material. [25, 33]

Se obtuvieron también los espectros de PL para ambos casos excitando con una

longitud de onda de 350 nm (Figura 38).
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Figura 38. Espectros de fotoluminiscencia de las dispersiones de QDs de g-C3Na.
Espectro de emision de a) QDs en AD y b) QDs en PBS

Los QDs AD presentan una emision maxima en 430nm y para aquellos preparados
con PBS la emisidbn maxima se observa en 440 nm. De igual manera se hizo el
calculo del rendimiento cuéntico para ambos casos y se observa que los QDs AD
promovieron un QY de 7% y para los dispersados en PBS (QDs PBS) hubo un
incremento obteniendo un QY de 62%. Como en el caso del incremento el Eg, esta
reportado que el medio electrolitico favorece la dispersién y estabilidad lo que
incrementa el rendimiento cuéntico significativamente comparado con el reportado
en la literatura de 4.8% para el g-C3Na. Estos resultados sugieren que se presenté
también una disminucion en el tamafio de particula, sin embargo, debido a la
presencia del PBS, no se pudieron observar las muestras mediante microscopia

electrénica de transmision. [7, 21, 34]

Asi mismo se analizaron los puntos cuanticos de agua desionizada por medio de
microscopia electronica de transmision (TEM). En la figura 39a se observa la
imagen general a baja magnificacion, donde se muestra la morfologia caracteristica
de los puntos cuanticos. En la figura 39b se muestra la gréafica de distribucion de
tamafios donde se presenta en su mayoria diametros de 3 a 4 nm, asi mismo la
distribucion de tamafios es angosto En la figura 39c se observa el andlisis por

difraccion de electrones de area selecta (SAED), donde se muestran spot de
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difraccion muy difusos que forman un anillo caracteristico de los puntos
cuanticos.En la figura 39d que tiene una imagen de alta resolucion se observan las
particulas con algunas lineas correspondientes a la distancia interplanar de
0,129nm correspondiente al plano 002 segun la literatura PDF #75-1621.
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Figura 39. Analisis TEM Y SAED PARA QDS AD a) baja magnificacion b)
distribucion de tamafos c) analisis SAED d) distancia interplanar
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En el cuadro 4 Se muestra un resumen de las propiedades épticas de las 4
nanoestructuras de g-CsN4 que seran estudiadas como contraste en bioimagen en
microscopio de fluorescencia.

Tabla 4. Resultados experimentales de las propiedades opticas de los QDs de g-
CsNy

Muestra Eg (eV) Longitud Longitud de QY
de onda  del

excitacibn maximo de

en PL emision
(nm)
QDs AD 2.57 ev 350 nm 430nm 7%
FL AD 2.77 eV 320 nm 440nm 17%
QDS PBS 4.59 eV 350 nm 440nm 62%
FL PBS 4.54 eV 320 nm 440nm 85%

4.3.1. Estudio de las Nanoestructuras de g-C3sN4 como materiales de
contraste en bioimagen
Como primera aproximacion las muestras fueron observadas en un microscopio de
fluorescencia, y se sometieron a excitacion bajo dos longitudes de onda; 405nm (en
color azul) y en 488nm (en color verde). La Figura 40 muestra las imagenes
obtenidas de las nanoestructuras de g-CsN4. En el caso de los QDs en agua
desionizada se observa mas aglomeracion del material a comparacién con la
fotografia de las FL en agua desionizada. Para el caso de las nanoestructuras de g-
CsN4 obtenidas en PBS se observan muy similares tanto para los puntos cuanticos
como para las FL. Este comportamiento fue independiente de la fuente de excitacion
asi que se observa tanto en el verde como en el azul, es decir a simple vista
analizando una gota de cada material no hay diferencia significativa. Las imagenes

adquiridas de las nanoestructuras de g-CsNa bajo excitacion de 488 nm (color verde)
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muestran una baja intensidad de emision a comparacion de la de 405 nm, donde

solo se distinguen algunos puntos donde se encuentra el material.

QDs AD FLAD QDs PBS FLPBS

Figura 40. Imagenes adquiridas s6lo de las nanoestructuras de g-CsNa (FL y QDS)
observadas bajo el microscopio de fluorescencia a dos longitudes de onda de
excitacion; 405 nm y 488 nm.
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4.4.Estudio del desempefio como marcadores

4.4.1. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD DE LAS NANOESTRUCTUAS DE g-

CsNg
Se realiz6 un ensayo citotdéxico por técnica MTT para todas las muestras. Se
utilizaron las lineas celulares A549 y HUH7. El crecimiento de estas fue
evidenciadas a través de imagenes captadas en el microscopio invertido con el

objetivo 20x tal como se muestra en la figura 41.

