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Prefacio

Esta tesis se basa en el trabajo experimental que se llevo a cabo en el Laboratorio de
Materiales del Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN) durante el periode del 2010 -
2011, bajo la supervision del Prof. Dr. José Solis.

El tema de la tesis es la sintesis v caracterizacion estructural y morfologica de
nanoparticulas de Zn0,. Se ha estudiado la actividad antimicrobiana de este material
porque se considera que esta propiedad puede determinar su principal aplicacién en la
industria.
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2012, Lima, Pert.

III. R Colonta, V. Martinez, J. Solis, M. Gémez, “Andhsis estructural por el
refinamiento de Rietveld del perdxido de zinc (Zn0,) sintetizado v sometido a
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Resumen

Esta tesis presenta el trabajo realizado para obtener nanoparticulas de peréxido de zinc
(Zn0z), asi como su caracterizacion estructural y morfolégica. Se presenta también el
estudio de la actividad antimicrobiana de estas nanoparticulas a determinadas cepas para
explorar su propiedad bactericida.

La sintesis de las nanoparticulas de Zn0, se realizo mediante la técnica de sol-gel
empleando como precursor una solucion acuosa de acetato de zinc di-hidratado
[Zn(CH3C00),.2H,0] en presencia de peréxido de hidrogeno (H;0,).

Durante el proceso de gelaciéon se emplearon dos medios independientes de catalisis
exponiendo el sol a radiacién ultravioleta y radiacién ultrasénica.

Las nanoparticulas de Zn0, sintetizadas se caracterizaron estructuralmente mediante
Difraccion de Rayos X (DRX). Empleando el Refinamiento de Rietveld (TOPAS) se
obtuvieron tamafios de cristales en el rango entre 6 v 14 nm. Mediante Microscopia
Electrénica de Transmision se corrobora la informacion del tamafio de cristales obtenida
por DRX, y observa que los patrones de difraccion de electrones estim constndos por
anillos correspondientes a la fase cibica del Zn0,.

La informacién de la morfologia de las nanoparticulas se estudiada mediante
Microscopia Electronica de Barrido, mediante esta técnica se observa que las
nanoparticulas se encuentran aglomeradas en formas esféricas similar a una frambuesa que
en tamafio oscilan entre 100 y 200 nm.

El énfasis de esta Tesis esta en la caracterizacion estructural y morfologica del
peréxido de zinc. '

En el estudio de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de Zn0, se
determind mediante el método de excavacion en placa cultivo con 3 cepas microbianas:
Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) v Bacillus subtili (B. subtili).

El mejor agente antimicrobiano que se sintetizo de las nanoparticulas de Zn0, fueron
aquellos que se sometieron a irradiacion de luz UV, Se encontr¢ que los halos obtenidos
eran mas grandes y mas limpidos y que es un buen antimicrobiano. El ZnO, tiene mayor
actividad antimicrobiana al Bacillus subtilis, intermedia al S. aureus y menor al E. coli.
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1. Introduccion

El término “nanotecnologia” se acufié en 1975 a propuesta del japonés Norio Taniguchi
(Universidad de Tokio, Japén} con el proposito de hacer referencia a la tecnologia aplicada
a escala atémica y molecular. La palabra "nano” es un término griego que se refiere a algo
extremadamente pequefio. El nanémetro equivale a la mil millonésima parte de un metro
(1 nm = 10" m), y es lo que aproximadamente miden, alineados, 10 4tomos de carbono.
Una molécula de ADN mide 2.5 nm de ancho, un glébulo rojo tiene un diametro de 5 000
nmy el grosor medio de un cabello de mujer es de menos de 100 000 nm [1-3].

Se considera que la nanotecnologia es ia tecnologia del futuro en el sentido de que se
propone conirolar las estructuras de una magnitud correspondientes a los componentes de
construcciéon mas pequefia. Aunque esta tecnologia estd solo en sus comienzos, va es
evidente que se puede esperar un gran futuro de ella. El desarrollo y la difusién de las
nanotecnologias auguran un sustantivo impacto en las técnicas y los procesos de
produccion industrial y, en consecuencia, en ¢l desarrollo econémico y social. La velocidad
de la difusién de las nanotecnologias se advierte en la creciente y la diversidad de
productos que las han incorporado: desde procesadores electronicos hasta cosméticos,
pasando por medicamentos y textiles.

‘En efecto, las nanotecnologias prometen una enorme aplicacién potencial en los
ambitos de la economia, la medicina y la protecciéon del medio ambiente: procesos
productivos basados en energia barata, no contaminante vy con una alta productividad
agricola e industnial, medios informaticos y de comunicacion mas rapidos y accesibles,
eficaces sistemas para administrar y mejorar medicamentos, revolucionarios métodos para
almacenar energia o para potabilizar el agua.

‘Los métodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos categorias, “top-
down” (de arriba hacia abajo, métodos fisicos) y “bottom-up” (de abajo hacia arriba,
métodos quimicos) [4,5].

En los procesos de fabricacion “top-down™, el punto de partida es una pieza de material
de tamafio macroscopico que por maquinado, o siguiendo los métodos apropiados, se va
reduciendo al tamafio deseado. Este procedimiento es el que se sigue actualmente para la
fabricacién de circuitos integrados. Las técnicas de ingenierfa de precision v litografia en
materiales semiconductores estin extremadamente desarrolladas. En los procesos de
fabricacion "bottom-up” el objetivo es construir estructuras alomo a atomo o molécula a
molécula. Aqui entran en juego las técnicas de sintesis quimica molecular y el ensamblaje
de moléculas o nanoparti¢ulas, un buen ejemplo de este método es la sintesis de
nanoparticulas que se obtienen por dispersiones coloidales.
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En la Figura 1 se muestran los dos métodos principales para la obtencién de
nanoparticulas.

Top- down -
(Métodos Fisicos) o :.
o
Bottom-up " . -
(Métodos Quimicos)

(=]
. =1
KK i aglomeracion
x atomos metdlicos

Figura 1. Representacion de los dos métodos para preparar nanoparticulas (fop-down y bottom-up).

El Zn0,, se obtuvo mediante dos métodos de sintesis los cuales han tenido factores
externos para su sintesis durante su proceso de desarrollo, uno de los cuales es irradiacion
por ultrasonido y el otro por irradiacion con UV. Ambos métodos son faciles y sencillos de
reproducir.

Se obtuvo por medio de ambos métodos nanomateriales v se estudiaron sus propiedades
antimicrobianas.

La motivacion del estudio e investigacién de nanoparticulas con propiedades
antrimucrobianas es desarrollac prendas con las nanoparticulas impregnadas para reducis et
contagio intrahospitalario que existe en los hospitales y estas prendas textiles con
nanoparticulas de ZnQO» ayudaria a evitar ese contagio. Para eso se desea o se tiene la
finalidad de la sintetizacion de Zn0, para que dicho nanomatenial se adhiera a las fibras



textiles de las telas usadas y que ayude a combatir los microorganismos que producen
enfermedades.

1.1, Antecedentes

El Zn0, es un polvo sin olor, de color blanco o amarillo claro, cast insoluble en agua y
soluble en 4cido. El Zn0; es un tipo de perdéxido muy estable y seco a temperatura
ambiente y presion atmosférica, pero cuando llega a 150 °C empieza a descomponerse y
generar oxigeno.

E! Zn0, es un material semiconductor con un ancho de banda prohibida de 4.20 &V
[6-7], adem4s es ampliamente utilizado en la industria, tal como la industria del caucho
[8-11], procesamiento plastico [12-14}, como oxidante para explosivos y mezclas
pirotécnicas {15], en la industria cosmética y farmacéutica como un aditivo antiséptico en el
tratamiento de las enfermedades de la piel [16-20]. También el Zn0, puede usarse en
procesos de fotocatdlisis {21-23] y como precursor para la preparacidn de nanoparticulas de
Zn0 [7,23-29].

La preparacion de ZnO, es producida principalmente a partir de los siguientes
reactivos: Zn0 [3031), Zn(QH), [31,321, ZnEt, [33], Zn(NOs), [3034], ZnCl, [35] o
ZnC0; [31].

Para el estudio de la actividad antimicrobiana se toma como base inicial los trabajos
realizados a nanoparticulas tales como: 6xido de cobre (Cu0) [36-37], plata (Ag) [38-40],
oxido de zinc {(Zn0) [41-46] v otros nanocompuestos que han sido reportados hasta el
momento |52-54].

1.2, Objetivos

Los objetivos del presente trabajo son:

o La sintesis y caracterizacion estructural y morfolégica de nanoparticulas de
Zn0, sintetizadas mediante {a técnica de sol-gel, a la que se le aplica factores
fisicoquimicos externos, como es irradiacion ultravioleta y ultrasonido.

¢ Fl estudio de la actividad antimicrobiana del Zn0, nanoestructurado obtenido.



’

2. Fundamento Teérico de la Sintesis de las
nanoparticulas

En esta seccion se describird el marco teérico para la explicaciéon de los fendomenos
fisico-quimicos involucrados en la sintesis de los nanopolvos a partir del método empleado
en el desarrollo de la presente tests.

2.1. Proceso Sol-Gel

El proceso sol-gel permite la fabricacion de materiales amorfos y policristalinos con
caracteristicas especiales en su composicidén v propiedades. Los beneficios de esta técnica
de sintesis con relacién a otras técnicas de fabricacion radican en la versatilidad de la
misma, asi como en los bajos costos que ella demanda.

0o00000
(elslelelelele)
Co00000
(olslolnlelele]
Particulas uniformes

Partlcula de xerogel

Evaporaclén del | Extraccidn con
\\\ N disolvente disolventes
Catentamiento
e‘(@
Pel!cula densa o /

Xerogel Aerogel

Ceramico denso

Figura 2. Variantes del proceso sol-gel propuesto por Brinker {55].



La técnica de sol-gel es una sintesis quimica que se inicia con la preparacion de una
suspension coloidal de particulas sdlidas o cimulos en un liquido (sol), de tamafio de
particula entre 1 nm y 1 000 nm, seguida de una hidrélisis y condensacién de éste sol para
formar un material sélido lleno de solvente (gel). El solvente puede extraerse del gel
dejandolo reposar a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo Namado
envejecimiento (polimerizacion), en el cual el gel se encogera expulsando el solvente y
agua residual |55}.

Al término del tiempo de envejecimiento, por lo general aln se tienen solventes v agus,
en el material, ademas de que el tamafio del poro es considerable. Dependiendo de las
aplicaciones del material obtenido se somete a un tratamiento térmico, mediante el cual se
puede obtener monolitos, peliculas delgadas, etc. El proceso sol-gel se esquematiza como
se muesira en la Figura 2 (alcogel: también llamado gel, aerogel: secado del gel en
condiciones supercriticas, xerogel: secado del gel por evaporacién en condiciones normales

[56]).

2.1.1. Etapas del Proceso Sol-Gel

El proceso de sintesis via sol-gel se puede dividir en varias etapas fundamentales que
son:

Preparacion del sol: Existen dos vias béasicas para obtener los soles; sistemas acuosos
y los sistemas no acuosos. En los sistemas acuosos se utilizan ¢omo precursores dxidos,
hidréxidos y sales tanto organicas como inorganicas [57].

