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RESUMEN

Los nanodiamantes (NDs) son nanoparticulas de carbono que destacan por su excelente
biocompatibilidad, estabilidad quimica y propiedades Opticas, convirtiéndolos en
candidatos prometedores para aplicaciones biomédicas. Con el objetivo de favorecer la
presencia de propiedades fotoluminiscentes en estas nanoparticulas, se desarrollé una
estrategia de sintesis y funcionalizacion sustentable que integra tratamientos fisico-
quimicos con moléculas organicas y extractos vegetales (Cissus incisa). Los NDs
primarios fueron obtenidos previamente mediante método hidrotermal asistido por
radiacion de microondas y posteriormente funcionalizados con acido ascorbico (AA),
teraftal (TF), urea (UR) y perdxido de hidrégeno al 30% (H202). Para potenciar su
activacion superficial se aplicaron tratamientos de ultrasonido directo durante 15 y 20
horas, asi como combinaciones de exposicion a ozono (Os) durante 0.75 y 1.5 horas,
seguidas por ultrasonido durante 5 horas. Antes de la etapa final de funcionalizacién,
tanto las suspensiones de NDs como el extracto vegetal obtenido de los tallos de Cissus
incisa, fueron sometidos a un proceso de limpieza mediante centrifugacion vy filtrado con
membranas de 200 nm. La eleccién de este agente vegetal se fundamentd en su alto
contenido de metabolitos bioactivos con propiedades antibacterianas, antiinflamatorias
y capacidad para contribuir directamente a la luminiscencia del sistema. Los
nanosistemas resultantes de ambos procesos de funcionalizacién fueron caracterizados
mediante espectroscopia FT-IR, UV-Vis y fotoluminiscencia (PL), asi como microscopia
electronica en modo STEM. Los analisis confirmaron la incorporacion de grupos
funcionales oxidativos y nitrogenados, asi como la formacion de centros de vacancia NV~
responsables de la emisiéon luminosa. El tratamiento combinado con Os y ultrasonido
favorecié con mayor eficacia la formacién de los centros emisores y, ademas, redujo de
forma significativa la duracion del proceso experimental. De forma notable, la
funcionalizacién con Cissus incisa provocé un desplazamiento de la emision del extracto
puro del rango UV-C al UV-A. Se observd una luminiscencia que variaba entre verde-
lima y azul tenue, la cual se transformaba a un tono rosa-naranja tras la incorporacion
del extracto vegetal. Los resultados obtenidos confirman la eficacia y reproducibilidad de
la metodologia aplicada, respaldando el potencial de estos nanodiamantes fluorescentes

(FNDs) en bioimagen, diagndstico, y sistemas de liberacion controlada de farmacos.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia y la nanotecnologia constituyen un campo de estudio interdisciplinario
que ha transformado la ciencia y la ingenieria modernas al permitir la exploracién y
modificacion de la materia en dimensiones comprendidas entre 1 y 100 nanémetros
(nm). Mientras la nanociencia se centra en el estudio de los principios fundamentales
que rigen el comportamiento de los materiales a esta escala, la nanotecnologia aplica
estos conocimientos para el disefo, caracterizacion y fabricacion de estructuras,
dispositivos y sistemas con propiedades avanzadas. Dentro de sus principales objetivos
destaca la comprension de la dinamica del movimiento de los atomos para optimizar las
propiedades de los materiales, asi como el aprovechamiento de los mecanismos de
autoorganizacion atdémica para generar estructuras ordenadas a partir de componentes

1. Asimismo, la optimizacion en el uso de los materiales resulta clave, ya que

simples
contribuye a minimizar el desperdicio y a reducir el impacto ambiental derivado de los

procesos de produccion y aplicacion de la nanotecnologia.

A escala nanométrica, las leyes de la fisica clasica resultan insuficientes para describir
el comportamiento de los materiales, y es aqui donde la mecanica cuantica juega un
papel fundamental. En este contexto, los efectos cuanticos dominan el comportamiento
2

de los materiales Algunos de los principios esenciales que caracterizan el

comportamiento cuantico en esta escala son:

e Los atomos y particulas absorben o emiten energia en unidades discretas
denominadas cuantos.

e Laluz puede comportarse tanto como una onda o como un conjunto de particulas
llamadas fotones, dependiendo de las condiciones del experimento.

e Las particulas pueden exhibir propiedades ondulatorias en ciertos contextos.

e El| principio de incertidumbre de Heisenberg establece que existe un limite
fundamental en la precisién con la que se pueden medir simultaneamente dos
propiedades complementarias de una particula, como su posicién y su velocidad

(0 momento lineal).



Efectos Clasicos
Antes de analizar los efectos cuanticos es fundamental comprender los efectos clasicos,
ya que estos se derivan de principios fisicos convencionales. La reduccién del tamafio

de los materiales genera cambios significativos en sus propiedades debido a:

a) Relacion Superficie / Volumen: La proporcion de atomos expuestos en la
superficie aumenta con respecto a aquellos que permanecen en el interior,
provocando una mayor interaccion con el entorno. Esta mayor exposicion
modifica el entorno quimico y fisico de los atomos superficiales, asi como facilita
la interaccién con otras sustancias.

b) Incremento en la velocidad de transporte de cargas: En dispositivos
electronicos, la reduccion de tamafo permite que los electrones recorran
distancias mas cortas, mejorando la eficiencia del transporte de carga y
aumentando la velocidad de operacion.

c¢) Optimizacion del almacenamiento de informacion: La miniaturizacion en la
tecnologia de almacenamiento de datos permite la reduccién del tamano de las
unidades de informacion, lo que incrementa la densidad de almacenamiento y

permite dispositivos mas compactos y eficientes.

Efectos Cuanticos

Al reducirse el tamafo de un material hasta la nanoescala, los efectos cuanticos se
vuelven predominantes, alterando significativamente su comportamiento. La
cuantizacion de los niveles de energia y la influencia del principio de incertidumbre de
Heisenberg hacen que las propiedades electronicas, épticas y magnéticas de los

materiales puedan ser ajustadas en funcién de su tamafio y estructura *:

a) Alteraciones en la estructura electrénica: La modificacion del tamafo de un
material puede inducir transformaciones en la estructura electrénica.

b) Reorganizaciéon de los niveles de energia: A escalas nanométricas, los
electrones dejan de ocupar niveles de energia continuos y adoptan valores
discretos especificos. Este fendmeno altera la forma en que los materiales
interactuan con la luz, la electricidad y otros estimulos externos.

¢) Modificacion de propiedades quimicas y fisicas: El ajuste del tamafio de una

nanoestructura permite modificar su reactividad, su conductividad eléctrica y su

3



capacidad de absorcién de luz, lo que es fundamental en el desarrollo de

sensores, dispositivos electronicos y nanomateriales avanzados.
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Figura 1: Efecto de tamario cuantico en nanomateriales.

1.2. Clasificacion de materiales nanométricos

Al clasificar un nanomaterial se consideran criterios dimensionales como la forma y la
distribucion del tamano. Una distincidn clave es la que existe entre nanomateriales puros
y compuestos. Los nanomateriales puros estan formados por un solo tipo de atomo o
molécula, mientras que los compuestos o nanoestructuras resultan de la organizacién
de multiples tipos de atomos o moléculas en configuraciones nanométricas mas
complejas 4. Ademas, los nanomateriales pueden agruparse en cuatro categorias
principales segun su dimensionalidad: 0D, 1D, 2D y 3D. Esta categorizacion depende
del numero de dimensiones que se extienden mas alla de la escala nanométrica °.

Si se considera su composicion quimica, los nanomateriales pueden dividirse en distintas
clases: materiales organicos, inorganicos, hibridos, metalicos, lipidicos, poliméricos,
dendriticos y aquellos basados en proteinas. Esta clasificacion permite abordar la
diversidad estructural y funcional que presentan, asi como sus multiples aplicaciones en
campos como la electronica, la biomedicina, la energia y los sistemas de liberacion
controlada °.

Dentro de esta amplia variedad, una categoria de especial relevancia es la de los

nanomateriales basados en carbono, debido a su versatilidad estructural, estabilidad
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quimica y propiedades Unicas a nivel electrénico, mecanico y 6ptico. Esta familia incluye
estructuras como el grafeno, el grafito, los nanotubos, los fullerenos vy, particularmente,
los nanodiamantes (NDs), cuya naturaleza y caracteristicas seran analizadas en el

siguiente capitulo, a partir del estudio de los al6tropos del carbono.

oD
CQDs Nanohilo de grafeno  Ti3AIC2 nanolamina MOF-5
Fullereno Nanofibra Nanolamina de grafeno Core-shell
: y 4 p—
— — -
-- S
CdSe QDs Nanovarilla de oro Nanoplaca Liposoma

Figura 2: llustracion de nanomateriales 0D, 1D, 2D y 3D .

Métodos de Fabricacion de Materiales Nanométricos
Existen dos enfoques principales para la fabricacion de materiales nanométricos: top-
down (de arriba hacia abajo) y bottom-up (de abajo hacia arriba). La seleccion del

método depende de las caracteristicas del material deseado y de su aplicacion final.

1) Enfoque Top-down: El enfoque top-down consiste en reducir el tamafo de
materiales macroscopicos hasta la escala nanométrica mediante procesos fisicos
0 quimicos controlados. Este método es ampliamente utilizado en la industria de

semiconductores para la fabricacion de circuitos integrados y microprocesadores.

Caracteristicas del enfoque Top-down &:
a. Alta precision: Permite obtener estructuras bien definidas con tamafios
controlados.
b. Compatibilidad con tecnologias tradicionales: Se integra facilmente

con procesos industriales como la fabricacion de semiconductores.



c. Limitaciones: Algunas técnicas intensivas como la litografia y el pulido
pueden generar defectos estructurales y pérdida de material, lo que limita

su eficiencia en algunos casos.

<2

Top- Bottom-T

down up -

4
a¥

Figura 3: Métodos de produccién de nanomateriales: top-down y bottom.
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2) Enfoque Bottom-up: EI enfoque bottom-up implica la construcciéon de
nanoestructuras a partir del ensamblaje controlado de atomos o moléculas. Este
método se inspira en procesos bioldgicos y quimicos, como la formacion de

cristales y la autoorganizacion molecular °.

Caracteristicas del enfoque Bottom-up
a. Eficiencia de material: Este método reduce el desperdicio al utilizar los
componentes mas basicos como bloques de construccion.
b. Potencial de innovacion: Facilita la creacion de estructuras con
propiedades novedosas inaccesibles mediante técnicas top-down.
c. Desafios técnicos: El control del ensamblaje a nivel nanométrico puede
ser complicado y generalmente requiere entornos experimentales muy

especificos.

1.3. Generalidades del carbono
El carbono (C) es uno de los elementos mas versatiles y fundamentales del universo. Su
origen se remonta a las reacciones nucleares que tienen lugar en el interior de las

estrellas, donde bajo condiciones extremas tres nucleos de helio (*He) pueden
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fusionarse para formar un atomo de C en un proceso conocido como triple alfa '°. Gracias
a la existencia de un estado energético metaestable conocido como estado de Hoyle,
este mecanismo resulta lo suficientemente eficiente como para explicar la notable
abundancia de C en el cosmos. Tras su formacién, este elemento se dispersa por el
espacio através de eventos como las supernovas, incorporandose mas tarde en nuevas
generaciones de estrellas y planetas, y dando lugar a formas complejas de materia

incluida la vida.

(1 ¥He (% yBe “He»

NS
TNy o0y

jj“He “’#

12C
J Neutrén Rayos Gamma Y

Figura 4: Proceso triple alfa donde tres nticleos de “He, dan lugar a un nucleo de ">C, con un

intermediario de ®Be .

Tabla 1: Propiedades del C.

Propiedad Descripcion

Simbolo quimico C

Numero atémico (Z) 6

Masa atémica 12.0107 u (promedio)

Grupo / Periodo / Familia Grupo 14 / Segundo periodo / No metal
Estado fisico (25 °C, 1 atm) Solido

Estabilidad quimica Alta

Is6topos estables 2C (98.9%), *C (1.1%)

Isétopos radiactivos Desde 2C hasta 22C. El mas relevante es '“C

1.4. Configuracion electrénica del carbono
La configuracién electronica del C en su estado fundamental es 1s? 2s? 2p?, lo que indica

que posee dos electrones en el orbital s del segundo nivel de energia y dos electrones
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distribuidos en los orbitales px y py, con el orbital p, vacio. A simple vista se puede
interpretar que el C podria comportarse como un elemento divalente, formando
unicamente dos enlaces covalentes a partir de los electrones desapareados en sus
orbitales p. Sin embargo, como elemento del bloque p en la tabla periddica, sus
electrones mas externos se encuentran en la segunda capa de energia (n=2), también
denominada capa L (capa de nivel mas alto), donde posee un total de cuatro electrones
de valencia. Estos electrones son responsables de su reactividad y de la formacion de
estructuras quimicas diversas 2.

Para comprender la tetravalencia del C es necesario acudir a la teoria del enlace de
valencia, que contempla los fendmenos de excitacion electrénica e hibridacion '3. En un
estado excitado (configuracién de mayor energia), uno de los electrones del orbital 2s
se mueve a un orbital 2p vacio, alterando su configuracion electronica a 1s22s’ 2px' 2py’
2p;'. Este reordenamiento energético convierte al C en un elemento tetravalente,
facilitando la formacién de cuatro enlaces covalentes y dando asi lugar a los tres tipos

de hibridacion sp, sp?y sp°.

o & -
e‘d ®s e
¢ \.a’e ® e -

e e

Figura 5: Orbitales en el atomo de C.

1.5. Hibridacién de orbitales atomicos en el carbono

La hibridacién de orbitales en el atomo de C es un proceso clave que involucra la
combinacion de orbitales atémicos originales para formar nuevos orbitales moleculares
hibridos con propiedades distintas. Este fendmeno se produce cuando los electrones del
mismo nivel energético se redistribuyen, especificamente desde el orbital s hacia los
orbitales p, permitiendo que el C alcance su caracteristica tetravalencia . En este
estado los orbitales hibridos resultantes presentan una distribucion espacial que optimiza

la formacion de enlaces covalentes fuertes y estables.
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La capacidad del C para ajustar su hibridacion segun el contexto quimico, es lo que le

otorga una extraordinaria diversidad estructural. Este fendmeno no solo determina la

geometria molecular de los compuestos que forma, sino que también influye en sus

propiedades fisicas y quimicas, como la densidad, los puntos de fusién y ebullicién, y su

reactividad 15.

Figura 6: Distintas hibridaciones del atomo de C y sus angulos correspondientes: a) sp>, b) sp?,

c) sp.

Hibridacion sp o digonal: La hibridacion sp, también denominada hibridacion
digonal, se produce cuando un orbital sy un orbital p se combinan generando dos
nuevos orbitales hibridos con una disposicion lineal (Figura 7a). En esta
configuracién los orbitales hibridos sp se orientan en direcciones opuestas con un
angulo de 180° entre ellos, formando enlaces sigma (o). Mientras que los dos
orbitales p restantes permanecen sin hibridar, originando la formacién de enlaces pi
().

Hibridacion sp? o trigonal: La hibridacion sp? ocurre cuando un orbital s y dos
orbitales p se combinan generando tres orbitales hibridos sp? con una disposicion
trigonal plana (Figura 7b). Estos orbitales hibridos forman enlaces sigma (o) y se
distribuyen en un mismo plano, con angulos de 120° entre si. El orbital p restante
qgue no participa en la hibridacion, queda perpendicular al plano formando enlaces pi
(1r). Esta disposicion electronica es la responsable de las propiedades del grafito,
como su lubricidad y conductividad eléctrica .

Hibridacién sp® o tetragonal: La hibridacion sp?® se produce cuando un electrén del
orbital 2s del C se excita y se transfiere a un orbital 2p vacio, combinando un orbital
sy tres orbitales p. Como resultado se generan cuatro orbitales hibridos sp® (Figura

7¢), que se orientan en el espacio formando una geometria tetraédrica con angulos
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de 109.5° entre ellos. Esta disposicion minimiza la repulsion electrénica y favorece
la formacion de estructuras tridimensionales estables. La formacién de orbitales
hibridos sp®en el C es clave para la estabilidad de moléculas con enlaces covalentes
simples. Un ejemplo representativo de esta hibridacion que le confiere al material su
extraordinaria dureza y alta estabilidad mecanica, es el diamante, una de las formas

alotrépicas mas importantes del C.

titit 1 ittt it

T 7 2 2 %, P w2, 7, 7, Bosel T B 2p 28 2
1 1) . titit T :

E—;—F%ﬁr%‘ Excitado  ~3= 25 25, 25, Zp, EXxcitado

1ttt e LT o LI T

Is 25 2p, 2p; 2p. 1s 2sp’ 2sp° 2p° 2sp° Is 25" 25p" 2p" 2p
|
a b C

Figura 7: Comportamiento del atomo de C desde su estado basal hasta presentar hibridacion: a)

digonal, b) trigonal, c) tetragonal.

La versatilidad del C también se refleja en la variedad de interacciones covalentes que
puede establecer. Segun el tipo de hibridacion puede formar uniones simples (1.54 A),
dobles (1.34 A) y triples (1.20 A), con incrementos en rigidez, energia y reactividad, como
se observa en estructuras representativas como alcanos, alquenos y alquinos. En ciertos
contextos, también participa en interacciones idnicas o metalicas, como ocurre en
algunos carburos. Aunque no interviene directamente en los enlaces de hidrogeno (H),
su presencia en grupos funcionales es clave para la estabilidad de biomoléculas
complejas '". Esta capacidad de adaptacion estructural constituye la base para

comprender las distintas formas alotropicas que puede adoptar.

1.6. Estados alotropicos del carbono

Un atomo de C aislado es altamente inestable y tiene una vida media muy corta. Para
alcanzar estabilidad tiende a formar estructuras multiatdbmicas mediante enlaces
covalentes, generando configuraciones conocidas como formas alotropicas. A pesar de
tener la misma composicion quimica, difieren en su ordenamiento atdmico mostrando

estructuras claramente diferenciadas que exhiben propiedades variadas. Estas
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diferencias estructurales estan directamente relacionadas con los tipos de hibridacion
previamente analizados '8. Dichas configuraciones las podemos clasificar segun la

dimensionalidad de sus estructuras en '%-20;

Tridimensionales: incluyen al grafito y al diamante. El grafito es la forma mas

abundante del C, y estable a temperatura y presién ambiente; mientras que el
diamante es metaestable.

¢ Bidimensionales: el ejemplo mas representativo es el grafeno, compuesto por una
sola capa de atomos de C dispuestos en una red hexagonal plana, ofreciendo

propiedades singulares como alta conductividad eléctrica y resistencia.

¢ Monodimensionales: corresponden a los nanotubos de carbono, estructuras

cilindricas derivadas del grafeno.
e Cero dimensionales: los fullerenos, caracterizados por su geometria cerrada y

esférica, formados por anillos de C que conforman una red altamente simétrica 2'.
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Figura 8: Formas alotrépica del C.
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Tabla 2: Comparacion de alotropos del C: grafito, grafeno, nanotubos de carbono y fullerenos.

Material

Grafito 22

Grafeno

23,24

Nanotubos
de carbono
(CNTs)

25,26

Fullereno
(Ceo, €tc.)

27,28

Propiedades
Fisicas

- Estructura laminar
(capas de grafeno)
- Color negro
- Buen conductor
eléctrico
- Blando
- Hoja de un solo
atomo de espesor
- Altisima
conductividad
eléctrica y térmica

- Color negro

- Forma cilindrica
(grafeno enrollado)
- Diametro
nanométrico

- Elevada relacion
resistencia/peso

- Conductores

- Color negro

- Estructura esférica
cerrada

- Didmetros entre
0.7y 1nm

- Buena solubilidad
en solventes
organicos

- Semiconductores

- Color negro

Propiedades
Quimicas

- Estable
- Poco reactivo a
temperatura
ambiente
- Oxidable a altas
temperaturas
- Alta reactividad
superficial
-Funcionalizable
- Estable a
condiciones

normales

- Alta estabilidad
térmicay quimica

-Funcionalizables

- Reactivos con
radicales libres
- Propensos a
reacciones de
adicién o

insercion

12

Aplicaciones

- Electrodos en
baterias y
celdas

- Lapices

- Material
lubricante

- Electrénica

- Sensores
quimicos y
biolégicos

- Capacitores y

baterias

- Electroénica
molecular

- Dispositivos
fotonicos

- Celdas solares
y
almacenamiento
de energia

- Medicina
(vectores de
farmacos,
terapia
fotodinamica)

- Lubricantes

- Materiales
fotoactivos y

optoelectrénicos

Ao de
Descubrimiento
Antigledad
(conocido desde

tiempos antiguos)

2004 (aislado por
Novoselov y
Geim)

1991 (Sumio

lijima)

1985
(descubrimiento
del Cg, por Kroto

et al.)



1.7. Diamante

Los diamantes se forman a gran profundidad en el manto terrestre, entre 140 y 190 km
bajo la superficie, en un entorno extremo donde confluyen condiciones especificas de
temperatura, presion y composicion quimica. En esas regiones el C presente en
materiales como materia organica o CO2 se transforma bajo un intenso confinamiento
geotérmico. A medida que la presion y el calor aumentan, los atomos de C se reordenan
en una estructura cristalina cubica, dando origen al diamante 2°.

Estos cristales no permanecen en las profundidades donde se formaron, son llevados
hacia la superficie por erupciones volcanicas, en las que el magma actua como vehiculo
de transporte. Al solidificarse este magma, forma rocas igneas conocidas como
kimberlitas o lamproitas que alojan los diamantes en su interior. También es posible que
procesos de erosidon natural expongan estos minerales a partir de depdsitos primarios o
aluviales.

La extraccion del diamante natural es limitada y costosa. En promedio solo se recupera
un quilate (~200 mg) por cada diez toneladas de roca procesada. Esta escasez, junto
con las condiciones extremas requeridas para su formacion, explica tanto su valor como
el interés cientifico que despierta su estudio.

La naturaleza puramente carbonosa del diamante fue confirmada en 1813 por Humphry
Davy, quien concentré la luz solar sobre un diamante en una atmoésfera de oxigeno y
observd que el unico producto de la combustién era CO2. Este experimento no solo
establecid su composicion elemental, sino que también permiti6 demostrar que, en

ausencia de oxigeno, el diamante se transforma en grafito *.

Figura 9: Ejemplar de kimberlita, roca ignea volcanica que actia como portadora de diamantes.

1.7.1. Propiedades y aplicaciones del diamante
El diamante es la segunda forma alotropica mas estable del C y uno de los materiales

mas valorados por su combinacion de propiedades fisicas. Su estructura cristalina
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responde a una red cubica tridimensional (piramide perfecta) en la que cada atomo de
C con hibridacion sp®, se une covalentemente a otros cuatro mediante enlaces muy
cortos (154 pm) y energéticamente estables (347 kJ-mol™). Esta disposicion le confiere
una resistencia mecanica extrema, alcanzando el valor maximo (10) en la escala de
Mohs, asi como una notable estabilidad estructural. Su densidad también refleja el grado
de pureza: los diamantes naturales se encuentran en un rango de 3.15 a 3.53 g/cm?3,
siendo los méas puros aquellos cuya densidad se aproxima a 3.52 g/cm? 3'.

Desde el punto de vista térmico presentan una conductividad muy alta (entre 900 y 2320
W/mK), mientras que su comportamiento eléctrico corresponde al de un aislante al no
contar con electrones libres. Su amplia banda prohibida (5.5 eV) permite la transmision
total de la luz visible, lo que explica su apariencia incolora y transparente en estado puro.
Sin embargo, defectos cristalinos o impurezas (principalmente N) pueden introducir
coloraciones naturales que van desde el amarillo hasta tonos mas intensos como azul,
rosado o negro 2.

