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1. RESUMEN

Los recientes avances en marcadores sefialan el uso de nanomateriales con el
objetivo de mejorar sus propiedades, por lo que para la elaboracion del marcador
fluorescente se funcionalizaron nanodiamantes con puntos cuanticos de sulfuro de
zinc, considerando las ventajas individuales de ambos constituyentes. Los
nanodiamantes contienen varios grupos funcionales en su superficie, tienen alta
area especifica, son liposolubles y biocompatibles, mientras que el sulfuro de zinc
(ZnS), es un semiconductor que presenta alta fluorescencia en longitudes de onda

del ultravioleta.

La caracterizacion del nanodiamante (ND) sin funcionalizar y una vez funcionalizado
se llevé a cabo por varias técnicas las cuales incluyeron, Microscopia Electrénica
de Transmisién (MET) con Sistema de Energia Dispersiva (EDS), Difraccion de
Rayos X (DRX), Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR),

analisis elemental y espectroscopia de fluorescencia, entre otras.

Se realizaron dos procesos de sintesis para la obtencion del complejo
funcionalizado, una denominada ND-ZnS y otra ND+ZnS, encontrando similares
intensidades de fluorescencia para ambas sintesis, las reacciones para generar el
complejo ND-ZnS se llevan a cabo en una sola etapa, mientras que la formacion del

complejo ND+ZnS requiere de dos etapas.

De las sintesis utilizadas, la primera genera menos residuos que la segunda
y requiere de un menor nimero de reacciones, por lo que seria la sintesis a
elegir, ademas el incremento relativo de la fluorescencia es 76.3% mayor para los
compuestos funcionalizados con respecto a los nanodiamantes y puntos cuanticos

individuales.

El marcador fluorescente obtenido es un marcador silencioso, ya que presenta

emision en el espectro del ultravioleta.



2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1 Nanotecnologiay sus campos de aplicacion.

La nanotecnologia es un campo de las ciencias y la tecnologia en las que convergen

la ingenieria, quimica, biologia, medicina y otras.

El cientifico Japonés Norio Taniguchi, utiliz6 por primera vez el término
nanotecnologia en el afio 1974, en la que define a la nanotecnologia como el
procesamiento, separacion y manipulacion de materiales atomo por atomo (Avila,
2016). La nanotecnologia es un campo muy amplio y heterogéneo en el que se
disefian, producen, estudian y aplican estructuras, componentes y sistemas
manteniendo un control sobre sus elementos constituyentes (atomos, moléculas o
macromoléculas, clister, etc.) a nivel nanométrico; de tal manera que dichas
estructuras, componentes o sistemas posean al menos una propiedad caracteristica
nueva o mejorada debido al tamafio de sus cristales 0 granos constituyentes
(Quispe, 2009).

Los materiales, particulas y estructuras estudiados por esta disciplina deben tener
al menos una dimension espacial inferior a los 100 nm, y se denominan
nanomateriales. A esta escala se observan fendmenos totalmente nuevos,
optimizados y se rigen bajo las leyes de la mecanica cuantica. Estas propiedades
dependen en mayor medida de la superficie del material, y entre mas pequefia sea
la particula, tendrd mayor area especifica, la cual es una propiedad de los sélidos
gue hace referencia a la relacion entre el area superficial total y la masa del sélido,

volumen en bulk o area de la seccién transversal (IUPAC, 1997).

2.2 Nanomateriales

Los nanomateriales son uno de los productos principales de la nanotecnologia y

tienen varias aplicaciones en areas como electronica, cosmética, textiles,



informatica, proteccion al medioambiente y cuidado de la salud. La descripcién de

un nanomaterial debe incluir el tamafio medio de sus particulas.

Los nanomateriales pueden ser orgénicos, inorganicos o hibridos y presentarse
como agregados atdémicos, particulas, fibras, peliculas delgadas, materiales
compuestos, todos a nivel de la nanoescala (Quispe, 2009), donde destacan los
compuestos base carbono, los cuales han sido y siguen siendo ampliamente
estudiados y utilizados (Public Health, 2009).

2.3 Nanoparticulas - Nanodiamantes (ND) y puntos cuanticos.

Las nanoparticulas, funcionalizadas con diferentes biomoléculas, han sido
exitosamente utilizadas en varias aplicaciones debido a su versatilidad, facilidad de
sintesis quimica, baja toxicidad, y propiedades biofisicas Unicas (Samantha et-al,
2018).

La capacidad excepcional de los &tomos de carbono para formar enlaces covalentes
fuertes en diferentes estados de hibridacion, es decir, sp, sp?y sp?, les permiten
construir una amplia gama de estructuras quimicas como los nanodiamantes,

fullerenos, nanotubos de carbono, grafenos, etc. (Tapia et-al., 2016).

Dentro de las nanoparticulas destacan los nanodiamantes, los cuales han sido
objeto de estudio para aplicaciones industriales, médicas, de diagndstico,

electronicas, entre otras (Nunn et-al., 2017).

Las particulas de carbono pueden ser pasivadas superficialmente por moléculas
organicas e inorganicas para exhibir fluorescencia en el espectro visible con solo
excitar un par de fotones, esto nos lleva a lograr més altos rendimientos cuanticos
de fluorescencia (Sun et-al., 2008). Los nanodiamantes presentan fluorescencia la
cual se debe a los defectos en la red cristalina, causados principalmente por la
sustituciéon de un atomo de carbono del nanodiamante por un nitrégeno y esto

depende directamente del método de sintesis.



Por otra parte, el tamafio del nanodiamante es importante, ya que se ha demostrado
que de 4 a 6 nm es biocompatible (Gupta, 2017); han sido utilizados como
suspensiones coloidales de particulas con estas dimensiones y se ha observado
gue son menos téxicos en el cuerpo humano que otros compuestos alotropicos de

carbono (Mochalin et-al., 2012).

Afortunadamente hasta ahora, no se han reportado efectos citotéxicos para el caso
de nanodiamantes, lo cual se ha demostrado de forma consistente tanto en estudios
in vitro (cultivo de células) (Schrand, Hens, & Shenderova, 2009) como in vivo
(animales) (Cao et al., 2012). Mas importante aln, no se ha demostrado que la
funcionalizacion de la superficie adicione toxicidad a los nanodiamantes (Lai &
Barnard, 2015).

Ademas, se sabe que la fraccidbn de la energia superficial aumenta con la
disminucién del tamafio de particula (Spitsyn et-al., 2005) lo que permite que haya
mayores fuerzas de atraccién y repulsion entre las moléculas. Otra caracteristica
importante es que los nanodiamantes son estables y se dispersan en agua, tienen

escalabilidad y presentan elevada absorcion (Landeros-Martinez et-al., 2017).

Una de las caracteristicas clave de los nanodiamantes (ND), en comparacion con
otras nanoparticulas, es su quimica de superficie que puede abrir amplias

posibilidades para la funcionalizacion.

Los nanodiamantes pueden ser producidos por varios métodos de sintesis, los mas
comunes son por detonacién (DNDs), donde se obtienen tamafios de particulas con
un rango de 3 — 6 nm, por Alta Presion Alta Temperatura (HPHT), para realizar
peliculas sintéticas de diamantes, obteniendo cristales mas grandes, mas definidos
y con menos defectos (Petit & Puskar, 2018), y por deposiciéon de vapor quimico
(CVD), por sus siglas en inglés, el cual es un método que se basa en crear un
plasma de carbono encima de un substrato sobre el cual los &tomos de carbono se
depositan. Actualmente, los nanodiamantes pueden ser sintetizados en gran

cantidad y a un costo relativamente bajo por HPHT (Alfaro, et-al, 2006)
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nanodiamond

Figura 1 Grupos presentes en la superficie de nanodiamante (Krueger & Lang, 2012) .