Gelacion: Cuando una solucion pierde su fluidez y toma la apariencia de un sélido
elastico. El cuadro mas simple de gelacion es el crecimiento de clusters por condensacidn o
por agregacidon de particulas, hasta que estos se interactian; después los clusters se unen
para producir un solo cluster gigante llamado gel. Al momento que el gel se forma, algin
cluster podria estar presente en la fase sol, enredado, pero no atado al cluster expandido;
progresivamente con el tiempo es conectado a la red y la rigidez del gel se incrementara.
De acuerdo a esto, el gel aparece cuando la Gltima unién o enlace esta formado entre dos
grandes clusters para crear el cluster final expandido.

Este enlace no es diferente de los otros innumerables que lo forman antes v después del
punto de gelacién, excepto que es responsable de la elasticidad creando una red sohida
continua, y ocurre un cambio abrupto de la viscosidad, el proceso de gelacion puede
acelerarse mediante el uso de calor, agitacion y por la adicién de un electrolito al medio
[57].



Tabia 1. Ventajas e inconvenientes del Proceso Sol-Gel [58].

Ventajas

Inconvenientes

Alta homogeneidad de las disoluciones
multicomponentes, geles y materiales
obtenidos.

Posibilidad de obtener materiales de formas
muy variadas: fibras, particulas, esferas,
composites, etc. Debido a las propiedades
reologicas de los soles.

Baja temperatura de procesado.
Ahorro de energia.

Minima perdida por evaporacion.
Minima contaminacion del aire.

Obtencion de nuevos solidos cristalinos v
no-cristalinos, debido a la posibilidad de
controlar y modificar cada etapa del
Proceso.

Mejores caracteristicas de los oéxidos
obtenidos (area superficial mas alta, mayor
homogeneidad y pureza, mejor control
microestructural de las particulas, vy
distribuciones mas estrechas de tamaiios de
particulas y poros) en comparacion con los
obtenidos por los métodos tradicionales de
preparacion.

Elevado costo de los materiales de partida
(no siempre).

Problemas de encogimiento durante &
secado.

Presencia de poros residuales.

Grupos hidroxilo residuales.

Carbono residual.

Riesgos de las disoluciones orgénicas.

Larga duracion del proceso.

Envejecimiento: El envejecimiento de

una solucion permite la reorganizacion de la

estructura por disolucidn y re-precipitacién, resultando en un producto cristalino o amorfo;
por io tanto involucra un proceso de cambio después de la gelacidn que es caracterizado

como [57]:

1. Polimerizacién: este proceso aumenta la interconexion del esqueleto solido, en
consecuencia, aumenta la densidad v la resistencia mecimica del sélido.
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2. Maduracion: este proceso se debe a la disolucioén y precipitacion producida por la
diferencia de la solubilidad entre particulas y es influenciada por los factores que
afectan la solubilidad, como temperatura, pH, concentracién y tipo de solvente.

3. Transformacion de fase: en todo el proceso de envejecimiento pueden ocurrir otros
cambios de fases ademds de la sinéresis (contraccién del esqueleto sélido de! gel,
acompafiada de la expulsion de la fase liquida contenida en los poros), por ejemplo,
la fase liquida se puede dividir en dos, también puede ocurrir cristalizacién de sales
utilizadas enlos sistemas multi componentes.

4. Secado y tratamiento térmico: El secado es la separacién de la fase liquida que
constituye la mayor parte del volumen del gel himedo (70 %) y cuando esta se
éva;iora se observa una contraccion acompafiada de endurecimiento del gel.

El comportamiento de los soles presentan movimiento cadtico {difusién Browniana)
dependiente de fas colistones con las otras particulas, debido a que las fuerzas
gravitacionales son despreciables y las interacciones estin dominadas por fuerzas de
naturaleza débil, como interacciones de Van der Waals y cargas superficiales (fuerzas
electrostaticas) [55]. Como cualquier otro método, esta técnica presenta ventajas y
desventajas las cuales se presentan en la Tabla 1.

2.1.2. Efecto del pH

La sintesis por el método sol-gel puede realizarse a condiciones &cidas (pH de 1.5 a 6),
a condiciones basicas (pH de 8 a 11) o a condiciones neutras (pH = 7), para ello pueden
utilizarse diferentes catalizadores durante la etapa de reaccién de hidrélisis. En la obtencién
de matenales a condiciones 4cidas pueden utilizarse (como catalizadores) 4cidos fuertes
como el HCI, H,50,4, HF, etc. Los acidos y las bases débiles también pueden ser uihzados,
por ejemplo el &cido acético, el cido oxalico, el 4cido formico o el amoniaco.

El pH de la reaccion es importante en la determinacion de las propiedades finales del
material sintetizado.

Un gjemplo de este caso es la sintesis del Ti0, [59]:

e A condiciones béasicas las particulas que se forman inicialmente tienen un
didmetro de aproximadamente Inm, incrementando su tamafio conforme se
realiza la sintesis. El gel resultante tiende a ser mesoporoso 0 macroporoso.

¢ Cuando la reaccion se realiza a un pH de 7 (neutro) el tamaito de las particulas
en el sol se encuentran entre 2.5 nmy 20 nm, por lo que el gel que resulta en
este tipo de reaccion liene una distribucion de tamafio de poro no-uniforme.



» Bajo condiciones acidas, las particulas en el sol y en el gel son muy uniformes,
variando su tamafio entre 0.5 nm y 3.0 nm, lo que le da a los materiales la
propiedad de ser altamente poroso.

Los voliimenes de poro para el aerogel v el xerogel difieren por un orden de magnitud.
La densificacion de un xerogel se presenta en la Figura 3, lo cual es la formaci6n del gel a
pariir de un coloide.

2004 (b)
100A
30A — ar
QO Poros No-Uniformes
L5A 204 5A

Oo—0

10A

AS. 600 mig

( ) Poros Pequeitos Uniformes OO
¢ 08 O
O
3 Q OO0
00O o———-SOOOdDO oo 5 o
O as=9some O OO0

Figura 3. Efecto del pH en la porosidad a condiciones (a) basicas, (b) neutras y (c) dcidas [59].
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2.1.3. Hidrélisis

La hidrdlisis es una reaccion quimica que involucra el rompimiento o disociacién de
moléculas de agua. Una reaccion tipica es la reaccion de una sal con el agua, dependiendo
de la fortaleza o debilidad del acido y base de la que proviene la sal, Ja disolucidn resultante
del proceso de hidrdlisis sera: neutra si el acido y base que origina la sal son fuertes, acida
si €l cation de la sal (es el que se hidroliza al reacciona con el agua) procede de una base
debil y el anion de un acido fuerte (no sufre hidroélisis); y basica si el anién (es el que se
hidroliza} procede de un acido débil v el cation de una base fuerte (no sufre hidrdlisis),

En el presente trabajo el proceso sol-gel se realiza empleando precursores inorganicos
(sales) por lo cual, la hidrotisis toma lugar con la remocién de un protén de un ion-acuo
para formar un ligando hidréxido (-OH) u oxo (=0). Lo iones metdlicos en solucion
acuosa, estan sujetas a una secuencia de reacciones de hidrdlisis.

La naturaleza de las especies depende, principalmente, de la carga o estado de
oxidacion Z" del cation y del numero de coordinacién, la electronegatividad del metal y el
pH de la solucién acuosa. El efecto de la carga v el pH se muestra en la Figura 4. Mediante
este diagrama se puede establecer en forma cualitativa la hidrolisis de los cationes. para
cationes con estado de oxidacidén Z menores que +4 forman complejos acuo-hidroxos o
hidroxo. Los cationes con estados de oxidacién mayores que +5 forman complejos oxo-
hidroxo u oxo.

+8 I

! 1 : L
) 7 14 pH

Yigura 4. Diagrama “Carga (Z) vs pH” [55].



Una sal metdlica en solucion acuosa procede por la siguienie reaccidén quimica de
hidrélisis:

M(H,0),%% & [M(H,0)p_,0H] D% + H* (D

Donde, M representa la especie metalica, b es el nimero de moléculas de agua
coordinadas al catién M y Z la carga que posee.

Mientras que el proceso de condensacion-polimerizacion se realiza mediante:

M(H,0),%F o [(Hy0)p-1M(OH);M(H,0)-,]@D% 4 24+ )

2.2, Sonoquimica

El método de sintesis sonoquimica para la preparacion de nanoparticulas fue
inicialmente usado por Susltick en 1991 [60]. Suslick preparé nanoparticulas de Fe por
sonificacion de Fe(CO)s en una solucién Acida, obteniéndose Fe amorfo con tamafio de
particula entre 10 nmy 20 nm. El método de descomposicion sonoquimica ha sido usado
por Suslick [61] para producir nanoparticulas de Fe, Mo,C, Ni, Pd y Ag. Este método ha
sido de gran importancia en el 4rea de la Ciencia de los Materiales por su facilidad en la
preparacién de productos amorfos [61], su versatiidad en la incorporacién de
nanomateriales en materiales mesoporosos [63] y su viabilidad para el depésito de
nanoparticulas en ceramicos y superficies poliméncas [64].

Interface . s
T=580-1730 °C s

| Fase liquida
4 T= T ambiental

Figura 5. Posibles sitios de reacciton en medios homogéneos bajo la aceidn del ultrasonido [65].
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Estudios realizados demuestran la existencia de tres zonas potenciales donde pueden
ocurrir las reacciones quimicas bajo la influencia del ultrasonido como se muestra en la
Figura 5: el micleo gaseoso que contiene los gases presentes en el medio y vapores de la
mezcla reaccionante; la interface gas-liquido y el seno del liquido [65-66).

" El principio de la sonoquimica es el rompimiento de los enlaces quimicos con la
aplicacién de ondas ultrasénicas de alta energia usualmente entre 20 kHz y 10 MHz. El
fendmeno fisico responsable del proceso sonoquimico es la cavitacién actstica.

De acuerdo a las teorias publicadas para la formacién de nanoparticulas por
sonoquimica; el evento fundamental que ocurre durante la sintesis, es la creacion,
crecimiento y colapso de las burbujas en el liquido (Figura 6) [67]. Estas burbujas son de
tamafio nanométrico. Los vapores del soluto difunden en la burbuja del solvente y cuando
{a burbuja alcanza un cierto tamafio, el colapso de esta tiene lugar.

Fuerzas intensas de corte
en el liquido alredor de
~ 1a burbuja que colapsara.

‘j\_/ . Temperatura y presién
4-'-""/ intermedia en la interfacc.

13'. . g . Temperatura y presién
*JJ ; %= ' muy altas en ¢l medio de

fa burbujas que colapsara.

Figura 6. Efecto de la sonicacion en una fase liquida homogénea [68].