A nivel vibracional el diamante destaca por la elevada frecuencia de oscilacion de sus
atomos, que puede alcanzar hasta 40 x 102 Hz. Estas vibraciones producen bandas de
absorcion caracteristicas, localizadas alrededor de los 2665 cm™, visibles en espectros
infrarrojos. Aunque es un material metaestable, la transformacién del diamante en grafito
a temperatura ambiente ocurre de forma extremadamente lenta y solo se acelera
significativamente con calor. A temperaturas elevadas se oscurece, se carboniza y
puede llegar a arder si la exposicion térmica es prolongada. Esta vulnerabilidad limita su
empleo en maquinaria de alta velocidad fabricada con aleaciones ferrosas, ya que el C
se disuelve facilmente en hierro caliente provocando desgaste acelerado 33.

El diamante ha demostrado la capacidad de emitir electrones al vacio gracias a su
afinidad electronica negativa (NEA), lo que lo posiciona como un candidato ideal para
aplicaciones en dispositivos emisores de campo 34. En el ambito industrial su uso mas
extendido sigue siendo como abrasivo de alto rendimiento, empleado en procesos de
corte, perforacion y pulido de materiales extremadamente duros.

Actualmente, la investigacion se enfoca en su potencial como semiconductor de alto
desempefo con ventajas superiores al silicio (Si). Investigadores de la Academia de
Ciencias de Rusia lograron emplearlo como superconductor, capaz de conducir
electricidad sin resistencia 3°.

Si bien el diamante macroscopico ha sido ampliamente valorado por sus propiedades

fisicas y su uso en aplicaciones especializadas, es en la escala nanométrica donde este
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material adquiere un nuevo significado. La reduccion de tamafio no solo modifica su
comportamiento superficial, sino que abre la posibilidad de interactuar con sistemas
biolégicos, ambientes reactivos y dispositivos de escala molecular. Este cambio de
dimensién ha dado lugar a una clase emergente de materiales conocidos como
nanodiamantes (NDs), cuya sintesis controlada y funcionalizacién superficial han
permitido extender el alcance del diamante hacia campos como la nanomedicina, la

catalisis, la dptica y la ingenieria de materiales .
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Nanodiamantes

Los NDs se identificaron por primera vez en la década de 1960 en la antigua URSS,
mucho antes de que los nanomateriales captaran el interés de la comunidad cientifica
37_Su hallazgo ocurrié pocos afios después de que se lograra sintetizar por primera vez
un diamante artificial en 1955 mediante técnicas de alta presion y alta temperatura. Sin
embargo, estos materiales no son exclusivos del laboratorio: existen evidencias sélidas
de su presencia natural hace miles de millones de afios en el medio interestelar y como
parte de la composicion de meteoritos 8.

En 1987 se descubrid un tipo de NDs en meteoritos de condrita carbonacea, con
diametros promedio de 2.7 nm y concentraciones de hasta 1400 ppm 3°. Su notable
estabilidad termodinamica, incluso superior a la del grafito de tamafio equivalente, indica
que el diamante puede constituir la fase mas estable del C en condiciones extremas del
espacio 4°.

En las décadas de 1980 y 1990, los investigadores comenzaron a desarrollar métodos
de sintesis mas controlados, como la detonacién en camaras cerradas y la deposicién
quimica de vapor (CVD), con el objetivo de obtener NDs de mayor pureza y consistencia.
Actualmente se dispone de una amplia variedad de técnicas para la sintesis de NDs,
entre las que se incluyen #16: 1) la detonacion controlada y 2) la deposicién quimica en
fase vapor (CVD) previamente mencionadas, 3) la sintesis asistida por laser, 4) la
molienda de bolas a alta energia, 5) los métodos de alta presion y alta temperatura
(HPHT), 6) la sintesis hidrotermal, 7) el bombardeo i6nico sobre grafito, 8) la cloracion
de carburos y 9) la cavitacion ultrasénica. Cada una de estas rutas se basa en
mecanismos distintos y utiliza precursores especificos, lo que influye directamente en

las caracteristicas estructurales y superficiales del material obtenido.

2.2. Sintesis de NDs y sus aplicaciones

2.2.1. Sintesis por detonacion
Uno de los primeros métodos desarrollados para la obtencion de NDs fue la sintesis por
detonacion, técnica que aun hoy conserva relevancia debido a su eficiencia para producir

grandes cantidades de material a bajo costo. Esta ruta se fundamenta en la
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descomposicién explosiva de compuestos ricos en C, sometidos a condiciones extremas
de presion y temperatura en un ambiente inerte. Su desarrollo inicial tuvo lugar en la
Unidon Soviética en 1963, cuando se identificaron particulas de diamante como
subproducto de la detonacion de mezclas de trinitrotolueno (TNT) y hexégeno (RDX) en
camaras confinadas *'.

El principio de esta técnica radica en la transformacion del C en estado grafitico o
molecular hacia la fase diamantina, mediante la acciéon de ondas de choque generadas
durante la explosion. Las condiciones extremas alcanzadas (presiones entre 7.5y 14.5
GPa y temperaturas superiores a 2000 K) permiten la nucleacién de dominios cristalinos
de diamante en tiempos del orden de microsegundos. La eficiencia del proceso y las
propiedades del producto final dependen directamente de variables como el tipo de
precursor, la composicion de la mezcla explosiva, la forma geométrica de la carga y el
medio refrigerante, siendo comunes Ar, N,, CO, o H,O en distintas fases 42 El proceso
puede clasificarse en tres variantes principales, segun el tipo de fuente de C empleada

y el disefio experimental (Tabla 3).

Tabla 3: Variantes de la sintesis de NDs por detonacioén.

Variante Precursor Explosivos Producto Tamaio Referencias
de C utilizados obtenido (nm)
Grafito Grafito Explosivos Diamante >1000 nm
confinado en camara policristalino 43
confinada
Explosivos C del TNT, RDX, NDs 4-5 nm
como fuente explosivo octégeno ultradispersos 44
(TNT, RDX, (UDD)
octégeno)
Combinada Negro de Explosivos Estructuras 1-80 nm
humo, con aditivos cubicas, tipo 45
grafito u de C cebolla o
otros mixtas

Su mecanismo de formacién ha sido interpretado a partir del diagrama de fases del C
(Figura 10), el cual indica que, durante la detonaciéon no se alcanzan las condiciones
para formar C liquido en grandes volumenes. Sin embargo, se generan gotas de C

liquido de escala nanomeétrica, las cuales al enfriarse rapidamente por accion del medio
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circundante cristalizan como NDs. Este proceso es altamente dependiente de la relacion
masa/volumen entre los explosivos y el medio refrigerante, asi como del calor especifico

del gas y de la configuracion del sistema de confinamiento 6.
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Figura 10: Diagrama de fases del C.

Aunque esta técnica presenta una alta capacidad de produccion, enfrenta ciertas
limitaciones en cuanto a la pureza del producto. El hollin resultante contiene una mezcla
de residuos carbonosos, incluyendo grafito y otras formas amorfas, que requieren
tratamientos acidos posteriores para su eliminacion. Estos pasos de purificacion son
fundamentales para mejorar la dispersion del material en medios liquidos y garantizar su
estabilidad coloidal. Los NDs obtenidos por este método presentan tamafos bien
definidos (en muchos casos inferiores a 5 nm) y morfologias que varian desde
estructuras esféricas hasta configuraciones tipo cebolla o multicapa, en funcion de las
condiciones del proceso **. Gracias a estas caracteristicas, han demostrado utilidad en
aplicaciones diversas, incluyendo imagen biomeédica, dispositivos épticos,
recubrimientos antimicrobianos y materiales abrasivos.

La versatilidad de esta técnica radica en su capacidad para ser ajustada mediante la
seleccion adecuada de explosivos, precursores y parametros de detonacion, lo cual

permite adaptar el producto final a diferentes necesidades tecnoldgicas.
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Figura 11: Imégenes a) SEM y b) HR-TEM, de NDs obtenidos por detonacion 2.

2.2.2. Sintesis por deposicion quimica de vapor (CVD)

Es una de las técnicas mas consolidadas para la obtencion de peliculas de NDs sobre
sustratos solidos. Su origen se remonta a la década de 1950, cuando se logr6 el
crecimiento de capas delgadas de diamante a partir de mezclas gaseosas activadas
térmicamente. Desde entonces ha sido ampliamente empleada no solo para diamantes,
sino también para otras nanoestructuras basadas en C, como los nanotubos y el grafeno
49_

El principio de la sintesis CVD se basa en la descomposicién controlada de precursores
gaseosos ricos en C, tipicamente hidrocarburos en presencia de H. Estos gases
interactuan con la superficie de un sustrato, donde se inicia la nucleacion de cristales de
diamante bajo presiones reducidas y temperaturas elevadas. Una condicion
indispensable para iniciar este proceso es el pretratamiento del sustrato, conocido como
"sembrado”, que aumenta la densidad de sitios activos de nucleacién. Dicho sembrado
puede lograrse mediante pulido con polvo de diamante, tratamiento ultrasénico en
suspensiones coloidales, o la aplicacion de capas intermedias de carbono amorfo °°.
Entre los materiales mas comunes utilizados como sustratos se encuentran el silicio (Si),
el didxido de silicio (SiO,), el carburo de silicio (SiC), el nitruro de silicio (SisN,) y diversos
metales. Una vez iniciada la nucleacion, el crecimiento continla de manera
homoepitaxial, dando lugar a cristales individuales con alta calidad estructural. No
obstante, una de las principales limitaciones de este método es su baja velocidad de
crecimiento y el escaso rendimiento global de la reaccién, lo que restringe su eficiencia

para produccién a gran escala %',
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Figura 12: Analisis SEM de NDs obtenidos mediante CVD bajo diferentes condiciones
experimentales: a) tras 40 minutos de CVD utilizando 300 W de potencia, 0.5% de CH, y
presion de 8 Torr y b) nucleacion de cristalitos de diamante sobre un sustrato virgen de Si (100),
empleando 800 W de potencia de microondas, 0.5% de CH, en el gas de alimentacion, presion

de 27 Torr y duracion de 120 min 2.

Vacio

Fuente de activacion

~700-1000°C

Precursor >
deC

Gas .2t et
portador s o Y

Sustrato sembrado con NDs

Sistema de calentamiento del
sustrato: Filamento caliente CVD

Figura 13: Representacion esquemaética de la sintesis de NDs mediante HFCVD.

Una ventaja significativa de la sintesis por CVD es la posibilidad de incorporar dopantes
durante el proceso de crecimiento. Particularmente, el dopaje con boro (B) permite
obtener NDs con propiedades eléctricas conductoras, lo cual es fundamental para su
uso en dispositivos electroquimicos y sensores funcionales 554, Se han reportado FNDs
derivados de sintesis por CVD, los cuales destacan por su mayor intensidad de emision
bajo ciertas condiciones experimentales °°. Ademas, mediante variantes como la
deposicion asistida por plasma (PECVD) o por filamento caliente (HFCVD), se ha logrado

el crecimiento simultaneo de NDs sobre otras nanoestructuras como nanotubos de
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carbono, dando lugar a materiales hibridos con propiedades electrénicas, opticas y

mecanicas mejoradas *°.

2.2.3. Sintesis por altas presiones y altas temperaturas (HPHT)

Esta ruta consiste en someter los precursores a presiones del orden de 20 a 200 GPay
temperaturas superiores a 2000 K. En algunos casos, se afiade polvo de Cu al grafito
para favorecer una rapida disipacion del calor generado durante el proceso, lo que ayuda
a estabilizar la fase diamantina y evita su reconversion a grafito 0. A través de esta
técnica se obtienen NDs de alta calidad estructural, con tamafios que oscilan tipicamente
entre 10 y 100 nm. Estos NDs son monocristalinos, presentan una notable transparencia
optica y poseen una menor proporciéon de carbono sp? en su superficie, lo que facilita su
purificacién mediante tratamientos con acidos °”.

Los NDs obtenidos por HPHT no se producen directamente en escala nanométrica, sino
que se generan por reduccidbn mecanica de cristales micrométricos sintetizados
previamente mediante este mismo método. Posteriormente, las particulas se separan
por técnicas centrifugas para obtener una distribucién de tamafno controlada. Esta ruta
de sintesis ha permitido ademas incorporar centros de color fluorescentes en
concentraciones superiores a 10 ppm, lo cual es relevante para aplicaciones en

bioimagen y deteccion dptica *%.

30 segundos. b) Imagen TEM de nanopolvo de diamante fluorinado después del tratamiento
HPHT %°.
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2.2.4. Sintesis por pulso de luz hidrodinamica (LHDP)

Esta técnica fue desarrollada por Ray Techniques Ltd ®°. Se basa en la generacion de
ondas de choque acusticas mediante un rayo de alta intensidad enfocado en un medio
liquido transparente. La energia del rayo se libera a una distancia precisa respecto ala
superficie de un blanco que contiene una fuente de C no diamantado. La interaccion del
pulso de luz con el medio genera condiciones localizadas de presion y temperatura
suficientes para inducir la conversién del C en fase nanodiamante. Una de las principales
ventajas de esta técnica es su alto grado de control sobre las condiciones del proceso,
lo que permite obtener particulas monodispersas con tamafios de apenas unos pocos
nandémetros. Ademas de su precision, LHDP se caracteriza por ser una técnica limpia,

sin necesidad de explosivos ni reactivos agresivos.

HV WD | curr [mode| det | HFW —— 100 nm ——
20.00 kV|4.0 mm |50 pA| SE |TLD|426 nm

Figura 15: Iméagenes de NDs obtenidos por LHDP analizados por a) HR-TEM y b) SEM ¢'.

2.2.5. Sintesis asistida por laser

A diferencia de otros métodos quimicos que generan subproductos no deseados y
requieren complejas etapas de purificacion, la ablacion laser permite obtener estructuras
limpias sin necesidad de tratamientos posteriores. Este método se basa en la irradiacion
de un blanco de C con pulsos laser de alta energia dentro de un medio liquido. Bajo
estas condiciones, se forma una columna de plasma compuesta por atomos de C,
alcanzando presiones y temperaturas que pueden superar los 15 GPa y 5000 K,
respectivamente 2. A medida que el sistema se enfria, el plasma se condensa,
favoreciendo la nucleacién de agrupaciones de C. Una vez alcanzado el tamano critico,

estos nucleos se reorganizan estructuralmente vy cristalizan como diamante. El
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crecimiento se detiene de forma natural conforme la presion y la temperatura disminuyen
progresivamente en el entorno 2.

Amans et al. ® revisaron mdultiples trabajos sobre la sintesis de nanomateriales de C
mediante esta técnica, concluyendo que la ablacién laser en medio liquido no solo
permite obtener NDs, sino también otras formas alotrépicas como fullerenos, nanotubos

o carbono amorfo, dependiendo de las condiciones experimentales.

Figura 16: Imagenes TEM a) del producto sin purificacion después de la irradiacion laser y b)

del producto purificado 2.

2.2.6. Sintesis por ultrasonido

La aplicaciéon de ultrasonido en la sintesis de NDs ha ganado interés como una
herramienta eficaz para modificar sus propiedades estructurales y superficiales. Aunque
no se trata de una técnica de sintesis primaria como la detonaciéon o el CVD, el
ultrasonido se emplea como un meétodo complementario que permite mejorar la
dispersion de las particulas, promover la desagregacion y facilitar procesos de
funcionalizacion. La energia acustica generada por cavitacion induce efectos fisicos y
quimicos que pueden influir directamente sobre la morfologia, el tamafo efectivo y la
quimica superficial de los NDs . Dado que estos efectos son altamente dependientes
de parametros como la frecuencia, la potencia y la duracion del tratamiento, su impacto

especifico se abordara con mayor detalle en el Capitulo 6: Resultados y Discusion.
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2.3. Estructura y propiedades de los NDs

Los NDs son la version nanométrica del C con hibridacion sp®, adoptando una estructura
tetraédrica altamente ordenada. Con tamanos inferiores a 10 nm, estas nanoparticulas
exhiben un nucleo de diamante quimicamente inerte, extraordinaria dureza, notable
conductividad térmica y una superficie activa que las distingue de otras formas de C. Su
disefio estructural ha sido descrito como un sistema nucleo-coraza (Figura 17a): el
interior esta compuesto por atomos de C sp?, mientras que la superficie externa incluye
capas de grafito desordenado o laminado con alto contenido de C sp? formando
configuraciones complejas como estructuras tipo fullereno o “bucky-diamante” 7.

Una de las caracteristicas mas relevantes es la composicion de su superficie, donde se
encuentran grupos funcionales como carboxilos, hidroxilos, aminas y amidas (Figura
17b). Esta quimica superficial les confiere una alta afinidad por medios acuosos,
permitiendo la formacion de suspensiones coloidalmente estables y la posibilidad de
formar complejos con moléculas bioactivas 8. Por ejemplo, se ha documentado la
capacidad de los NDs para transportar farmacos solubles en agua como purvalanol A,
utilizado en el tratamiento del cancer de higado; 4-hidroxitamoxifeno, aplicado en
terapias contra el cancer de mama; y dexametasona, un agente antiinflamatorio

ampliamente empleado “°.

Figura 17: a) Estructura interna del nicleo de NDs y b) grupos funcionales en su superficie.

Desde el punto de vista técnico, ademas de su resistencia mecanica, los NDs poseen
propiedades Opticas excepcionales ®°. Estas se originan en la presencia de defectos
puntuales dentro de la red cristalina, los cuales pueden introducirse deliberadamente

mediante irradiacion con diferentes particulas: alfa, electrones, protones, neutrones,
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rayos y o iones pesados. Estos tratamientos permiten modificar la estructura interna del
diamante generando centros 6pticamente activos asociados a elementos como H, He,
Li, B, N, O, Ne, P, Si, As, Ti, Cr, Ni, Co, Zn, Zr, Ag, W, Xe y Tl 70 EI N en particular da
lugar a los centros de vacancia-nitrogeno (N-V), responsables de la fluorescencia rojo-
infrarroja, mientras que la configuracion N—V-N induce emision en la region verde del
espectro ’'. Estas emisiones son estables, no se degradan con el tiempo, y representan

una propiedad clave de los nanodiamantes fluorescentes (FNDs).

2.4. Morfologia de los NDs
Los NDs pueden clasificarse de manera general en dos categorias principales segun su

tamafio como se muestra en el diagrama de la Figura 18.

NDs

Nanocristalinos Ultrananocristalinos
10-100 nm <10 nm

Detonacion

1-=90% Cy=2%N

2- Diametro promedio 4-5 nm

3- Particulas esféricas

4- Alta relacion superficie—volumen

5- Area superficial entre 300400 m2/g
6- Aplicacion: adsorcion de farmacos

Figura 18: Clasificacion de los NDs segun su tamafio.

La morfologia de los NDs esta estrechamente ligada al método de sintesis empleado, ya
que cada ruta genera estructuras con caracteristicas fisicas y quimicas particulares. Los
NDs obtenidos mediante el método HPHT se derivan de diamantes microcristalinos que
han sido fragmentados mecanicamente. Este proceso permite ajustar el tamafo de las

particulas finales y obtener materiales con facetas cristalinas bien definidas y menor
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contenido de carbono sp?. Estas particulas, generalmente superiores a 10 nm, presentan
bordes afilados y superficies limpias, y contienen alrededor de 300 ppm de N, lo que
favorece la formacion de centros de vacancia responsables de su fluorescencia 2.
Gracias a estas caracteristicas resultan especialmente utiles en terapias génicas y
sistemas de liberacion intracelular. La via de CVD permite la formacién controlada de
peliculas delgadas de diamante sobre sustratos especificos. Este método produce capas
continuas con crecimiento epitaxial, utiles para aplicaciones electronicas y opticas donde
se requiere precision estructural y minima dispersion de tamario 3.

Ademas de las formas esféricas predominantes, los NDs pueden adoptar otras
configuraciones morfolégicas como: nanoplaquetas bidimensionales, nanorrodillos
unidimensionales y agregados ultracristalinos. Esta diversidad estructural que abarca
desde arreglos isotropicos hasta arquitecturas anisotropicas complejas, amplia
considerablemente sus aplicaciones en campos como la biomedicina, la optoelectrénica,
la catdlisis y los sensores cuanticos.

El analisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) y transmision (TEM) ha
sido esencial para identificar la forma, tamafo y textura superficial de estas particulas.
En particular, los NDs producidos por detonacién tienden a formar agregados debido a
las diferencias de potencial superficial, mientras que los obtenidos por HPHT, gracias a
su menor contenido de carbono amorfo muestran mayor estabilidad coloidal y una menor

tendencia a la aglomeracion 4.

Figura 19: Morfologia de las muestras con (a) los diamantes microcristalinos, (b) los NDs de 150
nm y (c) los NDs de 50 nm 7°.

2.5. Luminiscencia
La luminiscencia es un fenémeno fisico caracterizado por la emision de radiaciéon

electromagnética por parte de una sustancia como consecuencia de un proceso de
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excitacion que no involucra directamente el calentamiento térmico del material. Esta
propiedad también conocida como "luz fria", se diferencia de la incandescencia porque
su origen no reside en un incremento significativo de la temperatura, sino en la absorcion
de energia que promueve transiciones electronicas dentro de los atomos o moléculas.

Desde el punto de vista cuantico, la luminiscencia se origina cuando una particula (ya
sea un atomo, una molécula) absorbe energia y es promovida a un estado electrénico
excitado 7®. Tras un periodo de relajacion, la particula retorna a un estado de menor
energia liberando fotones cuya energia esta directamente relacionada con la diferencia
entre ambos niveles (Figura 20). El tipo de luminiscencia se clasifica segun la fuente de

excitacion externa que induce el proceso (Tabla 4).
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Figura 20: Esquema de la emisién de luz tras un proceso de excitacion electronica.

Tabla 4: Tipos de luminiscencia segun el método de excitacion.

Método de excitacion Luminiscencia

Radiacion electromagnética Rango UV vy visible Fotoluminiscencia
Energia de reacciones quimicas Quimioluminiscencia
Radiacion de rayos X Luminiscencia de rayos X
Flujo de electrones (rayos catddicos) Catodoluminiscencia
Por ultrasonido Sonoluminiscencia
Impacto mecanico Triboluminiscencia
Radiacion radiactiva Radioluminiscencia
Energia térmica Termoluminiscencia
Flujo de iones de metales alcalinos en el vacio lonoluminiscencia
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2.5.1. Fluorescencia

La fluorescencia es un tipo de fotoluminiscencia en la que la emisién de luz se produce
de forma inmediata tras la absorcion de radiacién electromagnética (Figura 21). Su
dinamica puede explicarse con claridad a través del diagrama de Jablonski, el cual
representa las posibles rutas de desactivacion que sigue una molécula una vez que ha

sido fotoexcitada (Figura 22).

X + Calor
X+ —>x*/

T \‘X+Calor+
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Luminiscencia

A+l — s X¥— 5 X+

Figura 21: Esquema de los procesos de emision luminosa tras una excitacion.
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Figura 22: Diagrama de Jablonski que muestra las posibles transiciones electronicas entre el
estado fundamental (So) y los estados excitados singlete (S1y Sz) y triplete (To).
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Cuando una molécula en su estado fundamental singlete (S,) absorbe un fotén de alta
energia, uno de sus electrones es promovido a un estado electrénico excitado, también
de tipo singlete (S; 0 S;). Desde alli la molécula sufre una relajacion vibracional muy
rapida hasta alcanzar el nivel mas bajo de S;, desde donde el electron puede regresar
al estado fundamental emitiendo un fotén 7’. Esta radiacion emitida siempre posee menor
energia que la absorbida inicialmente, ya que parte de la energia se disipa en forma no
radiativa. Como consecuencia, la longitud de onda de la emision es mayor (fenébmeno

conocido como desplazamiento de Stokes).