Los nanodiamantes son particulas de gran interés debido a su tamafio y los
numerosos grupos funcionales que se pueden generar en su superficie, como se
observa en la Figura 1 (Pichot et-al., 2017). Todas estas caracteristicas permiten la
modificacion de su superficie con grupos funcionales a través de enlaces covalentes
y no covalentes para la unibn de moléculas que son agentes relevantes en estas
nanoparticulas ya que pueden cambiar sus propiedades individuales y tener
diversas aplicaciones. Estos grupos funcionales en el ND también pueden
interactuar electrostaticamente o quimicamente con otras moléculas para llevar a
cabo una interaccion especifica. La interaccion electrostatica o los enlaces de
hidrogeno entre alguna molécula especifica y un grupo carboxilico o hidroxilo del
ND son ejemplos de lo que se denomina funcionalizacion (Landeros-Martinez et-al.,

2017), como se muestra en la Figura 2.

0
o]
- 0 { Y Aminoéacido
n* .)\\

H* ‘/’!I E Nanodiama
Q:L .

PN

H/ 04\0): © " *{' *H/ |

Figura 2 Los grupos funcionales de la superficie del nanodiamante pueden interaccionar
electrostaticamente o por medio de enlaces con otras moléculas, por ejemplo, proteinas.

H)
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La funcionalizacion consiste en la modificacion de la superficie, mediante técnicas
guimicas o fisicas, generando grupos funcionales, sitios con carga o radicales como
carboxilos, hidroxilos, aminos, que luego pueden reaccionar con moléculas tales
como antibidticos, proteinas, metales, moléculas de reconocimiento, moléculas

fluorescentes, puntos cuanticos etcétera.

Otra nanoparticula importante son los puntos cuanticos o quantums dots (QD), estos
son un tipo especial de semiconductor, con diametros que oscilan entre 2 nm y 6
nm. Debido a este tamafio, exhiben propiedades especificas diferente de aquellos
materiales en bulk. Cuando estos puntos cuénticos son irradiados con cierta energia
externa como luz o calor, emiten un electron de la banda de valencia a la banda de
conduccion, permitiendo que al regresar a la banda de valencia emita radiacion en
una longitud de onda caracteristica y fija (Quispe, 2009). Al alterar el tamafio de
cristal con la adicidon o sustraccion de atomos, se modifica la distancia entre las
bandas de conduccién y de valencia, y con ello la energia asociada a la transicion
de los electrones, haciendo posible controlar el color de la luz emitida por el punto
cuantico.

Los puntos cuénticos se utilizan en una amplia gama de aplicaciones, como en
bioimagen de células vivas, células fijas y etiquetado de tejidos y biosensores de
alto rendimiento (Verma rt-al., 2017). Su alto brillo, duradero, y la luminiscencia los
distingue de los colorantes de fluorescencia convencionales y estan siendo
desarrollados para una variedad de aplicaciones biolégicas, incluyendo ensayos
fluorescentes para drogas, deteccidn de enfermedades, seguimiento de proteinas

individuales e informes intracelulares.

2.3.1 Sulfuro de Zinc (ZnS)

Dentro de las puntos cuanticos es de particular interés el sulfuro de zinc (ZnS), la
cual es una sal inorganica con propiedades fotoluminiscentes, esto es, brilla en la
oscuridad al recibir un estimulo de luz o calor, especialmente luz ultravioleta y

también presenta bajos indices de radiactividad.
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Este punto cuantico presenta dos tipos de estructura, blenda o esfalerita, que
corresponde a la estructura cristalina cubica centrada en las caras y wurtzita que

es la estructura hexagonal, mostradas en la Figura 3 (Labiadh & Hidouri, 2017).

(a) O N
Al ¥ %
] I AEEEEEE T ;

& /l | 1
/ / < )
n S

Figura 3 Estructura cristalina del ZnS a) blenda o esfalerita y b) wurtzita.

Las nanoparticulas de ZnS con diferentes biomoléculas pueden generar diferencias
en la intensidad de fluorescencia y emision fluorescente (Li et-al., 2009), una forma
de medir esta emision fluorescente es con el rendimiento cuantico, el cual es la
relaciéon entre el nUmero de moléculas que emiten fluorescencia respecto al nimero

total de moléculas excitadas.

El rendimiento cuantico de fluorescencia y emision de longitud de onda estan muy
influenciados por el tamafio de particula, que esta directamente relacionado con su
método de preparacion, la naturalezay la proporcién del elemento dopante (Labiadh
& Hidouri, 2017).
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2.4 Marcadores fluorescentes

Las nanoparticulas como el nanodiamante cumplen con caracteristicas que los
hacen aptos para su aplicacion como marcadores fluorescentes, si son

funcionalizados con sulfuro de zinc o compuestos con caracteristicas luminiscentes.

Un marcador fluorescente es una molécula que puede ser detectada por algun
meétodo analitico u Optico, su estructura debe ser simple, contener grupos aceptores
y donantes con presencia de un grupo reactivo apropiado y especifico que permita

una conexion facil a macromoléculas.

Los puntos cuanticos son utilizados como una nueva clase de marcadores
fluorescentes, debido a que pueden ser excitados por fuentes de luz que cubren un
amplio rango espectral, desde el ultravioleta hasta la region del infrarrojo cercano.
Esta clase de marcadores presenta grandes ventajas sobre los convencionales,
como alto potencial de deteccion, emision de fluorescencia en longitudes de onda
multicolores, alta fotoestabilidad y sencillos procedimientos de preparacion (Silva do
Nascimento et al., 2019).

Los marcadores fluorescentes pueden aplicar como marcadores silenciosos porque
son invisibles a la luz ambiente, pero pueden ser facilmente detectados por su

fluorescencia, lo que ofrece muchas ventajas respecto a los productos de color.

Las caracteristicas fisicas y quimicas mas importantes para los marcadores son la
transferencia de carga intramolecular, fluorescencia brillante, rendimiento cuéntico,
estabilidad quimica, asi como una fuerte absorcion y emisién bajo excitacion
(Krawczyk, et-al, 2018).

2.5 Aplicaciones de los marcadores fluorescentes

Los marcadores se utilizan regularmente para detectar el fraude y la adulteracion
en el combustible, asi como para rastrear los productos en una cadena de

distribucion. Silva y su equipo de trabajo probaron el CdSe, que son nanocristales

14



fluorescentes semiconductores o puntos cuanticos, como una nueva clase de
marcadores de combustible. Esta clase de marcadores presenta grandes ventajas
sobre los convencionales, como el potencial de deteccion alto, la emision de
fluorescencia en longitudes de onda multicolores, fotoestabilidad alta vy

procedimientos de preparacion sencillos (Silva do Nascimento et al., 2019).

El marcador usualmente consiste en una molécula agregada al aceite que puede
ser detectada por algun método analitico. EI método de deteccion puede ser por

absorcién electronica o por espectroscopia de fluorescencia.

Debido a que el CdSe puede ser excitado por un amplio rango espectral, se evita
con esto, la interferencia de la autofluorescencia en la region azul de las moléculas

organicas de combustible, que pueden surgir bajo la excitaciéon UV.

Un marcador ideal debe cumplir con varios requisitos técnicos para ser aceptado
comercialmente. Segun la literatura, el marcador deber ser una sustancia
cuantitativamente identificable con una concentracion no mayor a 1 mg kg* cuando
se agrega al combustible (Industry Meeting for Sustainability, 2012). Este criterio
garantiza que el marcador no interfiere con caracteristicas fisicoquimicas del
combustible o con el manejo seguro de este (Silva do Nascimento et al., 2019).
También la estabilidad del nanomarcador a lo largo del tiempo es un tema muy

importante para la comercializacion.

En bioquimica y medicina la fluorescencia es usada generalmente como un modo
no destructivo de moléculas biolégicas usando la emision fluorescente a una
frecuencia especifica sin necesidad de luz de excitacion, pues muchos
componentes celulares son fluorescentes naturalmente (fenémeno conocido como
fluorescencia intrinseca o autofluorescencia), de hecho, una proteina u otro
componente pueden ser marcados con una tinta fluorescente especial, lo que tiene

muchas aplicaciones bioldgicas (Ecured, 2012)

El uso de la tecnologia de bioimagenes de células vivas esta limitada debido al dificil

acceso a pruebas de fluorescencias adecuadas y permeables a las células. Son
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particularmente deseables los marcadores con tolerancia no toxica por parte de las
células vivas y la profundidad de penetracion en los tejidos vivos.