Figura 41. Imagenes de microscopia 6ptica de las lineas celulares utilizadas para
el estudio de citotoxicidad.

La prueba MTT consiste en un ensayo colorimétrico donde se reduce el compuesto
(MTT) a partir del metabolismo de en células viables dando como resultado la
formacién de cristales de formazan [35]. Primero al medio de cultivo se agregaron
las nanoestructuras a diferentes concentraciones para que interactien con las
células durante 24h, buscando que las células sigan metabolizando y creciendo en
el medio de cultivo. Una vez transcurrido este tiempo se agreg6 el compuesto MTT
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(el cual es un compuesto color amarillo) y se dejo interactuar por 4h. Como resultado
se observo la formacion de cristales de formazan y se llevé a cabo la cuantificacion
de estos. Se disolvieron en DMSO que adquirié un color morado intenso donde a
simple vista se tiene una idea de las concentraciones mostrando mayor viabilidad
celular tal como se muestra en la figura 42. Los cristales se analizaron
detalladamente en el microscopio invertido en la figura 43 donde se pudo observar

también las células viables.

Concentraciones ,.....
mayores

Concentraciones
menores

.0 -
Control y blanco % Concentraciones con

mayor viabilidad

Figura 42. Fotografia de la microplaca con las muestras donde se realiz6 la prueba
MTT
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Figura 43. Imagenes del microscopio invertido de la formacion de cristales de
formazan observados en a) células hepaticas y b) células de pulmén a
concentracion de 10 ug/Ml

La produccion de estos es directamente proporcional a la presencia de células
viables, ya que las células se encuentran metabolizando. Si no hubiera la presencia
de cristales eso nos indicaria que las células no metabolizaron lo cual indicaria que
hubo muerte celular durante la interaccion con los materiales. Se realizé un conteo
de células viables midiendo la absorbancia a 570 nm, teniendo DMSO como blanco

y MTT como control donde el porcentaje (%) de viabilidad se ve dado por:
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Abs cell viables

% viabilidad = 100

Abs cell control *

Donde:

Abs cell viables = Abs obtenida — Abs del blanco

La Figura 44 muestra los resultados de viabilidad en células hepaticas expuestas a
diversas nanoestructuras. Es notable que la viabilidad celular disminuye a medida
gque aumenta la concentracion de estas nanoestructuras. En el contexto de los
puntos cuanticos, tanto en agua desionizada como en solucién tampoén de PBS, se
observa una toxicidad casi inmediata. Por el contrario, las laminas de pocas capas
(FL) en ambos tipos de soluciones mantienen una estabilidad en el cultivo celular,
sin provocar una disminucién drastica de la viabilidad al incrementar la
concentracion, a diferencia de lo que ocurre con los puntos cuanticos. Este
fenémeno podria atribuirse al tamafio méas reducido de las particulas que componen
los puntos cuanticos, lo que facilitaria su penetracion a traveés de la pared celular,
mientras que las FL demuestran una mayor estabilidad en este aspecto. Aunque
uno podria esperar que las nanoestructuras sintetizadas en solucién tampén de PBS
exhibieran una mayor viabilidad celular —debido a su dispersién en una solucion
isotdnica con un pH estable favorable para el crecimiento celular—, en este caso
particular, el uso de PBS parece haber reducido el tamafio de las nanoestructuras.
Esta reduccion en tamafio potencia la accesibilidad celular de las particulas, lo cual,

a su vez, promueve la lisis celular.
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Figura 44. Resultados de viabilidad en células hepaticas como funcion de la

concentracion de las nanoestructuras de g-CsNs (QDs y FL) y el medio de
dispersion.