Una caracteristica fundamental de la fluorescencia es la brevedad del tiempo en que
ocurre. La vida media del estado excitado se situa tipicamente entre 10™° y 1077
segundos, lo que implica que la emisién cesa de forma casi instantanea al eliminarse la
fuente de excitacion 8. Esta respuesta tan rapida la distingue claramente de otros
fendmenos luminicos mas persistentes, como la fosforescencia, donde la emisién puede
prolongarse desde fracciones de milisegundo hasta varios segundos (entre 107 y 10% s),
debido a que involucra transiciones entre estados de diferente multiplicidad de espin.
Factores como la polaridad del medio, el pH, la temperatura o la proximidad de ciertos
grupos funcionales pueden modificar tanto la intensidad como la estabilidad y la posicion
espectral de la emision °. Su eficiencia se evalia mediante el rendimiento cuantico, que
indica la proporcion de moléculas excitadas que emiten fotones frente a aquellas que se
desactivan por vias no radiativas, como la conversion interna o las colisiones
intermoleculares.

Este principio se ha aplicado con éxito al estudio de nanomateriales como los FNDs,
cuya estructura permite la incorporacién de centros emisores estables y eficientes, lo
que amplia el alcance de este fendmeno en aplicaciones como sensores oOpticos,
trazadores celulares, estudios de transferencia energética y analisis de microambientes

quimicos .

2.6. Propiedades de los FNDs y aplicaciones

Los FNDs se caracterizan por la presencia de defectos estructurales conocidos como
centros de color. Estos defectos actian como emisores Opticos estables cuando se
excitan con luz adecuada. El mas estudiado es el centro de NV, que se forma cuando un
atomo de N sustitucional se situa junto a una vacancia de C. Estos centros se generan

mediante irradiacion con electrones o iones de alta energia, o bien a través de
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modificaciones quimicas en la superficie de los NDs utilizando grupos funcionales

organicos &

. En estos procesos el dafio se produce principalmente por colisiones
atomicas y por dispersiéon de Rutherford, donde un electrén incidente puede desplazar
un atomo de C si transfiere entre 35 y 43 eV (energia conocida como umbral de
desplazamiento). En el caso de radiaciones idnicas con energias del orden de los 2 MeV,

se generan vacancias profundas en la red cristalina del diamante %% 82,

2.6.1. Propiedades opticas

La emision fluorescente de los NDs es dependiente de la longitud de onda de excitacion.
Por ejemplo, se observa fluorescencia azul cuando se excita entre 274 y 374 nm, y verde
en el rango de 394 a 474 nm. Esta respuesta optica se ve condicionada por los grupos
funcionales presentes en la superficie, particularmente los hidroxilos (—OH) y carboxilos
(-COOH), cuya interaccion puede potenciar o desplazar la intensidad y posicién de los
picos de emision. Asi, la fluorescencia resulta del equilibrio entre estos grupos que
pueden actuar de manera cooperativa o competitiva segun el nivel energético aplicado
83_

Los NDs que contienen centros H3 (N-V-N) se conocen como FNDs verdes, mientras
que aquellos con centros N-V se denominan FNDs rojos. El centro H3 presenta una linea
cero-fonon (ZPL) tipica a 503 nm y a diferencia del N-V, es neutro y mas estable bajo
condiciones estandar. Los centros NV existen en dos estados de carga (Figura 23). NV°
(neutrales) y NV~ (cargados negativamente). El primero emite luz naranja con una linea
cero-fonon (ZPL) centrada en 575 nm, mientras que el segundo emite en el rojo con una
ZPL a 637 nm, seguida de una banda de emision mas amplia en la regién de 680-700
nm. Estas bandas asistidas por fonones resultan especialmente adecuadas para
aplicaciones en bioimagen, ya que se encuentran dentro del rango optico transparente
para tejidos biolégicos 82. Adicionalmente, los centros NV presentan transiciones opticas
que estan vinculadas a sus estados de espin electrénico. Esto implica que la intensidad
de la fluorescencia puede ser modulada por perturbaciones externas, como la presencia

de un campo electromagnético 8 (Figura 24).
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Figura 23: Centro de NV en NDs .
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Figura 24: Estados electrénicos de los NDs.

La luminiscencia de los FNDs esta influenciada por el tamafo del cristal y el estado de
carga, que a su vez puede variar con la temperatura. Una ventaja clave de los FNDs es
que destacan por su alta fotoestabilidad: pueden ser excitados durante largos periodos
sin presentar fotoblanqueo ni parpadeo, permitiendo el seguimiento continuo de células
vivas. Se ha comprobado que mantienen su fluorescencia tras 20 minutos de irradiacién
constante (a una densidad de 100 W/cm2) y son capaces de rastrear células por mas de

200 segundos sin pérdida de sefal 6.

2.6.2. Propiedades magnéticas
Los NDs que contienen centros NV, especialmente en su estado NV~, presentan una

propiedad unica: pueden detectar campos magnéticos extremadamente débiles a escala

nanométrica. Esta capacidad se basa en la interaccion entre el espin electrénico (S = 1)
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del centro NV y el entorno magnético. En presencia de un campo magnético externo, los
niveles de energia del espin se dividen (efecto Zeeman), y esta separacion se monitorea
mediante la técnica de resonancia magnética opticamente detectada (ODMR).

En condiciones controladas, como en cristales de diamante ultrapuros que contienen un
unico centro NV, se ha logrado alcanzar una sensibilidad de hasta 3 nanoteslas por raiz
de Hertz (nT/VHz), midiendo sefales a frecuencias del orden de 1 kHz en un tiempo de
integracion de 100 segundos 8. En el caso de FNDs con multiples centros NV-, esta
sensibilidad puede variar, aunque sigue siendo suficientemente alta para aplicaciones
de deteccion en entornos complejos.

Ademas, los centros NV pueden mantener coherencia cuantica a temperatura ambiente,
con tiempos de decoherencia (T,) que van desde decenas de microsegundos en NDs
hasta milisegundos en diamantes de alta pureza, lo que abre la posibilidad de utilizarlos
en tecnologias emergentes de sensores cuanticos, nanodosimetria y sistemas de

imagen biomagnética .

2.6.3. Propiedades de biocompatibilidad

Los nanomateriales basados en C han ganado atencion en el ambito biomédico por su
potencial biocompatibilidad y baja toxicidad en comparacion con nanomateriales
metalicos. No obstante, estas propiedades no pueden generalizarse para todos los
sistemas de C, ya que aspectos como el tamafio de particula, la composicion superficial
y el tipo de funcionalizacion influyen directamente en su comportamiento biolégico 8°.
En particular, los NDs con tamafos entre 2 y 10 nm han mostrado un buen perfil de
tolerancia celular, sin afectar la funcién mitocondrial ni modificar la morfologia celular. Su
superficie activa permite la unién estable a biomoléculas como proteinas y acidos
nucleicos (Figura 25), lo que resulta clave para su aplicacion como vehiculos de
liberacién de farmacos, sistemas dirigidos o plataformas para el transporte de material
genético. En medios fisiologicos, también mantienen un comportamiento 6ptico estable,
lo que los hace adecuados para técnicas de imagen biomédica.

La superficie de los FNDs requiere una atenciéon especial. Su toxicidad potencial esta
mas relacionada con la pureza que con la composicion del material en si. Cuando no se
eliminan adecuadamente los residuos de sintesis o los subproductos de
funcionalizacién, pueden inducirse efectos indeseados a nivel celular. Por esta razén, es
esencial aplicar métodos de purificacion rigurosos y estrategias de modificacion

controlada %°.
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Ciertos estudios han revelado que los NDs obtenidos por detonacion presentan actividad
antibacteriana, lo cual amplia sus posibles aplicaciones en contextos clinicos, como
recubrimientos antimicrobianos o sistemas de liberacion terapéutica con doble funcion.
También se ha desarrollado una via alternativa para conferir fluorescencia a particulas
originalmente no emisoras, incorporando fluoréforos mediante polimeros luminiscentes.

Esta modificacién no compromete su compatibilidad celular °'.
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Figura 25: Los grupos funcionales de la superficie de los NDs pueden interactuar

electrostaticamente o por medio de enlaces con otras moléculas, por ejemplo, proteinas.

2.6.4. Propiedades quimicas

Los NDs presentan un nucleo altamente resistente capaz de soportar ambientes
extremos sin degradarse. Son quimicamente estables frente a agentes corrosivos como
acido nitrico (HNO3), clorhidrico (HCI) o sulfurico (H2S0O4), y presentan alta densidad (3.5
g/lcm?3) y estabilidad coloidal %% %3, Sin embargo, tienden a formar agregados debido a
interacciones entre sus grupos superficiales, como los C=0, que favorecen enlaces de
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals e interacciones dipolares %.

Estas asociaciones dan lugar a aglomerados dificiles de romper, especialmente en los
NDs obtenidos por detonacién. Para superar estas limitaciones, es fundamental
modificar la superficie de los NDs mediante estrategias que permitan ajustar sus
propiedades. Esta necesidad introduce el siguiente epigrafe, centrado en el estudio de

su funcionalizacion.
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2.7. Funcionalizacién de NDs

La modificacién superficial de los NDs es esencial para mejorar su estabilidad coloidal,
su solubilidad y su capacidad de interaccion con sistemas bioldégicos. Como se ha
sefialado anteriormente, una de las principales limitaciones en su estado no tratado es
su tendencia a la aglomeracion, causada por interacciones entre grupos funcionales
presentes en la superficie. Aunque estos materiales poseen de forma natural grupos
como —COOH, C=0, -OH, —NH, y —CONH,, su reactividad y accesibilidad pueden ser
insuficientes si no se someten a tratamientos adecuados. Para resolverlo, se han
desarrollado diversas técnicas de funcionalizacién que permiten activar o sustituir dichos
grupos y adaptar la superficie de estas nanoparticulas a fines especificos %°.

Entre los métodos empleados se encuentran tratamientos quimicos humedos,
oxidaciones controladas, exposicibn a gases a alta temperatura, asi como
procedimientos fotoquimicos, mecanoquimicos, y asistidos por plasma o radiacion .
Estas estrategias permiten introducir funciones quimicas capaces de interactuar con
biomoléculas mediante enlaces covalentes o asociaciones no covalentes bien dirigidas,
con el objetivo de obtener una superficie uniforme, activa y compatible con medios
complejos. Frente a los métodos convencionales, que suelen requerir reactivos
agresivos y generan subproductos toxicos, ha surgido un enfoque alternativo: la
funcionalizacién verde. Esta metodologia emplea compuestos no acidos, naturales como
extractos vegetales, reduciendo el impacto ambiental del proceso y, en ciertos casos,

puede conferir propiedades adicionales a los NDs.

Sintesis y Desagregacion Modificacién de
purificacion la superficie

!

Imdgenes Terapia basada Evaluacion de la
biomédicas en NDs toxicidad

Figura 26: Pasos hacia la terandstica con NDs.
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Figura 27: Grupos para funcionalizacion de superficie de los NDs 7.

Hasta el momento no se han documentado investigaciones que empleen extractos de
plantas medicinales para modificar la superficie de NDs. El presente estudio introduce
por primera vez el uso del extracto del tallo de Cissus incisa (C.incisa) como una via
alternativa para evaluar su efecto sobre las propiedades fisico-quimicas de estas

nanoestructuras %.

2.7.1. Cissus incisa

C.incisa, perteneciente a la familia Vitaceae, es una planta originaria del sur de los
Estados Unidos y el norte de México, ampliamente utilizada en la medicina tradicional
mexicana para el tratamiento de infecciones cutaneas, abscesos y tumores °°. Su
composicion quimica ha sido previamente caracterizada, lo que respalda su uso
medicinal y terapéutico. La diversidad de metabolitos identificados valida su seleccién
para las reacciones de funcionalizacién, por el aporte de diferentes grupos funcionales

tales como: flavonoides, glicerolipidos, terpenoides, entre otros (Figura 28).
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Figura 28: Compuestos bioactivos identificados en C.incisa.



CAPITULO 3: HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

3.1. Justificacién

Los nanodiamantes fotoluminiscentes ofrecen un gran potencial en el ambito biomédico
por su biocompatibilidad, estabilidad y capacidad emisiva. Sin embargo, su tamafo
nanomeétrico favorece la aglomeracion y dificulta su dispersion en medios fisiologicos, lo
que limita su funcionalidad. Estas limitaciones estan estrechamente relacionadas con el
meétodo de sintesis y los tratamientos aplicados, que influyen directamente en sus
propiedades opticas y en la naturaleza de su superficie. Ante este escenario, la presente
investigacién plantea una estrategia de sintesis verde con procesos de funcionalizacién,
empleando compuestos activos de origen natural y molecularmente organicos. Esta
aproximacion busca enriquecer las propiedades luminiscentes y superficiales de los
nanosistemas, con el objetivo de facilitar su integracién en aplicaciones biomédicas

avanzadas.

3.2. Hipotesis

La funcionalizacion de los nanodiamantes con diferentes grupos radicales (en particular
presencia de nitrégeno) y con los derivados de plantas medicinales, como Cissus incisa,
podrian mejorar y enriquecer las propiedades fotoluminiscentes de estas nanoparticulas

de carbono, ampliando su potencial para aplicaciones biomédicas.

3.3. Objetivos
3.3.1. Objetivo general

Obtener nanodiamantes con propiedades fotoluminiscentes mediante sintesis verde por
tratamiento ultrasénico (técnica top-down), exposicion combinada con ozono (Os), y
procesos de funcionalizacion con compuestos de origen organico y natural; con la

finalidad de optimizar su desempeno en aplicaciones biomédicas.
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3.3.2. Objetivos especificos

1)
2)

Caracterizar los NDs primarios por FT-IR, HR-TEM y SEM.

Modificar la superficie de los NDs mediante sintesis por ultrasonido utilizando
diferentes intervalos de tiempo y componentes (perdoxido de hidrogeno al 30%,
teraftal, urea y acido ascorbico).

Modificar la superficie de los NDs mediante tratamiento combinado de Os y
ultrasonido utilizando diferentes intervalos de tiempo y componentes (peréxido de
hidrégeno al 30%, teraftal, urea y acido ascorbico).

Optimizar mediante tratamientos fisico-quimicos Ila obtencion de NDs
funcionalizados.

Funcionalizar los NDs previamente expuestos a tratamientos, utilizando extracto de
los tallos de la planta Cissus incisa.

Caracterizar todos los NDs funcionalizados por FT-IR, UV-Vis y STEM.

Realizar pruebas de fotoluminiscencia (PL) de todos los NDs funcionalizados.
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CAPITULO 4: EXPERIMENTACION

4.1. Generalidades

Los procesos de sintesis y funcionalizacidon se realizaron en el laboratorio de “Sintesis
de Nanoestructuras y Nanomateriales” del Centro de Investigaciones Fisico Matematicas
(CIFIM) de la Facultad de Ciencias Fisico Matematicas de la Universidad Autbnoma de

Nuevo Ledn, Monterrey, México.

4.2. Materiales, reactivos y equipamientos

4.2.1. Materiales y reactivos

Los NDs fueron previamente obtenidos en el laboratorio de “Sintesis de Nanoestructuras
y Nanomateriales” de la Facultad de Ciencias Fisico-Matematicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (FCFM-UANL) '°°. Como medio de dispersion se emple6 agua
destilada (AD), que fue adquirido de la empresa CTR SCIENTIFIC, Monterrey, México.
Para la sintesis y funcionalizacion de los NDs se utilizaron diversos compuestos, cada
uno seleccionado por su funcion especifica dentro del proceso.

Entre ellos se encuentran el acido ascorbico (AA), (CsHgOg) con una pureza 299% y
numero CAS 50-81-7, y la urea (UR), (NH,CONH,) con numero CAS 57-13-6, ambos
suministrado por SIGMA-ALDRICH, México. También se incorpord sal sédica de cobalto
octa-4,5-carboxiftalocianina, teraftal (TF), procedente del Instituto Estatal de
Investigaciéon Cientifica en Aplicaciones Quimicas (HUOIMUK, Rusia). Ademas, se utilizd
peroxido de hidrégeno al 30% (H,O;), con numero CAS 7722-84-1, adquirido de CTR
SCIENTIFIC. Finalmente, como parte del proceso de funcionalizacién, se incluyd un

extracto previamente obtenido de los tallos de C.incisa.

4.2.2. Equipamientos

En el proceso de sintesis y tratamiento de los NDs, se emplearon distintos equipos que
permitieron llevar a cabo la preparacion de las muestras y las etapas de sintesis
hidrotermal, dispersion ultrasonica y tratamiento con ozono bajo condiciones

controladas, tal como se resume en la Tabla 5.
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Tabla 5:

Equipo (Marca y
modelo)
MARS 5 Digestion
Microwave System
(CEM Corporation)

Bafio  ultrasodnico
FS140 (Fisher
Scientific)
Generador de
ozono (O3) GL-
31892

Centrifuga  800-1
Centrifugal
Machine

Equipos utilizados en la sintesis y tratamiento de NDs.

Etapa en la que se
utilizé
Sintesis

hidrotermal
Dispersion

ultrasénica

Tratamiento con O3

Centrifugacion

4.3. Etapas experimentales.

Condiciones de
operacion
Hasta 260°C y 600

psi (~40.38 atm)

Frecuencia 42 kHz
+ 6%, potencia 135
W, capacidad de 1
galén

Produccion de 600
mg/h, potencia 8 W,

tiempo de
exposicion 1-60
min

Velocidad de 4000
rpm, capacidad de
20 mL x 6 tubos, y
fuerza relativa de

1790 g

4.3.1. Sintesis de NDs por método hidrotermal

Justificacion de

su uso
Asegurar una
reaccion eficiente y
homogénea
Facilitar la
desaglomeracién
de

nanoparticulas

las

Oxidar la superficie
bajo  condiciones

controladas

Separar fases vy

eliminar  residuos

no deseados

La sintesis de los NDs primarios se llevé a cabo mediante el método hidrotermal asistido

por radiacion de microondas, empleando como precursor el tereftalato de polietileno

C10HsOs (PET), segun la metodologia reportada por Kharissova et al. '°°. Para la

ejecucion del proceso se utilizaron 4 g de PET triturado, los cuales fueron sometidos a

un pretratamiento quimico con una solucién de acido nitrico (HNO3) y AD en proporcion

1:1 (Figura 29). La muestra fue brevemente sumergida en esta solucion diluida

permitiendo una oxidacion superficial del material y la eliminacion de impurezas. Este

tratamiento inicial mejord la interaccion del precursor con el medio de reaccion,

optimizando su reactividad y facilitando su transformacién durante el proceso térmico.
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El tratamiento hidrotermal se llevé a cabo en el equipo MARS 5 Digestion Microwave
System, el cual permitié un control preciso de la temperatura, la presion y la composicion
del medio reactivo. Durante la sintesis, el sistema operd en un rango de 600 (40.83 atm),
estableciendo condiciones Optimas para la degradacion térmica del polimero y la
posterior reorganizacion estructural del C, promoviendo la nucleacién y crecimiento de

NDs en la escala nanométrica.

El proceso de sintesis se desarrollé en tres etapas principales:

1) Calentamiento inicial: Durante la primera fase, la temperatura del sistema se
incrementé progresivamente hasta 260°C en un periodo de 1 hora.

2) Mantenimiento de temperatura: Alcanzada la temperatura objetivo, el sistema se
mantuvo a 260°C durante 3 horas.

3) Enfriamiento gradual: Tras la etapa de sintesis, la temperatura del sistema se redujo

progresivamente hasta 50°C en un periodo de 20 horas.

1:1
HNOs - H,O

Figura 29: Esquema general de sintesis para la obtencién de NDs.

Finalmente, los NDs obtenidos fueron recuperados y sometidos a posteriores etapas de

sintesis, funcionalizacion y caracterizacién mediante técnicas como HR-TEM, SEM, FT-
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IR y UV-Vis, con el objetivo de evaluar sus propiedades estructurales y determinar su

aplicabilidad en diversas areas.

4.3.2. Sintesis y funcionalizacién de los NDs

La preparacion de las muestras se realizé siguiendo un procedimiento sistematico con
el objetivo de garantizar la reproducibilidad y homogeneidad de los sistemas estudiados.
En primer lugar, se pesaron con precision los NDs previamente obtenidos mediante
sintesis hidrotermal, junto con los compuestos de interés: TF, UR y AA. Posteriormente
estos fueron dispersados en AD combinando algunos de ellos en distintas muestras de
acuerdo con el disefio experimental. Ademas, en algunos casos, también se afadié H,O,

a determinadas muestras.

Una vez preparados, los nanosistemas fueron sometidos a distintos tratamientos fisicos
con el fin de evaluar su influencia en las modificaciones superficiales de los NDs y su

interaccion con los compuestos incorporados. Para ello se emplearon dos métodos: la

sintesis mediante ultrasonido 10’

102

con tiempos de tratamiento de 15 y 20 h; y el tratamiento
con Oz "% con exposiciones de 0.75, 1.5y 2.5 h, seguido de 5 h de ultrasonido, segun
las condiciones asignadas a cada muestra. Con base en estos procedimientos, las

muestras se clasificaron en cinco categorias:

e MC# — muestras control que no fueron sometidas a ningun tratamiento fisico
(Tabla 6);

o U-M# — muestras tratadas con ultrasonido (Tabla 7);

o OU-M# — muestras que recibieron un tratamiento combinado con Oz y ultrasonido
(Tabla 8);

e U-M# F - muestras funcionalizadas con extracto, previamente tratadas con
ultrasonido (Tabla 9); y

e OU-M#_F — muestras funcionalizadas con extracto, previamente tratadas con O3

y ultrasonido (Tabla 10).
Antes de llevar a cabo la funcionalizacion con el extracto vegetal, tanto las muestras

tratadas como el extracto, fueron sometidos a un proceso de centrifugacion durante 20

minutos a 2000 rpm. Posteriormente, cada una de estas soluciones fue filtrada utilizando
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fitros para jeringa PTFE de 200 nm. El proceso de obtencion de las

funcionalizadas con el agente vegetal sera abordado en la siguiente seccion.

Tabla 7: Composicion de las muestras tratadas con ultrasonido.

Muestras

U-M1
U-M2
U-M3
U-M4
U-M5
U-M6
U-m7

Tabla 6: Composicion de las muestras control.

Muestras NDs

Control
MC1
MC2
MC3
MC4
MC5
MCé6
MC7
McC8

NDs
(9)
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

(9)
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

AD
(mL)
10
10
10
10
10
10
10

AD

(mL)

10
10
10
10
10
10
10
10

AA
(9)

AA
(9)

TF
(9)

0.001

0.001 0.001

0.001
0.001
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0.001

TF
(9)

0.001
0.001
0.001

UR
(9)

UR
(9)

0.001
0.001

H20:2
(mL)
5
2.5

H20:2
(mL)

5

muestras

Us
(h)
20
20
20
20
20
15
15



Tabla 8: Composicion de las muestras tratadas con O3 y ultrasonido.

Muestras NDs AD AA TF UR H20: O3 Us
Base (9) (mL) (9) (9) (9) (mL) (h) (h)

O-M1 0.01 10 - - - - 2.5 -
0O-M2 0.01 10 - - - 2.5 0.75 -
O-M3 0.01 10 - - - 2.5 1.5 -
O-M4 0.01 10 - - - 2.5 2.5 -
O-M5 0.01 10 - - - 5.0 0.75 -
O-M6 0.01 10 - - - 5.0 1.5 -
O-M7 0.01 10 - - - 5.0 2.5 -
OouU-M2 0.01 10 - - - 2.5 0.75 5
OuU-M3 0.01 10 - - - 2.5 1.5 5
OU-M5 0.01 10 - - - 5.0 0.75 5
OuU-M6 0.01 10 - - - 5.0 1.5 5
Ou-M8 0.01 10 - 0.001 - - 0.75 5
OuU-M9 0.01 10 - 0.001 - - 1.5 5
OuU-M10  0.01 10 0.001 0.001 - - 0.75 5
Oou-M11 0.01 10 0.001 0.001 - - 1.5 5
Oou-mM12  0.01 10 - 0.001  0.001 - 0.75 5
OuU-M13  0.01 10 - 0.001  0.001 - 1.5 5

4.3.3. Obtencién de NDs funcionalizados con el extracto vegetal

La funcionalizacion mediante sintesis verde utilizando extractos de plantas medicinales,
representa una alternativa sostenible y ecoldgica. Los fitoquimicos presentes en estos
extractos no solo favorecen la formacién de grupos funcionales en la superficie de los
NDs, sino que también contribuyen a mejorar su estabilidad y biocompatibilidad.