También, los puntos de carbono, conocidos como carbon dots, pueden ser
funcionalizados en su superficie con alguna sal inorganica, como el ZnS. Cao y su
equipo de trabajo evaluaron la fluorescencia de los puntos de carbono en bioimagen
Optica en ratones, dando una nueva clase de agentes de contraste de alto

rendimiento y no téxicos para la bioimagen o6ptica (Cao et al., 2012).

Esto es importante ya que la localizacion de tumores en etapas tempranas permite
llevar a cabo una extirpacion inmediata. Para conseguir la localizacién, hay que
recubrir la superficie del punto cuantico con moléculas biolégicas (biorreceptores)
con afinidad hacia un compuesto especifico. Cuando los puntos cuénticos se
acercan a una muestra que contiene dichos compuestos especificos, ambos se
unen, pudiéndose detectar la interaccion mediante la iluminacion de los
nanocristales con luz ultravioleta y observando su emision caracteristica. Debido a
la cantidad de colores en que puede emitir, los puntos cuanticos se pueden
combinar para detectar diversas sustancias, células tumorales, antigenos, etc., de
forma simultanea (Quispe, 2009).

Las biomoléculas pueden marcarse con un grupo quimico fluorescente
(fluorocromo) mediante una reaccion quimica simple, lo cual permite una deteccién

sensible y cuantitativa de la molécula.

Otra aplicacién de los marcadores fluorescentes es en la deteccion de ADN, el
compuesto bromuro de etidio, libre de cambiar su conformacion en disolucion, tiene
poca fluorescencia. La fluorescencia del bromuro de etidio se aumenta cuando se
une al ADN, de tal forma que este compuesto es muy Util para visualizar la
localizacion de fragmentos de ADN en el método de electroforesis en geles de

agarosa.

También, diversas moléculas bioldgicas tienen fluorescencia intrinseca y, por tanto,
pueden ser empleadas sin necesidad de unirlas a una etiqueta quimica. Algunas
veces, esta fluorescencia intrinseca cambia cuando la molécula se encuentra en un

ambiente especifico, de tal forma que la distribucién o el ligamiento de la molécula
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pueden ser medidos. La bilirrubina, por ejemplo, es altamente fluorescente cuando

se une a la albumina sérica en un sitio especifico.

El petréleo emite fluorescencia en un rango de colores, desde el marron mate para
aceites pesados y alquitran hasta el amarillento y blanco azulado para los aceites

muy livianos y condensados.

En ciencias forenses, las huellas dactilares pueden visualizarse con compuestos

fluorescentes como la ninhidrina (Skoog, 2012).

2.6 Fendbmeno de Fluorescencia

La fluorescencia es un tipo particular de luminiscencia que caracteriza a las
sustancias que son capaces de absorber energia en forma de radiaciones
electromagnéticas y luego emitir esa energia en forma de radiacion de longitud de
onda diferente (Holler F.J, 2006)

Este proceso es el resultado de tres etapas que se produce en ciertas moléculas
como los fluoréforos, el proceso responsable de la fluorescencia de las sondas
fluorescentes y otros fluoréforos se indica mediante el diagrama de estado
electrénico simple (diagrama de Jablonski) que se muestra en la Figura 4 (Albani,
2007).

ey h
VEx( 1 "l:.'-nhﬂj

Figura 4 Diagrama de Jablonski que ilustra los procesos involucrados en la creacion de
un estado singlete electrénico excitado por absorcion Optica (1) y posterior emision de
fluorescencia (3).
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En la etapa uno que corresponde a la excitacion, un foton de energia hvex es
suministrado por una fuente externa como una lampara incandescente o un lasery
es absorbido por el fluoréforo, creando un estado singlete electrénico excitado (S1').
Este proceso distingue la fluorescencia de la quimioluminiscencia, en la cual el

estado de excitacion es creado por una reaccién quimica (Albani, 2007)

En la etapa dos, el estado de excitacion existe durante un tiempo finito (tipicamente
1-10 nanosegundos, esto lo diferencia de la fosforescencia). Durante este tiempo,
el fluor6foro experimenta cambios conformacionales y también est4 sujeto a una
multitud de posibles interacciones con su entorno molecular. Estos procesos tienen

dos consecuencias importantes.

Primero, la energia de S1 'se disipa parcialmente, produciendo un estado excitado
singlete relajado (S1) a partir del cual se origina la emision de fluorescencia.
Segundo, no todas las moléculas inicialmente excitadas por absorcién (Etapa 1)
regresan al estado fundamental (SO) por emision de fluorescencia. Otros procesos,
como el enfriamiento por colision, la transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET) y el cruce entre sistemas también pueden despoblar S1. El
rendimiento cuantico de fluorescencia, que es la relacién entre el nUmero de fotones
de fluorescencia emitidos (Etapa 3) y el nimero de fotones absorbidos (Etapa 1), es

una medida de la extension relativa en que ocurren estos procesos.

Perdida de Energia

Excitacion o Emision

Luz Emitida

Figura 5 Diagrama de energia absorbida y emitida.
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Finalmente, en la etapa tres ocurre la emision de fluorescencia, donde se emite un
foton de energia hvem, que devuelve el fluoréforo a su estado fundamental SO.
Debido a la disipacion de energia durante la vida util del estado excitado, la energia
de este foton es mas baja como se muestra en la Figura 5y, por lo tanto, de mayor

longitud de onda que la del fotén de excitacion hvex.

La diferencia en energia o longitud de onda representada por (hvex - hvem) se
denomina cambio de Stokes, el cual es fundamental para la sensibilidad de las

técnicas de fluorescencia (Albani, 2007).

En general las sustancias fluorescentes absorben energia en forma de radiacion
electromagnética de onda corta, es decir, alta frecuencia, por ejemplo, radiacion
gamma, rayos X, ultravioleta etc., y luego la emiten nuevamente a una longitud de

onda mas larga, o baja frecuencia, como el espectro visible (Davidson, 2015).

3. JUSTIFICACION

Debido a sus caracteristicas quimicas superficiales y de biocompatibilidad, los
nanodiamantes son una excelente alternativa para la funcionalizacién con puntos
cuanticos como el ZnS para ser utilizados como marcadores fluorescentes o
moléculas sefal, ya que estos presentan aplicaciones en diferentes areas, como lo

es medicina, biotecnologia, electronica, entre otras.

En el momento actual, en la busqueda bibliografica realizada, no se ha encontrado
reportado en la literatura la interaccion de nanodiamantes con puntos cuanticos de

sulfuro de Zinc.
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4. HIPOTESIS

La funcionalizacion de los nanodiamantes con puntos cuanticos de ZnS
permitird incrementar su fluorescencia para eventualmente ser utilizado como

marcador fluorescente.

5. OBJETIVO

5.1 General
Funcionalizar nanodiamantes con ZnS para su aplicacion como marcador
fluorescente.
5.2 Especificos
- Caracterizar los nanodiamantes sin funcionalizar por técnicas espectrométricas y
microscopicas.

- Funcionalizar los nanodiamantes con ZnS por dos sintesis diferentes evaluando

sus caracteristicas en cuanto a intensidad de fluorescencia y complejidad.

-Evaluar la funcionalizaciéon de los nanodiamantes con ZnS utilizando fluorescencia

y caracterizarlos por técnicas microscopicas y espectrométricas.
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6. METODOLOGIA

6.1 Reactivos y materiales

Las siguientes funcionalizaciones y caracterizaciones se llevaron a cabo utilizando
diversos reactivos que fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, entre los que estan los
nanodiamantes del lote No. MKBZ2471V, con una concentracion de 10 mg ml?
monodispersados en agua Yy carboxilados, el acetato de zinc dihitratado
(Zn(02CH3C)2- 2H20) del lote No. MKCD3805 con una pureza de 99.9% con base
de metales traza, el sulfuro de sodio nonahidratado (Naz2S - 9H20), el cual presenta
una pureza de 98%, alcohol isopropilico con una pureza de 99.5% del lote No.
SHBH8682, también de Sigma-Aldrich se adquirio el hidroxido de sodio (NaOH) en
pellets, grado reactivo con una pureza de 98% del lote No. SLBT8498.