Durante el colapso se generan temperaturas extremas en el rango de 5 000 K y
25000 K (Figura 7) [69], 1o que es suficiente para que se presente el rompimiento de los
enlaces quimicos en el soluto. El colapso de la burbuja tiene lugar en menos de un
nanosegundo [70]. Asimismo, también se presenta una velocidad muy alta de enfriamiento
(1011 K5} que obstruye {a organizacidn y cristalizacidn de los productos. Debrido al
rompimiento de los enlaces que ocurren en el precursor en la fase gaseosa, se obtienen
particulas amorfas. Sin embargo, también es posible obtener mediante este método de
sintesis materiales nanoestructurados, como es el caso en el presente trabajo.
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Se tienen posibles explicaciones para la formacién de nanoestructuras como es que la
rapida cinética no detiene el crecimiento del nicleo y cada colapso de la burbuja forma
centros de nucleacién, cuyo crecimiento esta limitado por dicho colapso; otra posibilidad es
que el precursor sea un componente no-volatil y la reaccién ocurra en un radio de 200 nm
alrededor del colapso de 1a burbuja {71]. En este wltimo caso, la reaccidn ocurre en la fase
liquida y los productos pueden ser amorfos o cristalinos dependiendo de la temperatura
alrededor de la burbuja, Suslick ha estimado esta temperatura alrededor de la burbuja en
1 900 °C [72].

Ondas de o ; _ —
compresion N - ) SR 7

Compresién  Compresién Compresién  Compresién

Presién

AW ANWANWAWAWS
VIAVIRVVIRV,

Rarefaccibn Rarefacciébn Rarefaccién Rarefaccién Rarefaccidn

Cambio en el
tamafiodelas» @ @ ﬁoc

burbuyjas
e oonEt | e
de la burbuja ] mmaﬁo mcsiab!c colapso
sucesivos violento

Figura 7. Generacion y colapso de una burbuja acistica |73).

La cavitacién es la formacién, crecimiento vy colapso de burbujas llenas de gas
causadas por ef ultrasonido. Durante la fase de compresién de una onda de ultrasonido, fas
burbujas presentes en el liquido se hacen mas pequefias y durante la fase de rarefaccién
(disminucion de la densidad de un cuerpo) se expanden. La cavitacion puede ser estable o
inestable (transitoria).

Con la cavitacién estable, las burbujas oscilan en tamafio a 1o largo de los muchos
ciclos pero no estallan. Con la cavitacién inestable, las burbujas crecen a lo largo de un
namero de ciclos y luego implosionan repentinamente (Figura 8). Esta implosién produce
aumentos grandes, breves y localizados de presién y temperatura v pueden producir
radicales libres.
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¢ La primera ley de la fotoquimica, la “Ley de Grotthuss-Draper”, establece que
para que se realice una teaccion fotoquimica, cualquier sustancia debe de
absorber energia, es decir, si una sustancia no absorbe energia de una
determinada longitud de onda, no experimentara reacciéon fotoquimica alguna a

- esa longitud de onda.

¢ La segunda ley de la fotoquimica, la “Ley de Stark-Einstein”, define que por
cada fotén de luz absorbida por un sistema quimico, solo se activara una
molécula para la reaccion fotoguimica de una molécula, asi la fotorreaccién
producida es directamente proporcional a la intensidad de luz y al tiempo de
1luminacién;

Fotoreaccion = k(I * t) (3)

Donde:
k, constante de proporcionalidad;
I, intensidad de 1a luz;
t, tiempo de iluminacion.

Esta "ley de foto equivalencia" fue derivada por Albert Einstein durante su
desarrollo de la Teoria Cuantica.

Las fotorreacciones se realizan debido a que la absorcién de luz lleva a la molécula a
un estado excitado que contiene mas energia que el estado fundamental. Al adquirir una
mayor energia las moléculas son mas reactivas. La ventaja de la fotoquimica es que
produce una via rapida y directa para que Ja reaccion quimica se lleve a cabo.

Otro punto significante de la fotoquimica es la ventaja sobre las reacciones térmicas,
que requieren calor para su activacién, ya que al utilizar la selectividad de las diferentes
frecuencias de la luz, se pueden producir reacciones exclusivas y totalmente diferentes en
una sustancia quimica. Cambiando la frecuencia de la radiacion se lleva a la molécula a
diferentes estados excitados, es asi como pueden reahizarse reacciones fotoquirmecas
totalmente diferentes, dependiendo del numero y tipos de estados excitados disponibles en
la molécula.

Aun cuando la mayoria de las sustancias absorben luz, no todas reaccionan
fotoquimicamente, va que pueden desactivarse rapidamente, perdiendo su energia antes de
que se produzca la reaccion, asi que la vida media del estado excitado debe ser
suficientemente larga como para producir la reaccion [76].
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Fotoquimico, se refiere al efecto de la luz en la modificacion de las reacciones
quimicas. En un proceso fotoquimico, los fotones incidentes son absorbidos por las
moléculas del reactivo para dar moléculas excitadas o radicales libres, que se adicionan en
la reaccion.

Una especie fotoexcitada puede tener distintas maneras o caminos para reaccionar,
como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Procesos Fotoquimicos.

Especie Reaccion Descripeion
XY* - A+B Disociacion Rotura de un enlace covalente.
XY"+ CD - E+F+ --- | Reaccién Formacién de varios productos con
moléculas de estado excitado.

XY* - XYt +e” Fotolonzacion Formacion de iones.

XY*+ hv oDA+B Luminiscencia Absorcion de un fotén y emision de
otro rapidamente (lento-
fosforescencia).

XY + XY* - XY*+ XY | Transferencia de Transferencia de energia entre

energia intramolecular | moléculas. '

XY*+ GH — XY + GH” | Transferencia de Transferencia de energia entre
energia intermolecular | moléculas diferentes.

XY+ M- XY+ M Quenching XY*, reacciona con otra molécula
que transfiere su energia y vuelve al
estado fundamental.
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3. Técnicas Experimentales y de Caracterizacion

En este capitulo se describe detalladamente el montaje v el desarrollo realizade para la
sintesis y caracterizacion del Zn0,, para lo cual se desarrolla en dos sub-capitulos, los
cuales se exponen a continuacion detalladamente:

3.1. Técnicas Experimentales de la Sintesis de las
nanoparticulas de ZnO,

A continuacién se explicara el desarrollo de Ia técnica experimental para la sintesis del
Zn0,, lo cual se realizé por dos métodos distintos (irradiacién ultrasonica e irradiacién
ultravioleta) los cuales se detallan a'continuacién cada uno:

3.1.1. Por Sonicacion

Para la sintesis del Zn0O, por el método sonoquimico se utilizé como equipo sonicador
un limpiador ultrasonico marca Branson Modelo MT 1510 (42 kHz, 75 W) ] 77).

La frecuencia ulirasonica tiene frecuencias que el ofdo humano no las detecta

(aproxtmadamente 20 000 Hz). A confinuacion se muestra la forma en que este equipo
funciona:

L S

“Figura 9. Generacién de ondas mediante los transductores.
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universal para poder sostener el matraz y sonicar correctamente la solucién; se ubico el
matraz en €l sonicador de tal forma que se observe la mayor cantidad de burbujas y se
produjera la cavitacion durante el tiempo de sonicacion de la solucién precursora.

Limpiador Ultrasomco\
Branson MT 1510

L

ansductar

Figura 12. Montaje de la sintesis de ZnO, por irradiacion US.

En la sintesis de Zn0, se utilizé el método sol-gel para producir ta solucién precursora
del Zn0,, se inicio diluyendo primero 5 ml de H,0, al 30 % con 50 ml de H,0
(bidestilada, desionizada) y se dejo sonicar la solucidén por un periodo de 2 min, luego se
disolvi6 1 g de Zn(CH,C00),. 2H,0 en la solucién de H,0,, e ignalmente se dejé sonicar
por un periodo de 5 min hasta obtener una solucién homogénea. Luego de obtener una
solucion homogénea se procedi6 a la sonicacidn de la solucidn precursora, para esto se
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posicioné el matraz dentro del sonicador de tal forma que se genere el mayor numero de
implosiones, tal como se muestra en la siguiente Figura 13.

/l /Mm\ I\

oo
QOO%)

0000

OODO oOoOo

==

Limpiador Ultrasonico
Branson MT 1510

NSNS s NS

Figura 13. Ubicacion comecta del montaje del matraz para la sintesis de Zn0,.

Luego de un tiempo de sonicacion se extrajo el sobrenadante de la solucién por medio
de la sedimentacién del contenido de la solucién usando una centrifuga por un tiempo de
20 min a 5 000 rpm, luego de haber extraido el sobrenadante se agrego H,0O (bidestilada,
desionizada) de tal modo de eliminar o exiraer el 4cido acético remanente y que esta
adherido al Zn0, (se enjuago), se centrifugo nuevamente al mismo tiempo y la misma

revolucién v por ultimo se dejo secar por una noche el precipitado a una temperatura de
80 °C. '

3.1.72. Por Radiacion UV

Para la sintesis del Zn0, por irradiacién UV, se irradi6 la solucién precursora de
acetato de zinc con una lampara de 300 W Ultra-Vitalux (de Osram). El montaje para el
procedimiento de la sintesis de Zn0, se muestra a continuacion en fa Figura 14, se utilizo
un agitador magnético Stuart Scientific, el cual se us6é de manera constante y a la misma
velocidad de agitacion para todas las muestras realizadas. Luego se colgd en un soporte
uriversal fa tdmpara de luz UV a una distancia determinada dependiendo de fa muestra a
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trradiar. Todo este equipo se colocd dentro de una camara para evitar cualquier dafio
ocasionado por la radiacién UV.

~10cm.

Figura 14. Montaje de la sintesis de Zn0; por irradiacion UV,

En la sintesis de Zn0, se utiliz6 el método sol-gel, se inicio diluyendo primero 5 ml de
H,0, al 30 % con 50 ml de H,0 (bidestilada, desionizada) y se agitd hasta homogenizar la
solucion, luego se disolvio 1 g de Zn(CH3C00),.2H,0 en la solucién de H,0, [26], e
igualmente se dejé agitar por un periodo de 5 min para homogenizar la solucion antes de
empezar a irradiarla con una lampara de luz UV.

Luego de haber obtenido el sol, se centrifuga el sol para extraer el sobrenadante y se
enjuaga con H, O (desionizada), para extraer el 4cido acético remanente que se adhiere a las
particulas de Zn0,, luego se centrifuga nuevamente lo que se tiene en la parte del fondo del
frasco y se deja secar por toda una noche a una temperatura de 80 °C.
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3.2, Técnicas Experimentales de Caracterizacion

A continuacion se describe detalladamente las técnicas experimentales que se
utilizaron para la caracterizacion de los nanomateriales obtenidos en la realizacién de esta
tesis.

3.2.1. Espectroscopia Ultravioleta y Visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-VIS es una técnica que involucra la absorcion de huz ultravioleta
y visible por parte de una molécula promoviendo el paso de un electrén desde un orbital
molecular fundamental a un orbital excitado; es decir, un electron es excitado de un orbital
de baja energia LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) al de energia mas alta
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital}.

Se producen entonces transiciones de electrones desde niveles energéticos bajos a
niveles mas altos. Transiciones entre un orbital enlazante o un par de electrones libres y
otro orbital incompleto anti-enlazante. La separacién energética entre estos orbitales
moleculares corresponde a las longitudes de onda del rango UV-Visible. Dichas longitudes
de onda se encueniran aproximadamente entre 190 nm'y 780 nm.