En el caso de las células de pulmédn figura 45 se observa que aumenta la toxicidad,
pero no llega a afectar significativamente a comparacion de las células de higado.
Para el caso de las nanoestructuras sintetizadas en agua desionizada se tienen
valores que van desde un 50 a un 100% de viabilidad celular, afectando el
crecimiento celular, pero manteniéndose de manera estable conforme aumenta la

concentracion. En el caso de las nanoestructuras sintetizadas con PBS hubo una
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viabilidad celular de un 20 a un 50%, hubo crecimiento celular, pero afecto mas el
crecimiento con las nanoestructuras de PBS. Caso similar a lo ocurrido con las
células de tejido hepatico, un punto a resaltar es que, en el caso de las hepaticas,
la viabilidad celular fue todavia menor, esto se pudo deber a el medio de cultivo ya
que se trata de un medio suplementado en donde hubo mayor manejo de nutrientes

y pudo haber algun caso de contaminacion, ya que era un medio sensible.
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Figura 45. Resultados de viabilidad en células de pulmon como funcién de la
concentracion de las nanoestructuras de g-CsN4 (QDs y FL) y el medio de
dispersion.
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Generalmente se ha reportado que el material como tal g-CsN4 es un material

biocompatible, donde en pruebas de citotoxicidad ha demostrado de un 80 a un 100

% de viabilidad probado en diferentes lineas celulares la mas comun HelLa [28, 36].

También se reporta esta viabilidad a concentraciones mayores, en esta primera

prueba las concentraciones se obtuvieron diluyendo la nanoestructura con el medio

de cultivo correspondiente a cada linea celular.

Se observaron los resultados obtenidos y se analizaron las concentraciones mas

favorables que pueden ser aplicadas para cada linea celular en pruebas de

bioimagen, sin que las nanoestructuras pudieran causar alguna interferencia

durante su andlisis. Dichas concentraciones se observan en la imagen 46

120 -

100 -

% Viabilidad

—

% Viabilidad

L

L

K

control F AD FPBS QAD QPBS

control F PBS QPBS QAD FAD

Figura 46. Estudio de la viabilidad en células hepéticas C10 y células de pulmén

C20 utilizando la 10 ug/MI como concentracion éptima.

Existen diversos factores que pueden afectar durante el crecimiento de las células,

gue puede ser externos a las nanoestructuras y que resulte viabiliades pobres. Tales

como el medio de cultivo, el pH tanto del medio como la nanoestructura [36], el

62



manejo de las células (presencia de contaminacion), la temperatura, el tiempo de
incubacion, exposicion a diversos factores como los rayos de luz, la solucion en la

que se encuentran etc.

En 2013 Zhang reporto una viabilidad celular al 100% en células de HelLa expuestas
a altas concentraciones de nanohojas de g-CsNa4, asi mismo Qu, D, Miao, X, et al
en 2017 reporto una viabilidad celular al 80% en QDs de g-C3N4 co-dopados con
selenio donde el 20% del efecto toxico que tuvieron fue debido a que el dopado con
selenio promovio una disminucién de tamafio de particula. Asi mismo, Tadesse, et
al en 2020 realizaron la sintesis de puntos cuanticos de carbono dopados con
nitrdgeno obtenidos por sintesis verde, en donde se obtuvo una viabilidad celular

del 88% en células de adenocarcinoma de mama humano.

Al ser el medio de cultivo un factor importarte, se realizaron las diluciones en el
mismo medio, se optd a la realizacion simultanea de una segunda prueba variando
concentraciones de 10, 15 y 20 ug/MI pero esta vez realizando las diluciones en
PBS ya que es un medio que favorece las condiciones para el crecimiento de las
mismas células. En la figura 47 se observan los resultados para las células

hepaticas.
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Figura 47. Resultados de viabilidad en células hepaticas como funcion de la
concentracion de las nanoestructuras de g-CaN4 (QDs y FL) en PBS como medio
de dispersion.

En el segundo procedimiento modificando la preparacion de la muestra se
observaron resultados favorables para las nanoestructuras donde la viabilidad va

de un 70 al 100% en células hepaticas figura 47 y un 100% en células de pulmén
(figura 48).

Se observa que para las células hepaticas los valores obtenidos en FL de agua

desionizada fueron similares a los QDs de PBS fueron similares teniendo una

viabilidad del 70% en concentraciones de 20 ug/Ml.
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Figura 48. Resultados de viabilidad en células de pulmén como funcion de la
concentracion de las nanoestructuras de g-CsN4 (QDs y FL) en PBS como medio
de dispersion

En el caso de las células de pulmén, se obtuvo viabilidad del 100% para las 4
nanoestructuras, donde se permitié el crecimiento celular sin interferencia. Misma

gue se observa en la figura 49 observado por colorimetria en la microplaca.
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viabilidad en todas
las concentraciones

Blanco control

Figura 49. Fotografia de la microplaca del estudio de la viabilidad de células de
pulmén en presencia de las nanoestructuras de g-CsN4 (QDs y FL) y diferente
medio de dispersion.