El acido clorhidrico fue obtenido de J.T. Baker, con una pureza de 38% vy lote
N0.X11CO00, también de J.T. Baker se utiliz6 polvo de bicarbonato de sodio
(NaHCO:3) del lote No. 3506-01.

La membrana de éster de celulosa Biotech CE tubing fue adquirida en Spectrum
laboratorios, Inc. del lote No. 3303287 con un tamafio de poro de 300kD (15-20 nm),

diametro de 20 mm y con un 0.05% de azida de sodio.

6.2 Determinacion de la concentracion de impurezas.

La cuantificacion de las impurezas o0 elementos presentes en la muestra se
determind por plasma de acoplamiento inductivo (ICP), la cual es una técnica de
analisis quimico elemental. La marca del equipo utilizado es ThermoScientific
modelo iCAP 7000 Series.

En esta técnica, la introduccién continua de la muestra liquida y un sistema de
nebulizaciéon forma un aerosol que es transportado por el argén a la antorcha del
plasma acoplado inductivamente por radio frecuencia. En el plasma, debido a las

altas temperaturas generadas, los analitos son atomizados e ionizados
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generandose los espectros de emisién atdbmicos de lineas caracteristicas. Los
espectros son dispersados por la red de difraccion y el detector sensible a la luz se
encarga de medir las intensidades de las lineas. La informacion es procesada por

el sistema informatico.

6.3 Purificacion de los Nanodiamantes

La membrana de éster de celulosa es utilizada para remocién de sales, surfactantes
y solventes, concentracion de proteinas, péptidos y anticuerpos, remocion de
micromoléculas de contaminacion, entre otras aplicaciones. Son usadas para
moléculas con limite de peso molecular o MWCO (por sus siglas en inglés, molecular
weight cut off) de 300kD y se puede trabajar a temperaturas de 37 °C, esta
membrana puede usarse con metanol, etanol, y alcohol isopropilico, pero con
exposicion limitada o bajas concentraciones, mientras que con agua es
recomendado. El tamafio efectivo de algunas moléculas es afectado por el pHy la
fuerza ionica de la solucion en la cual esta disuelta, por lo que la remocion de las

impurezas se vera afectada por estos parametros.

La membrana se cortd aproximadamente de 20 cm de longitud de la membrana y

fue necesario colocarla 15 min en agua tridestilada a temperatura ambiente para
remover el 0.05% de azida de sodio (NaNs), una vez hecho esto, se enjuago y se
cerré en uno de sus extremos, se adicion6 10 ml de la solucion de nanodiamantes
dentro de la membrana para después cerrar por el otro extremo, posteriormente se
coloc6 dentro de un vaso de precipitados de 1 L que previamente contenia agua
tridestilada. Todo el sistema (vaso de precipitado y membrana con nanodiamantes)
Se puso en agitacion continua durante 2 horas, después de este tiempo se cambio
el agua tridestilada. Se repitié el proceso de los cambios de agua tridestilada por 8
horas haciendo los cambios cada 2 horas.

6.4 Funcionalizacién del complejo ND-ZnS y ND+ZnS

La funcionalizacion se llevo a cabo con dos metodologias distintas, la primera fue

adicionando los precursores por separado, esto es, Acetato de Zinc (Zn(O2CH3C)2
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- 2H20) y Sulfuro de Sodio (NazS - 9H20) al nanodiamante, la segunda se realizo
sintetizando primero el punto cuantico de ZnS, y después agregando este al

nanodiamante como se explica a continuacion en las Figuras 6, 7 y 8.

6.4.1 Funcionalizacién de ND-ZnS

&
|
R
\.l.":;
—> —> — /&\
)
Sa dializé 10 ml Se agrego 35 mg de Se adiciono Se centrifugo a Se retiro el
de ND Zn (00OCCH3); 2H,0 gofta a gota 0.25 ml de 4000 rpm por agua con una

con agitacion Ma,5 a Tambiente 20 min pipeta

= =

Se lavd el precipitado Se seco por 15 h a 40 °C

Figura 6 Diagrama de funcionalizacion del ND-ZnS.

Se midieron 10 ml de nanodiamantes previamente dializados, y se colocaron en un
vaso de precipitados de 50 ml. Se pesaron 68 mg de Zn (OOCCH3s)2 2H20 y se
afadio a la solucién con agitacion por 20 min. Después, se adicion6 gota a gota 0.5
ml (10 gotas) de NazS a temperatura ambiente y con agitacién por 2 horas, se

centrifug6 a 4000 rpm por 30 min y se retird el sobrenadante (Cao et al., 2012).

Para el lavado de las nanoparticulas, al precipitado obtenido se le adicion6 agua
tridestilada y se coloco 10 min en ultrasonido, después se centrifugo a 300 rpm por

30 min por triplicado, finalmente se dejo secar en el horno por 15 horas a 40 °C.
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6.4.2 Funcionalizacién de ND+ZnS

Para esta sintesis del nanodiamante con el punto cuéntico, fue necesario sintetizar

el sulfuro de zinc como se muestra en el diagrama de la Figura 7.

wéw é@@

Se coloca 10 ml Se agrego 68 myg Se adiciono Se centrifuga
de H,0 en un vaso Zn (O0OCCH4), 2H,0 gota a gota 0.5 ml (10 gotas) a 9600 rpm por
de precipitados con agitacion por 20 min. de Na,S a T ambiente 10 min
y agita por 1 h
—> S\ > I
-n c #
Se refird el Se lavo con agua Se seco por 15 h a 40 °C Se recuperd y guardo
agua con una a 300 rpm
pipeta por 30 min,

por triplicado

Figura 7 Diagrama de la sintesis del punto cuantico de ZnS.

Una vez obtenido el punto cuantico, se midieron 20 ml del nanodiamante
previamente dializado y se adicionaron 3.68 ml de NaOH 0.03 M, esto se hizo con
base en los grupos carboxilicos que presenta el nanodiamante y se agité durante 1
hora. Después se pesaron 11.64 mg de ZnS previamente sintetizado y se afadi6

con agitacion por 2 horas como se indica en el diagrama de la Figura 8.

La solucién se colocd en una membrana de éster de celulosa para retirar el sodio y

lavar el precipitado, esto se realiz6 como en el apartado de purificacion de los
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nanodiamantes, los cambios de agua tridestilada se hicieron cada 2 horas durante

6 horas.
_I\ _l\
Se tomd 20 ml Se adiciona 3.68 ml de Se afiadié 11.6 mg
de nanodiamantes NaOH se midio el pH de ZnS con
dializados y se agitd durante 1 h agitacion por 2 h
&
'\.\l |
\"-_i'p.
_l\ _l\\
— —
Se dializo la solucion Se secé por 15 h a 40 °C

por & h con cambios cada 2 h.

Figura 8 Diagrama de funcionalizacion del ND + ZnS.

Posteriormente, las nanoparticulas se secaron en un horno por 15 horas a 40 °C,

para su caracterizacion posterior.

6.5 Caracterizacion del Nanodiamante, sulfuro de zinc, y los complejos
ND-ZnS y ND+ZnS.

6.5.1 Morfologia, dispersién, composicion quimica y tamafio de
particula.
Para la determinacién de la morfologia, dispersion de las particulas y composicién
quimica fue utilizada la microscopia electronica de transmision (MET) con sistema
de energia dispersiva (EDS). El equipo utilizado fue JEOL JEM 2200FS+CS, que
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consta de un emisor de campo de electrones de 200 kV con corrector de aberracion
esférica del haz de prueba para el modo barrido en transmision (STEM).

Las rejillas utilizadas para el analisis fueron de cobre recubiertas con SiOx y carbono
con un didmetro de 3 mm. Para la preparacion de la muestra en MET se dispersaron
las nanoparticulas en un medio de alcohol isopropilico y se homogenizé la solucion
en ultrasonido, después se coloco con un capilar una gota por gravedad de la
solucion sobre la rejilla y se seco bajo la lampara de IR. El esquema de la Figura 9

indica la preparacion.

Suspension Lampara
TN P
N
o~
N—

J —
Ultrasonido Rejilla

Figura 9 Preparacion de muestras en MET para una suspension.

El tamafio de particula se determin6 con base en 400 mediciones de las

micrografias para el nanodiamante.