La absorcion de la radiacién ultravioleta o visible por una especie atémica molecular
M se puede considerar como un proceso de dos etapas, la primera implica una excitacion
electrénica como muestra la ecuacion:

M+ Av » M* (1)

El producto de la relacion entre M y el foton Av es una especie electronicamente
excitada que se representa por M*.

Fl tiempo de vida de la especie excitada es breve (de 10 =% a 107 s), su existencia
acaba por algunos de los diversos procesos de relajacion. El tipo mis comin de relajacién
implica la conversion de la energia de excitacion en calor, esto es:
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M* = M + calor 5)

La relajacion puede tener lugar también por descomposicién de M™ dando nuevas
especies; un proceso de este tipo se llama reaccion fotoquimica (ver 2.3).
Alternativamente, la relajacién puede implicar reemision de radiacion fluorescente. Es
importante sefialar que el tiempo de vida de M" es normalmente tan corto que su
concentracion en cualquier momento es generalmente despreciable,

Al hacer incidir radiacién monocromatica sobre una muestra con una determinada
concentracion de una sustancia que absorbe a esa longitud de onda, la intensidad de la
radiacion que la atraviesa, esta relacionada con la intensidad de la radiaci6n incidente vy con
el espesor de la muestra, por la expresion:

1= Iy x107%b¢ (6)
log(l) =log(i,) — &bC (7)
log(Iy) — log(l) = ebC (8)
log (ITO) = ebC (%

. ; . L
donde, el cociente Tﬂ se denomina transmitancia de la muestra v se suele expresar

. ' I .
como porcentaje de luz transmitida: TD X 100, € es la concentracién de 1a muestra, b es el

espesor de la muestra y £ es la absortividad molar (una medida de la capacidad de
absorbancia de una especie), que es un valor constante para cada sustancia a cada longitad
de onda & y en condiciones experimentales determinadas; también se denomina coeficiente
de extincion molar si, como es frecuente, la concentracion se expresa en moles por litro.

Por otra parte, se define la absorbancia de la muestra como: A=log(1/T). Tanto la
absorbancia como Ia transmitancia son magnitudes que se obtienen directamente en el
espectrofotometro.

Segin estas definiciones, queda finalmente la siguiente expresién que se conoce con el
nombre de la ley de Lambert-Beer:

A=ebC (10)
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Lo que constituye el fundamento del andlisis cuantitativo espectrofotométrico.

En la Figura 15 se tiene el diagrama de un espectrofotémetro UV-Visible. La
espectrometria UV-Vis se utthza habitualmente en la determinaciéon cuantitativa de

soluciones de iones metalicos de transicién y compuestos organicos muy conjugados.

Colimador Selecior de‘Longitud de Onda
(Lente) (Rendija) Detector
(Fotocelda)
. ——
. . : T~ o ; I_____- .
i f .
’ ‘ l Io It p— " .
l ) ' i ! Pantalla Digital
S - Monocromador Muestra
Fuente de Luz (Prisma o Rejilia) Solucién
(en tn Cubeta)

Figura 15, Esquema de espectrofotdmetro de haz sencillo [78].

Los espectros opticos fueron tomados con el espectrometro UV -Vis Biochrom modelo

Libra S22. Para su lectura, los coloides fueron diluios en una proporcion de 1:4 con agua
destilada.

3.2.2. Difraccién de Rayos X (DRX): Método de Rietveld

La difraccion de rayos X (DRX) es una de las técnicas de caracterizacién mas potentes
y mhs cominmente wilizadas para el analisis estructural de materiales cnistalinos. Sus
caracteristicas principales son consecuencia debido a que utiliza una onda electromagnética

con una longitud de onda (A ~ 1.5 A), cuya magnitud es muy parecida al espaciado
interplanar de los sélidos (tipicamente del orden de unos pocos A).
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Rayos X Rayos X
incidentes no reflejados

Rayos X
incidentes

Rayos X
rellejados

e’
(N
Rayos X Rayo | Rayos X
incidentes refligjados
Rayo 2
\ d

Figura 16. Reflexion de un haz de myos X por los planos (hlk) de un crstal. (a) Para angulos
arbitrarios de incidencia no se produce reflexion alguna. (b) Para éngulo de Bragg los rayos reflejados
estdn en fase y se refuerzan mutuamente. (¢) Similar a (b) con la excepeién de que se ha omitido la
representacién de la onda {79].

Por ser los fotones particulas de masas en reposo nulas y libres de carga, interactan
con la materia de una forma “suave”, lo que produce que la DRX sea una técnica de
caracterizacion no destructiva. La DRX se basa en la Ley de Bragg, un esquema de la

deduccion de esta Ley se esquematiza en la Figura 16,
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E! principio basico de funcionamiento de esta técnica consiste en que los rayos X son
difractados de manera constructiva por la estructura cristalina de la muestra, segun la
siguiente ecuacion;

n'A= 2-d-sen(f) (1)

Donde n es un niimero entero, A es la longitud de onda, d es la distancia interplanar de
la estructura de 1a muestra y 0 es el angulo de incidencia de los rayos X segin la Figura 17,

Para un monocristal, montado con una orientacién definida, se ilumina por radiacion
policromatica y todas las reflexiones de Bragg se recogen simultaneamente en una pelicula
o detector. El método de Laue permite verificar 1a orientacién del cristal y obtener la clase
de Laue del cristal (Figura 17). Si las fases son conocidas, también sirve como método de
analisis cuantitativo, para seguir transiciones de fases, etc.
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Figura 17. Esquema del Método de Laue y difractograma obtenido [80].

No siempre es posible disponer de un monocristal de tamafio y calidad adecuada. Las
técnicas de polvo cristalino son ideales con propositos de identificacion y de
caracterizacion de sustancias de estructura conocida.

Sin embargo, la técnica de Rietveld estd permitiendo actualmente determinar la
estructura cristalografica- a partir de diagramas de DRX de polvo. Un esquema del
funcionamiento de un difractometro de método de polvos se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Izquierda: Geometria de Bragg-Brentano para la toma de difractogramas. Derecha: Esquema del difractd metro:
T = fuente de rayos X, § = muestra, C = Detector y O = ¢je alrededor del cual giran la muestra y el detector [81].

Si la muestra tiene cristales muy pequefios (menor de 0.1 pm) se produce un
ensanchamiento del pico de difraccion. Esto permite determinar el tamafio promedio del
cristalito, usando la ecuacion de Debye y Scherrer [80].

0.94

~ Bcos () (12)

Donde, D es el tamafio promedio de grano, B es el ancho de la linea de difraccién
medida a la mitad de la intensidad méxima (radianes), A es la longitud de onda del rayo
mncidente, 0 es el angulo entre el haz incidente y el plano del cristal.

El trabajo de caracterizacion de DRX se realizé utilizando un difractometro RIGAKU
Miniflex IT Desktop X Ray, operando con una fuente de radiacion de CuKa (A = 0.15045
nm o 1.5405 A) a 30 kV y 20 mA, con un paso de 328 min. A partir del difractograma de
Rayos X obtenido y aplicando el método de Rietveld obtenemos el tamafio aproximado de
cristalito presente en Ia muestra.

3.2.2.1. Meétodo de Rietveld

El método de Rietveld [82] consiste basicamente en ajustar tedricamente el
difractograma experimental con uno calculado, suponiendo que el difractograma es la suma
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de un namero de reflexiones de Bragg centradas en sus posiciones a.ngulares respectivas.
Luego los paré.meﬂ’os escog:dos Van siendo ajustados en un proceso iterativo hasta que se
alcanza una condicidn de convergencia con los valores de las intensidades experimentales y
el modelo tedrico. Esto es basicamente minimizando por minimos cuadrados. La funcién
minimizada en el refinamiento del difractograma es el residuo S, [83], el cual se define

Como:
Sy = E wi (Vi — Year)® (13)
=

donde:
wp = 1/ Yi
'Y, €8 la intensidad observada expenmentalmente en el paso 1-ésimo del dlfractograma

 Year-€812 mten51dad calculada en el paso 1-é51mo del dtfractograma.

La sumatona se extiende a todo el _conjunto de puntos del difractograma que se desea
ajustar Las intensidades calcu]adas yea [84], son determinadas a partir de los factores de
estructura |F |2, cuyds valores son calculados del modelo estructural. Ademas se adiciona

la sefial de fondo.

Year =5 ) LilFil*p(26; = 26,)0cA+ vy (14)
K

donde:
s.es @ factor de escala.
K, representa los indices de Miller hk] para una reflexién de Bragg.

Ly, contiene los factores de Lorenlz; factores de polan'zaéién y factores de
multiplicidad. '

@, es una funcién perfil para la reflexién, ademds contiene el factor de asimetria.
20, es el éngulo de difraccion alrededor de una posncnén de Bragg tebrica 26,.

Ok, es un término de orientacién: prefermcnal el cual se hace 1mportante Cuando los
cristales no estén aJeatonamente d1 stribuidos. :

A, es un factor de absorcnén el cual depende del espesor de la muestra y de la
geometria de la difraccién. En el caso mis convemente para una disposiciéon de Bragg-
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Factores que influyen en la intensidad de los picos de difraccion:

Podemos distinguir cuatro categorias de factores que contribuyen a las intensidades de
los picos de un difractograma, ellas son:

1.

Factores estructurales. Los cuales son el factor de dispersién atomica, estructura,
polarizacién, multiplicidad v temperatura.

Factores instrumentales. Son la intensidad del haz de rayos X proveniente de la
fuente, la eficiencia del difractémetro, el ancho de la rendija para los rayos
dispersados v fa divergencia axial permitida.

Factores de la muestra. Entre los que tenemos: absorcién, el tamafio y la orientacion
de los cristalitos y el grado de cristalizacion.

Factores de la medida. Son el método para medicion del area de los picos, el método
en la obtencién del fondo, consideracion de los picos producidos por la radiacion
K2 v el grado de suavizado empleado,

Funciones usadas en el modelamiento de Rietveld:

En el refinamiento por el método de Rietveld es necesario ademas de una funcion perfil
que modele los picos de difraccién, funciones que modelen el ancho a media altura, la
asimetria, orientacion preferencial, el fondo, etc. Algunos de esas funciones son descritas a
continuacion.

Funcion perfil:

Para la descripcion del pico de difraccién se cuenta con diferentes funciones analiticas
las cuales generan una funcién normalizada. Estas funciones perfil son tipicamente
descritas por tres parametros: su posicidn 28y, la intensidad I, y el ancho total a media
altura FWMH. Las funciones perfil mas usadas son las siguientes:

a) Gaussiana (G)

1/2 _ L
c; [ Co(26; zok)] a6

€
Hk:rrlfz H,%
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b) Lorentziana (L)

c;’? H? )
H, 1+ C,(26; —26,)2

¢) Pseudo-Voigt (pV)
nL+ (1 —-nG (18)

donde ¢l parametro de mezcla n, puede ser ajustado mediante una funcién lineal de
20. n se encuentra en el intervalo 0 < np < 1.

d) Pearson Vil

C; [1+4(2V/™ —1)(26,~26)%] "
Hk H}% ’

(19)

donde m puede ser ajustado como una funcién de-20 mediante:

NB NC

28 + {28y

m=NA+ (20)

“donde los parametros a refinar son NZ, NB y NC.
En las funciones anteriores:
Hy, representa el ancho total a media altura FWMH para la k-ésima reflexion.
Co = 4n2
=4

C, = [4m(22 — 1)/n(m — 1/2)]'"
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Usualmente se ajusta el perfil del pico de difraccién a una funcién pseudo-voigt que
considera una mezcla de funciones Gaussianaa y Loreniziana, debido a que el
ensanchamiento del pico de difraccién producido por el tamafio de los cristalitos en un
disposicidn aleatoria de la muestra en polvo es mejor descrito por una funcién Lorentziana,
mientras que las contribucionies a la forma del pico debidas a factores instrumentales son
mejor descritas por una funcidon Gaussiana.” A continuacién se muestra una funcion
Pseudo-Voigt con parametro de gaussianidad n = 0.5.