El material vegetal procesado en este estudio, fue recolectado en octubre de 2023 en la
presa Higueras, Municipio de Higueras, Nuevo Leodn, México (Latitud: 25.9351614°,
Longitud: -99.9917680°, Altitud: 460 msnm). Se utilizé el extracto preparado de tallos de
la planta medicinal C.incisa, suministrado por la Dra Nocedo-Mena, obtenido segun la
metodologia fitoquimica establecida '%3.

En la Seccién 4.3.2 se detalld la metodologia de preparacion de las muestras de NDs

dopadas con los compuestos de interés. A continuacion, se presenta el flujo de trabajo
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general para la obtencién de los NDs funcionalizados con el extracto vegetal (Figuras
30a y 30b). Se puede apreciar ambos enfoques: la funcionalizacion de las muestras
tratadas con ultrasonido y la funcionalizacion de las muestras tratadas con O3z y
ultrasonido. La informacién sobre la composicion de cada muestra se informa en las

Tablas 9y 10, respectivamente.

Nas[COCSZHsNB(COO)B]
Ci ..
CeHsos ISSUs ln’-Clsa
L
CO(NH,), i ¥

Na,[CoC_2H N (COO) |

CGHBOG

CO(NH,)

Figura 30: Esquemas de obtencién de NDs funcionalizados con C.incisa, a partir de la preparacion
de las muestras tratadas: a) con ultrasonido y b) con Oz y ultrasonido.
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Tabla 9: Composicion de las muestras funcionalizadas con extracto y tratadas con ultrasonido.

Muestras NDs AD AA TF UR H:02 Us Cont. C.i

Func. (@@ (mb) (g9 (9 (9) (mL) (h) Extraido (L)
(uL)
MC1_F 001 10 - - - - - 500 50
U-M1_F 001 10 - - - - 20 500 50
U-M2_Fs 0.01 10 - - - 5 20 500 5
U-M2_F 001 10 - - - 5 20 500 50
U-M4_F 001 10 - 0.001 0001 - 20 500 50
U-M5_F 001 10 - 0001 - - 20 500 50
U-M6_F 001 10 0.001 0.001 - - 15 500 50

Tabla 10: Composicion de las muestras funcionalizadas con extracto, tratadas con O3 y
ultrasonido.

Muestras NDs AD AA TF UR H:202 O3 Us Cont. C.i
Func. (9) (mL) (9) (9) (@) (mL) (h) (h) Extraido (uL)

(uL)
OU-M2_F 001 10 - - . 25 075 5 500 50
OU-M3_F 0.01 10 - - - 25 15 5 500 50
OU-M5_F 0.01 10 - - - 5 075 5 500 5
OU-M6_F 0.01 10 - - - 5 15 5 500 50
OU-M8_F 0.01 10 - 0001 - - 075 5 500 50
OU-M9_F 0.01 10 - 0001 - - 15 5 500 50
OU-M10_F 0.01 10 0.001 0.001 - - 075 5 500 50
OU-M11_F 0.01 10 0.001 0.001 - - 15 5 500 50
OU-M12_F 0.01 10 - 0001 0001 - 075 5 500 50
OU-M13_F 0.01 10 - 0001 0001 - 15 5 500 50

En la presente investigacion se obtuvieron 49 muestras, de las cuales 8 corresponden a
muestras control, 7 fueron tratadas unicamente con ultrasonido y 17 fueron sometidas a
un tratamiento combinado de Os y ultrasonido. Finalmente, se llevd a cabo la

funcionalizacién con el extracto de la planta en las 7 muestras tratadas con ultrasonido
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y en 10 de las muestras previamente sometidas al tratamiento combinado de Os y

ultrasonido.

4.4. Técnicas de caracterizacion

Los NDs obtenidos por sintesis hidrotermal en el equipo MARS 5 fueron caracterizados
inicialmente mediante HR-TEM y SEM, con el fin de analizar su morfologia y estructura
cristalina. Ademas, se realizaron estudios por FT-IR y UV-Vis para identificar los grupos
funcionales presentes en su superficie y evaluar su respuesta Optica antes del dopaje y
la funcionalizacion. Posteriormente, las muestras tratadas y las funcionalizadas, fueron

sometidas a caracterizacion mediante STEM, FT-IR, UV-Vis y PL.

4.4.1. Microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (HR-TEM)
Los estudios de TEM de los NDs obtenidos por sintesis hidrotermal, se realizaron en el
Microscopio Electronico de Transmisién de Alta Resolucion (Hitachi H-9500) de la
Universidad Arlington Texas, USA. Para ello se tomé una cantidad aproximada de 50 pg
de NDs, los cuales fueron dispersados en 500 uL de agua destilada. La solucién se
sometio a sonicacién durante 10 minutos para asegurar una adecuada dispersion de las
nanoparticulas y evitar su aglomeraciéon. Posteriormente, se depositdé una gota de 20 L
de la solucion sobre una rejilla de cobre lacey carbon. Se dejé secar la muestra a

temperatura ambiente y se almacend en un porta rejillas TEM hasta su analisis.

4.4.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Los analisis de SEM de los NDs obtenidos por sintesis hidrotermal se llevaron a cabo en
el Microscopio Electrénico de Barrido modelo (Hitachi S-4800), ubicado en la Universidad
Arlington Texas, USA. La preparacion de la muestra siguié el mismo procedimiento que
para TEM.

4.4.3. Microscopia electronica de transmision de barrido (STEM)

Las muestras tratadas y funcionalizadas fueron analizadas mediante STEM utilizando el
equipo JEOL JSM-6701F, en el laboratorio Microscopia Electronica del posgrado de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL, permitiendo la caracterizacion de su
morfologia y estructura. Para la preparacion de cada muestra destinada a este analisis,

se disolvieron 100 pL de la muestra en 100 yL de AD y la solucién resultante fue
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sometida a ultrasonicacion durante 5 minutos. Finalmente se deposité 20 UL de la misma
sobre un soporte de vidrio, asegurando una adecuada distribucion para su posterior

evaluacion.

4.4.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Para el estudio de los grupos funcionales, se empled un espectrometro FT-IR Nicolet™
iS™ 10 (Thermo Scientific™), utilizando un cristal de diamante en el mddulo de
Reflectancia Total Atenuada (ATR). Los espectros se registraron en modo
Transmitancia, en el rango comprendido entre 4000 y 400 cm™. El analisis se llevo a
cabo en el laboratorio de “Sintesis de Nanoestructuras y Nanomateriales” de la Facultad

de Ciencias Fisico-Matematicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.

4.4.5. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

El espectrofotometro UV-Vis Evolution™ 600 (Thermo Scientific™) se utilizé para el
estudio de las propiedades Opticas de las muestras. Para garantizar la precisién en las
mediciones, primero se realizo la calibracion del equipo mediante la obtencién de la linea
base con AD. Posteriormente se procedié al analisis de las muestras, las cuales fueron
preparadas en celdas de cuarzo, agregando 2 mL de AD y un volumen de 25 pyL a2 mL
de las soluciones previamente preparadas, dependiendo de la concentracion requerida
para el experimento. Al igual que el anadlisis de FT-IR, este se realizd en el mismo

laboratorio.

4.4.6. Espectroscopia de fotoluminiscencia (PL)

Las muestras tratadas y funcionalizadas fueron analizadas mediante espectroscopia de
fotoluminiscencia (PL) utilizando un espectrofluorémetro especializado Perkin Elmer/
LS55, en el laboratorio de Quimica Inorganica del posgrado de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la UANL.
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CAPITULO 5: TECNICAS INSTRUMENTALES

5.1. Técnicas de caracterizacion de nanomateriales

La caracterizacion de nanomateriales requiere herramientas analiticas que permitan
explorar su estructura y comportamiento con resolucion a escala nanométrica. A través
de estas técnicas es posible identificar modificaciones inducidas por tratamientos fisicos
0 quimicos, asi como evaluar la distribucion de tamafos, morfologia y propiedades
opticas que definen su funcionalidad.

Entre los materiales que han cobrado creciente interés, se encuentran los NDs, cuya
estabilidad estructural, superficie activa y potencial para aplicaciones biomédicas y
tecnoldgicas justifican su estudio detallado. Las principales técnicas empleadas para el
analisis de NDs incluyen FT-IR, UV-Vis, PL, SEMy TEM.

5.1.1. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia FT-IR se emplea para examinar la composiciéon quimica superficial
de los materiales mediante el analisis de las vibraciones moleculares inducidas por la
absorcion de radiacion infrarroja. Cada tipo de enlace vibra a frecuencias especificas,
determinadas por la masa de los atomos y la rigidez del enlace. Estas vibraciones
generan picos en el espectro, conocidos como modos normales, que permiten identificar
grupos funcionales. Las frecuencias de grupo localizadas entre 4000 y 1300 cm™, son
caracteristicas de enlaces especificos y utiles en la identificacion molecular. Las regiones
por debajo de este intervalo conforman la zona de “huella dactilar’, Unica para cada

compuesto 104

. Los modos vibracionales se clasifican en estiramientos (simétricos o
antisimétricos) y flexiones (en y fuera del plano), y su nimero depende de la geometria

y complejidad de la molécula.

5.1.2. Espectroscopia ultravioleta-visible

Cuando la radiacion incide sobre un material, pueden desencadenarse diversos
fendbmenos como reflexion, dispersién, absorcion, emisidon retardada de luz
(fluorescencia o fosforescencia) e incluso reacciones fotoquimicas. La espectroscopia
UV-Vis se emplea para analizar como los materiales absorben radiacion en las regiones

ultravioleta y visible del espectro electromagnético.
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Este proceso ocurre cuando la energia de un fotén incidente es suficiente para impulsar
un electron desde un estado basal hacia un nivel excitado. La absorcion registrada
genera un espectro caracteristico, en el que cada banda refleja una transicion especifica.
En sistemas moleculares los niveles electronicos estan acompafados por subniveles
vibracionales vy rotacionales, produciendo un ensanchamiento natural de las bandas de
absorcion 1%, El rango espectral abarca longitudes de onda entre 200 y 800 nm,
correspondientes a energias de 6.2a 1.5 eV.

La energia potencial total de una molécula se representa habitualmente como la suma

de sus contribuciones electronica, vibracional y rotacional.

Etotal = Eelectrénica + Evibracional + Erotacional (1)

Eelectrénica > Evibracional > Erotacional (2)

Esta técnica se fundamenta en la ley de Beer-Lambert, que establece una relacion

directa entre la absorbancia y la concentracién del analito:
A=¢b-c (3)

donde A es la absorbancia, ¢ la absortividad molar o molécula en solucién (M “'°™-1) b
la longitud del trayecto 6ptico y ¢ la concentracion.

A partir de este principio es posible detectar la presencia de cromoéforos, identificar
defectos electronicos, evaluar cambios en la conjugacion de enlaces y monitorear

procesos como la formacion de agregados o la modificacién superficial de materiales.

100 200 280 315 400

Figura 31: Rangos del espectro UV.

>
>
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5.1.3. Espectroscopia de fotoluminiscencia

Es una técnica altamente sensible que permite estudiar la emision de luz generada por
una muestra tras su excitacion con radiacion electromagnética. Al analizar los espectros
de excitacion y emision, se obtiene informacion detallada sobre los estados electrénicos
del sistema y las interacciones entre los fluoréforos y su entorno. La intensidad de la
sefal emitida esta influida tanto por caracteristicas intrinsecas del sistema, como la
concentraciéon del analito, la absortividad molar, el rendimiento cuantico y el tiempo de
vida del estado excitado, como por condiciones del medio, entre ellas el pH, la viscosidad
y la polaridad %, La combinaciéon de estos factores permite evaluar con precision la
eficiencia del proceso luminiscente, asi como posibles cambios estructurales o

modificaciones inducidas por tratamientos fisico-quimicos.

Muestra Monocromador
Rendija
Excitacion
A B } -7 Detector
Longitud de onda
Espec.'t:.'o se Prisma seleccionada
emision

Figura 32: Esquema general de la técnica de espectroscopia de PL.

5.1.4. Microscopia electrénica de transmision

Esta técnica permite examinar la estructura interna de los materiales con una resolucion
muy superior a la alcanzada por métodos opticos. Emplea un haz de electrones de alta
energia que atraviesa una muestra delgada, generando una imagen con contrastes que
reflejan la densidad, espesor y organizacion estructural. Su capacidad de resolucién a
escala nanométrica facilita el analisis detallado del tamafio, la forma y la distribucion de
particulas, asi como la identificacién de zonas cristalinas, dominios amorfos, limites de
grano e interfaces entre fases '%’.

El éxito del analisis depende en gran medida de la preparacion de la muestra, que debe
presentar un espesor muy delgado y uniforme para permitir la transmisién del haz sin
distorsiones. Su aplicacion requiere condiciones de alto vacio y precaucién en materiales

sensibles a la radiacion electronica.
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Haz incidente de
alto voltaje (kV)

Electrones secundarios
Rayos X caracteristicos
Luz visible

Electrones dispersados . Electrones dispersados
L. Haz directo .
elasticamente inelasticamente

Electrones retrodispersados

Electrones Auger

Rayos X
Bremsstrahlung

Figura 33: Interaccion del haz de electrones con la muestra.

5.1.5. Microscopia electréonica de barrido

Su principio se basa en el escaneo de la muestra mediante un haz de electrones
enfocado que interactua con las capas externas del material y genera distintos tipos de
sefales, entre ellas los electrones secundarios, que son utilizados para formar la imagen.
Esta herramienta es especialmente util para examinar la textura superficial, reconocer
patrones morfolégicos, evaluar la distribucion de particulas y estudiar fenobmenos como
la aglomeracion, la fragmentacién o el desarrollo de estructuras superficiales. Laimagen
final muestra contrastes que dependen de factores como la inclinacién de las estructuras,
la composicion atémica y la capacidad del sustrato para disipar carga eléctrica 7.
Gracias a su capacidad para ofrecer una representacion cuasi tridimensional de la
topografia, el SEM facilita el analisis de superficies rugosas, porosas o de geometria
compleja.

En materiales con baja conductividad es necesario aplicar un recubrimiento metalico
ultrafino para evitar acumulacién de carga durante el analisis '°. Ademas, el equipo
puede incorporar detectores de rayos X que permiten realizar analisis elementales en

puntos o areas especificas, ampliando asi la informacion disponible sobre la muestra.
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CAPITULO 6: RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se exponen y analizan los resultados derivados de la caracterizacion
experimental de las muestras, organizados conforme al orden estructural y la
clasificacién definida en el Capitulo 4. A través de técnicas espectroscopicas y
microscoépicas, se evalua la influencia de los compuestos activos y de los tratamientos

aplicados sobre las propiedades estructurales, fisicoquimicas y opticas de los NDs.

6.1. Caracterizacion de NDs primarios mediante HR-TEM, SEM y FT-IR
Inicialmente, mediante analisis por HR-TEM y SEM, se estudié la morfologia y
distribucion de los NDs obtenidos por sintesis hidrotermal (Figura 34) antes de ser
sometidos a tratamientos adicionales.

Los resultados obtenidos a partir del analisis HR-TEM (Figura 35a) mostraron una
morfologia irregular con tendencia a la aglomeracion, lo que establece una fuerte
interaccion entre las nanoparticulas. Las variaciones en el contraste de la imagen
reflejaron diferencias en la densidad electrénica, donde las regiones mas oscuras
correspondieron a una mayor concentracion atémica en comparacion con las areas mas
claras. Esta variabilidad pude estar asociada a grupos funcionales en la superficie.
Ademas, en algunas nanoparticulas se observaron bordes bien definidos, lo que indica
la presencia de dominios nanocristalinos.

Asimismo, el analisis por SEM (Figura 35b) mostré una distribucion uniforme de los NDs
sobre la superficie analizada. Se observé que las nanoparticulas estaban firmemente
adheridas a la superficie, producto de una interaccion estable por el método de sintesis

empleado.

Figura 34: NDs obtenidos por sintesis hidrotermal antes de su preparacion y tratamiento.
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500nm

Figura 35: NDs obtenidos por sintesis hidrotermal antes de ser sometidos a tratamientos y
funcionalizacion: a) Imagen HR-TEM (escala de 5 nm), donde se observa la morfologia y
distribucion de las nanoparticulas; b) Imagen SEM (escala de 500 nm y 100 00X), que muestra
la dispersion de los NDs.

Estos analisis son fundamentales, ya que proporcionan una referencia inicial sobre la
estructura y morfologia de los NDs antes de ser sometidos a tratamientos fisicos y
funcionalizacién con los compuestos de interés y el extracto vegetal, permitiendo evaluar

con precision los cambios inducidos por estos procesos.

El espectro FT-IR de NDs sintetizados por método hidrotermal asistido por microondas,
analizados en estado soélido y antes de cualquier tratamiento, destacé una superficie rica
en grupos funcionales oxigenados y nitrogenados (Figura 36). En la region de 3700—
3000 cm™ se identificaron bandas anchas correspondientes a los estiramientos O—-H
(hidroxilo) y N-H (aminas), lo que indica una superficie altamente hidrofilica capaz de
establecer interacciones mediante puentes de hidrogeno con su entorno. Las sefiales
detectadas entre 3000-2800 cm™ fueron vibraciones de estiramiento C—Hx de grupos
alifaticos (CH,, CHs). Adicionalmente, la banda entre 1750-1680 cm™ indicé la
presencia de enlaces C=0 (carbonilo). En torno a 1650-1600 cm™ se observé una senal
correspondiente a enlaces C=C (estructuras conjugadas), mientras que en el intervalo
de 1500-1300 cm™ aparecieron grupos CH, y enlaces C—N. Finalmente de 1200-1000
cm™ y de 900-800 cm™, se registraron vibraciones de C-O y C-O-C, asi como

deformaciones fuera del plano de C-H.

54



—— NDs

2895
o
1085

) _ | 7 |
é‘: 100 \ % // @ E
o /
© g o / L= .
o \ o = 4 ' AT 9
c s UI | &l = E A
IS J Bl e T M
E | NALB
w [ A
g \U Y”AW1 ;
(= vy v CH
95 - on NH iy c0 | H
v C-H, 'C-O
. \ c-0-C
C-H, C=C C'-N ©

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

Figura 36: Espectro FT-IR de NDs sdlidos antes de las etapas de funcionalizacién y
tratamientos.

6.2. Analisis de los agentes funcionales (AA, TF, UR, H-0,)

Se utilizaron varios agentes funcionales (AA, TF, UR y H,0,) que actuaron para
modificar la quimica superficial de los NDs. A continuacién, se discute el efecto quimico
de cada uno de ellos.

a) El AA es un compuesto organico con poder reductor y actividad antioxidante. Su
accion se manifestd principalmente a través de la donacién de electrones (CeHsOs
— CsHeOs + 2H" + 2e Ep; Ep=0.39V), favoreciendo la eliminacién de especies
oxidadas y la generacion de grupos funcionales como O-H y C=O0, los cuales
aumentaron la reactividad superficial de los NDs. En medio acuoso, el AA se ioniza
parcialmente dando lugar a iones ascorbato que interactian con grupos carboxilo (-
COOH) y C=0 presentes en los NDs, facilitando una funcionalizacién mas estable
109 Estas interacciones se vieron reforzadas por la presencia de grupos O-H en la
molécula de AA que permitieron el establecimiento de enlaces de H con la superficie
de los NDs y, en determinadas condiciones favorecieron la formacion de H,O, como

subproducto.
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b)

El TF es un compuesto organico con propiedades cataliticas conformado por una
estructura de ftalocianinas metalicas. La variante empleada en este estudio
presenta un sistema aromatico altamente conjugado, con un centro metalico de
Co?", multiples atomos de N y grupos carboxilato inicialmente estabilizados como
NaOOC". Al disolverse en AD, los iones Na* se separan dejando expuestos los
grupos COO~ que establecieron interacciones electrostaticas con los grupos
funcionales de la superficie de los NDs, como aminas (-NHs*) y grupos O-H.
Simultaneamente, los anillos aromaticos del TF se asocian con las regiones
grafiticas de los NDs mediante interacciones T—11*, provocando un anclaje estable
sobre la superficie ''°. Ademas, al tratarse de un compuesto nitrogenado, el TF
contribuye a la incorporacion de atomos de N en la red de carbono de los NDs,
impulsando la formacion de defectos estructurales del tipo N-V o N-V-N,

relacionados con fendmenos de fluorescencia en el rango rojo y verde del espectro

visible.
NaOOC COONa
HO NaQOC COONa
= H
’ NaOOC COONa
AA .
OH c
I o o*
HOCH, — CH —< >=O —_—
/=N TF

HO OH

Desaparecen los H

Figura 37: Estructura de las moléculas utilizadas en el experimento: a) AA """ y b) TF "2, ¢)

Formacioén de H202al combinar AA+TF.
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La combinacién de AAy TF en el mismo medio acuoso con los NDs genera una sinergia

qui

mica que favorece la formacion de H,O, como derivado intermedio del proceso de

funcionalizacién. Este resultado es coherente con la literatura '3, dado que el ascorbato

del

AA puede reducir especies metalicas como el centro de Co?" del TF, generando

reacciones redox acopladas en las que el O disuelto en el sistema actiua como aceptor

electronico. Mientras el TF se adhiere por T—11* y electrostatica, el AA favorece procesos

de

transferencia electronica. ElI H,O, generado in situ actia ademas como agente

oxidante local propiciando la aparicion de grupos oxigenados (-COOH, C=0 e O-H),

activando sitios de anclaje y facilitando la incorporacion de N 14,

c)

d)

La UR es un compuesto nitrogenado formado por dos grupos amino (-NH,) capaces
de establecer enlaces de H con grupos funcionales presentes en la superficie de los
NDs, como -COOH y C=0. Bajo condiciones adecuadas, estos grupos también
reaccionaron con -COOH activados (-COO~) dando lugar a enlaces tipo amida (—
CONH,) ""®. La UR también puede incorporar atomos de N en la red de carbono de
los NDs, para potenciar la formacién de defectos estructurales del tipo N-V o N-V—
N.

El H,O, es un oxidante moderado que actua sobre los sitios mas reactivos de la
superficie de los NDs, induciendo la formacion de grupos oxigenados (O-H, C=0Ovy
-COOH). Esta modificacion incrementa la polaridad superficial y favorece la
posterior adsorcion de agentes funcionales, organicos y bioldgicos, al actuar como

medio de activacion quimica.

c Q d
H H

HoN NH, \O—O/

Figura 38: Estructura de las moléculas utilizadas en el experimento: ¢) UR "6 y d) H20:..
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6.2.1. Caracterizacioén de los agentes funcionales por FT-IR

Con el fin de comprender la naturaleza estructural de los compuestos utilizados en la
funcionalizacién de los NDs, se analizaron espectroscopicamente el AA, TF, UR y el
H,O, (30%). Los espectros FT-IR obtenidos permitieron identificar las vibraciones
caracteristicas de cada sistema molecular, destacando los grupos funcionales

responsables de su reactividad e interaccion potencial con las superficies carbonosas.
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Figura 39: Espectros FT-IR de los compuestos de interés utilizados en la primera
funcionalizacion de los NDs: a) AA, b) TF, ¢c) UR y d) H20:.