La medicion de radio hidrodinAmico y potencial Z se llevé a cabo con el equipo de
la marca Malvern Panalytical modelo Zetasizer nano series. La muestra fue
colocada 5 min en ultrasonido y se llevaron a cabo 9 mediciones con un espacio
entre cada medicion de 30 segundos para cada muestra y fueron medidas a

temperatura ambiente.
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6.5.2 Estructura cristalina, identificacion de fase, estructura
molecular, identificacion de grupos funcionales y cuantificacion de
grupos COOH.

La identificacion de fase y estructura cristalina se llevé a cabo con el equipo de
difraccion de rayos X (DRX) marca PANalytical modelo X'PertPRO utilizando
radiacion CuKa con A = 1.54056A en el rango de exploracién 26 =10° - 100°, con un
paso de 0.01 y un tiempo de 100 seg/paso, con Bragg Brentano.

La espectroscopia raman es una técnica fotonica de alta resolucion y nos
proporciona informacion sobre la estructura molecular del nanodiamante. Su
importancia radica en que cada estado molecular posee un espectro de vibracién
Unico que es asociado a su estructura. El equipo utilizado fue un LabRamHR Vis-
633 Horiba, esta es una técnica complementaria a absorcion infrarroja (IR). Es una
técnica no destructiva y lleva muy poca cantidad de muestra. La luz tiene que ser

absorbida por la muestra para poder presentar una emision o sefial Raman.

La espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) fue utilizada para
la caracterizacion de los nanodiamantes debido a su alta sensibilidad con los grupos
funcionales que presentan en su superficie, ademas de la facil preparacion de

muestra y a que no requiere condiciones de alto vacio para llevar a cabo el analisis.

Los ND se compraron en solucion monodispersados en H20, por lo que fue
necesario un secado al vacio a 40°C por 4 horas para obtener un polvo fino de ND.
Para el analisis por FTIR se us6 un espectrometro marca Shimadzu modelo IR
Affinity 1S. El espectro se obtuvo por reflectancia con ayuda de un accesorio de
ATR (Total Attenuated Reflectance) marca Smiths, modelo Quest, con ventana de

diamante de un paso.

La cuantificacion de grupos carboxilo se evalu6 en base a la titulacion de Boehm
(Schmidlin et al., 2012), que consistié en preparar 1 L de HCI 0.1 M y otro de
NaHCO3 0.05 M. Después se midieron 10 ml de nanodiamantes y se colocaron en
un vaso de precipitados de 100 ml, se adicionaron 60 ml de la solucion de NaHCOs
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0.05 M y se dej6 en agitacién continua en atmadsfera de nitrégeno por 24 horas.
Posteriormente se afor6 en un matraz a 100 ml con el bicarbonato de sodio, se
midieron 10 ml de la solucion y se colocaron en un vaso de precipitados de 50 ml, y
con un titulador automatico marca Metrohm modelo 848 Titrino plus se tituld la

solucién, esto se realiz6 por triplicado, la Figura 10 muestra el proceso descrito.

NaHCO; HCI
0.05M 0.1IM
Se preparo las Se disperso 10 ml de Se afor6 a
soluciones ND + NaHCO3 100 ml con Se tomo 10 ml y tituld
Con agitacion 24 h NaHCOs3 con HCI0.1 M
en flujo de N2

Figura 10 Titulacién de Boehm.

6.5.3 Espectroscopia de Absorbancia y Fluorescencia.

La fluorescencia de emisibn fue medida usando el espectrofotometro de
fluorescencia modelo FluoroMax-4 spectrofluorometer marca Horiba Scientific. Se
utilizaron celdas de cuarzo y las soluciones fueron preparadas a una concentraciéon

de 20 ppm.

El analisis de absorbancia se manipulé con la misma concentracion de 20 ppm en
un equipo de espectroscopia UV-Vis Lambda 35 marca PerkinElmer en un rango de
longitud de onda de 1100 a 190 nm.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Pureza del nanodiamante y composicion elemental.

La dispersion de nanodiamante se cuantifico por ICP y se observé que incluye
algunas impurezas como: Ba, Ca, Cu, Fe, Mg y Na. Es necesario retirar estos
elementos para evitar posibles interferencias durante la sintesis, es decir, que
interaccionen en los sitios activos de interés, como lo son los grupos COOH del

nanodiamante.

En la Tabla 1, se observa como disminuye la concentracion de cada uno de estos

elementos con cada cambio en el dializado.

Tabla 1 Concentracién de impurezas en la dispersién del nanodiamante antes y durante el
dializado.

Impureza  [ND] Cambio Cambio Cambio

1 2 3
Bamg/l 011 025 PDL PDL
Camg/l 1501 073 PDL PDL
Cumg/L 939  0.28 PDL PDL

ICP

Femg/L 339 1.04 0.60 0.17

ICP

Mgmg/L 335  PDL  PDL  PDL

ICP

Namg/L 1082 366 3.79 1.95

ICP
Nota: PDL= Por debajo del limite de deteccién.

Se llevé a cabo un andlisis de la solucién de los lavados para la sintesis de ND+ZnS
y del agua utilizada identificada como blanco, ya que al centrifugar habia perdida de
muestra. El analisis fue solo para los elementos de Na, S, y Zn, con el objetivo de
identificar si se estaba retirando el sodio de la soluciéon y cuantificarlo. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 2 para la solucion del centrifugado.
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Tabla 2 Concentraciones y porcentaje de remocion de Na, S y Zn con el centrifugado

N° DE MUESTRA:

(mg/L)  (mg/L)  (mg/L)
Blanco 1,34 PDL 0,09

Concentracion Inicial 61.48 21.28 179.11
Primer residuo 48.48 4.43 7.78
Centrifugado 1 17.63 4.93 7.85
Centrifugado 2 2.50 0.87 2.47
Centrifugado 3 1.48 0.24 5.40

% de Remocion. ~100% 49.23% 13.12%

Nota: PDL= Por debajo del limite de deteccidn.

Como se observa, la remocion para el sodio fue del 100%, mientras que, para el Zn

y S, fue de 13.12% y 49.23% respectivamente. Para esta sintesis de ND+ZnS, se

opto por llevar a cabo una dialisis en lugar de centrifugar con la finalidad de remover

el sodio, en la Tabla 3, se muestras los resultados para la solucion obtenida del

dializado, donde se observa que se obtuvo una remocion de 6.45% para el sodio, y

la disminucién de la remocion del zinc y azufre también se vio interferida, lo cual fue

favorable.

Tabla 3 Concentraciones y porcentaje de remocion de Na, S y Zn con el dializado

N° DE MUESTRA: Na S Zn
(mg/L)  (mg/L)  (mg/L)
Blanco 0,72 PDL 0,11
Concentracion 53.51 14.29 178.67
Inicial
Dializado 1 0.84 0.04 0.03
Dializado 2 0.87 PDL 0.19
Dializado 3 1.75 0.77 3
% de Remocioén 6.45 5.68 1.80

Nota: PDL= Por debajo del limite de deteccion.
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La determinacion de la composicién elemental se realiz6 con el andlisis por EDS,
en la zona del espectro 1 en la Figura 11a se observa un 100% atomico para el
carbono (C), ya que es la zona donde se localizan los nanodiamantes, mientras que
en el espectro 2, que es la zona de la membrana de SiOx se comprueba su

composicion con un 49.9% de O y un 14.7% de Silicio.

El ZnS, como se observa en la Figura 11b, presenta varios elementos que provienen
del agua y de los reactivos utilizados, también se observa que la proporcion de Zn
y S se mantiene de 11.2% y 12.7% respectivamente. El porcentaje de carbono que
aparece en el EDS es de la membrana utilizada ya que fue de cobre con una

membrana de carbono.

En la Figura 11c se analiza el complejo ND-ZnS, el cual fue funcionalizado
adicionando los reactivos por partes, y se observa un alto contenido de carbono,
gue represente un 90.9%. De S y Zn contiene un 1.2% y 1.6% atomico
respectivamente. En la Figura 11d se examina el complejo ND+ZnS, este complejo
fue sintetizado en dos etapas, contiene 97.4% de carbono, 0.2% de Zny 0.3% de S
y se observa un 5.03% de sodio, esto indica que con el dializado anteriormente
descrito, hay un remanente de Na que no fue retirado, lo cual se comprueba con los
andlisis de ICP mostrados en la Tabla 3, ademés estos resultados nos indican solo
una porcion de las impurezas presentes, ya que el MET tiene un nivel de deteccion
de 0.1% atémico, lo cual es bajo.