Gausiana

PseudoVoigt

Lotentziana

Funcibn perhl

‘406 488 50 ‘502  £64

Angulo de difraccion 26"

Fipura 19. Esquema Funciones perfil normalizadas centradas en 28 = 50° [85].

Ancho a media altura:

Fl ancho total a media altura FWMH, ha sido tipicamente modefado mediante la
siguiente ecuacion:

FWMH? = Utan®0 + Vtand + W (21)

donde U,V y W son los parametros a refinar.
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Los valores de FWMH obtenidos en la ecuacién anterior son tomados por la funcion
Pseudo-Voigt para ambas componentes, Gaussiana y Lorentziana.

Tratamiento del fondo:

La linea base en un difractograma tiene un comportamiento no lineal el cual se debe
principalmente a cinco factores:

1. Dispersién de la muestra, la cual se observa para bajos angulos de 28, ello
cuando existe demasiada divergencia del haz de rayos X.

2. Fluorescencia de la muestra.

Presencia de importantes cantidades de material amorfo en la muestra.

. Dispersion por ef sustrato sobre el cual se encuentre depositado la muesira,

siempre que la muestra sea demasiado delgada.

5. Dispersién por el aire el cual tiene efectos significativos para valores pequefios

de 8.

AW

El fondo puede ser modelado principalmente de dos maneras. Ya sea por interpolacién
linea! entre un conjunto de puntos que se seleccionan del patrén de difraccion o por funcién
polinomial refinable, tipicamente de quinto orden de la forma:

5

)+"'+Bk5 (bsz 1) (22)

bk —1

B(D) = Bk + Bk, (

donde:

Bk; (j = 0, ...,5), son los parametros a refinar.

bk, es el angulo 28 a partir del cual el fondo se modela con el polinomio.

Factor de Lorent;-polarizacion:

La expresién para el factor de Lorentz-polarizacién, que es un factor bisicamente
debido a la geometria en la cual se lleva a cabo la toma de las intensidades de los haces
reflejados v que forma parte de L en la ecnacion (14), es:

1 + cos?280

= —— 22
2sen?Bcost (22)

P
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Como se observa en la Figura 20 L; va a ser determinante en ¢l tamafio de los
méximos de intensidad como funcién de los angulos a los cuales corresponden.

&0

Lp

204

Angulo de Reflexidn 8

Fignra 20. Gréfica para los factores de Lorentz-polanizacion (Lp) [85).

3.2.2.1.1, Refinamiento de Rietveld usando TOPAS Academic

TOPAS Academic (TOtal Patiern Analysis Solutions) es un programa computacional
que corre bajo el sistema operativo Windows v permite el Refinamiento de Rietveld a los
datos de las muestras de polvos realizadas bajo DRX. El programa opera de dos maneras, a
través de una interfaz grafica (Interface mode) o mediante el modo Launch (Launch mode).

En el modo Launch un archivo de entrada esta configurado con contenido acerca de la
informacion sobre el instrumento, las posiciones de los picos, intensidad de los picos y el
background. Los valores iniciales para cada pardmetro es proporcionado y estos son fijos o
varian durante el refinamiento [86].

El TOPAS es un programa que ajusta un modelo teérico a un difractograma
experimental de rayos X, puede ajustar y refinar numéricamente con una gran variedad de
formas de picos. Generalmente cualquier combinacién de funciones apropiadas puede ser
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usadas en este contexto para modelar los perfiles empiricamente, incluyendo las funciones
analfticas "clasicas" de las formas de los picos (PSF).

Con functones que representan las funciones de aberracién del difractémetro, asi como
las diversas contribuciones de la muestra, se obtienen parametros fundamentales basados
para el ajuste de los perfiles de las formas del los picos de difraccion (Fundamental
Parameters Approach, FPA).

» e

3.2.3. Microscopia Electronica de Transmision (MET)

El Microscopio Electrénico de Transmision es un instrumento que permite obtener una
imagen aumentada de la muestra utilizando los electrones primarios que la atraviesan, un
haz electronico es generado termoidnicamente desde un cafién y es acelerado con energias
alrededor de los 100 keV, el haz se colima y se concentra mediante lentes
electromagnéticas (lentes condensadoras), haciéndolo pasar a través de la muestra.

Los procesos dispersivos experimentados por los electrones durante su transito a través
de la muestra determina la informacién del material. Las colisiones elasticas entre los
electrones del haz con el campo potencial de los apantallamientos idnicos producen los
patrones de difraccion electronicos, colisiones inelasticas entre los electrones del haz y la
mairiz de electrones v heterogeneidades, dan absorciones cormnplejas y efectos dispersivos,
produciendo variaciones espaciales en la intensidad del haz transmitido. Los electrones
transmitidos y los electrones difractados se hacen pasar por un arreglo de lentes
electromagnéticas.

Debido a la posibilidad de lograr grandes amplificaciones en las imagenes de la
muestra, el MET es uno de los instrumentos mas importantes de caracterizacion
microestructural de los materiales sélidos. El microscopto electrénico mas sencillo es muy
similar al microscopio Optico. Ambos tienen lentes y condensadores para concentrar la
iluminacién sobre ka muestra, como se muesira en la Figura 21.

Un microscopio electronico de transmision estd formado por cuatro componentes
principales: una columna de Optica electrénica, un sistema de vacio, la electronica necesaria
y el software de control.

La columna es ¢l clemento principal. Consta de los mismos elementos que el
microscopio 6ptico, como su puede ver en las trayectorias de los rayos de luz y de los
electrones (Figura 21). La fuente de luz del microscopio optico es sustituida-por un cafion
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de electrones incorporado en la columna. Las lentes de vidrio son sustituidas por lentes
electromagnéticas y el ocular es sustituido por una pantalla fluorescente. Toda Ia trayectoria
de los electrones, desde el cafién hasta la pantalla, ha de estar en vacio (en otro caso, los
electrones colisionarian con las moléculas de aire vy serian absorbidos), de modo que la
imagen final ha de ser vista a través de una ventana en la chmara de proyeccion.

A diferencia de las lentes de vidrio, las lentes electromagnéticas son variables:
modificando la corriente que pasa por la bobina de la lente, se puede variar la distancia
focal (la que determina el aumento).

Ojo mira la imagen uente de lectrones

B directamente

e ¥~ Lente ocular

. Lente objetiva

r . - Muestra

Haz de luz

Lente condensador

@ Fuente d» fluminacitn

a) Microscopio Optico  b) Microscopio Electrénico
de Transmisién

Imagen sobre upa
pantaila fluorescente

Figura 21. Esquema simplificado ilustrando la semejanza entre microscopio dptico y el Microscopio
Electronico de Transmision (MET).

36



El caiion electronico esta formado por un filamento, el llamado cilindro de Wehnelt y
un &nodo. Estos tres elementos juntos forman un cafion tipo triodo que es una fuente de
electrones muy estable (Figura 22). El filamento de tungsteno tiene forma de horquillay se
calienta a unos 2700 °C. Aplicando una diferencia de potencial positiva muy alta entre el
filamento v el anodo, los electrones son exiraidos de la nube elecutmica gque rodea ab
filamento y se aceleran hacia el anodo. El anodo tiene un orificio para que el haz
electrénico, en el que los electrones viajan a varios cientos de miles de kilometros por
segundo, salga por el otro lado. El cilindro de Wehnelt, que esta a un potencial diferente,
agrupa los electrones en un punto enfocado con precisién. El haz de elecirones que sale del
cafién se concentra en un haz casi paralelo al espécimen, mediante las lentes condensadoras
y, después de pasar a través de este, se proyecta como imagen ampliada del espécimen
sobre la pantalla fluorescente en la base de la columna

Si el espécimen no fuese delgado, los electrones, simplemente, serian detenidos y no se
formaria ninguna imagen. Los especimenes para el MET tienen, un espesor de 0.5 micras o
inferior. Cuanto mayor es la velocidad de los electrones, mas grueso puede ser el espécimen
a estudiar.

Fuente de
calentamiento
del todo

CATODO
-200.000 V

WEHNELT

-201.000 V
ALTA
7 TEMSION
ANODO
ov i

Veiocidad: 209.000 kmis {0,7¢)
Longitud de onda: 0.0025 nm

Figara 22. Aqui podemos observar los principales constituyentes de un cafién de electrones {los datos
niméricos se refieren al modelo Philips CM-200, v son aproximados).
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Las lentes electromagnéticas en un microscopio electronico son el equivalente de las
lentes de vidrio en un microscopio dptico. Se comportan siempre como lentes convergentes,
y su distancia focal es variable en funcién de la corriente eléctrica que circula por su
interior.

Su estructura es la de una pieza cilindrica con un orificio en el centro que permite el
paso de los electrones. En su interior se aloja un bobinado que cuando es recorrido por una
corriente eléctrica, genera un campo electromagnético que, concentrado en unas piezas
conicas de material ferromagnético (piezas polares), obliga a los electrones a girar hacia el
centro de la lente. Controlando la cornente que circula por el bobinado, comrolarmos &
angulo de convergencia de los electrones. Esta corriente genera bastante calor, por lo que
para mantener la maxima estabilidad del sistema las lentes son continuamente refrigeradas
mediante un circuito cerrado de agua (Figura 23).

Figura 23. En este corte transversal podemos observar los principales constituyentes de una lente
electromagnética. En este caso se trata de una lente doble.

Sistema de vacio, los electrones se comportan como la luz solamente cuando se
manipulan en el vacio. Como se ha mencionado anteriormente, toda la columna, desde el
cafion electrénico hasta la pantalla fluorescente, e incluyendo la camara, se encuentran al
vacio. Diversos niveles de vacio son requeridos. El vacio mas elevado es alrededor del
espécimen v en ¢l cafidén, en la camara de proyeccion v en el recinto de la camara
fotografica se encuentra un vacio menor. Para mantener estos niveles se usan diferentes
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bombas de vacio. El vacio mas alto producido es del orden de una diezmilionésima de
milimetro de mercurio,

Para evitar tener que evacuar toda la columna cada vez que se cambia de espécimen o
de material fotografico, o el filamento, se incorporan varias esclusas y vélvulas de
separacion. En los microscopios electronicos de transmisién modernos, el sistema de vacio
esta totalmente automatizado, se vigila continuamente el grado de vacio y esta totalmente
protegido contra los problemas de funcionamiento.

De igual forma que en una noche nublada dificilmente podriamos ver as estrelias, et
tnico obstaculo "visual" que debe encontrar el haz electrénico hasta su observacion final es
la muestra a estudiar. Mientras méas expedito esté el camino del haz, mayor precisién o
resolucién conseguiremos en la imagen final, como podemos mostrar en la Figura 24.