En la Figura 39a se detectaron estiramientos O—H entre 3700-3200 cm™, con capacidad
para formar enlaces por puente de hidrogeno. La region de 3000-2700 cm™ reflejo
vibraciones C—Hx, mientras que una banda intensa en 1751 cm™ confirmé la existencia

de enlaces C=0. La sefial en 1652 cm™ correspondié a dobles enlaces C=C conjugados,
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y la presencia de C—H se manifestd en torno a 1320 cm™. Las bandas en el intervalo de
1150-1000 cm™ se relacionaron con enlaces C—O-C y C—O-H. Las sefales en la zona
de 900-700 cm™ fueron indicativas de deformaciones fuera del plano vinculadas a
enlaces O—H en entornos estructuralmente restringidos.

El espectro correspondiente a la ftalocianina metalica (Figura 39b) con centro de Co,
reflejé la complejidad vibracional de una molécula macrociclica rica en heterodtomos y
sistemas conjugados. El estiramiento O—H se observé entre 3500-3100 cm™. Las
sefiales entre 3000-2850 cm™ fueron representativas de grupos C—Hx alifaticos,
mientras que en el intervalo de 1750-1600 cm™ se identificaron vibraciones de enlaces
C=0 vy C=C. La region comprendida entre 1450-1300 cm™ mostrdé bandas de enlaces
C-0 y C—N, mientras que las sefales localizadas en 1149 y 1094 cm™ correspondieron
a estiramientos C—N. Los picos centrados en 1228 y 1014 cm™ indicaron flexiones C—
N-C caracteristicas del sistema aromatico conjugado de la ftalocianina. También se
registré una sefal en 848 cm™ producto de enlaces H-C=N, y se observaron bandas en
816y 751 cm™ asociadas a vibraciones fuera del plano de enlaces C—H. Las sefiales en
904 y 686 cm™ confirmaron la coordinacion del ion Co, al corresponder al estiramiento
del enlace Co—N dentro del nucleo de la macromolécula.

El analisis espectral de la UR (Figura 39c) evidencid la simplicidad estructural y simetria
molecular caracteristicas de una molécula con dos grupos amida. En el rango de 3500—
3200 cm™ se registraron dos bandas centradas en 3435y 3330 cm™, correspondientes
a los estiramientos simétrico y asimétrico de los enlaces N—H. La banda localizada en
1680 cm™ se asigno al estiramiento C=0 del grupo amida. Justo a continuacion, la sefal
observada en 1620 cm™ correspondié a la flexion del enlace N—H (conocida como banda
amida Il). Las sefiales comprendidas entre 1500—1000 cm™ (especificamente en 1462,
1153 y 1003 cm™) mostraron la presencia de enlaces C—N. Adicionalmente la banda en
786 cm™ se detecté debido a una deformacion fuera del plano del enlace N-H, propia
de estructuras amidicas con libertad de rotacion limitada.

Por ultimo, el espectro FT-IR del H20: (Figura 39d) brindd informacién caracteristica de
su estructura inorganica simple, pero altamente polar y reactiva. Entre 3700-3000 cm™
se observd un conjunto de bandas anchas centradas en 3585, 3421 y 3072 cm™,
producto de estiramientos O—H. La sefal registrada en 2829 cm™ fue interpretada como
una vibracién acoplada del sistema H-O-O-H. En la regiéon de 1650-1600 cm™ se

identificé una vibracion en 1626 cm™ correspondiente a H-O—H. Se registré6 ademas un
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pico caracteristico del grupo H-O-O en 1365 cm™. Asimismo, la banda ubicada en 1058

cm™ fue asignada al estiramiento del enlace O-0O.

6.3. Caracterizacion de muestras control de NDs por UV-Vis

Esta seccion presenta el andlisis de muestras control de NDs dispersos en AD con los
compuestos AA, TF, UR y H,0,, que actuaron como agentes funcionales. Esta
caracterizacion sirvid como referencia para comparar los efectos de tratamientos
posteriores con ultrasonido, O3 y extracto vegetal.

En la Figura 40 se presentan las muestras control (sin ningun tratamiento adicional)
analizadas bajo luz blanca y UV, en las cuales no se detecté luminiscencia, lo que

confirma la ausencia de centros emisores en su estado inicial.

b

MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MC6 MC7 MC8

Figura 40: Muestras de NDs funcionalizados con compuestos activos sin recibir tratamientos de
ultrasonido y Os, analizadas bajo: a) luz blanca y b) luz UV. Leyenda: MC1 (NDs+AD); MC2
(NDs+AD+H202_5ml); MC3 (NDs+AD+H:02_2.5ml); MC4 (NDs+AD+TF); MC5
(NDs+AD+AA+TF); MC6 (NDs+AD+TF+UR); MC7 (NDs+AD+UR); MC8 (NDs+AD+AA).

Para los analisis espectroscépicos de las muestras control en el UV-Vis, se extrajeron
diferentes volumenes de las soluciones MC1 hasta MC8 (segun correspondiera a cada
muestra), y se diluyeron en AD dentro de celdas de cuarzo. En la mayoria de los estudios

se incorpord 2.0 ml de AD, excepto en la muestra MC1, en la cual se utilizé6 un volumen
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menor de 1.5 ml. Las concentraciones reportadas en cada caso corresponden a las
cantidades finales presentes en las celdas utilizadas para el analisis (Ecuacion 4).

La evaluacion de MC1 se realizé a partir de 2.0 ml de la solucion original, obteniéndose
una Cnps=0.5710 mg/ml. Para MC2 y MC3, se tomaron 100 pl de cada muestra,
alcanzando Cnps=0.0318 mg/ml y Cnps=0.0381 mg/ml respectivamente. En las muestras
MC4 — MC8 se emplearon 150 pl en cada caso, lo que permiti6 mantener constante la
Cnps=0.070 mg/ml. Los agentes funcionales (TF, AA y UR) presentaron iguales

concentraciones en los andlisis, Ctr= Caa= Cur=0.0070 mg/ml.

c=— )

Donde C es la concentracion de la sustancia en soluciéon, m es la masa del soluto (la

sustancia disuelta) y V es el volumen de la disolucion o del solvente.

En la Figura 41a la curva correspondiente a la muestra MC1 (verde) que no contenia
H202, exhibié una absorcién continua y suavemente decreciente desde 200—600 nm.
Este comportamiento se asocié a transiciones electronicas T — T*, ubicadas
principalmente entre 200-280 nm, debido a la presencia de grupos oxigenados y
posibles trazas de grafito en los NDs. Por otro lado, las muestras MC2 (roja) y MC3
(carmelita), ambas con adicién de H202, mostraron un perfil dominado por una banda
intensa en el intervalo de 200-220 nm. Esta regién corresponde a transiciones o — 0%,
caracteristicas de enlaces O—0 y O—H altamente energéticos presentes en el H202. La
similitud entre ambas curvas, pese a las diferencias en la cantidad de perodxido utilizada,
indicd que incluso volimenes pequefos son suficientes para inducir una absorcion
intensa en dicho rango.

En la Figura 41b todas las curvas evidenciaron transiciones electronicas m — m* intensas
en el rango de 200-250 nm, propias de sistemas conjugados con enlaces C=C y C=0,
presentes tanto en el AA como en el TF. Las bandas fueron especialmente marcadas en
las muestras MC4 (azul) y MC5 (verde-azul), lo cual confirma el efecto del TF sobre la
absorcion en esta regiéon. Entre 280—-380 nm se identificaron transiciones del tipo n —
T, originadas por grupos funcionales como C=0, —CONH2z y —OH (propios del TF, del
AA y de la superficie funcionalizada de los NDs). Adicionalmente, MC4 y MC5 mostraron
una banda distintiva entre 680-710 nm correspondiente a una transicion ™ — T*

extendida, propia de estructuras aromaticas con alta deslocalizacién electrénica '’ Esta
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banda fue de menor intensidad en MC5, manifestando asi que la incorporacion del AA

modulé parcialmente la densidad electronica sin anular la absorcion en el visible.

MC1
—MC2
—MC3

Absorbancia (u.a)
Absorbancia (u.a)

200 200 200 500 800 200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
354 —MC6
| —MC7
3.0 -
© 25
2
o non"
2204 .
@ T—T
2
? 15
Ee)
<
1.0 i
s €
T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 41: Espectros de UV-Vis de las muestras control: a) MC1, MC2 y MC3; b) MC4, MC5 y
MCS8; y c) MC6 y MC7. Leyenda: MC1 (NDs+AD); MC2 (NDs+AD+H>02_5ml); MC3
(NDs+AD+H202_2.5ml); MC4 (NDs+AD+TF); MC5 (NDs+AD+AA+TF);, MC6
(NDs+AD+TF+UR); MC7 (NDs+AD+UR); MC8 (NDs+AD+AA).

Finalmente, en la Figura 41c se analizaron las muestras MC6 (cian) y MC7 (magenta),
ambas con UR, aunque solo MC6 incluia TF. En la region de 200—-250 nm se observaron
bandas ™ — T en ambas curvas, pero con mayor intensidad en MC6 en
correspondencia con el caracter de los anillos aromaticos del TF. En el intervalo de 300—
400 nm, unicamente MC6 mostré una transicién n — 1*, originada por la presencia de

grupos C=0 y —CONHz. Asimismo, esta muestra presenté una banda adicional entre
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680-710 nm (transicion m — m* extendida), no observable en MC7, cuya curva se

mantuvo mas plana y con menor intensidad a lo largo del espectro.

6.4. Modificacion de la superficie de NDs por ultrasonido

Con el objetivo de analizar los efectos del ultrasonido en la superficie de los NDs, se
sometieron las muestras a diferentes tiempos de exposicion. El ultrasonido no se aplico
de manera continua, sino en ciclos distribuidos en distintos dias, permitiendo un mejor
control del proceso y evitando un sobrecalentamiento excesivo del medio de dispersion.
Se establecieron dos tiempos de tratamiento: 15 y 20 h. Para las muestras tratadas con
20h de ultrasonido, la exposicidén se realizé en seis ciclos de 3h cada uno, seguidos de
un ultimo ciclo de 2h, completando asi el tiempo total de tratamiento. Cada ciclo se llevo
a cabo en un dia independiente, de manera que el procedimiento se extendié a lo largo
de 7 dias en total. Asimismo, las muestras sometidas a 15 h de ultrasonido fueron
procesadas en cinco ciclos de 3 h, también aplicados en dias separados, alcanzando asi

la duracioén total del tratamiento en 5 dias.

Durante la aplicacion del ultrasonido se llevé a cabo un monitoreo continuo de la
temperatura con el propdsito de registrar su variacion y garantizar que no se alcanzaran
temperaturas que pudieran comprometer la estabilidad estructural de las muestras. Las
mediciones se realizaron cada hora dentro de cada ciclo de ultrasonido, permitiendo
documentar con precision la evolucion térmica en funcion del tiempo de exposicion.

A lo largo de los experimentos se observo que el incremento térmico por hora seguia
una tendencia uniforme en todos los ciclos, con variaciones minimas del orden de +2°C.
Estas diferencias estuvieron directamente relacionadas con la temperatura inicial del
sistema, debido a pequefas fluctuaciones en las condiciones ambientales que pudieron
influir en el punto de partida de la medicién. Dado que estos valores fueron consistentes
en cada sesion, se optd por elaborar una unica grafica (Figura 42) representativa del

comportamiento térmico durante el tratamiento ultrasénico.
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Figura 42: Variacion de temperatura durante el tratamiento ultrasénico aplicado a los NDs
funcionalizados con compuestos activos (AA, TF, UR y H20z).

6.4.1. Influencia del ultrasonido en la sintesis y funcionalizacién de los NDs
El tratamiento ultrasonico desempefid un papel fundamental en la modificacion de la
superficie de los NDs, facilitando su funcionalizacion mediante procesos fisicos y
quimicos inducidos por la cavitacion. Este fenédmeno, generado por la propagacion de
ondas ultrasénicas en un medio liquido, produjo ciclos alternos de compresion vy
expansion, dando lugar a la formacion y colapso de burbujas de cavitacion. Segun la

literatura 118

estas burbujas actuan como microreactores que al implosionar liberaron
grandes cantidades de energia en un area extremadamente pequefia y en un tiempo
muy corto, originando cambios significativos en la estructura y reactividad de los NDs.
Durante la fase de expansion de las ondas ultrasdénicas, la presion local del liquido
disminuyd permitiendo la formacion de burbujas de gas o vapor. Posteriormente, en la
fase de compresion estas burbujas colapsaron violentamente debido al aumento
repentino de la presion, alcanzando temperaturas de hasta 5000°C y presiones cercanas
a 1000 bar en los puntos de colapso (Figura 43). Este proceso generd microcorrientes,
ondas de choque y chorros de liquido de alta velocidad (hasta 400 km/h) que impactaron
directamente sobre la superficie de los NDs, facilitando su activacién con la agentes
funcionales y modificacion.

Uno de los efectos mas relevantes de la cavitacion ultrasénica fue la desagregacion y

dispersién de los NDs. La energia mecanica generada por las ondas de choque y los
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microchorros de liquido descompuso los aglomerados de NDs en particulas individuales
0 mas pequefas, rompiendo los enlaces débiles entre ellas y mejorando su dispersion
en el medio liquido. Esta desagregacion permitid una mayor exposicién de la superficie
activa de los NDs, dando lugar a interacciones con los compuestos funcionalizantes.
Asimismo, la intensa energia liberada por el colapso de las burbujas estimuld la erosién
superficial de los NDs, alterando de este modo su organizacion atémica y generando
defectos en su estructura. Este efecto resultd clave en la eliminacion de impurezas

superficiales y en el aumento del area disponible para reacciones quimicas.
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Figura 43: a) Efectos de cavitacion ultrasénica ''°. b) Efectos del ultrasonido sobre NDs.

El colapso de las burbujas de cavitacién, también tuvo un impacto en la quimica
superficial de estas nanoparticulas. La alta energia generada indujo la sondlisis del
medio liquido, provocando la fragmentacion de las moléculas presentes y la formacion
de especies reactivas, como radicales O-H. Estos radicales interactuaron con la

superficie de los NDs, impulsando su oxidacion y la incorporaciéon de nuevos grupos
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funcionales oxigenados (-COOH y C=0) %, Otro efecto relevante fue la activacion
superficial, donde las condiciones extremas generadas por la cavitacion
desencadenaron la ruptura de enlaces en la superficie del material, creando sitios
reactivos capaces de adsorber moléculas funcionalizantes como los compuestos

nitrogenados (TF, UR), AA y H20:.

6.4.2. Emision luminiscente de las muestras tratadas con ultrasonido

Con base en el analisis previo de la interaccion de los compuestos activos durante la
funcionalizacién y del efecto generado por el tratamiento ultrasénico, se evalud la
respuesta luminiscente de los NDs en los 7 nanosistemas (suspensiones
funcionalizadas) correspondientes. Como resultado de estas condiciones
experimentales se logré obtener la emision de luminiscencia en determinadas muestras.
Este resultado guarda relacion con lo reportado por Soman et al. (2017), quienes
obtuvieron suspensiones de FNDs mediante un método intensificado de desintegracion
ultrasénica asistida por microesferas abrasivas (microbead-assisted ultrasonic
disintegration), empleando ZrO, y NaCl en un medio acuoso-DMSO 2,

Si bien en el presente estudio no se utilizaron microabrasivos, el uso prolongado de
ultrasonido convencional también permiti6 una desaglomeracién efectiva y la posible
exposicion de centros emisores.

Las imagenes que se presentan a continuacion (Figura 44) manifiestan las diferencias
existentes entre las muestras tratadas con ultrasonido, antes y después de los procesos
de centrifugacion vy filtrado (tanto bajo luz blanca como UV). Antes de la captura de cada
imagen, las soluciones fueron agitadas brevemente en un mezclador tipo vortex con el
fin de homogeneizar la dispersion.

Aquellas muestras que no fueron sometidas a filtrado presentaron una apariencia opaca
bajo luz blanca, debido a la aglomeracién de NDs en suspension. Principalmente, las
muestras que contienen TF (U-M4, U-M5 y U-M6) exhibieron una coloracion azul fuerte,
mientras que el resto U-M1 (NDs+AD), U-M2 (NDs+AD+H,0,), U-M3 (NDs+AD+UR) y
U-M7 (NDs+AD+AA) mostraron tonalidades grisaceas.

Al ser colocadas bajo luz ultravioleta (365 nm) se observaron diferencias significativas
en la emisién luminiscente. La muestra U-M6 (NDs+AD+AA+TF) presenté una
luminiscencia verde-lima de alta intensidad. Esta emision se relacion6 con la formacion
de defectos tipo NV, provocados por la incorporacion de N (TF) combinado con la accién

del AA vy el tratamiento ultrasénico. En comparacion, las muestras U-M4
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(NDs+AD+TF+UR) y U-M5 (NDs+AD+TF) mostraron una emisién azul mucho mas
tenue. Mientras que las muestras U-M1, U-M2, U-M3 y U-M7 no evidenciaron sefial

luminiscente bajo estas condiciones de excitacion.
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Figura 44: Muestras de NDs tratadas con ultrasonido antes de los procesos de centrifugacion,
filtrado y funcionalizacién con extracto vegetal; analizadas bajo: a) luz blanca y b) luz UV.
Leyenda: U-M1 (NDs+AD); U-M2 (NDs+AD+H202 _5ml); U-M3 (NDs+AD+UR); U-M4
(NDs+AD+TF+UR); U-M5 (NDs+AD+TF); U-M6 (NDs+AD+AA+TF); U-M7 (NDs+AD+AA)

Tras el proceso de centrifugacion vy filtrado, todos los nanosistemas adquirieron una
mayor transparencia, indicando asi una mejor dispersion de los NDs en el medio acuoso,
asi como la remocion de material particulado no funcionalizado. Bajo luz blanca (Figura
45a), las soluciones que inicialmente presentaban una tonalidad grisacea adoptaron un
aspecto cristalino, incluyendo U-M6 (NDs+AD+AA+TF), cuya coloracién azul intensa
desaparecio. En las muestras U-M4 (NDs+AD+TF+UR) y U-M5 (NDs+AD+TF), también
se evidencidé una reduccion en la intensidad del color azul, dando paso a soluciones mas

claras con matices azulados y verdosos, respectivamente.
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Figura 45: Muestras de NDs tratadas con ultrasonido tras los procesos de centrifugacion y filtrado,
y antes de su funcionalizacién con extracto vegetal; analizadas bajo: a) luz blanca y b) luz UV.
Leyenda: U-M1 (NDs+AD); U-M2 (NDs+AD+H:0: _5ml); U-M3 (NDs+AD+UR);, U-M4
(NDs+AD+TF+UR); U-M5 (NDs+AD+TF); U-M6 (NDs+AD+AA+TF); U-M7 (NDs+AD+AA).

Bajo irradiaciéon con luz UV (365 nm), la muestra U-M6 mantuvo una luminiscencia
intensa de tonalidad verde-lima, destacandose del resto (Figura 45b). En comparacion,
U-MS5 presentd una emision verde tenue, mientras que U-M4 mostré una luminiscencia
de tonalidad verde-azulada, también de muy leve intensidad. U-M7 (NDs+AD+AA)
exhibié una luminiscencia en tonos azules. Cabe destacar que en las muestras U-M4,
U-M5 y U-M7, la luminiscencia no fue claramente perceptible antes de la centrifugacién
y el filtrado. Este cambio se debid a la eliminacion de agregados, lo que permitié una
dispersion mas uniforme de las nanoparticulas y una mayor libertad de movimiento en el
medio. Finalmente, las muestras U-M1 (NDs+AD), U-M2 (NDs+AD+H,0O,) y U-M3
(NDs+AD+UR) no presentaron luminiscencia bajo luz UV. Este resultado indicé que en
ausencia de compuestos nitrogenados (como el TF) o con estructuras mas complejas,
el tratamiento ultrasénico no fue suficiente para inducir centros emisores Opticamente
activos en los NDs. Si bien la UR es una fuente de N, su accion por si sola no generé

defectos de vacancia visibles en las nanoparticulas.
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6.4.3. Caracterizacion de las muestras tratadas con ultrasonido por FT-IR

Se analizaron los espectros FT-IR de muestras de NDs, comparando sus versiones
control con aquellas tratadas mediante ultrasonido durante 15 o 20 horas, con el objetivo
de identificar modificaciones en los grupos funcionales superficiales inducidas por dicho

tratamiento.

Las bandas de estiramiento C—Hx ubicadas en 2925 y 2850 cm™ se identificaron con
claridad en la mayoria de los espectros analizados. En las Figuras 46c (MC6 y MC7),
46d (MC4) y 46e (MC8), estas sefales mostraron mayor intensidad en las muestras sin
tratamiento, mientras que en las Figuras 46a (U-M1) y 46e (U-M6) su intensidad aumento
con la aplicacion del tratamiento. En 2830 cm™ aparecio el enlace H-O—H del peréxido
en las curvas correspondientes a MC2 y U-M2 (Figura 46b).

Las vibraciones de enlaces O-H, C=C y C=0, localizadas en 3355 cm™, 1650 cm™,
1740 cm™, respectivamente, estuvieron presentes en todos los nanosistemas.

En U-M1 (Figura 46a) el grupo C=0 se manifestd después del tratamiento, mientras que
en U-M2 (Figura 46b) desaparecio respecto a su muestra control.

El enlace N-H se detecté en la regién de 1540 cm™ en todas las muestras, con
excepcion de MC1 y U-M7. En la Figura 46¢ también aparecié una sefnal N-H en 737
cm™. La deformacion del grupo CH, fue visible en 1458 en todas las figuras, y en 1385
cm™ solo en la Figura 46b.

El enlace C—N (1355 y 1162 cm™) estuvo presente exclusivamente en las muestras
control de las Figuras 46¢c, 46d y 46e, y desaparecio tras el tratamiento (a excepcion de
U-M6). MC4 (Figura 46d) mostré ademas una banda de vibracion C—N-C centrada en
1223 cm™ que no se observo en su muestra tratada U-M5.

En la regidn baja del espectro se observaron flexiones que corresponden a vibraciones
de enlaces C-0O (1049 cm™), C—-O-C (1081 cm™), y deformaciones fuera del plano del
enlace C-H (872 y 700 cm™). En la Figura 46e, las bandas fuera del plano del C-H
cercanas a 700 cm™ se registraron unicamente en MC8 y U-M7. Por ultimo, la banda
localizada en 686 cm™ correspondiente al enlace Co—N del nucleo metalico del TF, se
detectd unicamente en las muestras que contenian dicho compuesto: MC4, U-M5, MC5,
U-M6, MC6 y U-M4.
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Figura 46: Espectros FT-IR de las muestras de NDs tratados con ultrasonido comparados con

sus respectivas muestras controles: a) MC1 y U-M1; b) MC2 y U-M2; c) MC7 y U-M3, MC6 y U-

M4; d) MC4 y U-M5; y e) MC5 y U-M6, MC8 y U-M7. Leyenda: MC1 y U-M1 (NDs+AD); MC2 y
U-M2 (NDs+AD+H202 _5ml); MC7 y U-M3 (NDs+AD+UR); MC6 y U-M4 (NDs+AD+TF+UR);
MC4 y U-M5 (NDs+AD+TF); MC5 y U-M6 (NDs+AD+AA+TF); MC8 y U-M7 (NDs+AD+AA).
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6.4.4. Caracterizacion de las muestras tratadas con ultrasonido por UV-Vis
Para los analisis espectroscopicos en el UV-Vis de las muestras funcionalizadas con
compuestos activos y posteriormente tratadas con ultrasonido, se extrajeron 800 pl de
cada solucion U-M1 hasta U-M7 y se diluyeron en 2.0 ml de AD dentro de celdas de
cuarzo. Las concentraciones indicadas corresponden a las cantidades finales de cada

compuesto presentes en las celdas empleadas para el analisis.

En la mayoria de las muestras se mantuvo constante la Cnps=0.2857 mg/ml, con
excepcion de la muestra U-M2, donde la Cnps=0.0606 mg/ml fue menor debido a un
mayor volumen en la solucion. Las concentraciones de los compuestos activos fueron
las mismas en todos los analisis: TF (U-M4, U-M5 y U-M6), AA (U-M6 y U-M8), y UR (U-
M3, U-M4 y U-M7), con una Ctr= Caa= Cur=0.0286 mg/ml.