El g-CsN4 es un material de gran interés en aplicaciones biolégicas debido a su
biocompatibilidad y baja o nula toxicidad, cuando se lleva a escala nanométrica, se
favorecen sus propiedades fisicoquimicas manteniendo estable su
biocompatibilidad [36]. Se ha reportado una viabilidad que va del 80 al 100% en
cultivos celulares con mayor reproductividad como Hela, la cual es una linea celular
de facil reproductibilidad adaptable casi en cualquier medio de cultivo, utilizado
ampliamente en investigacion cientifica [39]. Es importante recalcar este punto
debido a que, en las primeras pruebas realizadas se tuvo un efecto toxico muy alto,
mismo que en las segundas pruebas se observé un efecto bajo y nulo de toxicidad,
donde el factor que cambio en ambas pruebas fue la obtencién de las
concentraciones a utilizar ya que en el primero fue directamente en medio de cultivo,
y en la segunda en PBS, donde el efecto pudo darse debido al manejo en el medio.

66



Las lineas celulares utilizadas en estas pruebas fueron células donde los medios
son especiales y suplementados que requieren de un manejo mas sensible en todas
las etapas debido a que se trata de células mas sensibles donde la reproductibilidad

no es tan rapida o facil como en las células HeLa comUnmente reportadas.

4.4.2. Bioimagen en células
Una vez obtenidas las concentraciones viables por el ensayo citotdxico, analizando
los resultados, casi cualquier concentracion que llega a los 20ug, es una
concentracion viable debido a que no causaria algun tipo de interferencia, como la

muerte de las células que se utilicen.

En cuanto al tipo de células que se podrian aplicar para el desarrollo de bioimagen
se optd por aquellas obtenidas de tejido del epitelio de la mucosa bucal (imagen),

ya que poseen diversas caracteristicas interesantes para su estudio como son:

» Obtencién sencilla

Manipulacion sencilla

Facil reproductibilidad

Formacion de uniones electrostaticas con colorante

Son comparables con imagenes en épticos

vV V V V V

Funcion como barrera/proteccion [40, 41].

Como caracterizacion de la morfologia de las células, se adquirieron imagenes con
tincién y sin tincion en el microscopio Optico tal como se muestra en la figura 50.
Como contrastante se utilizé el azul de metileno, el cual es un colorante basico que
al ser expuesto en la célula este reacciona con aquellos componentes anidnicos,

teniendo asi interaccién con el nucleo y la membrana celular [40]
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Sin tincién >>> B >»»» Azul de metileno

Figura 50. Imagenes de microscopia optica de células del epitelio bucal sin y con
tincion con azul de metileno

En la seccion del epitelio bucal podemos identificar diferentes células las cuales
integran un frotis bucal. En estas estructuras observamos que en aquellas que no
tuvieron un proceso de sin tincidén son células superficiales queratinizadas [40]
encontradas en el frotis realizado. La importancia que posee el estudio de estas
células es debido a que forman parte del sustrato tisular en donde asientan la
mayoria de las enfermedades principales en la cavidad bucal [42]. Algunas de ellas
producidas por virus y/o por el abuso de sustancias como el tabaco o la exposicion

a sustancias quimicas de uso capilar (como el caso de los tintes de cabello) [43].
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En general la caracterizacion de las células brinda informacion de primera instancia

en relacion a la salud bucal [44, 45]

Asi mismo una vez conocida la estructura presente y el modo de interaccion con el
colorante basico (azul de metileno), se realizé el analisis por medio de la técnica de
microscopia de fluorescencia donde al frotis bucal se le agregaron las diferentes
nanoestructuras como contraste. Se compardé también con un contraste
convencional DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol), el cual es un tinte especifico para la
tincion de acidos nucleicos [16] y para el analisis del ciclo celular. Aunque el DAPI
presenta limitaciones en la estabilidad [13] es comuUn mente utilizado debido a su
alta afinidad a grupos AT (adenina y timina) [14] permitiendo asi en analisis del ciclo

celular principalmente en la tincién nuclear.

Se realiz6 la comparativa de las nanoestructuras sintetizadas en agua desionizada,
observando si es que existen diferencias a simple vista, en cuanto a la interaccion

de las nanoestructuras con la célula.

En la figura 51 se observa claramente la revelacion de la morfologia de las células
evidenciando una interaccién electrostética entre estas y la nanoestructura, como
en el caso de la tincién con el azul de metileno interactuando no solo con la pared

celular sino también con el nucleo de la célula [1].