”"“l

fisj0 vogio Allo wacio

Figura 24. Aqui podemos observar el efecto sobre los electrones acelerados de viajar por una columa con un
nivel pobre de vacio y otra con alto vacio.

Existen dos modos de operacién del microscopio electrénico de transmisién, que
dependen de cémo son utilizados los planos focales de la lente objetiva luego de que los
electrones pasen por la muestra (Figura 25).

Modo difraccién, el plano focal de la lente objetiva actia como el plano objeto de la
lente difractora.

Modo Imagen, el plano imagen de la lente objetiva es el plano objeto de la lente
ntermedia.
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Q) Mueste (®)

— -
Lente
-— v Aperturs de abjetive
i {Plano focal
Apertura de seleccidon de drea (SAD)
} 1* Ima
SUIIOOO - 1" ¢
‘ - 2*Imagen *
i LonifR

Diagrama de

difraccién . . = Publl wfp | (. lmagen

L

Figura 25. Esquema de funcronamiento de un MET, en que se muestran los dos modos bésicos de operacion:
(a) proyeccion del diagrama de difraccion sobre la pantalla v (b) proyeccion de la imagen sobre la pantalla. En
ambos casos la lente intermedia selecciona el plano focal anterior o el plano imagen de Ia lente objetivo
respectivamente como objeto para formar el correspondiente diagrama de difraceidn de electrones o la imagen
[871.

La alta magnificacion logrado en estos instrumentos es el resultado de que los
electrones tengan una longitud de onda asociada pequefia, la misma que puede calcularse
mediante la ecuacion de Broglie, ecuacion (23).

h
= Gmqny® @

A
Donde;
my ¢ son la masay la carga del electron.

k., la constante de Planck.
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V, es el potencial eléctrico usado para la aceleracion de los electrones, por ejemplo
para electrones acelerados con V = 100 kV (voltaje tipico de operacion).

La longitud de onda asociada es de aproximadamente 0.04 A la cual es mucho mas

pequefia que el didmetro de un atomo y adecuado para obtener un poder resolvente
comparable con las distancias interatdmicas [88].

los tamafios, forma y fases de las nanopariiculas fueron analizados usando un
Microscopio Electronico de Transmision (MET) Philips EM 400 operando a 80 kV en los
modos de imagen y difraccion de electrones. Para su analisis, los coloides fueron diluidos
en agua destilada. Las distancias interplanares experimentales obtenidas fueron comparadas
con la base de datos “JCPDF-Internacional Center for Diffraction”.

3.2.4. Microscopio Electronico de Barrido (MEB)

El microscopio electronico de barrido {MEB) es de suma utilidad para el estudio de la
microestructura de las muestras, La versatilidad del microscopio de barrido para el estudio
de solidos proviene de la amplia vaniedad de sefiales que se generan cuando el haz de
electrones interacciona con la muestra. Este equipo permite la observacion de la morfologia
y topografia sobre la superficie de los sélidos con muy buena resolucién y gran profundidad
de campo. Esta técnica nos da una imagen generada por interaccion con la muestra de un
haz de electrones que “barre” un area determinada.

La parte principal de un microscopio electronico de barrido es la denominada columna
de electrones y esta formado principalmente por los siguientes elementos (La Figura 26
muestra el esquema basico del principio del MEB):

¢ Cafidén de electrones con un filamento actuando como emisor, su mision es la de
generar los electrones que conforman el haz.

e Sistemas de lentes electromagnéticas, cuyo objeto es focalizar el haz de
electrones.

e El sistema de barrido hace recorrer el haz ya focalizado por la superficie de la
muestra.

e Varios sistemas de deteccién que permiten captar el resuttado de la interaccion
del haz de electrones con la muestra v transformarlo en una sefial eléctrica.

e El sistema de vacio permite la correcta transmision de la columna de electrones.

¢ Sistemnas convertidores de sefiales eléctricas procedentes de los detectores en
imagenes en un monitor, fotografias, en espectros etc.
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En un MEB normal, los electrones son emitidos termoiénicamente por un catodo de
hexaboruro de lantano o de tungsteno y son acelerados hacia un anodo, de manera
alternativa a esto, los electrones pueden ser emitidos por emision de campo, en la cual los
electrones pasan a traveés de una barrera acelerados por un campo eléctrico (FE por sus
siglas en inglés). '

Caiion de electrones _+ Fucnts do alimentacién
de alta tension variablo

|
Haz de electrones . | l
I
| .
Lenteg | Ba oq
condencadoras | oood
magnéticas | Boed
|
| |
; Controles de las bobinas
| "l de bamido (amplificacién)
f
Lentee oixotiva | |
magnélicas | !
I
I
|

Doteciar 6o rayos X /

A £ bombas a0 vacio -—

Camars de rhuestia

Figura 26. Esquema del principio del microscopio electrénice de barrido.
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El tungsteno se utiliza porque tienen el punto de fusiéon mis alto y la menor presion
parcial de vapor de todos los metales, por lo tanto permite ser calentado para emitir
electrones sin llegar a la fusién. El haz de electrones, que normalmente tiene una energia
dentro del rango de algunos cientos de eV hasta 100 KeV, se concentra por uno o dos lentes
condensadores a un haz con un punto focal muy pequefio de 1 a 5 nm. El haz pasa a través
de un par de bobinas de barndo en el lente del objetivo, el cual desvia el haz horizontal y
verticalmente lo que permite que haga un barrido entramado sobre un 4rea rectangular de la
superficie de la muestra,

Cuando el haz primario de electrones interactta con la superficie, los electrones
pierden energia debido a la repetida dispersién y absorcién que se lleva a cabo en un
volumen con forma de gota en el espécimen, conocido como el volumen de interaccién, el
cual tiene una dimension de menos de 100 nm hasta cerca de 5 um dentro de 1a superficie.
Como se puede observar en la Figura 27, el tamafio del volumen de interaccidn depende
directamente del voltaje de aceleracién del haz, del nimero atémico de la especie y de la
densidad del espécimen.

M de #lechioney
10A Florivwnss ds Augei
55-5004 Flectisnes secunduios |

Fax de eleriranes Augers 10 ¢ 508
smmsz *)/; Retrodiepersiéty ¢1~2 um

0 ) 2
A i /
*, 4

Marths

i SHN\ T

\ ‘ Ragot X Continnes u 1t

\ l Flamertencin serminia . . g - 1
\ L7 e s s pltrcin et
N i Rar de parstncidn de elicironse

Figura 27. Efectos en el volumen de interaccién [89].

El intercambio de energia que se lleva a cabo entre el haz de electrones y la muestra,
resulta en la emisién de electrones y radiacién electromagnética que puede ser detectada
para generar una imagen. :

De todas las formas de radiacién resultantes de la interaccién del haz incidente y la
muestra como se muestra en la Figura 28, hay dos realmente fundamentales en el
microscopio electrénico de barmrido: los electrones secundarios y los electrones
retrodispersados. Los primeros son electrones de baja energia (decenas de eV) que resultan
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de la ermision por parte de los 4tomos constituyentes de la muestra (los més cercanos a la
superficie) debido a la colisién con el haz incidente. Los electrones retrodispersados sin
embargo, son electrones del haz incidente que han interacccionado (colisionado) con los
dtomos de la muestra y han sido reflejados. La iniensidad de ambas emisiones varia en
funerdn del dngulo que forma el haz incidente con la superficie del material, es decir
depende de la topografia de la muestra.

Rayos-X: Electrones secundarios:
Microandlisis y distribucién Topografla de la muestra (SEM}

de etementos.
HAZ DE ELECTRONES

Electrones Auger:
Electrones Informacidn  quimica
retrodispersados: de capas superficiales

Nimero atémico ¥y
cristalografia (SEM).

MUESTRA Energia absorbida:

Estructura interna de
semiconductores.

Electrones transmitidos:
Estructura Tntema, orientacién @
identificacion cristales y analisis
elemental (TEM)

Figura 28. Interaccion entre el haz de electrones y la muestra objeto de estudio.

La sefial emitida por los electrones y radiacién resultantes del impacto se recoge
mediante un detector y se amplifica para cada posicion de la sonda. Las variaciones en la
intensidad de la sefial que se producen conforme la sonda barre la superficie de la muestra,
se utilizan para variar la intensidad de la sefial en un tubo de rayos catédicos que se
desplaza en sincronia con la sonda. De esta forma existe una relacién directa entre la
posicién del haz de electrones y la fluorescencia producida en el tubo de rayos catddicos. El
resultado es una imagen topografica muy ampliada de la muestra.

El aumento de la imagen producido por el microscopio de barrido resulta de la relacion
entre las dimensiones de la imagen final v el 4rea de la muestra que ha sido barrida. Asi,
por ejemplo, si la sonda barre un 4rea de 1 mm? de la muestra y 12 imagen en la pantalla es
de 100 mm?, ésta ha sido ampliada 100 veces. El poder de resolucién del microscopio es
determinado directamente por el drea minima que la sonda es capaz de escanear. El menor
diametro de la sonda con un nimero minimo de elecirones.

Si la muestra no es buena conductora se acostumbra a recubrirla con una pelicula
conductora metalica o de carbono para evitar que ésta se cargue cuando sea irradiada.
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Modos de operacién: si el microscopio dispone de varios sistemas de deteccién es
posible diferenciar entre energias electronicas, principalmente entre la sefial producida por
los electrones secundarios y la generada por los electrones retrodispersados.

Con los electrones secundarios se¢ obtiene una imagen de apariencia tridimensional de
la muestra, como se muestra en la Figura 29:

TI5 205 12 1)

Figura 29. Micrografia MEB para indicar el use de electrones secundarios en la deteccion y formacion de la
imagen.

La intensidad de emision de los electrones retfrodispersados depende del numero
atémico medio de los 4&tomos de la muestra, asi los atomos mas pesados producen mayor
cantidad de electrones retrodispersados. Una imagen originada por los electrones
retrodispersados revela diferencias en la composicién quimica por diferencias de contraste,
como se muestra en la Figura 30.

45



microns
LN
—

| smictons
fl

Figura 30. Micrografia MEB para indicar cl uso de electrones retrodispersados en la deteceién y formacion de
la imagen.

El anélisis morfolégico de las muestras se llevé a cabo mediante microscopia
electrénica de barrido en un microscopio electrénico marca Hitachi §-500. El anélisis se
realiz6 en el laboratorio de microscopia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Ingenieria.

Para la realizaciéon del anélisis, se trabajé con muestras en polvo, las cuales fueron
recubiertas con oro para hacerlas mas conductoras.

3.2.5. Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

No existe una reglamentacién y/o estandarizacion de 1a metodologia para la evaluacién
de la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas de Zn0,.

Los métodos mas cominmente utilizados en laboratorio por su sencillez y rapidez, son:
la técnica de difusién por discos en agar, que es utilizada para generar datos cualitativos
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principalmente; y los métodos de dilucién en medio liquido de cultivo y en agar. Ambos
métodos nos permiten conocer datos cuantitativos.