La serie de espectros UV-Vis analizados se presenta a continuacion organizados en tres
figuras (Figura 47a, 47by 47¢), en las cuales se interpretan las transiciones electrénicas
caracteristicas de cada sistema, considerando la intensidad de los picos y la naturaleza
quimica de los compuestos adicionados a los NDs.

En la Figura 47a la curva gris (U-M1) sirvi6 como referencia de NDs no funcionalizados,
mostrando una débil absorcion centrada en el intervalo de 200-250 nm, correspondiente
a transiciones 1 — T1* asociadas con la presencia de enlaces C=C. Al anadir UR (U-M3,
curva naranja) se mantuvo el mismo tipo de transicién (pero con mayor intensidad), lo
cual indica un refuerzo en los dominios T-conjugados sin generar nuevas bandas
electronicas.

En cambio, las muestras U-M5 (negra) y U-M4 (azul) que contienen TF, mostraron una
absorcion intensa en el ultravioleta profundo (1T — 1) y un pico caracteristico en el visible
(655—-705 nm) correspondiente a una transicion ™ — 1T* extendida. Esta sefal es propia
de sistemas aromaticos como la estructura del TF. En U-M4 |a intensidad del pico fue
mayor que en U-M5 (efecto sinérgico entre el TF y la UR), debido a una reorganizacion
electrénica o estabilizacion de orbitales deslocalizados. Ademas, U-M4 reflejéo una
transicion n — 1" en la region de 280-300 nm (caracteristica de grupos C=0 y
nitrogenados del TF), y una segunda transicion n — 11* hacia los 340-380 nm.

En la Figura 47b se compararon las muestras U-M1, U-M5, U-M6 (verde,) y U-M7 (rosa).
La adicién de AA (U-M7) generé absorciones en 200-320 nm, correspondientes a

transiciones ™ — T y n — 1*. Sin embargo, al combinar AA con TF (U-M6) desapareci6
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el pico de 655-705 nm observado en U-M5, lo que indica que el AA interfiere con

a

conjugacion electrénica del TF provocando efectos redox o competencia superficial.
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Figura 47: Espectros UV-Vis de las muestras de NDs tratados con ultrasonido: a) U-M1, U-M3,
U-M4 y U-M5; b) U-M1, U-M5, U-M6 y U-M7; y c) U-M1, U-M2 y U-M6. Leyenda: U-M1
(NDs+AD); U-M2 (NDs+AD+H20:_5ml); U-M3 (NDs+AD+UR); U-M4 (NDs+AD+TF+UR); U-M5

(NDs+AD+TF); U-M6 (NDs+AD+AA+TF); U-M7 (NDs+AD+AA).

Finalmente, la Figura 47c presenta los espectros de U-M1, U-M2 (roja) y U-M6. La curva

correspondiente a U-M2 mostré una absorbancia muy elevada en la regién de 240-260

nm, asociada a transiciones 0 — 0* generadas por el H202, cuya estructura altamente

polar contiene enlaces O—0O y O—H susceptibles de excitacion por radiacién UV de alta

energia. Este tipo de transicion que ocurre tipicamente entre 190-220 nm, puede

extenderse hasta 240-260 nm en sistemas ricos en especies oxigenadas como el

peroéxido.
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6.4.5. Analisis fotoluminiscente de las muestras tratadas con ultrasonido

En esta seccién se estudiaron tres muestras de NDs funcionalizados bajo el mismo
esquema de tratamiento ultrasénico. Seleccionadas por su relevancia en el andlisis de
las propiedades de fotoluminiscencia (PL). La muestra U-M1 (NDs+AD) expuesta a 20 h
de tratamiento, se empled como control para evaluar el efecto del ultrasonido en
ausencia de funcionalizacién. Las muestras U-M5 (NDs+AD+TF) y U-M6
(NDs+AD+TF+AA) tratadas durante 20 y 15 h respectivamente, permitieron estudiar la
influencia combinada de compuestos nitrogenados y oxigenados, junto con el

tratamiento ultrasénico en la activacion de centros emisores de luminiscencia.

El espectro de PL de la muestra U-M1 (Figura 48a), se obtuvo bajo excitaciones en el
rango de 300—420 nm. Estas longitudes de onda cubrieron parcialmente la region del
ultravioleta B (UVB, 280-315 nm) y de manera completa la del ultravioleta A (UVA, 315—
400 nm), intervalos en los que la radiacién de menor energia resulta adecuada para
aplicaciones biomédicas. La excitaciéon a 300 nm generd una emisién intensa centrada
alrededor de 380 nm, conformando una banda ancha extendida hasta aproximadamente
500 nm (UV-visible). Conforme se incrementd la longitud de onda de excitacién, se
observo una disminucion progresiva de la intensidad y un ligero corrimiento. Asimismo,
se registré una banda secundaria de menor intensidad en la region del infrarrojo cercano
(700-800 nm), visible particularmente bajo excitacién de 300 nm.

Para la muestra U-M5 (Figura 48c) se registro el espectro de PL en el rango de excitacion
de 280—420 nm. La excitacion a 280 nm condujo una emision intensa y de banda ancha,
abarcando tanto la regién UV como gran parte del espectro visible. Posteriormente, tras
un leve descenso de la intensidad a 300 nm, se detecté un nuevo incremento bajo
excitaciones de 320 nm y 340 nm, alcanzandose los maximos de intensidad alrededor
de 430 nm dentro de la region violeta—azul del espectro visible. Este comportamiento
refleja que la funcionalizacion con TF (compuesto altamente nitrogenado) promovio la
creacion de mayores concentraciones de centros emisores. A partir de excitaciones
superiores a 360 nm la intensidad disminuyd progresivamente. Se detectaron ademas
dos bandas de baja intensidad en el infrarrojo cercano (NIR, 750-800 nm), observadas

bajo excitaciones de 280 nmy 340 nm.
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Figura 48: Espectros de fotoluminiscencia de las muestras de NDs tratados con ultrasonido,
registrados bajo distintas longitudes de onda de excitacion: a) y b) U-M1; c) y d) U-M5; e) y f) U-
M6. Leyenda: U-M1 (NDs+AD); U-M5 (NDs+AD+TF); U-M6 (NDs+AD+AA+TF).
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En el analisis de la muestra U-M6 (Figura 48e) se utilizaron longitudes de excitaciéon
entre 300—420 nm. Inicialmente, la excitacién a 300 nm provocd una emisién moderada
dentro del UV-visible. Sin embargo, bajo excitaciones de 320 nm y especialmente 340
nm, la intensidad aumentd notablemente. Con una excitacion a 360 nm se alcanzo el
maximo absoluto centrado en 520 nm, dentro del rango verde. Una vez alcanzados los

380 nm de onda de excitacion, la intensidad comenzo a decrecer progresivamente.

Complementariamente, en las Figuras 48b, 48d y 48f se presentan los espectros PL
obtenidos para estas tres muestras bajo excitaciones a 532 nm, 600 nm y 640 nm. La
eleccion de estas longitudes de onda surgié con el propésito de evaluar la posible
presencia de emisiones relacionadas con centros N-V, en linea con los resultados
previamente reportados por Osipov et. al. '*2. Donde los autores identificaron emisiones
caracteristicas alrededor de 575-637 nm en FNDs, correspondientes a las transiciones
Opticas de los centros NV° y NV~, respectivamente.

En los espectros registrados de este grupo se observaron picos intensos y estrechos. La
forma simétrica y la ausencia de estructura espectral adyacente indican que no se trata
de emisiones reales del material, sino de sefal residual del propio laser, un fendbmeno
comun en espectroscopia cuando la supresion optica no elimina por completo la luz
incidente. Este tipo de registros no aporta informacion sobre los estados electrénicos de
la muestra, ya que no hay desplazamiento ni evidencia de acoplamiento con fonones.
Esto resulta coherente con el hecho de que se trata de NDs de tamano <10 nm, donde
la alta densidad de defectos superficiales puede dificultar o incluso impedir la
recombinacién radiativa '?2, En esta escala de tamafio las tensiones internas y las
imperfecciones de la red alteran fuertemente los niveles electrénicos comprometiendo la
emision optica, a menos que exista un entorno estabilizante como el que puede generar
la funcionalizacion quimica o la formacion de dominios agregados, aspecto que sera

analizado con mayor detalle mas adelante.

6.5. Proceso combinado de O3 y ultrasonido en NDs

En este epigrafe se retomaron las soluciones previamente sometidas a tratamiento
ultrasoénico, con excepcion de la muestra U-M1 (NDs+AD). Ademas, se incorporé una
muestra adicional correspondiente a NDs+AD+H,0,_ 2.5 mL (inicialmente empleada
como control MC3). A todos estos nanosistemas se les aplicé un pretratamiento con O3

durante dos tiempos distintos: 0.75 y 1.5 h. Posteriormente, fueron sometidos a un Unico
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ciclo continuo de ultrasonido con duracion de 5 horas. El objetivo de este diseno
experimental fue optimizar los procesos de activacion fisica, explorando si la
combinacion oxidante del O3 y el bano ultrasénico podian inducir de forma mas eficiente

y acelerada la luminiscencia en los NDs.

6.5.1. Influencia del O3 en la funcionalizacion de los NDs

El Os por su elevado potencial redox actué como un potente agente oxidante sobre los
NDs, provocando transformaciones quimicas clave sin requerir catalizadores
adicionales, ni condiciones extremas. Este proceso se desarrollé a temperatura
ambiente, permitiendo preservar la integridad del nicleo cristalino de los NDs. Su accién
se manifestd en la ruptura de enlaces débiles y en la oxidacion selectiva de regiones que
contenian carbono amorfo o grafito, contribuyendo asi a una limpieza estructural de las
nanoparticulas. Como resultado se introdujeron grupos funcionales oxigenados (-OH,
C=0 y -COOH) que incrementaron significativamente la polaridad y reactividad de la
superficie. Esta modificacion mejoré su comportamiento coloidal en medio acuoso al
aumentar su caracter hidrofilico, favoreciendo una dispersiéon mas uniforme '?3. De este
modo el O3 prepard adecuadamente la superficie de los NDs para futuros procesos de

activacion mecanica (ultrasonido).
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Figura 49: Efecto de oxidacién del Os.
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6.5.2. Emisiéon luminiscente de las muestras que recibieron un tratamiento
combinado con O3 y ultrasonido

La combinacion secuencial de Os y ultrasonido resultdé ser una estrategia eficaz para
inducir luminiscencia en los NDs, logrando una notable optimizacion de los tiempos de
tratamiento, como se resume en la Tabla 11. Las muestras tratadas con Oz no mostraron
luminiscencia de forma directa, su accién sobre la superficie de los NDs fue determinante
al favorecer la activacion posterior inducida por ultrasonido. A diferencia del tratamiento
ultrasoénico aplicado de forma aislada, que requeria entre 15y 20 h y generaba senales
débiles en un numero limitado de muestras, esta metodologia combinada permitio
alcanzar luminiscencia tras solo 5 h de exposicion ultrasénica. Las muestras
funcionalizadas con TF (incluso en combinacion con otros agentes activos) que
previamente no presentaban una sefial luminiscente destacable bajo tratamiento

ultrasoénico, desarrollaron una emisién verde-lima mas intensa y uniforme.

Tabla 11: Porcentaje de optimizacion en el tiempo de tratamiento mediante O3 y ultrasonido, en

comparacion con el ultrasonido aplicado de forma aislada.

Muestras Compuestos Us O3+ Us Optimizacion
(U-M# VS OU-M#) activos (h) (h) (%)
U-M2 / OU-M5 H202 _ 5 ml 20 0.75+5 71.25
U-M2 / OU-Mé6 H2O02_5ml 20 15+5 67.50
U-M5 / OU-M8 TF 20 0.75+5 71.25
U-M5 / OU-M9 TF 20 15+5 67.50
U-M6 / OU-M10 TF + AA 15 0.75+5 61.67
U-M6 / OU-M11 TF + AA 15 15+5 56.67
U-M4 / OU-M12 TF + UR 20 0.75+5 71.25
U-M4 / OU-M13 TF + UR 20 15+5 67.50

En las imagenes que se presentan a continuacion (Figuras 50a, 50b y 50c) se
seleccionaron las muestras mas representativas de cada compuesto y sus
combinaciones, con el fin de comparar su evolucion antes y después de la exposicién al
Os, y tras finalizar el proceso de ultrasonido. Debemos sefialar que estas soluciones se
presentan en estado puro, sin haber sido sometidas a los procesos de centrifugacion y

filtrado; y posterior a estos.
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Figura 50: Muestras de NDs analizados: a) bajo luz blanca antes de iniciar el tratamiento con
O3; b) bajo luz blanca después de finalizar el tratamiento de Ogs; y c) bajo luz UV (365 nm) al
finalizar el proceso de ultrasonido. Leyenda: OU-M6 (NDs+AD+H202_5ml); OU-M9
(NDs+AD+TF); OU-M10 (NDs+AD+TF+AA); OU-M12 (NDs+AD+TF+UR).

Inicialmente en la Figura 50a se distinguié que las muestras que contenian TF (OU-M9,
OU-M10 y OU-M12) presentaban una coloracion azul caracteristica en contraste con el
tono grisaceo de la muestra OU-M6 (compuesta por H,0O,). Al igual que en los
nanosistemas tratados unicamente con ultrasonido, la presencia de NDs aglomerados
en suspension contribuyé a la apariencia opaca observada bajo luz blanca. Luego de
recibir Os (Figura 50b) todas las soluciones mostraron un decaimiento en la intensidad

del color, adquiriendo tonalidades grises oscuras como resultado del proceso de
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oxidacion. Finalmente, en la Figura 50c se observd que solo las muestras con TF

presentaron luminiscencia en tonos verdes bajo irradiacion con luz UV a 365 nm.

OU-M8 _OU-M9 OU-M10 OU-M11 OU-M12 OU-M13

- ~
- pe— — pr——— |

Figura 51: Muestras de NDs después de recibir tratamiento con O3z y ultrasonido, seguidas de
centrifugacion y filtrado, observadas bajo irradiacion UV (365 nm). Leyenda: OU-M8
(NDs+AD+TF_0.75h_QOs); OU-M9 (NDs+AD+TF_1.5h_0Os); OU-M10
(NDs+AD+TF+AA_0.75h_0z3); OU-M11 (NDs+AD+TF+AA_1.5h_0Os); OU-M12
(NDs+AD+TF+UR_0.75h_QOs3); OU-M13 (NDs+AD+TF+UR_1.5h_0O3).

Antes de la purificacién, las muestras presentaban sefiales saturadas debido al
apagamiento de la luminiscencia asociado a la baja movilidad de los NDs en el medio.
Las soluciones después de ser sometidas a centrifugacion y filtrado, mostraron una
luminiscencia verde-lima intensa y homogénea (buena dispersion coloidal) bajo
irradiacion con luz UV (365 nm), como se observa en la imagen correspondiente (Figura
51). Esta respuesta se mantuvo constante en todas las muestras con TF,
independientemente del tiempo de exposicion al O3 o de su combinaciéon con otros

agentes funcionales como el AA o la UR.

6.5.3. Caracterizacion de las muestras que recibieron un tratamiento
combinado con O3 y ultrasonido por FT-IR

La exposicion al Os varié entre 0.75 y 1.5 horas, mientras que el ultrasonido se mantuvo
constante a 5 horas. Las figuras mostraron que los tiempos de ozonizacion influyeron de

manera diferenciada sobre la superficie de los NDs.
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Figura 52: Espectros FT-IR de las muestras de NDs que recibieron los tratamientos combinados
de O3y ultrasonido: OU-M2 y OU-M3; b) OU-M5 y OU-M6; c) OU-M8 y OU-M9; d) OU-M10 y
OU-M11; y ) OU-M12 y OU-M13. Leyenda: OU-M2 (NDs+AD+H202_2.5ml_0.75h_0O3); OU-M3
(NDs+AD+H202_2.5ml_1.5h_QO3); OU-M5 (NDs+AD+H>02_5ml_0.75h_Os); OU-M6
(NDs+AD+H202_5ml_1.5h_03); OU-M8 (NDs+AD+TF_0.75h_0O3);, OU-M9
(NDs+AD+TF_1.5h_03); OU-M10 (NDs+AD+TF+AA_0.75h_03); OU-M11
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(NDs+AD+TF+AA_1.5h_03); OU-M12 (NDs+AD+TF+UR_0.75h_0Os); OU-M13
(NDs+AD+TF+UR_1.5h_O3).

En las tres primeras imagenes (Figura 52a, 52b y 52c) el tratamiento de 1.5 h generd
una mayor definicion espectral, mientras que en las dos ultimas (Figura 52e y 52f) los
efectos mas notorios se observaron con 0.75 h de Os.

Todas las curvas compartieron una banda O-H centrada en 3335 cm™. Las vibraciones
C-Hx en 2920 y 2850 cm™ estuvieron presentes con diferentes intensidades segun el
tiempo de exposicion (excepto en OU-M8), reflejando estabilidad en los grupos alifaticos.
Solo en OU-M2 y OU-M5 se identificé informacion en 2830 cm™ correspondiente a
enlaces H-O-H.

La banda C=0 (1730-1720 cm™) mostré un comportamiento variable. En la Figura 52b
aparecié unicamente en OU-M6 luego de duplicar el tiempo de exposicién a Os, mientras
que en la Figura 52d ocurrid lo opuesto: la sefial se detectd solo con 0.75 h (OU-M10) y
desaparecio con el tratamiento prolongado. Lo anterior demuestra que la estabilidad del
grupo C=0 depende también de la composiciéon quimica inicial del sistema.

El enlace C=C (~1631 cm™) se mantuvo constante en todos los espectros. Las sefiales
N-H (1493-1464 cm™) se observaron en todas las figuras excepto en la Figura 52b.
Adicionalmente, los enlaces C—-N y C-N-C (1350-1345 y 1040 cm™) se detectaron de
forma continua y con mayor definicion en muestras que contenian TF. También se
detectaron bandas en 1175 cm™ en las muestras OU-M9 (Figura 52¢), OU-M10 (Figura
52d) y OU-M12 (Figura 52¢) relacionadas con vibraciones adicionales del grupo C—N.
Finalmente, la sefal en 730 cm™ correspondiente al estiramiento Co—N se conservo en

todos los espectros que incluian TF.

6.5.4. Caracterizacion de las muestras que recibieron un tratamiento
combinado con O3 y ultrasonido por UV-Vis

De las muestras funcionalizadas con compuestos activos y tratadas secuencialmente
con Os y ultrasonido, se tomaron 25 ul de cada soluciéon y se diluyeron en 2.0 ml de AD
dentro de celdas de cuarzo para su analisis por espectroscopia UV-Vis. La Cnps=0.01235
mg/ml fue la misma en las muestras analizadas, excepto en OU-M6 cuya Cnps=0.00823
mg/ml debido a un volumen mayor. Los agentes funcionales (TF, AA y UR) presentaron

la misma concentracion, siendo esta Ctr= Caa= Cur=0.001235 mg/ml.
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Figura 53: Espectros UV-Vis de muestras de NDs que recibieron los tratamientos combinados
de O3y ultrasonido: OU-M6, OU-M9, OU-M10 y OU-M12. Leyenda: OU-M6
(NDs+AD+H202_5ml_1.5h_0Oz3); OU-M9 (NDs+AD+TF_1.5h_0Og3); OU-M10
(NDs+AD+TF+AA_0.75h_03); OU-M12 (NDs+AD+TF+UR_0.75h_0O3).

En la Figura 53 la muestra OU-M6 present6é una absorcion muy intensa en el rango de
200 a 240 nm, correspondiente a una transicion ¢ — o* provocada por los enlaces
altamente polares del H202. Las muestras OU-M9, OU-M10 y OU-M12 indicaron bandas
entre 200 y 220 nm relacionadas con transiciones ™ — 11*. La mayor intensidad en esta
region quedo registrada por la curva violeta (OU-M9), como resultado de una fuerte

contribuciéon del TF en la absorcion UV.

6.5.5. Analisis fotoluminiscente de las muestras que recibieron un
tratamiento combinado con O3 y ultrasonido

En este epigrafe se estudio la PL de las muestras mas relevantes de este grupo de NDs,
funcionalizados inicialmente con los compuestos de interés y posteriormente expuestas
a un proceso combinado de Os y de ultrasonido: OU-M9 (NDs+AD+TF_1.5h_O3); OU-
M10 (NDs+AD+TF+AA_0.75h_0O3); OU-M12 (NDs+AD+TF+UR_0.75h_0O3).
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Figura 54: Espectros de PL de las muestras de NDs tratados con O3 y ultrasonido, registrados
bajo distintas longitudes de onda de excitacion: a) y b) OU-MS9; c) y d) OU-M10; y e) y f) OU-

M12. Leyenda: OU-M9 (NDs+AD+TF_1.5h_0s); OU-M10 (NDs+AD+TF+AA_0.75h_Os); OU-
M12 (NDs+AD+TF+UR_0.75h_O3).
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Los espectros de las Figuras 54a, 54c y 54e mostraron un comportamiento similar bajo
excitaciones entre 300—420 nm. En todas las muestras se registraron bandas anchas de
emision en el rango de 350-650 nm. La localizacién de los maximos se situd en la region
azul-verde del espectro visible entre 500-520 nm. Respecto a la intensidad de emision,
se observaron ligeras variaciones entre las muestras: en OU-M9, la mayor intensidad
correspondié a la excitacién a 340 nm, seguida por 360 nm; en OU-M10, la maxima
intensidad se registré bajo 360 nm, seguida de 340 nm; mientras que en OU-M12, las
excitaciones a 340 nm y 360 nm produjeron intensidades practicamente equivalentes. A
medida que aumentaba la longitud de onda de excitacion de 380—420 nm, la intensidad
disminuy6 notablemente. De manera similar, también se observaron bajas intensidades
a excitaciones de 300 nm y 320 nm, reflejando una menor eficiencia de absorcién en

estos extremos de energia.

Para profundizar en el analisis de las propiedades o6pticas también se evalud la respuesta
de estas muestras bajo excitaciones de 532 nm, 600 nm y 640 nm (Figuras 54b, 54d y
54f). Los espectros mostraron un comportamiento muy similar al de las muestras
tratadas con ultrasonido. Registraron picos estrechos y sin emisién desplazada, por lo

que no hubo activacién luminiscente ante estas longitudes de excitacion.

6.6. Funcionalizacién de NDs con extracto del tallo de Cissus incisa

Se analizaron los efectos de la funcionalizacion de NDs con extracto del tallo de C.incisa,
aplicado sobre muestras previamente tratadas con ultrasonido o con una combinacion
secuencial de Oz y ultrasonido. El objetivo fue identificar las transformaciones producidas
por este agente vegetal y compararlas con el estado superficial resultante de cada
tratamiento previo.

Para complementar este analisis se evaluaron las propiedades fotofisicas del material
utilizado. En las imagenes de las Figuras 55a y 55b se muestra su apariencia bajo
iluminacion blanca y exposicidon a radiacion UV a 365 nm respectivamente. En
condiciones de luz visible se observa un color ambar profundo, mientras que bajo

excitacion UV manifiesta una emisién luminosa en tonos rojo-naranja.
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Figura 55: Extracto del tallo de C.incisa bajo la emision de a) luz blanca y b) luz UV (365 nm).

6.6.1. Caracterizacion del extracto de Cissus incisa por FT-IR y UV-Vis

El espectro FT-IR del agente vegetal revel6 una compleja red vibracional, coherente con
la diversidad fitoquimica de este tipo de matrices vegetales (Figura 56a). En la region de
3600-3200 cm™ se detectd una banda ancha correspondiente al estiramiento O—H de
alcoholes y fenoles, con aportes de enlaces N—H (3011 cm™). Las sefales registradas
entre 2950-2800 cm™ fueron producto a vibraciones de estiramiento C—Hx de cadenas
alifaticas, caracteristicas de lipidos, acidos grasos y terpenoides. En el intervalo de
1750-1600 cm™ se identificaron los grupos C=0y C=C, presentes en compuestos como
flavonoides, acidos fendlicos y esteroles. La region de 1500-1200 cm™ mostré senales
de deformaciones C—Hz, asi como estiramientos C—N y C-0O, lo que indica la presencia
de aminas, péptidos y glucosidos. Finalmente, entre 1200-900 cm™ se detectaron
bandas relacionadas con estiramientos C—-C, C—O-C, C-O-H y C—H, propios de éteres,
alcoholes y carbohidratos.