Para las células que fueron tefiidas con DAPI se observa también una interaccion
con el nucleo y la membrana celular [1]. Aguellas que fueron tefiidas con QD AD,
se observa que hubo una mayor afinidad de la nanoestructura con el nucleo de la
célula (indicado por las flechas blancas) y se observa de manera tenue la membrana
nuclear. Por otra parte, aquellas tefiidas con las FL AD casi no lograron observarse
las células, hubo muy poca afinidad con el nucleo y membrana celular. Estos
resultados pueden atribuirse a errores durante el frotis, sin embargo, también
pueden ser debido a la pérdida de la fluorescencia de las FL de g-CsNa4 debido al

transcurso del tiempo, la muestra utilizada contaba aproximadamente 60 dias desde
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la preparacion. El estudio de microscopia de fluorescencia para los tres casos fue

observado con una longitud de onda de 405 nm.

DAPI QDs AD FLAD

membrana celular

405nm 405nm 405nm

membrana celular

Figura 51. imagenes de microscopia de fluorescencia de las células del tejido
epitalial utilizando como contraste las nanoestructuras de g-CsN4 (QDs y FL) en
AD y el DAPI

Por otra parte, también se analizaron las muestras de microscopia por fluorescencia
con los nanomateriales de g-CsN4 (QDs y FL) sintetizados con PBS. La figura 52
presenta las imagenes obtenidas y se comparan también con aquellas adquiridas
utilizando tinte convencional DAPI, en este caso se lograron observar a dos

longitudes de onda las cuales fueron 405nm (en azul) y 488nm (en verde).

En las imagenes correspondientes al contraste con DAPI se observa que al cambiar
la longitud de onda a 488 nm resulta un poco mas dificil el analisis del nicleo donde
las interacciones que predominan son aquellas del DAPI con el citoesqueleto y

membrana celular.
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Figura 52. Imagenes por fluorescencia de nanoestructuras de PBS

En el caso de las FL PBS se logré observar con longitud de onda de 405 nm el
ndcleo, membrana celular y el citoplasma de la célula, asi mismo al realizar el
andlisis con longitud de onda de 488nm se observa de manera clara el citoesqueleto

de la célula.

Finalmente, en el caso de las imagenes con los QDs PBS se logran observar otras
estructuras celulares. Posiblemente al disminuir el tamafio de particula, entra la
membrana celular llegando asi a diferentes organelos en la célula, los cuales

pudieron ser observables de manera clara tanto a 405nm como 488nm.

Existen diferentes maneras de identificar los organelos presentes en las células [1]
primeramente se debe conocer el tipo de célula que se tiene, en este caso nos
referimos a una célula eucariota [46]. Se pueden encontrar en la literatura algunas

imagenes de las células eucariotas observadas al SEM, esto para darnos una idea
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de como se encuentran la morfologia de los organelos que estan presentes. Otra
manera de conocer los organelos con los cuales interactian las nanoestructuras es
realizando cortes histologicos y observarlos en el SEM para identificar asi con
cuales organelos estan interactuando. La figura 53 presenta un esquema
representativo de la célula con la identificacion de la estructura interna. No es
posible realizar una comparacién directa con la figura 54 la cual corresponde a las
células epiteliales tefiidas con los QDs PBS, se requieren hacer estudios adicionales
comparando con los compuestos disefiados para identificar regiones especificas de
la célula.

Figura 53. Esquema representativo de la estructura de la célula eucariota.

Sin embargo, es posible que se presenten interacciones entre los grupos amino de
las nanoestructuras y carboxilo de las células [16]. Algunas nanoestructuras,
conectan con los grupos amino en los diferentes componentes intracelulares como
es el caso de mitocondrias, lisosomas y nucleos. [47]. Las nanoparticulas deben
ingresar al citosol mediante la endocitosis y la membrana de la mitocondria al ser
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un organelo cargado altamente negativo [4] la nanoestructura debe de tener una
carga opuesta para favorecer la atraccion electrostatica y un tamafo de particula

menor a 10 nm.

a)

Figura 54. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células del tejido epitelial
adquiridas con los QDs g-CzN4 en PBS a 405 nm y 488 nm de excitacion.

La interaccion del material podria ocurrir entre las diferentes estructuras

intracelulares entre ellas se encuentran las siguientes:

+ Mitocondria—en donde el tipo de unién se da por los grupos amino-carboxilo
[2] asi mismo es posible el marcaje debido a la disminucién en el tamafio de
particula, favoreciendo asi su entrada desde el citosol hasta la mitocondria
[4]. Generalmente se observa una membrana doble con presencia de crestas
(pliegues) [1].