31



%At Espl Esp2 b) B S oAt Espl

100 35.4 P 20.5

40.2

g 200nm . Electron Image 1 Electro! n}ééé}

% At Esp 1

i
Spectrum 1

Ch 400nm 2 Electron Image 1 2 100nm L Electron Image 1

Figura 11 Composicion elemental para a) nanodiamantes en la membrana de SiOx, b) ZnS, c)
ND-Zny d) ND+ZnS.
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7.2 Morfologia, dispersion, carga y tamafo de particula.

El tamafio de particula del nanodiamante se estudido llevando a cabo 400
mediciones, obteniendo un promedio de 5.3 + 1.3 nm como se observa en la
distribucion de la Figura 12. El tamafio de particula es muy importante ya que de él
depende la biocompatibilidad, la intensidad de fluorescencia, la toxicidad y el area

superficial.
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Figura 12 Distribucion del tamafio de particula de los ND.

El tamafio de particula también fue estimado utilizando datos de difraccion de rayos

X, aplicando la ecuacion de Scherrer, mostrada a continuacion.
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Ecuacion 1 Ecuacion de Scherrer

Donde k=09 y A4z =0.15406 nm son valores constantes, mientras que [3
corresponde a FWHW, que es el ancho del pico de mayor intensidad a media altura

y el valor de 0, es el angulo correspondiente a dicho pico.

Los valores estandar para nanoparticulas esféricas son equivalentes a k=0.9,
=3.3, Axgx = 0.15406 nm, por lo que el tamafio obtenido usando esta ecuacion fue
de 4.8 £ 0.7 nm, lo cual es similar a lo obtenido en el analisis anterior para el

nanodiamante.

Las micrografias descritas a continuacion fueron obtenidas con la finalidad de

observar la morfologia y dispersion del nanodiamante, ZnS, ND-ZnS y ND+ZnS.

En la Figura 13a, se indica la distancia interplanar de 1.07 A del ND, que
corresponde al plano (311) esto con base en la ficha 01-071-364; el patrén de
difraccion del nanodiamante se muestra en la Figura 13b. En la Figura 13c, se
indican las distancias interplanares del ZnS, que corresponden a la fase wurtzita de
la ficha 00-001-1280, donde la distancia 1.068A, 1.074 A, y 1.071 A indica el plano
(213), 1.687 A indica el plano (200) y finalmente la distancia 1.746 A, indica el plano
(103). En la Figura 13d, se indica el tamafio de particula del ZnS, obtenido de las
micrografias, que es en promedio de 4.9 + 0.7 nm, el valor obtenido con la ecuacion
de Scherrer fue de 2.0 £ 0.03 nm, lo que indica una diferencia de méas del doble,
esto puede ser explicado por las limitaciones asociadas a ambos métodos ,ya que
con la ecuacion de Scherrer se tienen mejor estadistica, pero calculas con un solo
pico de difraccion, estos metodos dan valores aproximados, pero probablemente
esta ecuacién, podria ser mas confiable segun lo estiman Yu y colaboradores,

debido a la correlacion de los datos que utiliza (Yu et-al, 2003).
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Figura 13 a) Distancia interplanar del ND b) Patrén de difraccion del ND, c) Distancias
interplanares del ZnS fase wurtzita y b) Imagen de campo oscuro para ver el tamafio de particula
del punto cuantico de ZnS con Microscopia Electrénica de Trasmision.

El potencial zeta es una funcién tanto de la superficie de las particulas como del
dispersante y proporciona informacion sobre el comportamiento interfacial para los
productos formulados. El andlisis es llevado a cabo mediante la dispersion dinamica
de luz (DLS).
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Los nanodiamantes presentan estabilidad y dispersion en agua, por lo que se
obtiene un radio hidrodinamico de 14 + 0.1 nm, debido a que el potencial Z obtenido

permite que la aglomeracién de estas particulas sea menor.

El valor de potencial Z es importante para las interacciones electrostaticas, y es
donde se unen la capa difusa y la de Stern, esto nos indica cambios en el potencial
de la superficie y en las fuerzas de repulsion que existe entre los coloides. El valor

de -41.4 mV, mostrado en la Tabla 4, indica una estabilidad alta de la dispersion.

Tabla 4 Radio hidrodinamico y potencial Z

Muestra Radio hidrodinamico Potencial Z Estabilidad
(nm) (mV)
ND 14.0+0.1 -41.0+£0.7 Estabilidad de la dispersion alta
ZnS 730 £ 91 7+1 Limite de aglomeracion
ND-ZnS 72.0+£0.7 -30.0+£ 0.6 Estabilidad de la dispersion
moderada
ND+ZnS 42+ 3 21+2 Estabilidad de la dispersion
moderada

Al maximizar las fuerzas repulsivas entre el nanodiamante en su medio de
dispersion permite generar suspensiones estables, ya que las particulas se repelen
unas con otras, estas repulsiones mutuas entre particulas impiden la union de
aglomerados. Con base en la estabilidad de suspension descrita por Riddick, las
particulas funcionalizadas de ND-ZnS indican una estabilidad moderaba ya que
presentan un potencial Z de -30.0 £ 0.6 mV y el ND+ZnS, por su valor de -21.0 £ 2
mV, empieza a manifestar inestabilidad. Por otra parte, el potencial Z del ZnS indica

una maxima aglomeracion y precipitacion (Riddick, 1968).
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El didmetro hidrodinamico (dinamico en un medio acuoso), permite medir el
diametro de particulas en un medio acuoso por medio de un haz de luz, las
particulas no se encuentran aisladas, por esto se detecta un diametro mayor al
tamano primario de particula medido en MET. Este valor esta muy relacionado con
el grado de agregacion que se presenta en el medio. Como se observa en la Tabla
4, para las particulas funcionalizadas se presentan valores de radio hidrodinamico
de 72 £ 0.7 nm para el ND-ZnS y de 42 + 3 nm para el ND+ZnS.

Esto se confirma con los aglomerados que se analizan en las micrografias de MET
de la Figura 14. La dispersion la cual indica aglomeracion de estas particulas es
debido a que tienen un tamafio nanométrico y una de las caracteristicas de los
nanomateriales es que presentan aglomeracion a estas dimensiones; en la Figura
14b se observa una morfologia esférica o eliptica de las particulas del

nanodiamante.
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Figura 14 En a) Dispersion de los nanodiamantes en la membrana de SiOx y b) Morfologia
de los nanodiamantes c) ZnS d) ND-ZnS y e) ND+ZnS.
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La Figura 15a muestra la micrografia obtenida del ND+ZnS, donde se indican las
distancias interplanares, la distancia 1.628 A corresponde al plano (112), la 1.774 A
y 1.734 A al plano (103) y la distancia 1.901 A son del plano (110), que corresponde
al ZnS de fase Wurtzita de la ficha 00-001-1280, como se observa, esta fase se
presentan en el borde de la particula, lo que puede suponer que el compuesto de
ZnS, queda en la superficie, lo que es importante considerar son las distancias de
1.881Ay 1.851A, ya que no son del diamante, sugieren ser del Naz2S del plano (222)
de la ficha 00-003-0933, y debido a que este no se utiliz6 como reactivo en la

sintesis 2, se puede considerar que fue formado durante la funcionalizacion.

Figura 15 Micrografias del ND+ZnS donde se indican en a) las distancias interplanares y en
b) el tamafio del ND en el complejo ND+ZnS funcionalizado.