Complementariamente, el comportamiento 6ptico del extracto fue evaluado mediante
espectroscopia UV-Vis. Para ello, se tomaron 150 ul de la solucién previamente filtrada

y se diluyeron en un volumen de 2.5 m de AD dentro de una celda de cuarzo.
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Figura 56: Espectro a) FT-IR y b) UV-Vis del extracto de C.incisa.

El espectro obtenido (Figura 56b) mostré una banda intensa en la region del ultravioleta
profundo de 200-230 nm, que corresponde a transiciones electronicas ™ — 1 (tipicas
de sistemas aromaticos con alta deslocalizacion electronica). Esta sefial se relaciond
principalmente con la presencia de flavonoides y terpenoides, compuestos que
contienen anillos conjugados y enlaces tipo C=C. Alrededor de los 270-280 nm se
observé otra banda marcada, también vinculada a una transiciéon m — 1. Esta fue
generada por grupos funcionales del tipo C=C y —C=0, como los encontrados en acidos
fendlicos, acidos grasos insaturados y acidos carboxilicos. Por ultimo, en el rango de
300-350 nm se identificé una transicion n — T de menor intensidad producto a la
presencia de grupos funcionales como C=0, -COOH y —OH, presentes en glicéridos,

acilglicéridos, fosfolipidos y esteroides.

6.6.2. Analisis de la emision fotoluminiscente del extracto de Cissus incisa
Se estudié de manera independiente el espectro de PL del extracto de C.incisa, con la
finalidad de comprender sus propiedades luminiscentes intrinsecas y establecer su
contribucién directa a los NDs funcionalizados.

En la Figura 57 se exploré un rango de excitaciones desde 200—-420 nm, abarcando las
regiones del UV-C (200-280 nm), UV-B (280-315 nm) y UV-A (315400 nm). Bajo estas
condiciones se observaron dos regiones principales de emisién. La primera, localizada
entre 300-500 nm, mostré una emision intensa bajo excitaciones a 280 nm, 260 nm y
240 nm, siendo la excitacion a 280 nm la que generd la mayor intensidad de PL, con un

maximo en la region UV alrededor de 360 nm. Este dominio espectral sefiala que los
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metabolitos presentes en el extracto poseen cromoforos activos de grupos fendlicos,
flavonoides y otros compuestos organicos conjugados. A medida que se incrementé la
longitud de onda de excitacién hacia el visible (300—420 nm), la intensidad de emision
en esta regidon disminuyo progresivamente, reflejando una menor eficiencia de absorcion
de los componentes del extracto a energias mas bajas. La segunda regién de interés se
posicioné entre 600-750 nm, donde se registré una banda de baja intensidad, visible
principalmente bajo excitaciones de 280 nm, 260 nm, 300 nm y 320 nm. Esta emision
secundaria es provocada por transiciones electrénicas de bajo rendimiento cuantico, es
decir, procesos donde gran parte de la energia excitada se disipa por mecanismos no

radiativos, resultando en una emision luminosa de baja eficiencia.
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Figura 57: Espectro de PL del extracto obtenido del tallo de C.incisa.

6.6.3. Emision luminiscente de las muestras funcionalizadas con extracto
La funcionalizaciéon de NDs mediante extractos vegetales representa una estrategia
emergente dentro de la quimica verde para modificar superficies hanométricas de forma
controlada y biocompatible '?*. En el caso particular del extracto, el proceso de
funcionalizacién ocurri6 a través de una combinacion de interacciones quimicas
covalentes y fisicas no covalentes, que potenciaron el anclaje eficiente de biomoléculas
sobre la superficie de los NDs previamente activada.

Para ello, los NDs fueron sometidos inicialmente a procesos oxidativos que incluyeron la

exposicion a H,0,, AA, TF y UR, generalmente asistidos por ultrasonido. Este
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procedimiento no solo incrementé la densidad de grupos funcionales oxigenados, como
—COOH, C=0y O-H por los resultados vistos anteriormente, sino que también favorecio
la desaglomeraciéon de las particulas, purifico su superficie y mejoré su movilidad en
medios liquidos. Estas modificaciones resultaron claves para la accesibilidad a una
mayor cantidad de sitios reactivos, condicidbn necesaria para optimizar la posterior
funcionalizacion.

El extracto se caracteriza por contener una amplia variedad de metabolitos secundarios,
entre los que destacan flavonoides, terpenoides, acidos grasos y polifenoles. Estos
compuestos presentan grupos funcionales, principalmente —OH y —NH,, que pueden
establecer interacciones especificas con los grupos oxigenados presentes en la
superficie de los NDs. De este modo, el proceso de funcionalizacion se vio favorecido
por la formacion de enlaces éster y enlaces amida.

La formacion de enlaces éster se produjo mediante la reaccién de los grupos —COOH de
la superficie con los grupos —OH de las biomoléculas, dando lugar a uniones tipo —COO.
Este proceso ocurrio de manera espontanea en medios ligeramente acidos. En paralelo,
la formacion de enlaces amida tuvo lugar cuando los grupos —COOH de los NDs
reaccionaron con grupos —NH, de las biomoléculas, resultando en uniones —CONH-
altamente estables, capaces de conferir una mayor fortaleza a la superficie
funcionalizada.

Simultaneamente a las interacciones covalentes, se desarrollaron también interacciones
fisicas no covalentes que contribuyeron significativamente al anclaje de metabolitos.
Entre ellas destacd la adsorcion electrostatica, estimulada por la atraccion entre la
superficie negativamente cargada de los NDs y biomoléculas de carga opuesta. Ademas,
se establecieron redes de enlaces de hidrogeno entre grupos funcionales oxigenados y
nitrogenados, mientras que las fuerzas de Van der Waals favorecieron asociaciones de
corto alcance entre regiones hidrofobicas de los compuestos bioldgicos y la superficie
de la nanoparticula. La coexistencia de estas interacciones no covalentes impulsé la
orientacion adecuada de las biomoléculas sobre los sitios reactivos, incrementando asi,
la eficiencia de las reacciones covalentes subsecuentes.

Como resultado, se logré una cobertura uniforme y estable de las nanoestructuras,
acompafada de cambios sustanciales en sus propiedades fisicoquimicas incluyendo:
una mejor dispersion en medios acuosos, una estabilidad coloidal reforzada y una mayor

emision optica.
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La funcionalizacion con el extracto no solo incorporé biomoléculas antioxidantes y

bioactivas, sino que ademas protegiod los centros de vacancia del NDs.

En la Figura 58 se ilustran los cambios en la emisién fotoluminiscente de las muestras
de NDs funcionalizadas con extracto de C.incisa posteriormente a los tratamientos
recibidos. Bajo iluminacién blanca (Figuras 58a y 58e), no se detecté luminiscencia
visible. Al ser excitadas con luz UV de 365 nm (Figuras 58b, 58c, 58d y 58f), los sistemas

emitieron sefiales con tonalidades que oscilaron entre rojo, rosa—naranja y verde—lima.

UM2_Fs UM2F UMI_F UM4F UM5F UM6_F UM2Fs MC1_F UM2F UMI_F UM4F UM5F UM6F

MC1_F

Figura 58: Imagenes de NDs tratados por ultrasonido y posteriormente funcionalizados con
extracto de C.incisa: a) bajo luz blanca, y b—d) bajo UV a 365 nm. Imagenes de NDs sometidos
a tratamiento combinado de Ogs y ultrasonido y posteriormente funcionalizados con extracto de
C.incisa: e) bajo luz blanca y f) bajo UV a 365 nm. Leyenda: MC1_F y U-M1_F (NDs+AD+C.i);

U-M2_F; (NDs+AD+H202_5ml+C.i_5ul); U-M2_F (NDs+AD+H>02_5mi+C.i); U-M4_F
(NDs+AD+TF+UR+C.i); U-M5_F (NDs+AD+TF+C.i); U-M6_F (NDs+AD+AA+TF+C.i); OU-M2_F
(NDs+AD+H202_2.5ml_0.75h_0O3); OU-M3_F (NDs+AD+H20;_2.5ml_1.5h_0O3); OU-M5_F
(NDs+AD+H>02_5mi_0.75h_03); OU-M6_F (NDs+AD+H>02_5ml_1.5h_03); OU-M8
(NDs+AD+TF_0.75h_Og3); OU-M9 (NDs+AD+TF_1.5h_03); OU-M10
(NDs+AD+TF+AA_0.75h_03); OU-M11 (NDs+AD+TF+AA_1.5h_03); OU-M12
(NDs+AD+TF+UR_0.75h_QOs3); OU-M13 (NDs+AD+TF+UR_1.5h_0O3).
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Las muestras inicialmente inactivas mostraron activacién luminiscente tras la
funcionalizacién con C.incisa, mientras que aquellas con emisién previa mantuvieron su
color e incorporaron matices derivados del extracto vegetal. Destaca el caso de la
muestra U-M5_F (NDs+AD+TF+C.i/) que en un inicio no presentd luminiscencia (Figura
58c), desarrollé un color azul homogéneo a los 16 dias (Figura 58b), y posteriormente
transcurridos 30 dias desde el tratamiento, comenzd a emitir de color verde-lima. Este
comportamiento indica que la activacion luminiscente no fue inmediata, sino que ocurrié
de forma gradual, probablemente debido a procesos de reorganizacién en la superficie
de los NDs (Figura 59). La interaccion con los compuestos del extracto vegetal pudo
haber estabilizado ciertos defectos estructurales, permitiendo que con el paso del tiempo

se generaran condiciones favorables para la emision.
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Figura 59: Evolucion de la intensidad de emision fotoluminiscente en la muestra U-M5_F

(NDs+AD+TF+C.i) durante los 30 dias posteriores a la funcionalizacion.

6.7. Caracterizacion de las muestras funcionalizadas con extracto

previamente tratadas con ultrasonido

6.7.1. Caracterizacion por FT-IR

En la Figura 60 se analizaron las muestras de NDs tratadas con ultrasonido y
posteriormente funcionalizadas con extracto de C.incisa. Todas las curvas mostraron
una banda O—-H amplia entre 3350-3190 cm™, junto con sefiales correspondientes a C—

Hx (2920 y 2856 cm™), C=C (1650 cm™) y N-H (~1540 cm™), que se mantuvieron tras
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la funcionalizacion. La flexion del grupo C=0 centrada en 1650 se conservo con claridad
en U-M1_F y U-M5_F, mientras que el grupo CH: estuvo presente en todas las muestras,
excepto en U-M4_F. A su vez, quedaron registradas vibraciones C-O y C-N-C
centradas en 1111 cm™ en U-M2_F, U-M5_F y U-M6_F, lo que refuerza la incorporacion
de funciones oxigenadas y nitrogenadas del extracto vegetal. En todos los espectros
aparecié una nueva sefal en 1017 cm™, propia de un estiramiento C—O-C caracteristico
del agente vegetal. También se identificaron enlaces fuera del plano tipo C—H en U-M2_F
(878 cm™). Finalmente, la banda Co—N (686 cm™) se conservé en U-M4_F, U-M5_F vy

U-M6_F, reflejando la permanencia del centro metalico del TF tras la funcionalizacion.
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Figura 60: Espectro FT-IR de muestras de NDs tratadas con ultrasonido y funcionalizados con
extracto del tallo de C.incisa: U-M1_F, U-M2_F, U-M4_F, U-M5_F y U-M6_F. Leyenda: U-M1_F
(NDs+AD+C.i); U-M2_F (NDs+AD+H202_5ml+C.i); U-M4_F (NDs+AD+TF+UR+C.i); U-M5_F
(NDs+AD+TF+C.i); U-M6_F (NDs+AD+AA+TF+C.i).

6.7.2. Caracterizacion por UV-Vis

Con el objetivo de evaluar las propiedades o6pticas por espectroscopia UV-Vis, se
prepararon las muestras previamente funcionalizadas con compuestos activos,
sometidas a tratamiento con ultrasonido y posteriormente funcionalizadas con extracto
de Cissus incisa. Cada una de ellas fue diluida a partir de su solucion original mediante

la extraccion de 100 pl, los cuales se transfirieron a celdas de cuarzo que contenian 2.5
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ml de AD. En el caso de la muestra U-M2_F, se utilizé un volumen menor de 20 pl bajo
las mismas condiciones de dilucién.

La muestra U-M1_F presentd una Cnps=0.0350 mg/ml. En U-M2_F la Cnps=0.00481
mg/ml fue inferior. En las muestras U-M4_F, U-M5_F y U-M6_F se mantuvo constante
la Cnps=0.0350 mg/ml. Los compuestos activos (TF, AA y UR) incorporados en U-M4_F,

U-M5_F y U-M6_F mostraron la misma concentracion, Ctr= Caa= Cur=0.00350 mg/ml.
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Figura 61: Espectro UV-Vis de muestras de NDs tratadas con ultrasonido y funcionalizados con
extracto del tallo de C.incisa: U-M1_F, U-M2_F, U-M4_F, U-M5_F y U-M6_F. Leyenda: U-M1_F
(NDs+AD+C.i); U-M2_F (NDs+AD+H:0,_5mI+C.i); U-M4_F (NDs+AD+TF+UR+C.i); U-M5_F
(NDs+AD+TF+C.i); U-M6_F (NDs+AD+AA+TF+C.j).

En todos los graficos de la Figura 61 se identificaron bandas de absorcion intensas en la
region del ultravioleta profundo (200-240 nm), asignadas principalmente a transiciones
del tipo ™ — m*. Estas bandas son tipicas de sistemas con enlaces conjugados C=C,
como los presentes en la estructura carbonada superficial de los NDs y en compuestos
aromaticos del extracto vegetal y el TF. La sefal aparecié notablemente intensa en U-
M6_F (amarillo) con la presencia combinada de AAy TF. La curva violeta (U-M2_F) con
la incorporacion de H202, mostrd una sefal bien definida correspondiente a una
transicion o — o*, propia de enlaces fuertemente polarizados como los O-O y O-H del
H202. Las muestras que contienen TF (U-M4_F, U-M5_F y U-M6_F) indicaron
transiciones n — 1 en la regién de 260—390 nm. Estas transiciones se originaron por la

presencia de grupos funcionales como C=0, -CONH: y —OH, provenientes tanto del TF
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como de los compuestos acompanantes (UR o AA), asi como de los metabolitos del
extracto vegetal. Finalmente, la muestra U-M4_F (rosado) registré una banda adicional
entre los 650710 nm, producto a una transicion m — 1" extendida. Estos analisis
evidenciaron un comportamiento similar al observado en los nanosistemas solamente

tratados con ultrasonido.

6.7.3. Analisis fotoluminiscente

En esta secciébn se analizaron las muestras U-M1_F (NDs+AD+C.i), U-M2_F
(NDs+AD+H,0O,_5mI+C.i), U-M4_F (NDs+AD+TF+UR+C.i), U-M5_F (NDs+AD+TF+C.i)
y U-M6_F (NDs+AD+AA+TF+C.i), seleccionadas por su destacada respuesta
luminiscente. Las mismas fueron tratadas inicialmente mediante ultrasonido y
posteriormente funcionalizadas con extracto del tallo de C.incisa, permitiendo asi evaluar
el efecto combinado de los compuestos activos, el tratamiento fisico y las biomoléculas
del extracto vegetal en la emisién fotoluminiscente. Es necesario sefalar que las Figuras
62b, 62e, 62j y 62m corresponden a ampliaciones de las zonas de menor intensidad de
los espectros de sus respectivas muestras, realizadas para resaltar detalles que no se
apreciaban claramente en la visualizacion completa.

Las muestras U-M1_F (Figuras 62ay 62b), U-M2_F (Figura 62dy 62¢), U-M5_F (Figura
62iy 62)) y U-M6_F (Figura 62/ y 62m) exhibieron un comportamiento espectral similar
tras su excitacién en el rango de 300—420 nm. La emision mas intensa se registré entre
650-800 nm, cubriendo el limite del espectro visible y extendiéndose hacia el NIR, una
region especialmente favorable para aplicaciones en bioimagen debido a la mayor
penetracion éptica de la radiacién en medios biologicos.

En estos sistemas, las excitaciones a 400 nm y 420 nm originaron las emisiones de
mayor intensidad, con maximos situados alrededor de 670 nm. De igual manera, las
incidencias a 360 nm y 380 nm generaron respuestas relevantes, aunque de menor
magnitud. También se detectaron emisiones en el rango UV-visible (350-600 nm),
aunque con intensidades considerablemente menores respecto a las observadas en el
NIR. Dentro de esta regién las mayores intensidades correspondieron a excitaciones de
400 nm y 300 nm en las muestras U-M1_F y U-M5_F, mientras que en U-M2_F y U-
M6_F fueron de 400 nm y 380 nm.

Finalmente, el espectro de U-M4_F (Figura 62g) también presenté emisiones en el UV-
visible y el NIR bajo excitaciones entre 300—420 nm. En el intervalo de 400-600 nm se

registraron bandas de baja intensidad, con maximos bajo excitaciones de 400 nm y 420
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nm. La regién comprendida entre 650-800 nm concentré nuevamente la emision mas

intensa, con picos definidos cerca de 660 nm y 730 nm inducidos por excitaciones de

400 nm y 420 nm respectivamente.
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Figura 62: Espectros de PL de muestras de NDs funcionalizados con C.incisa previamente
tratados con ultrasonido, registrados bajo distintas longitudes de onda de excitacion: (a-c) U-
M1_F; (d-f) U-M2_F; (g y h) U-M4_F; (i-k) U-M5_F; y (I-n) U-M6_F. Leyenda: U-M1_F
(NDs+AD+C.j); U-M2_F (NDs+AD+H202_5mI+C.i); U-M4_F (NDs+AD+TF+UR+C.i); U-M5_F

(NDs+AD+TF+C.i); U-M6_F (NDs+AD+AA+TF+C.).
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De manera analoga a los estudios realizados para las muestras tratadas unicamente
mediante ultrasonido, se explord la respuesta de estos sistemas ante excitaciones a 532
nm, 600 nm y 640 nm. Los espectros correspondientes (Figuras 62c, 62f, 62h, 62k y 62n)
mostraron un aumento considerable de las bandas de emision en comparacion con los
analizados en el Epigrafe 6.4.5, producto a la presencia de biomoléculas del extracto
vegetal.

Bajo excitacion a 532 nm se registrd la emision mas intensa en todas las muestras, con
sefales dominantes ubicadas alrededor de 690 nm. A medida que la longitud de onda
de excitacion aumentd a 600 nm y 640 nm, la intensidad de la emisién disminuyd, pero
la forma general del espectro y la localizacion de los maximos principales se mantuvieron
estables.

Una caracteristica distintiva fue la aparicion sistematica de pequefios picos definidos
entre 470-480 nm claramente visibles bajo excitaciones de 532 nm y 640 nm. Si bien
estas sefales presentan un desplazamiento hacia el azul respecto a los centros NV°y
NV~ documentados por Osipov et al. (2022), su perfil, su intensidad relativa y su
respuesta a las mismas longitudes de excitacion, marcan una correspondencia con
transiciones relacionadas a estos centros emisores. A diferencia del estudio de
referencia, que empled NDs de 100-200 nm obtenidos por molienda mecanica y
activados mediante irradiacion con haces de electrones, las nanoparticulas utilizadas en
este trabajo presentaron tamafos mucho menores (< 10 nm) y fueron expuestas a un
proceso de doble funcionalizacion. La presencia en las muestras de fases organicas de
baja miscibilidad, debido al extracto, provocé la formacion de dominios coloidales de
mayor tamano efectivo (aglomeracion localizada de los NDs). Aunque inicialmente estos
fueron dispersados y desagregados mediante ultrasonido, se reagruparon tras la
incorporacion del extracto volviéndose mas estable el entorno cristalografico.
Finalmente, la muestra U-M4_F mostré la menor intensidad de emisién y un
comportamiento distinto del resto, con pequefios picos definidos bajo las tres
excitaciones, centrados en 470 nm, 540 nm y 460 nm respectivamente. Ademas,
presentd bandas adicionales en la region de 660—750 nm que no se manifestaron con la

misma estructura en los espectros anteriores

6.7.4. Caracterizacion por STEM
El anadlisis realizado mediante TEM y SEM permitid6 evaluar las caracteristicas

superficiales y la distribucion de los NDs funcionalizados con extracto vegetal, presentes
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en las muestras U-M1_F, U-M2_F y U-M6_F. Las imagenes (Figura 63) obtenidas
revelaron diferencias significativas en el grado de aglomeracion, densidad de particulas,
uniformidad superficial y contraste estructural, debido a las condiciones de tratamiento y
composicion de cada muestra.

Se observo una distribucion heterogénea de particulas sobre la superficie. Las zonas de
mayor intensidad correspondieron a areas de mayor acumulaciéon de masa, indicando
una aglomeracion significativa. En comparacion con U-M1_F, las muestras U-M2_F y U-

M6_F presentaron grupos de particulas mas compactos y con mayor densidad.
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Figura 63: Andlisis de las muestras U-M1_F (a—c), U-M2_F (d-f) y U-M6_F (g—i) mediante TEM

(a, d, g), SEM (b, e, h) y distribucién del diametro equivalente de particulas. Los histogramas (c,

f, i) se obtuvieron a partir de las imagenes TEM. En todos los casos, la mayor concentracion de

particulas se encontré en el intervalo por debajo de 50 nm. Leyenda: U-M1_F (NDs+AD+C.i); U-
M2_F (NDs+AD+H>02 5mi+C.i); U-M6_F (NDs+AD+AA+TF+C.j).

El calculo del tamafo de particulas a partir de imagenes TEM se realizd6 mediante un
procedimiento digital estandarizado que incluydé segmentacién binaria, etiquetado de
regiones y estimacion del diametro equivalente bajo la suposicion de geometria circular.
Si bien esta estrategia permite comparar tendencias relativas entre muestras y evaluar
de forma cualitativa la dispersion morfoldgica, los valores obtenidos deben interpretarse
como estimaciones aproximadas y no como mediciones exactas '?°. El procesamiento

de imagenes se realiz6 utilizando la siguiente metodologia:

1. La imagen original fue convertida a escala de grises para facilitar la
segmentaciéon. Posteriormente, se aplicé el método de umbralizacion (95) de
Otsu para separar las regiones correspondientes a particulas del fondo.

2. Se eliminaron objetos con un area menor a 20 pixeles, ya que probablemente
corresponden a ruido.

3. Las particulas segmentadas fueron etiquetadas individualmente, y para cada una
se calculo el area A (en pixeles cuadrados) y el diametro equivalente D,

suponiendo una geometria circular. Este ultimo se obtuvo mediante la ecuacion:

100



Deqg = |— (5)

4. Para convertir los valores de pixeles a nanémetros (nm), se utilizé la barra de
escala incluida en la imagen. La barra indica una longitud de 100 nm, y fue
estimado que esta corresponde a aproximadamente 62 pixeles. Por tanto, el

factor de conversion fue:

100 nm
62 px

Factor de escala = ~ 1.61 nm/px (6)

Dgq(nm) = Deq (px) X 1.61 (7)

Debido a estas limitaciones, este analisis se presenta como una herramienta
comparativa complementaria y no pretende sustituir técnicas de caracterizacion como
DLS o AFM.