+ Aparato de Golgi - observados como pilas, adyacentes al nlcleo, el marcaje
de este organelo se da entre los grupos amino de la nanoestructura con los

grupos carboxilo del organelo [1, 4, 40].
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+ Vesiculas- estas se logran observar cuando el tamafio de estas resulta muy
grande, cercanas al aparato de Golgi, no se tifie, pero se pueden distinguir
como circulos bien delimitados entre las partes de la célula [1, 46].

+ Nucleo- el marcaje tanto de nucleo como la membrana nuclear es el mas
tipico y comunmente reportado, debido a la facil interaccion de los materiales
con la membrana celular (todo el rededor de la célula). No se requiere un
tamafo especifico para lograr su interaccion, el nucleo celular es una
estructura en donde se elabora el ADN y ARN cromosomal, por lo cual se
encuentra expuesto a la formacion de enlaces amino y carboxilos presentes
[1, 40, 46].

+ Citoplasmay citoesqueleto el citoesqueleto es en si el cuerpo esquelético
(esqueleto) de la célula y estd formado por filamentos intermedios
microtUbulos y microfilamentos compuestos por proteinas como es la actina,
gue interviene con la miosina (proteina fundamental del citoplasma) para la
generacion de fuerzas y movimientos en la célula. Las nanoestructuras
pueden interactuar con la miosina y la actina formando enlaces tipo amino,
lo que permitira el marcaje en el citoplasma (todo el interior de la célula) y en

algunas regiones del citoesqueleto [40, 46].

4.4.3. Pruebas de foto blanqueo
Una de las principales problematicas que se presentan durante el andlisis de las
muestras por microscopia de fluorescencia es el “fotoblanqueo”. Este término se
emplea para describir la degradacion irreversible del material de contraste. Este es
un problema tipico que se presenta en los diferentes tintes fluorescentes
convencionales. Para estudiar el comportamiento de las nanoestructuras en funcion
del tiempo de excitacion y analizar el efecto de fotoblanqueo, se seleccioné un
periodo de exposicion y se adquirieron imagenes para observar los cambios en la

luminiscencia.

En la figura 55 se observan los resultados obtenidos a los 3 y 5 minutos de

exposicion para las muestras tefiidas con el marcador DAPI. Las imagenes
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muestran una disminucion en la intensidad de luminiscencia desde el minuto 3.
Ademas, se observa la degradacion de la membrana celular. A los 5 minutos este

fendbmeno es mas evidente y finalmente pierde totalmente su intensidad.

. ) ‘ )

0 min 3 min Smin

. »> . >»

Figura 55. Estudio de la estabilidad de la imagen de fluorescecencia en funcion del
tiempo para las muestras tefiidas con prueba de fotoblanqueo con DAPI

Por otro lado los resultados de las imagenes de fluorescencia adquiridas utilizando
los QDs PBS como tinte (figura 56) poseen una alta estabilidad a la degradacion.
Las imagenes muestran contraste e intensidad de luminiscencia después de 20
minutos de exposicién. El estudio fue realizado para dos longitudes de onda (verde

y azul) de excitacion y los resultados fueron similares.
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Figura 56. Estudio de la estabilidad de la imagen de fluorescecencia en funcion del
tiempo para las muestras tefiidas con prueba de fotoblanqueo con QDs PBS

El fotoblanqueo en si es un problema presente en diferentes tintes utilizados en
bioimagen, el cual no siempre se encuentra relacionado con el rendimiento cuantico
(QY) que estos presentan. En algunos casos, al tener un rendimiento cuéntico bajo,
el tinte tiende a degradarse mas rapido, en el caso de DAPI se han reportado QY
del 3% a un 68% este ultimo en combinacién con DNA. Sin embargo, una de las
principales razones es que al ser un material organico tiene baja resistencia a la
irradiacion cercana al UV, que es una fuente de alta energia al incidir sobre el
material causa rompimiento de los enlaces y degrando la molécula. Los resultados
obtenidos en este trabajo utilizando nanoestructuras de g-CsN4 son prometedores
ya que mostraron mayor estabilidad al fotoblanqueo comparado con lo reportado en
la literatura. Zhuang en 2018 reporto la sintesis de quantum dots de nitruro de
carbono grafitico obtenidos a partir de la orina con un QY de 15.7% estos tenian un
tiempo maximo de exposicion de 10 min, a exposiciones mayores el material
comenzaba a perder intensidad lentamente. Esto fue muy similar a lo previamente

reportado por Zhang 2013 con las nanohojas de g-CsNa con un QY de 19.6%. Tang
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en 2016 por otro lado realizé experimentos irradiando el material con una lampara
UV a 365 nm a diferentes tiempos, mostrando que el g-CsNa4 pierde intensidad de
luminiscencia rapidamente después de 5 min, pero pasado este tiempo, la
intensidad disminuye de manera lenta permitiendo su observacion hasta 80 minutos

(mientras se va degradando).