3.2.5.1. Métodos en Agar

Entre estos métodos el mas utilizados por su sencillez y rapidez en la lectura de
resultados es el método de difusion por discos, basados en fa metodologia utilizada por
Bauer et al., (Método de Kirby-Bauer). El principio del método involucra la aplicacion de
una cantidad determinada de un antimicrobiano u otra sustancia en un sustrato, en la
superficie del agar sobre el cual se ha distribuido un inoculo del microorganismo en
estudio; se formara asi, por difusién un gradiente de concentracién del producto alrededor
del disco y la sensibilidad del microorganismo estara indicada por el tamafio de la zona de
inhibicién del crecimiento bacteriano.

Figura 31. Principio de la técnica de difusién con disco en agar. La concentracion del antimicrobiano decrece
conforme mayor sea la distancia desde el borde del disco (A). En el 4rea en donde la concentracion del
antimicrobiano sea insuficiente para inhibir el crecimiento, se observard un margen a partir del cual ocurrird
un crecimiento confluente (B) [90].

El didmetro obtenido dependera no solo de la sensibilidad del microorganismo y la
carga del disco, sino también de factores tales como el espesor de la capa de agar, del pH 'y
de la composicidn del medio de cultivo, de la capacidad de difusién del producto en ese
medio, de la temperatura y de la atmoésfera de incubacién, de la velocidad de duplicacion
bacteriana, y del tamafio del indculo y fase de crecimiento de la bacteria o microorganismos
en estudio.
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Otro método de evaluacién en agar es el de dilucidén en agar, en éste método se
incorpora el producto a evaluar a un medio con agar. El producto se afiade cuando el medio
ain esta liquido. Para lograr el rango de dilucién deseado se prepara una serie de placas,
cada una con una determinada concentracién de producto. Las placas se inoculan con un
rephicador una vez que se haya solidificado el medio de cultivo.

Como medio de cultivo se suele utilizar el Agar Mueller Hinton como en el método de
difusion por discos, aunque también se utilizan otros medios como TSA, Agar nutritivo,
Agar BH, etc.

Los resultados de las pruebas de dilucién en agar se expresan como Concentraciones
Minimas Inhibitorias (CMIs).

Concentracion minima inhibitoria (CMI). Las diluciones dobles senadas de un
antimicrobiano se enfrentan con una suspension bacteriana: la mejor concentracion de
antimicrobiano (expresado en unidades/m! o pg/ml) que inhibe el desarrollo de la bacteria
se conoce como Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Estos resultados pueden ser
interpretados v trasladados a las categorfas de cualitativas de sensible, moderadamente
sensible, intermedio o resistente.

La evaluacion de la capacidad antimicrobiana del Zn0, se realizo en el Laboratorio de
Microbiologia del area de Proteccion Radiolégica del IPEN.
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4. Resultados Experimentales

La formacién de nanoparticulas de Zn0, resulta de la reaccién quimica entre el H,0, ¥
el Zn(CH3€00),.2H,0,y se propone el siguiente proceso correspondiente;

Zn(CHaC00),.2H,0 - Zn?* + 2(CHsC00)~ + 2H,0 24)
 CH;C00~ + H,0 - CH;COOH + OH- (25)
Zn*? + 20H- - Zn(OH), (26)
Zn(OH), + H,0, - Zn0O, + 2H,0 27)
2H,0, - 2H,0 + 0, (28)

La ecuacion (24) indica la descomposicion del acetato de zinc en un medio acuoso en
los iones Zn?* y acetato. Puesto que el ion CHzCO0™ es una base fuerte que se espera que
pueda ser ficilmente protonizada para producir &cido acético y los radicales hidroxilos
ecuacién (25)). Es bien conocido que los iones metalicos en las soluciones alcalinas estén
rodeados por iones OH~ para formar unidades de hidréxidos metalicos [M (OH), |
(ecuacion (26)); se ha encontrado en la bibliografia la propuesta que este compuesto
intermedio reacciona con peroxido de hidrégeno para formar las semillas de ZnO,
(ecuacién (27)), la ultima reaccion quimica implica la descomposicion del perdxido de
hidrégeno en la formacién de un ion oxidante fuerte 02~ y la liberacion de oxigeno gaseoso
{ecuacion (28)).

De la ecuacién (27), vale la pena observar que con el fin de transformar todo el
contenido de hidroxido de zinc en Zn0, es necesario afiadir una cantidad equimolar de
H,0, [26, 91, 92].

Por lo tanto tenemos la ecuacion de la reaccién quimica que nos produce las
nanoparticulas de Zn0,:
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Con el fin de estudiar con mas detalle la estructura cristalina de los nanocristales
sintetizados de Zn0,, para el Refinamiento de Rietveld se utilizaron los parametros que se

muestran en la Tabla 4, el Zn0Q, tiene una estructura cubica y con grupo espacial de Pa3
(No. 205) (a=b=c=4.8740 A) [6, 91].

Tabla 4 Parametros de refinannento de Ja celda [91].

0 0 (]
(0

X y z
Zn 0,0 0,0 0,0
0 0.4132 0.4132 04132

En Ia Tabla 4 se muestran Jos pardmetros de la nanoparticula ha ser caracterizada por el
Refinamiento de Rietveld, ademas de introducir dichos pardmetros se deben de introducir

los parametros del difractémetro que se esté utilizando, los parametros del difractémetro
utilizado se muestran en la Figura 32.

Monocfomador .-*" "t
de Gratito .’

Detectar

Tubo de Rayos X
Cu Rejilla Soltes

Muestra

F-$=8-RS=150mm
DS=12%°
$5=1.25"
RS=0.3mm

Figura 32. Pardmetros instrumentales del Difractémetro Rigaku, Modelo Miniflex I1.
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La Figura 33 presenta un modelo optimizado de la celda unitaria de Zn0,. Se puede
observar que la estructura cibica-Zn0, estad constitiido por un arreglo de octaedros

irregulares formado por un ion Zn (Zn?* en el centro rodeado por cuatro iones 0 (07)
situadas una en cada esquina del poliedro (Figura 33b)

Figura 33. (a) Modelo de una celda unitaria, y (b) Arreglo de bloques para la construccién de la estructura
cubica del octaedro de Zn0, [91].

Los resultados de las caracterizaciones realizadas a las muestras obtenidas v al analisis

de la actividad anfimicrobiana realizado a dichas muestras se expondran a continuacion de
la siguiente forma;

4.1. Zn0O; por Ultrasonido

Para la caracterizacién de las nanoparticulas de Zn0, realizado por ultrasonido se tiene
la ecuacién de la reaccién quimica dada por la ecuacion (30), agregando el factor de
ultrasonido en su sintesis y considerar que la muestra obtenida es totalmente polvo ya que
al concluir con la sintesis se dejo secar el gel obtenido por un periodo de una noche hasta el
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dia siguiente, el cual se realiza la caracterizacion de las muesiras por el método elegido o
las pruebas que se necesiten.

Zn(CH,C00),.2H,0 + H,0+ ultrasonido - Zn0, + 2(CH3C00) (30)

Entonces tenemos los siguientes resultados:

4.1.1. UV-Vis

La Figura 34 muestra dos espectros de absorciéon UV-Vis del coloide de Zn0, con
diferente tiempo de irradiacion de ultrasonido (30 y 60 min respectivamente).

3,5 T T T B | S—— 1] T T ¥ T : Ls
3,0+
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—~ 25-
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[
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o .
2 1,54
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<
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0,5 +
0!0 * 1 ! 1 v I ¥ ¥ i 1 o
200 3a0 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 34. Espectro de absorbancia de dos muestras irradiadas a 30 y 60 min respectivamente.
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En la Figura 34 se puede notar que la absorbancia maxima para las dos muestras
analizadas estan entre un rango de 300 a 350 nin.

| M i d 1 ' | | ¥ i '
3,0 - "
25 4 '_“"""'_30 min
] — 60 min
= 90 min
& 20- i
© 1
O
S 154 i
L0
[ -
o k o
w
Q —
<
—

1 i 1 ! I
400 500 600 700 800
Longitud de onda {(nm)

I
300

Figura 35. Espectro de absorbancia de la evolucién de la solucion irradiada con ultrasonido eon respecto al
tiempo de irradiacion.

En la Figura 35 se analizo los espectros de absorbancia de las muestras irradiadas con
ultrasonido a 30, 60 y 90 min y considerando la relacion de diluir de 1:4 (Solucién:
Solvente); para este analisis se tomo 3 muestras irradiadas con el sonicador usando el modo
SetDegas y Hlevando a una temperatura aproximada en todos los casos de 60 °C.

Y como en el caso anterior se puede ver gue el rango de absorbancia méaxima es similar
a la prueba anterior de 300 a 350 nm respectivamente.
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4.1.2. DRX

La Figura 36 muestra el patréon de difraccién de Rayos X por el Refinamiento de
Rietveld realizada a la muestra de Zn0, obtenida por un tiempo de irradiacién ultrasénica
de 30 min.

800

I ' ] ' ¥ v I

700 - A Nanopolvo de ZnO,
500 - (Rwp=10,6%)
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[220]
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18] (73]
o o]
o (]
i Ed
]

Angulo de difraccidn (20)

Figura 36. Patrdn de DRX del nanopolwo de Zn0, experimental (linea punteads) y calculada (linea de color
rojo), realizado bajo el Refinamiento de Rietveld.

La Figura 36 se resalta con linea roja el ajuste realizado por el Refinamiento de
Rietveld y en la parte inferior de color azul la diferencia entre el patrén de difraccién
obtenido versus el ajuste de Rietveld realizado a dicha muestra, después de este
procedimiento de refinamiento se obtuvo un tamafio de cristalito promedio de 10 nm v
35 % de maximo de microesfuerzo. La calidad del refinamiento medida por la funcidén
residual Rwp en nuestro caso fue de alrededor de 10,6 %.
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A continuacion en la Figura 37 se muestra el difractograma realizado a muestras bajo
un tiempo de irradiacion de ultrasonido de 30, 60 y 170 min respectivamente. Para lo cual
usando el Refinamiento de Rietveld se obtuvo el siguiente tamafio de cristalito promedio
de: 10, 10 y 10 nm, respectivamente con un maximo de microesfuerzo de 35, 27 y 25 %
respectivamente.
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Figura 37. Difractograma de las muestras de Zn0, realizadas bajo ultrasonido durante un tiempe de 30, 60 v
170 min. Respectivamente.

Y por ultimo se realizo una secuencia de muestras realizados bajo un periodo de 1 hora
en cada ciclo de anélisis de la muestra, es decir, se realizaron muestras bajo irradiacién de
ultrasonido de 60, 120, 180, 240 y 300 min respectivamente. En la Figura 38 se muestra el
difractograma realizado a cada muestra para la cual se obtuvo por Refinamiento de Rietveld
el tamafio promedio de cristalito de: 9,10, 13, 12 y 14 nm respectivamente.
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Figura 38. Difractograma realizade a nmestras bajo irradiacién de ultrasonide durante los periodos de
exposicion a ultrasonido de: 60, 120, 180, 24G y 300 min.

4.1.3. MET

Las Figuras 39, 40, 41 y 42 muestran las soluciones irradias con ultrasonido a 30 min,
60 min, 90 min y 120 min respectivamente. En cada caso cuando se termino de irradiar la
solucion con ultrasonido se extrajo una muestra de aproximadamente 1 ml a 2 ml para
analizar por MET.