Cuando la distancia interplanar no corresponde al compuesto, es posible que sean
fases de las distintas mezclas formadas por las impurezas y reactivos utilizados, por
lo que con el analisis de EDS en conjunto con las distancias obtenidas con las

micrografias, se pueden determinar dichas fases.
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En la Figura 15b, se indican los tamafios de particula para el nanodiamante en el
complejo ND+ZnS que es en promedio de 4.2 £ 0.1 nm segun las micrografias, el
tamafo obtenido con nanosizer es de 14.0 £ 0.1 nm, para el radio hidrodinamico, lo
cual tiene una variacion considerable, aunque se sabe que, con esta técnica, debido
a que se lleva a cabo por dispersion de luz dindmica, siempre resulta en un valor
superior respecto al de las micrografias. Con la ecuacion de Scherrer, sin embargo,
se obtuvo un valor de 4.8 + 0.7 nm, lo cual es, sin lugar a dudas, similar a lo obtenido

en microscopia electronica de transmision (MET).

7.3 ldentificacion de la estructura cristalina, estructura molecular,

identificacion de grupos funcionales y cuantificacion de grupos COOH.

Para la caracterizacion de la estructura cristalina se utilizd DRX, este andlisis
permite determinar los parametros de red, el tamafio de grano y el analisis cualitativo

y cuantitativo de fases (Zou, et-al., 2009).

El analisis de difraccion de rayos X muestra en la Figura 16a tres picos
caracteristicos, a 26 = 43.7°, 75.2° y 91.5° los cuales corresponden a los planos
(111), (220) y (311) del nanodiamante, respectivamente. Esto demuestra que el
crecimiento del cristal es cubico (Zou et-al, 2009) y corresponde a la ficha 01-071-

3649, como se muestra en la Tabla 5.

La Figura 16b, indica el difractograma del sulfuro de Zinc, que muestra igualmente
tres picos caracteristicos a 20 = 28.73°, 47.93° y 56.43° los cuales corresponden a
los planos (002), (110) y (112) del ZnS, respectivamente, indicando que pertenece
a la fase Wurtzita la cual tiene una estructura hexagonal con base en la ficha 00-
001-1280.
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Figura 16 a) Difractograma del Nanodiamante y b) difractograma del ZnS.

El valor de 26=28.72°, que corresponde al primer pico del difractograma para el Zns,

mostrado en la Tabla 6 permitié obtener un tamafio promedio de particula de 2.01 +

0.03 nm con Scherrer de la Ecuacion 1.

Tabla 5 Angulos y planos correspondientes al diamante de la

ficha 01-071-3649

20 20 (h,k,)) d(A)
(grados) (grados)
Experimental  Ficha
43.71 4393  (111) 2.059
75.26 75.29 (220) 1.261
91.50 91.49 (311) 1.075
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Tabla 6 Angulos y planos correspondientes a la fase wurtzita del ZnS de la

ficha 00-001-1280

20 20 (h.k,l) d(A)
(grados) (grados)
Experimental  Ficha
28.73 28.681 (002) 3.11
47.93 47.835 (110) 1.90
56.43 56.403 (112) 1.63

En la Figura 17a, se muestra el difractograma del ND-ZnS, mostrando seis picos
caracteristicos a 20 = 28.45°, 47.74° y 56.52° que son del ZnS de los planos (002),
(110) y (112), y los angulos a 26 = 43.61°, 75.52° y 90.43° los cuales corresponden

a los planos (111), (220) y (311) del nanodiamante respectivamente. Esto sugiere

gue el punto cuantico se forma durante la sintesis como propone el mecanismo de

reaccion.
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Figura 17 Difractograma de a) ND-ZnS y b) ND+ZnS.
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Siguiendo con el analisis, en la Figura 17b, se muestra el difractograma del
ND+ZnS, mostrando 4 picos caracteristicos. A 20 = 28.80° aparece un pico con
baja intensidad que sugiere que el plano (002) del ZnS se presenta con muy pocos
cristales de este compuesto, debido a que como se vio anteriormente, con el
dializado, la perdida de sodio es muy baja (6.45%), lo que podria sugerir que se
forme NazS, lo que evitaria que se mantenga el compuesto de ZnS. Por otra parte,
los angulos a 26 = 43.83°, 75.34° y 90.84° que corresponden a los planos (111),
(220) y (311) respectivamente, son de nanodiamante. Cabe mencionar que el valor
del &ngulo 26 = 75.34°, con base en la ficha 00-003-0933, corresponde al plano
(511) del NazS, que podria estarse sobreponiendo con el del nanodiamante.

Para la estructura molecular del nanodiamante se utilizé el equipo de raman. En la
Figura 19 se muestra el espectro obtenido, donde se indica un pico cercano a los
1332 cm? ( 1318.93 cm?) que es caracteristico a la hibridacion sp3 del
nanodiamante. En la vecindad de los 1685.72 cm™ se observa un pico particular de

la estructura del grafito.

Se sabe con base en la literatura (Shenderova, 2017) que para los cristales de
diamante y grafito en bulk aparecen picos agudos alrededor de los 1332 cmty 1581

cm! respectivamente.
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Figura 18 Espectro raman del Nanodiamante.
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Cabe destacar que no fue posible el andlisis por raman de los otros compuestos,
debido a la interferencia de la fluorescencia que presentan.

La caracterizacion de los grupos funcionales presentes en la superficie del
nanodiamantes (ND) se realiz6 con un analisis por espectroscopia infrarrojo con

transformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia infrarroja es una técnica de vibracién utilizada para la
caracterizacion a nivel molecular, los momentos dipolares eléctricos de los grupos
funcionales vibratorios sufren cambios a medida que absorben la luz infrarroja
entrante, esta absorcion se traza como una funcién de la longitud de onda, y se mide

en unidades de numeros de onda o cm™ (Petit & Puskar, 2018)

En el espectro de la Figura 19a podemos observar una banda alrededor de los 3385
cmy otro pico a los 1630 cm?, estos corresponden a la vibraciéon de tension del
enlace O-H y a la vibracion de flexion del H20, lo que sugiere que la superficie del
nanodiamante pudo haber absorbido humedad de la atmosfera (Petit & Puskar,
2018), lo mismo ocurre para la Figura 19b y la Figura 19c. A los 1776 cm, en la
Figura 19a ,19c y 19d el pico es causado por las vibraciones de tension del enlace
-C=0 de la cetona y el -COOH del grupo carboxilico. El pico de 1273 cm* y 1103
cm! son causados por el grupo -C-O-C (Zou et-al.,2009).
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Figura 19 Espectro FTIR de a) nanodiamante, b) ZnS, c) ND-ZnS y d) ND+ZnS.

El pico de 1423 cm* indica una flexién asimétrica del C-H. Cabe mencionar que la
vibracion de tension C-C del diamante aparece con un pico a los 1332 cm™? y el

estiramiento C=C entre 1535-1595 cm-%, los cuales no se muestran en el espectro
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de la Figura 19a (Petit & Puskar, 2018). Un resumen de los picos caracteristicos se

muestra en la Tabla 7.

Tabla 7 Enlace en base al nimero de onda y tipo de vibracion en el andlisis de FTIR

Numero de onda Enlace Tipo de vibracién
(cm)
3390 -O-H Tension
1770y 1630 -C=0y- Tension y Flexion O-H
COOH
1273y 1103 -C-0 Flexién y Tensién
1761 -C=0 Tension, protonacion carboxilico
1632 -O-H Flexién
1423 -C-H Flexién asimétrica
1364 C-N, C-H, C-O Tensién carboxilico
1149 -C-0 Tensién OH, éter
1109 -C-0 Tensién OH, éter
1062 -C-O0 Tension OH, éter
1001 -C-0O, CCC Flexion OH o tension éter, Flexion
870 -COOH Tensiéon del dimero del -COOH
646 COy, -NHy, - Estiramiento asimétrico en CO-, Torsién en
NH aminas

También se cuantificaron la cantidad de grupos carboxilicos presentes en la

superficie del nanodiamante antes de la funcionalizacién y una vez funcionalizados

como se indica en la Tabla 8.
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Tabla 8 Grupos carboxilicos del ND antes y después de la funcionalizaciéon

Area especifica (m?/g) Sitios (COOH/nm?)
ND 327.79 1.10
ND-ZnS 327.79 -4.85
ND+ZnS 327.79 74.35

Como se indica la cantidad de sitios fue menos para la funcionalizacién del ND-ZnS,
esto se examina en el espectro IR de la Figura 19c, donde la intensidad del pico a
1772 cm* disminuy6 considerablemente, esta banda es causada por las vibraciones
de tension del enlace -C=0 de la cetona y el -COOH del grupo carboxilico. Sin
embargo, los sitios COOH-nm? aumentaron para la funcionalizacion ND+ZnS,
donde en la sintesis se adiciono NaOH, para retirar el H del COOH y poder enlazar
el ZnS, pero como se observa, esto pudo haber activado mas grupos de la superficie
del nanodiamante o generado mas sitios COOH, lo que podria explicar el por qué
fue mayor la fluorescencia para este compuesto, ya que al aumentar los sitios
COOH, es posible la unibn de méas puntos cuanticos, lo que aumenta la

fluorescencia.