4.5.ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL MEDIANTE FOTOCATALISIS
El g-C3N4 es un material semiconductor, quimica y térmicamente estable que ha
mostrado tener propiedades Opticas de interés en aplicaciones biomédicas como la
bioimagen [25, 29]. Es un material biocompatible, sin embargo, también posee
propiedades foto cataliticas antibacteriales y se ven considerablemente mejoradas

cuando se encuentra en la nanoescala [48].

Se realiz6 un estudio del efecto antibacterial mediante la actividad foto catalitica de
los materiales nanoestructurado de g-CsNa4. Para esto se contaron las unidades
formadoras de colonias (UFC) en presencia de las hanoestructuras. Las mediciones
se llevaron a cabo por duplicado y se obtuvo el promedio para cada las siguientes

condiciones experimentales

e Bacteria
e Bacteria +UV
e Bacteria + material

e Bacteria + material + UV

Como control se sembraron cajas donde habia bacterias y bacterias con exposicion
al UV, para demostrar que la radiacién UV no presenta un efecto significativo en la
proliferacion de las bacterias. Posteriormente, se sembraron cajas con bacterias (1)
y el nanomaterial + bacteria con nanomaterial expuesto al UV (2). El primero para
conocer si el material poseia algun efecto sin ningun estimulo (en este caso la
radiacion). Finalmente, para describir y medir el efecto foto catalitico se tomaron los
resultados de las bacterias con material expuesto al UV. La figura 57 presenta los
resultados obtenidos del estudio de los materiales sintetizados en agua

desionizada. Para este estudio se probaron los materiales a concentraciones de 200
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Hg /uL para el caso de los QDs y de 150 pg/pL para el caso de las FL. Las
concentraciones fueron diferentes debido a que presentan diferente actividad
catalitica. La figura 58 se observa el resumen de esta prueba donde podemos

comparar los controles que tuvimos para la observacién de este efecto.

a) b)

140 140 BN FL

120 4
100 —
80 —

60 -

UFC/mL
UFC/mL

40 H

20 4

B B+QD B+QD+UV B+UV B B+UV B+F B+F+HUV
Muestra Muestra

Figura 57. Conteo de unidades formadoras de colonia de bacterial para el estudio
fotocatalitico de los nanomateriales de g-C3Na4

78



140
120-
100
80 1

60

UFC/mL

40

20 4

B B+UV  B+QD B+QD+UV B+F B+F+UV
Muestra

Figura 58 Comparacién de la actividad fotocatalitica de los nanomateriales de g-
CsN4 (QDs y FL).

A simple vista observamos que efectivamente hubo un mayor efecto foto
catalitico en los QDs expuestos a la luz UV. Debido a que estas nanoestructuras
presentaron una mayor eficiencia en la separacion de carga para la formacion
de especies reactivas de oxigeno (radicales libres) [49]. El mecanismo
antibacterial es el resultado del estrés oxidativo en las bacterias promoviendo la
degradacion de la membrana celular [50], generando asi la muerte celular, tal

como se observa en la imagen 59.
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Figura 59. Esquema representativo del mecanismo fotocatalitico antibacterial.

Para el caso de las FL no se observa un efecto antibacterial foto catalitico como
tal, y puede ser debido a una mayor recombinacion de las especies del par
hueco-electron por tener un tamafio de particula mayor que resulta en un poco
generacion de especies reactivas. Aunque se observa que las bacterias en
presencia de FL (sin exposicion a UV) presentaron un efecto antibacterial, se
cree que se trata de un encapsulado bacteriano en donde se bloquea el
intercambio de nutrientes y desechos entre las células y el ambiente [50] y no al
efecto fotocatalitico (Figura 55). Se estudio el efecto de la concentracion del g-
CsN4 en la actividad fotocatalitica mediante la adicion de 300 pg/uL del

nanomaterial Figura 60.