Los histogramas de tamafio de particulas (Figura 63c, 63fy 63i) evidenciaron diferencias
significativas entre las muestras analizadas. En U-M1_F, la distribucion se concentré
mayormente en el intervalo de 0 a 10 nm, aunque se detectaron algunas particulas de
mayor tamafo. En el caso de U-M2_F, la dispersion fue considerablemente mas amplia
con tamanos que alcanzaron hasta los 100 nm, reflejando una mayor heterogeneidad
derivada del tratamiento con perdxido. Mientras que U-M6_F mostré una distribucion
uniforme y bien definida, con la mayoria de las particulas por debajo de los 6 nm, lo que
pone en evidencia una funcionalizacion mas eficiente y una mayor estabilidad del

sistema.

6.8. Muestras funcionalizadas con extracto previamente tratadas con O3y
ultrasonido

6.8.1. Caracterizacion por FT-IR

En la Figura 64 se analizaron los espectros FT-IR de las muestras OU-M6_F, OU-M9_F,

OU-M10_F y OU-M12_F. Cada una fue previamente funcionalizada con diferentes

compuestos activos, tratada con Oz y 5 h de ultrasonido, y posteriormente funcionalizada
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con extracto de C.incisa. Las condiciones de ozonizacion fueron de 1.5 h para OU-M6_F
y OU-M9_F, y de 0.75 h para OU-M10_F y OU-M12_F.

Todas las curvas mostraron una senal O—H, aunque con una diferencia notable en su
posicion. En OU-M6_F esta banda se localizoé en 3565 cm™, mientras que en las demas
se desplaz6 hacia 3335 cm™,

La sefal en 2850 cm™ correspondid a una vibracion H-O—-H exclusiva de OU-M6_F. Sin
embargo, en las otras muestras esa misma regién present6 estiramientos C—Hx (2920 y
2850 cm™), lo que evidencié la presencia de cadenas alifaticas posteriores a la
funcionalizacion.

Todas las muestras conservaron los grupos funcionales clave en la regién de la huella
dactilar: enlaces C=0 (1730 cm™), C=C (1650 cm™) y N-H (1540 cm™), asi como
deformaciones CH, (1396 cm™), vibraciones C—N-C (1111 cm™). También aparecio la
sefal C—O-C del extracto vegetal en 1017 cm™. La banda en 730 cm™ indico la
presencia del enlace Co-N, evidenciando la conservacién del centro metalico de la
ftalocianina de Co.

2
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O-H -
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Figura 64: Espectro FT-IR de muestras de NDs funcionalizados con extracto del tallo de
C.incisa y previamente tratados con Og y ultrasonido: OU-M6_F, OU-M9_F, OU-M10_F y OU-
M12_F. Leyenda: OU-M6_F (NDs+AD+H202_5mi_1.5h_0O3); OU-M9_F (NDs+AD+TF_1.5h_03);
OU-M10_F (NDs+AD+TF+AA_0.75h_0O3); OU-M12_F (NDs+AD+TF+UR_0.75h_O3).
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6.8.2. Caracterizacién por UV-Vis

Para el analisis espectroscopico UV-Vis, se prepararon las muestras de NDs
previamente funcionalizados con compuestos activos, sometidos a tratamiento con Osy
ultrasonido, y finalmente funcionalizados con extracto de C.incisa. Cada muestra fue
obtenida a partir de su solucién original extrayendo 40 pl, los cuales se diluyeron en 2.5
ml de AD dentro de celdas de cuarzo.

La concentracion de NDs se mantuvo constante en todas las muestras (Cnps=0.0157
mg/ml). De igual manera, las concentraciones de los compuestos activos afadidos en
OU-M9_F (TF), OU-M10_F (TF y AA), y OU-M12_F (TF y UR) fueron uniformes, siendo
estas Ctr=Caa=Cur=0.00157 mg/ml.

s T — OU-M6_F
% oo — QU-M9_F
|/ OU-M10_F
I‘ OU-M12_F
44 | .
"6.‘ T—TC
5 /
- (
B34
c
|
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<
1 -
0 - T T — T T T T T T
200 300 400 500 800

Longitud de onda (nm)

Figura 65: Espectro UV-Vis de muestras de NDs previamente tratados con O3 y ultrasonido, y
finalmente funcionalizados con el extracto vegetal: OU-M6_F, OU-M9_F, OU-M10_F y OU-
M12_F. Leyenda: OU-M6_F (NDs+AD+H>02_5ml_1.5h_QO3); OU-M9_F (NDs+AD+TF _1.5h_0O3);
OU-M10_F (NDs+AD+TF+AA _0.75h_O3); OU-M12_F (NDs+AD+TF+UR_0.75h_0O3).

En la Figura 65 la muestra OU-M6_F (azul) que contenia H202 como unico compuesto
activo, registré una intensa banda de absorciéon en el intervalo de 200-220 nm,
correspondiente a una transicion ¢ — ¢, tipica de enlaces O-O y O-H altamente
energéticos y presentes en peroxidos. Las otras tres muestras que incorporaron el
compuesto aromatico TF, reflejaron un comportamiento espectral caracteristico
dominado por transiciones T — T*, con maximos definidos entre 195-220 nm y una
segunda banda de menor intensidad entre 230-260 nm. La intensidad mas alta se

identificé en OU-M12_F (lima), que contenia ademas UR.
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6.8.3. Analisis fotoluminiscente

En este grupo de muestras tratadas mediante Os, ultrasonido y funcionalizacién con

extracto de C.incisa, se obtuvo una respuesta fotoluminiscente con sefiales distribuidas

principalmente en las regiones UV-Vis del espectro. Los maximos de emision se

localizaron entre 480-540 nm, con bandas amplias y bien definidas.

La informacién espectral mas significativa se obtuvo al utilizar longitudes de onda de

excitacion dentro del rango UV-A (315400 nm). En OU-M6_F (Figura 66a) la mayor

intensidad se registré con excitacion a 380 nm, mientras que a 360 nm se observo una

respuesta ligeramente menor. En OU-M9_F y OU-M10_F (Figuras 66¢c y 66e) la maxima

emision se alcanzé con 400 nm y ademas a 380 nm. OU-M12_F (Figura 66g) mostré su

mayor emisién bajo excitaciones a 400 y 420 nm y presentd bandas adicionales de

menor intensidad ubicadas entre 650—720 nm.
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Figura 66: Espectros de PL de muestras de NDs funcionalizados con C.incisa previamente
tratados con Oz y ultrasonido, registrados bajo distintas longitudes de onda de excitacion: a) y
b) OU-M6_F; c) y d) OU-M9_F; e) y f) OU-M10_F; y g) y h) OU-M12_F. Leyenda: OU-M6_F
(NDs+AD+H202_5ml_1.5h_QO3); OU-M9_F (NDs+AD+TF _1.5h_0Oz3); OU-M10_F
(NDs+AD+TF+AA_0.75h_0O3); OU-M12_F (NDs+AD+TF+UR_0.75h_O3).

Bajo excitaciones a 532, 600 y 640 nm (Figuras 66b, 66d, 66fy 66h), no se observo el
comportamiento de los sistemas tratados con ultrasonido y funcionalizados con extracto.

En su lugar, los espectros fueron analogos a los registrados en los grupos sin extracto.
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES

La presente investigacion logré cumplir de manera integral el objetivo general. Se
obtuvieron NDs con propiedades fotoluminiscentes mediante sintesis verde que integré
tratamiento ultrasénico de forma aislada, exposicion combinada con Os, y procesos de
funcionalizacién con compuestos molecularmente organicos y de origen natural. La
emision luminiscente de estas nanoparticulas mostré tonalidades que abarcaron desde
el verde-lima hasta el rojo, rosa-naranja e incluso azul tenue. De igual forma, se

alcanzaron los objetivos especificos:

1. La caracterizacion estructural de los NDs obtenidos por via hidrotermal mediante
HR-TEM y SEM permitié confirmar su naturaleza nanocristalina, con dominios
definidos y tendencia a la aglomeracion. El analisis FT-IR complementd estos
resultados al revelar una superficie rica en grupos funcionales como O-H, C-H,
C-0, C=0, COOH, C=C, C-C, C—Hx, demostrando asi la veracidad del material
con lo reportado en la literatura.

2. La modificacion superficial de los NDs mediante sintesis asistida por ultrasonido
empleando AA, TF, UR y H,0,, permitié incorporar funcionalidad quimica
adicional sobre la superficie de las nanoparticulas. El analisis por FT-IR confirm¢
la formacién de nuevos grupos: N-H, C—N, CONH,, C—H, y Co—N, resultado de
la interaccién con estos agentes funcionales.

3. La activacién fotoluminiscente inducida por tratamiento ultrasénico fue limitada.
Solo dos de las siete muestras fueron activas (U-M6 y U-M7), por lo que el
ultrasonido por si solo no es suficiente para inducir centros emisores con alta
eficiencia.

4. La combinacion de Os y ultrasonido demostrd ser mas eficaz en la activacion
fotoluminiscente de los NDs. Seis de las diez muestras emitieron luz visible de
color verde-lima con alta intensidad (OU-M8—OU-M13) debido a la accion entre
el Os, que introduce oxidacion superficial controlada, y el ultrasonido, que

favorece la desaglomeracion y la reactividad quimica.
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5. La estrategia que integra Os y ultrasonido permiti6 optimizar el proceso de
modificacion superficial, reduciendo el tiempo de procesamiento de 20 h a menos
de 7 h.

6. La funcionalizacién con extracto vegetal enriquecio la estructura de los NDs,
mejorando la respuesta Optica de las muestras. Su aplicacion con volumenes
minimos (50 pL) sobre siete muestras tratadas previamente con ultrasonido y
diez con tratamiento combinado, generd sefial fotoluminiscente en todos los
casos. En muestras que ya emitian, la intensidad aumenté por la contribucién
conjunta del extracto y los centros emisores preexistentes; en aquellas que no
presentaban emision previa, esta aparecioé tras la funcionalizacién, provocada por
los compuestos bioactivos del extracto. Asimismo, se observaron cambios
estructurales en la superficie de los NDs funcionalizados, con la aparicién de
nuevos grupos funcionales compatibles con interacciones covalentes y no
covalentes como: C-O-H.

7. La caracterizaciéon de los NDs funcionalizados mediante FT-IR, UV-Vis y STEM
permitié establecer relaciones directas entre el tipo de tratamiento aplicado, los
cambios en la superficie del material y su comportamiento fotofisico. Los
espectros FT-IR mostraron la incorporacion de grupos funcionales relacionados
con oxidacién y funcionalizacion nitrogenada, que variaron segun el agente activo
utilizado. En UV-Vis se identificaron transiciones electrénicas m — m*, n —» m*y
0 — o* propias de estructuras conjugadas (C=C) y grupos C=0 y amida. Mientras
que los andlisis STEM de las muestras funcionalizadas con extracto vegetal y
tratadas por ultrasonido mostraron una distribucién heterogénea de particulas,
con zonas de alta intensidad correspondientes a regiones aglomeradas, a pesar
de los procesos de limpieza realizados a los sistemas.

8. La emision fotoluminiscente de los NDs funcionalizados se extendié a lo largo de
todo el espectro electromagnético (desde el UV hasta el NIR). La funcionalizacion
de los NDs con extracto de Cissus incisa permitio desplazar la respuesta 6ptica
del extracto, originalmente concentrada en la region UV-C (200-280 nm), hacia
el rango UV-A (320—400 nm), donde se obtuvo una emisién luminiscente mas
eficiente. Se confirmd la formacion de centros NV~ en muestras tratadas con

ultrasonido y funcionalizadas con extracto vegetal.
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CAPITULO 8: RECOMENDACIONES

Con base a los resultados obtenidos y el analisis detallado de las propiedades

estructurales, opticas y morfolégicas de los NDs con comportamiento fotoluminiscente,

se plantean las siguientes recomendaciones para trabajos futuros:

1.

Evaluacion biolégica y pruebas de biocompatibilidad

Dado el potencial biomédico de los NDs funcionalizados, es crucial realizar
ensayos in vitro e in vivo que validen su compatibilidad celular, ausencia de
citotoxicidad y estabilidad en medios fisioloégicos. Estos ensayos seran
fundamentales para validar su uso en sistemas de imagen, terapia dirigida y
plataformas terandsticas.

Anadlisis de estabilidad coloidal a largo plazo

Para favorecer la viabilidad de uso en condiciones reales, es importante evaluar
la estabilidad coloidal de las muestras bajo diversas condiciones de pH, fuerza
ionica, temperatura y medios biolégicos simulados.

Diversificacion de fuentes vegetales

Se plantea explorar la funcionalizacion de NDs con otros extractos vegetales
ricos en metabolitos bioactivos, como flavonoides, terpenoides y compuestos
fendlicos. Esta linea permitiia comparar la eficacia de distintas matrices
naturales y ampliar el espectro fotoluminiscente bajo un enfoque sustentable de
quimica verde.

Proyeccién de aplicaciones en biomedicina y tecnologia avanzada

Se propone avanzar hacia la exploracién de posibles aplicaciones de los
nanosistemas obtenidos en areas como la biomedicina, la optoelectrénica y el

diseno de biosensores.
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Cissus incisa in theraphthal-containing media. MRS  Advances.
https://doi.org/10.1557/s43580-025-01123-z

SPRINGER NATURE Link

Findajournal  Publishwithus  Track yourresearch Q Search

Home > MRS Advances > Article

Synthesis and characterization of
fluorescent nanodiamonds (FNDs) by
functionalization with Cissus Incisain

theraphthal—containing media

Original Paper | Published: 10 January 2025
(2025) Citethisarticle MRS Advances

Aims and scope -
Submit manuscript >

LauraV. Lopez De Arriba, Oxana V. Kharissova, Deyani Nocedo Mena & Boris |. Kharisov 5

Access this article

g) 46 Accesses Exploreall metrics -
Login viaaninstitution ->

B. Contribuciéon a capitulo del libro "Avances Cientificos y Tecnolégicos en
México I"
Kharissova, O. V., Lopez De Arriba, L. V., Nocedo Mena, D., & Martinez Santiago, M. R.
(2024). Obtencion de la luminiscencia de nanodiamantes funcionalizados con Cissus
genus. En C. E. Solano Sosa, M. E. Sdnchez Morales, G. V. Vazquez Garcia, A. Martinez

Garcia, & A. M. Garcia (Eds.), Avances cientificos y tecnolégicos en México IV (pp. 217—

121


https://doi.org/10.1557/s43580-025-01123-z

226). Centro de Investigaciones en Optica, A.C.

https://cio.mx/avances cientificos tecnologicos mexico 2024.php

AVANCES CIENTIFICOS ¥ TECNOLOGICOS ENMEKICD | CENTRO DE INVESTIGACIONES EN GRTICA, A. C.
OBTENCION DE LA L DE ITES IZADOS CON
( I . CISSUS GENUS

@ CONAHCYT

AVANCE S C IENTiFIC O S 'Faculad de Ciencias Fisico Matermalicas, Universidad Autinoma de Nuevs Leta.
Y TECNOLOGICOS EN MEXICO I oo e i

RESUMEN

Los nanodiamantes (ND). estrucluras de carbono 8 escala nanométrica, exhiben propiedades
quimicas, oplicas y biolgicas excepconales. Se caraclerizan por su biocompatbildad, baja
towicidad, nercia quimica, gran supericie en relacicn con su volumen y lamafio peguedia (4-5 am de
didmetrn), o que les permile tener un valor potercial para aplicacianes nlédx.as ¥ bivlagicas. Los
(FNDs) ban Stin en imagen y
rasireo de céluias, empleando particulas de Larbulm con exLelenl.es propiedades dplicas ¥
biccompativilidad, moestrando asi gran promesa como wehiculos de Eberacidn de Rrmacos,
marcadores Aucrescentes ¥ ransparte de proleinas. El presents trabajo realiza b funcionalizacion
de FND= con el extracts de planta medicinal Cissus incisa (oblenido del tallo) para enfiquecer sus
& b CEEY lizacion, los ND {0.01 g) h dos
can: 1) salucin de 10 mi de agua destilada y 2.5-5 ml de agua odgenada, 2) 0001 g de teafts, 5)
0.001 g de beraftal y 0.001 g de ures. En bodos ls casas, fue aplicadn  ullrasonido (35 kHz) durante
1520 horas. Posteriormente, as muesiras fusron Ia adas y exiraid 1.0 mil de cada una de ellas
para lunciongizarias con o exiractn de Cissus incisa, en diferenles contidades 5 y 50 pl. Las
i ablenidas fueran terizadas mediante Especiroscopia de FTIR, Especiroscopia
de Unbvig, Microscopia Elecirénica de Barido (SEM) y Microscopia Elecirdnica de Transmisicn
(TEM). Fue chasrvada la presencia de la luminiscencia de color rojo y verde en WD funcionalizados
{58 nm) con el exiracto de |a planta. Las nanoestruciuras obtenidas no tienen todcidad y se pueden
aplicar para desarrollar sislemas de Eberacion de farmacos mds eficenies y seeclivos, como
marcadones uorescenles, enlre olros.

Oxana Vasslievna Kharissova', Laura Verenis Lpez De Arriba’, Deyani Nocedn Mena® y Misasl
Rodrigo Martinez Santiags!

INTRODUCCION

Los N son una version nanosctpica del carbano [C) sp? (clisler isiraddica) que cormbinan las
progisdades singulares del diamante con lss venlsias de las nanopanicdlss, mostande gran
potencial en la adaplacion de compartamientos mecinicas [1]. Presenlan na estruelua de nicso-
capa, consistiends #n un piden de damants fermada por Stomas de C en conligurasian sp%, y una
capa exlama simiar al grafiln con Memas de C en configueacion sp?. La suparficie de los ND est
funcionalizada eon varios grupes, lo que s permite estabiizarse en soluciones Acuesas y fanmsa
compijos eon medicamentos salubles en agua. Ouimicamenls estss nanoestruclirss de C Son
inerles y possen Lna alla resslencia 4 sentes caresives come HNO:, HOI y HaB0u, mcluido & la
radiacién y al ozono. Eslos ND Genen una densidad de 3.5 giom? y su superl'ur.- e allaments
funcionalizable mediante dversos métodos, i guimicas, ficees. Esta
eapacidad de modifcacion permile 1 unisa de pripes funcienales come los t.arhuuius asencialis
para la inferaceion cen Acides mclsieos, antigenos y proleinas [2).

Las particulas primarias de ND de deonacion fenen un tamai de 4-5 nm, suelen tener forma
esférica y son naluralments no Lxicas [3], esla propiedad se basa en la fliraciin de C sp2. Ademas,
poseen propiedades anbbacleranas nolables, y aguelios no luarescentes pueden transfarmarse en
fuarescentes mediante la adician de polimeros miniscentes a su superficie. Una de las impurezas
s frecuentes en | esirciura de s ND es e nilégena (N), que foerma defecios de vacancia-
nilrégena (V- (Figura 1). Esios defectos son e fie la emisicen de 1 lons
rojos o mivarjos cercanos al damante. Este se criging cuando un dlomo de N reemplaza a un

TOMO IV FISICO MATEMATICAS ¥ CIENCIAS DE LA TIERRA PAGINA 217

C. Divulgacién cientifica

i. XXl Encuentro de Participacion de la Mujer en la Ciencia — Leén, México

XXI encuentro
Participacion ge [, @ CONAHCYT *

Mujer
==Clencla

aIe -

Crorga el prosente

pordu valicsa parlicpaciin a:

Oxana Vasilievna Kharissova, Laura Verenis Lopez De Arriba, Deyani Nocedo Mena y Misael
Rodrigo Martinez Santiago

Por el trabajo:

OBTENCION DE LA LUMINISCENCIA DE NANODIAMANTES FUNCIONALIZADg
GENUS

Maria Eles

Bidloga

Dra. Amalia Martinez Garcia Dra. Cristina E. Solano Sosa
Directora General del CIO Investigadora Jubilada
Representante del Comité Organizador

122


https://cio.mx/avances_cientificos_tecnologicos_mexico_2024.php

II.

IMRC 2024 — Cancun, México

Sociedad Mexicana
de Materiales A.C. e ————

August 2024

TO WHOM IT MAY CONCERN
Present

This is to certify that Laura Verenis Lopez de Arriba, Misael Rodrigo Martinez
Santiago, Oxana Vasilievna Kharissova, Deyani Nocedo Mena, Boris lldusovich
Kharissov  presented the contribution: SURFACE FUNCTIONALIZATION OF
FLUORESCENT NANODIAMONDS (FNDs) FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS as Poster
modality, in the E4. Nanomaterials for Drug Delivery, Imaging and Immuno-
Engineering Symposium at the 32nd International Materials Research Congress held
in Cancun, Mexico from August 18th to 23th, 2024.

Sincerely,

Jesis Gonzdlez Hernandez
President

123



iii.  XXIl Encuentro de Participacion de la Mujer en la Ciencia — Leén, México

paxn’fgp;mn": n ~ CienciayTecnologia 45 ¢
UJer SrTICA S B v . @ G ¥ LEON VRSN DTermanova s o, ) ¥
“"’Clenc1a
@ 0(07@ a/ /n:dmle
econceomeento
/mc du valicsa /a/dw%am'ﬂ @:

Deyani Nocedo Mena, Oxana V Kharissova, Romeo Selvas, Laura Verenis Lépez De Arriba,
Brandom Ocan?as Morales, Juan Luis Morales Landa
Por el wabajo:
PROPIEDADES OPTOELECTRONICAS DE NANODIAMANTES FUNCIONAL]ZADO?
EXTRACTOS VEGETALES /

XXII encuentro

Participacion e, () CienciayTecnologia 45 (0.
MUJeI‘ oPTICA IS KN .. @) O ¥ LEON VMBS DTerranova e cscs 4] %
=*Ciencia

@twyme//mm
Feteitioni
por du valicsa particpacion a

Deyani Nocedo Mena, Oxana V. Kharissova, Laura Verenis Lépez De Arriba, Luis Pablo

Doria Cuellar y Leticia Gonzalez-Maya
Por el trabajo:

INFLUENCIA DE LA FUNCIONALIZACION CON EXTRACTOS VEGETALES EN LA
CITOTOXICIDAD Y ESTABILIDAD DE NANODIAM7NTES

Ly

Maria Tervw Gutkérres dv MacGrowor
-y

|/

124



iv. 4% Coloquio Interdisciplinario de Posgrado

La UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

a través de la Facultad de Ciencias Fisico Matematicas

otorgaa

Laura Verenis Lopez De Arriba

el presente

RECONOCIMIENTO

Por su valiosa participacion con el Poster “Influencia de los
tratamientos con ultrasonido y ozono en la activacién de la
luminiscencia de nanodiamantes”, durante el 4to. Coloquio
Interdisciplinario de Posgrado, que se llevé a cabo del 28 al 31 de
abril del presente afio, en nuestra Facultad.

“Alere Flammam Veritatis”
Ciudad Upjversitaria a 28 de abril de 2025.

‘;ili(.)\\\v-
Dr. Atilano Martinez HuertapaCULTAD DE CIENCIAS
Director FISICO-MATEMATICAS

125



D. 52 Edicion del “Premio a la Innovacién Social Hambre Cero Nuevo Leén”

FACULTAD DE CIENCIAS FISICO MATEMATICAS

Ctorgo ala:

L.F. Laura Verenis Lopez de Arriba

el presente

Reconocimiento

Far cblensr el ler. legar en lo 5° Ed cidn del "Premio a ko Innovacidn Social
Hambre Cere Mueve Lledn” con el proyeclo "Un nanoestimulodor con
propledades anficddantes para el crecimients acelerade de raices y rdpida
germinacion de las semilas™.

"Alere Flammam Veritalis"
Ciudad Universitaria a 17 de oclubrgie:

Dr. Alvaro mgﬁf::a.ﬂaa Fi

Subdrector da Posgrade PUSLAADORICE

gzsgs |

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
.

P
AD DE CMMCIAS
ATEMATICAR

- e . T
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON /4
FACULTAD DE CIENCIAS FISICO MATEMATICAS /,

Premioala

!ll:mbnarouuml.aén

ot szt como capft e e TP
?mraamnmd