Las nanoparticulas poseen una relacién de superficie-volumen muy elevada. El
tener un area superficial mayor incrementa la reactividad quimica de la superficie
de las nanoparticulas, esta reactividad quimica depende de muchos factores, como
tamafio, forma, composicion quimica, estructura electronica, estructura de la
superficie entre otras. La reactividad quimica de los materiales se encuentra en su
superficie, el aumento del nimero de atomos aumenta a medida que se reduce el
tamafio, esto incrementa la energia libre provocando asi una alta propiedad de

atraccion en la superficie.

El area especifica obtenida para los nanodiamantes fue de 327 m?/g. Esta fue

calculada como sigue; con la formula de area de superficie que es:
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Area de superficie = 4mR?

Ecuacién 2 Ecuacion de area de superficie.

e 4 .
La formula de volumen = gnR3 y la de la masa m = pV, es posible obtener una

formula para el area especifica, mostrada en la ecuacion 3:
Area especifica = Area de superficie/m = 3/ pR

Ecuacion 3 Ecuacion de area especifica

Utilizando el valor obtenido del tamafio de particula con las micrografias de MET,
de D=5.3 + 1.3 nm, se obtuvo el radio de R = 2.625x107? m, y con la densidad del

diamante que es de p = 3.52x10° g/m3.

Finalmente:

, 3 3
A ifica = — = = 327.7m2
rea especifica =g = oo 106 (2.625x10°9) m2/9

7.4 Absorbanciay fluorescencia

El perfil de la banda de absorcién muestra las bandas tipicas, con un pico a A=201
nm para el nanodiamante, A=215 nm para el ZnS, A=218 nm para el compuesto
funcionalizado ND-ZnS y finalmente el ND+ZnS presenta absorcion a A=206 nm,

como se observa en la Figura 20.

La absorbancia se relaciona con la fluorescencia linealmente, ya que, a mayor
absorbancia, mayor fluorescencia. Aunque la fluorescencia puede verse afectada
por algunas variables como; el rendimiento cuantico, que es la relacion entre el
namero de moléculas que emiten fluorescencia respecto al numero total de
moléculas excitadas, la estructura, como los compuestos con grupos funcionales
aromaticos que dan intensidad de fluorescencia mas elevada, al igual que
estructuras con dobles enlaces muy conjugados, la rigidez estructural, siendo
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favorecidas las moléculas con estructuras mas rigida favorable para la
fluorescencia, igualmente la temperatura, disolvente, pH y concentracion son

algunas variables que modifican la fluorescencia (Universidad de Granada, 2019).

Absorbancia (u.a)

0.0

1 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1
200 250 300 350 400
Longitud de onda en (nm)

Figura 20 Espectros de absorbancia del ND, ZnS, ND-ZnS y ND+ZnS.

La longitud de onda para obtencion del espectro de fluorescencia fue de alrededor
de los 300 nm, examinando la absorbancia a esa A es posible predecir que se
obtendra una mayor fluorescencia para los complejos funcionalizados como se

indica en la Figura 20.

Los nanodiamantes presentan un rango de longitud de onda de emisién de 350 —
600 nm (Kang et-al, 2018) y una longitud de onda de excitacion de 320 nm. Para el

analisis se utilizé agua tridestilada para evitar interferencias.
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Intensidad (u.a)

Intensidad(u.a)

En la Figura 21a se indica el espectro de emision - excitacion del nanodiamantes,
donde se observa su longitud de onda de emision a 359 nm y longitud de onda de
excitacion a 320 nm. También se indican los espectros para los diferentes

compuestos, los cuales tenian una concentracién de 20 ppm.
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Figura 21 Espectros de Emision - Excitacion de a) ND, b) ZnS, ¢) ND-ZnS y d) ND+ZnS.
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El espectro de fluorescencia para los diferentes compuestos se muestra en la Figura
22, como se indica, se tiene un 76.3% mas de incremento relativo de la
fluorescencia con los complejos funcionalizados respecto al nanodiamante y punto

cuantico sin funcionalizar.

Cabe mencionar que para los compuestos funcionalizados, ambas intensidades de
fluorescencia superan el valor de la fluorescencia del punto cuantico de ZnS al igual
gue la del ND, ademas se muestra que el ZnS presenta una intensidad mayor
respecto al ND, y su longitud de onda de emision corresponde a lo reportado en la
literatura que es de 425 nm (Barberio et-al, 2012).

Otra caracteristica importante es que las emisiones se dan dentro del espectro UV,
gue es por debajo de los 400 nm, lo que coloca al marcador como invisible al ojo

humano.
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Figura 22 Espectro de fluorescencia de los diferentes compuestos.
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7.5 Mecanismos del proceso de funcionalizacion

La sintesis uno identificada como ND-ZnS, propone el siguiente mecanismo de
reaccion con un rendimiento del 20%, donde se observa como producto el acetato
de sodio, el cual es removido mediante centrifugacion. La interaccion propuesta que
ocurre entre los grupos carboxilicos del nanodiamante y el punto cuantico de ZnS
es de tipo electrostatica, ya que se pueden dar atracciones o repulsiones por accion

de cargas.

ND-(COOH) + [CHsCOO7]2Zn*2 + NazS—» ND-(COO-) ZnS+2(CHsCOO"Na*) + H*

La sintesis dos etiquetada como ND+ZnS, se lleva a cabo en dos pasos y tiene un
rendimiento de 19.8%, en el primero se obtiene el ZnS y en el segundo se adiciona
NaOH para activar el grupo carboxilico y que el punto cuéntico pueda ser acoplado

al nanodiamante como se observa a continuacion.
Paso 1
[CH3COO]2 Zn*? + Naz2S —» ZnS + 2(CH3COO Na*)
Paso 2
ND-COOH + NaOH — ND-COO'Na* + H20
ND-COO'Na* + ZnS —» ND-COO" ZnS + Na*

Es importante mencionar como se observO en los resultados anteriores de
fluorescencia que ambos presentan intensidad similares, sin embargo, la sintesis
uno se lleva a cabo en menos pasos, lo que la hace mas sencilla. Es posible
aumentar el rendimiento de la sintesis dos hasta un 40.08% si se aumenta al doble

los mg de ZnS utilizado en la reaccion.
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8.CONCLUSIONES

A X4

X/
°

X/

Los complejos obtenidos ND-ZnS y ND+ZnS pueden ser detectados por
técnicas analiticas como absorcion y fluorescencia, o que los hace

marcadores multidetectable.

Este nanomarcador es un ejemplo de tipos de nanoparticulas
semiconductoras, que puede ser usado, solo 0 con otros compuestos, para

diversas aplicaciones, ya sea en medicina, biotecnologia, electrénica etc.

El uso de técnicas que involucran espectroscopias de absorcion y de
fluorescencia para analisis de puntos cuanticos, son mas sencillas de llevar
a cabo y presentan costos bajos de operacidn respecto a otras técnicas

analiticas comunes.

Se obtuvo un incremento relativo de fluorescencia superior con los
nanodiamantes funcionalizados respecto al nanodiamantes y ZnS sin

funcionalizar.

Ya que ND-ZnS y ND+ZnS presentan emision por debajo de los 400 nm, se

dice que es un marcador silencioso.

De las sintesis utilizadas, la primera genera menos residuos que la segunda
y requiere de un menor nimero de reacciones, por lo que seria la sintesis a
elegir, independientemente de que la intensidad de fluorescencia es similar

para ambas.
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