80



a) b) .
12 T 12 4 -|- B L
10 J— 10 J.
8 - T T = T
I L £ 81 A
E | Q
O 6 ] 6 - T
L
L Ak
4 5 4
T
T I
2 2
0 T T T T T T T 1 0 I : | T I T I .
B B+UV B+QD B+QD+UV B B+UV B+F B+F+UV
Muestra Muestra

Figura 60. Actividad antibacterial por fotocatélisis de las nanoestructuas de g-CsNa4
(QDs y FL) a una concentracion de 300 pg/ul.

En los resultados se observa el efecto foto catalitico antibacterial mayor al 60%
para el caso de los QDs, y para el caso de las FL a estas condiciones se observa
también hasta un 40%. Comparando los controles que fueron la bacteria, la
bacteria +uv, bacteria + FL y bacteria + QDs (figura 61), dicho efecto se vuelve
mas relevante. El control de bacteria + FL se observa un efecto antibacterial
causado por la nanoestructura, donde la bacteria al estar en contacto con las FL
afect6 en el intercambio de nutrientes, mismo por el cual evitd la propagacion de
unidades formadoras de colonia. Asi mismo se obtuvieron imagenes de cémo se
observa la disminucion de las unidades formadoras de colonia en el caso de los
QDs (Figura 62).
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Figura 61. Resumen comparativo de los resultados de la actividad antibacterial
por fotocatdlisis utilizando nanoestructuras de g-CsN4 (QDs y FL) a una
concentracion de 300 pg/pl.

De acuerdo con los resultamos mostrados, se puede confirmar la actividad foto
catalitica antibacterial, en cepas de E. coli, donde su mayor actividad para ambas
pruebas se dio en presencia de los QDs. Bajo la irradiacién UV se formaron
especies reactivas promoviendo la muerte celular debido al rompimiento de
membrana generado por el estrés oxidativo. [50] Asi mismo en las
nanoestructuras de FL se observa un efecto antibacterial y fotocatalitico
antibacterial. Estos resultados son muy relevantes para el area de investigacién
del g-CsNa4 ya que tiene un alto potencial de caracter biologico, debido a sus
caracteristicas Opticas [25]. La actividad catalitica y antibacterial ha sido de gran
estudio y el material en bulk es capaz de presentar actividades cataliticas, pero
de manera limitada [49]. El aumento de esta actividad ha sido sujeto de
investigacion a través de la sintesis de nanoestructuras, el dopado o
modificacién con otros nanomateriales como Ag, Mo, ZnO, S, etc [25, 29, 51,
52]. Se han reportado aumentos considerables en la actividad catalitica en

reacciones de degradacion de contaminantes de aguas como colorantes,
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tetraciclina y diferentes componentes organicos. También se ha estudiado la
actividad antibacterial fotocatalitica en bacterias como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Streptococcus salivarius presentando
mayor actividad en esta Ultima [49]. Ademas de la aplicacion en terapias contra
el cancer donde bajo la irradiacion UV disminuye hasta en un 80% la

proliferacion en células cancerigenas [29].

Figura 62. Evidencia fotogréfica de la presencia de UFC en placas de E.coli para
los experimentos de la actividad antibacterial por fotocatalisis utilizando
nanoestructuras de g-C3N4 (QDs y FL) a una concentracion de 300 pg/ul.
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5. CONCLUSIONES

>

Se lograron obtener nanoestructuras de g-CsN4 con diferentes propiedades
Opticas dependientes de las condiciones de obtencion.

El proceso de exfoliacion mecénico es eficiente para la preparacion de FL de
el g-CsNa y sus caracteristicas son afectadas principalmente por el tiempo de
exfoliacion, a tiempos largos se observa ademas de exfoliacion, fractura del
material.

Las propiedades Opticas de los nanomateriales QDs de g-CsNa4 varian en
funcion del medio de reaccion, en presencia de PBS se favorece el
rendimiento cuantico por la estabilizacion coloidal.

Los materiales nanoestructurados del g-CsN4, posén caracteristicas
adecuadas para aplicaciones de interés como es la bioimagen a dos
longitudes de onda 405 nm y 488 nm.

Los nanomateriales de g-CsNs resultaron no téxicos a bajas
concentraciones.

Los nanomateriales (FL y QDs de g-CsN4) se aplicaron exitosamente como
marcadores biolégicos en células epiteliales.

Los nanomateriales de g-CsNa4 presentaron una mayor resistencia al
fotoblanqueo que el tinte organico utilizado como referencia (DAPI).

Los nanomateriales (FL y QDs de g-CsNa4) presentaron propiedades de
fotocatalisis antibacteriales en inhibicion UFC de e-coli, en las condiciones

del estudio.
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