Se puede notar en cada micrografia por MET que el 1amafio de las nanoparticulas de
Zn0, son menores a 100 nm.
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Figura 39. Micrografia por MET de las scluciones iradiadas con ultrasonido a 30 min.
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Figura 40. Microa por MET de las soluciones imadiadas con ultrasonido a 60 min.
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i s CONY L
Figura 42. Micrografia por MET de las soluciones irradiadas

4.1.4.MEB

Figura 43. Micrografia por MEB dc las soluciones irradiadas con ultrasonido por un periodo de 30 mn a una
temperatura de 60 °C aproximadamente. ) 100 KX, b) 150 KX y ¢) 200 KX.
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Las Figuras 43 y 44 muestran las micrografias realizadas por MEB a muestras de Zn0,
irradiadas con ultrasonido por un periodo de 30 y 60 min respectivamente. Dichas muestras
fueron analizadas a una amplificacién de 100, 150 y 200 KX respectivamente en cada
figura con a), b) y c).

De la caracterizacion realizada por DRX v usando el Refinamiento de Rietveld las
muestras de las Figuras 43 y 44 tienen un tamafio de cristalito de 10 v 9 nm
respectivamente.

En ambas figuras se puede notar esferas de diametros entre 50 y 100 nm compuestas de
pequeiias esferas que pueden ser los cristalitos de las nanoparticulas de Zn0, sintetizadas
por medio de irradiacién de ultrasonido.

Figura 44. Micrografia por MEB de las soluciones irradiadas con ultrasonido por un periodo de 60 min a una
temperature de 56 °C aproximadamente. a} 100 KX, b) 150 KX y ¢) 200 KX,
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4.1.5. Actividad Antimicrobiana

El estudio de la actividad antimicrobiana de las muestras sintetizadas de Zn0, bajo la
irradiacion de ultrasonido se realizo bajo 3 cepas bacterianas: Bacillus subtilis (ATCC
27853), E. coli (ATCC 25922) y §. aureus (ATCC 2592). Todas las pruebas de actividad
antimicrobiana realizadas estuvieron incubando bajo una temperatura de 37 °C en una
estufa por el tiempo de 24 h, luego de ese tiempo se procedié a medir los halos
correspondientes de cada prueba realizada.

En las Figuras 45, 46 y 47 se usaron 3 muestras irradiadas bajo irradiacién de
ultrasonido tales como: la muestra (a) tiene 60 min de irradiacién de ultrasonido, 1a muestra
(b) tiene 120 min de irradiacién de ultrasonido, la muestra (c) tiene 180 min de irradiacién
de ultrasonido y la muestra (d) tiene 240 min respectivamente cada una.

Para B. subtilis tas muestras preparadas por ultrasonido tienen los halos grandes, como
se puede ver en la Figura 45, pero no son limpidos.

(=)

|
b, _Z

Figura 45. Imagen del anflisis de la actividad antitmcrobiana dc ias muestras de Zn0, en una cepa de Baciflus
subtilis. ) '

Para el caso de E. coli los halos son pequefios pero limpidos, como podemos ver en la
Figura 46.
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Figura 46. Imagen del andlisis de la actividad antimicrobiana de las muestras de Zn0, en una cepa de E. coli.

Para el caso de S. aureus los halos son méas grandes y limpidos presentan actividad
antimicrobiana, como se muestra en la Figura 47.

Figura 47. Imagen del anélisis de la actividad antimicrobiana de las muestras de Zn0, en una cepa de S.
aureus. '
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4.2. ZnO, por Radiacion UV

Para la caracterizacién de las nanoparticulas de ZnO, realizado por irradiacion
ultravioleta se tiene la ecuacion de la reaccion quimica dada por la ecuacion (31),
agregando el factor de irradiacién ultravioleta (luz UV) en su sintesis, el cual se realiza la
caracterizacion de las muestras por el método elegido o las pruebas que se necesiten.

Zn(CH;C00),.2H,0 + H,0+ UV > Zn0, + 2(CH5C00) (31)

Entonces tenemos los siguientes resultados:

4.2.1. UV-Vis

1.a Figura 48 muestra el espectro de absorbancia del coloide de Zn0, irradiadas por luz
UV con diferentes tiempo de reaccién fotoquimica (intervalos de tiempo de 0 min, 30 min,
60 min, 90 min y 120 min respectivamente).

Se realizo e blanco para la caracterizacion de la espectroscopia UV-Vis en su
respectivo momento, es decir, cuando se obtuvo la solucién final, recién en ese momento se
preparo el blanco H;0 + H,0, vy se diluyo en la proporcion de 1 a 4, de Zn0, a H,0 +
H, 0, respectivamente, de tal modo estar en un rango de caracterizacién permisible.

Podemos ver en la Figura 48 que a mayor fiempo de irradiacion de luz UV la
absorbancia del coloide de ZnO, aumento, esto quiere decir que el tamafio de las
nanoparticulas de Zn0, han crecido con el transcurso de tiempo de irradiacién de luz UV.
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Figura 48. Espectro de absorbancia de la ewfucién de Ia solucion de Zn0, itradiada con UV con respecto af
tiempo de irradiacion aplicado a la solucién de Zn0,.

4.2.2. DRX

En la Figura 49 se muestra el Refinamiento de Rietveld realizado a una muestra de
nanopolvo de Zn0, sintetizado por irradiacion de luz UV por un tiempo de 120 min; se
resalta con linea roja el ajuste realizado por el Refinamiento de Rietveld, las lineas negras
punteadas es el patron de DRX experimental de la muestra de Zn0, y en la parte inferior de
color azul la diferencia entre el patrén de difraccion obtenido versus el ajuste de Rietveld
realizado a dicha muestra.

Después de el procedimiento de Refinamiento de Rietveld realizado a esta muestra de
Zn0,; se obtuvo un tamafio de cristalito promedio de 9 nm y 22 % de maximo de
microesfuerzo. La calidad del refinamiento medida por la funcidn residual Rwp en nuestro
caso fue de alrededor de 11,39 %.
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Figura 49. Patrén de DRX del nanopolve de Zn@, experimental (linea punteada) y calculada (linea de color
10)0), realizado bajo el Refinamiento de Rietveld.

La Figura 50 muestra el difractograma de dos muestras de Zn0, una de las muestras de
Zn0, ha sido irradiada con luz UV por un tiempo de 120 min y la otra muestra no tiene
ningln tratamiento externo (sin irradiacién UV).

Al realizar el Refinamiento de Rietveld de las muestras de la Figura 49 se obtiene que
el tamafio de cristalito es de 6 y 9 nm con respecto a la muestra de 0 min v 120 min

respectivamente.

En la Figura 51 se muestra el difractograma de 3 muestras irradiadas por luz UV
durante los tiempos de 30, 60y 120 min.
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Figura 50. Difractograma de dos muestras de ZnO,una sin irradiar luz UV y la otra con 120 mun de
wrradiacion de luz UV,
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Figura 51. Relacion del tiempo de irradiacion UV con el tamafio de grano del ZnQ, bajo tiempo de irradiacién
de 30, 60 y 120 min respectivamente.
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Figura 52. Micrografia por MEB de la solucién imadiada con luz UV por un periedo de 30 min,
8) 100 KX, by 150 KX y ¢) 200 KX.
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Figura 56. La relacion de la absorbancia a 350 nm frente al tiempo de reaccion.

Se ve en la Figura 56 que la intensidad de la absorbancia se incrementa con respecto al
tiempo de reaccién, lo que significa que la concentracién de las nanoparticulas del sol
Zn0, aumenta con respecto al tiempo de reaccion.

5.2 DRX

De la caracterizacion por DRX tenemos que las nanoparticulas de Zn0, van desde 6 nm
(en este caso no se trato con ningun factor externo) hasta 14 nm (en este caso se trato la
muestra con irradiacién de ultrasonido).
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Figura 57. Difractograma de Zn0,con variacién de la temperatura de la muestra.

Se ha estudiado 1a estabilidad del Zn0, entre 100 °C y 220 °C, cada 20 °C. Como se
observa claramente el cambio de fase del Zn0, a ZnO como se muestra en la Figura 57. El
Zn0, sintetizado es estable hasta 140 °C.

En la Figura 57 se muestra que la fase de Zn0, desde los 100 °C hasta los 140 °C en
160 °C existe dos fases que se encuentran la de Zn0, y Zn0 pero después de 180 °C hasta
220 °C solo existe la fase de Zn0. Esto nos demuestra que el Zn0, es estable hasta los
140 °C aproximadamente luego de pasar de 140 °C es inestable y cambia a la fase de Zn0.
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3.3. MET

De las Figuras 39. 40, 41 y 42 se muestra que las nanoparticulas obtenidas tienen una
formacién de aglomeraciones esféricas o circulares, como se muestra en la Figura 57.

Haciendo una escala manual las aglomeraciones est4n formadas por agrupaciones de
esferas de tamafio entre 15 y 40 nm, aproximadamente. Esto est4 de acuerdo con la medida
de los cristalitos por difraccién de rayos X.

Figura 58. Micrografia MET de 2n0, sintetizado por irradiacién de ultrasonido.
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54. MEB

La Figura 59 nos muestra las micrografias realizadas a 3 muestras tratadas
indistintamente, la Figura 59 (a) es Zn0; sin ningin factor externo y como se puede ver
que el tamafio de las nanoparticulas de ZnQ, es de 100 nm cada aglomeracién y que cada
aglomeracién esta formado por pequefias particulas esféricas también; en la Figura 59 (b)
es Zn0, con 30 min de irradiacion de luz UV y las nanoparticulas son de mavor tamafio
que las que no fueron tratadas y la Figura 59 (c) es de ZnO; tratada con irradiacion de
ultrasonido por un tiempo de 60 mirn, en el se puede ver que las nanoparticulas de Zn0, han
continuado creciendo y se puede notar que sigue manteniendo la misma aglomeracion
esférica, solo que a mayor tiempo de irradiacién mayor es €l tamafio de las nanoparticulas
de Zn0,. .

Tigura 59. Micrografia MEB de Zn0,. (a) Sin ningin factor externo, (b) Con 30 min de imadiaciom de oz
UV, y (¢} Con 60 min de irrachacién de ulirasonido.
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5.5. Actividad Antimicrobiana
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Figura 60. Irmgen del estudio de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de Zn0,. (1) Cepas de
Bacillus subtilis, (2) Cepas de E. coli y (3) Cepas de S. aureus.

En la Figura 60 la pnmera fila es de nanoparticulas de Zn0, sin ningln factor externo
y como se ve en el andlisis de la actividad antimicrobiana que solo tiene actividad pequefia
con S. Aureus. En la segunda fila de la Figura 60 se tienen las nanoparticulas de Zn0,
sintetizadas por medio de irradiacién con ultrasonido, hay ligera actividad con cepas E.
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Coli en comparacion con las nanoparticulas sintetizadas sin ningin factor extemo, pero se
nota un mayor incremento en la actividad antimicrobiana en las cepas de S. Aureus ahi se
nota el crecimiento del halo en comparacion con la primera fila.

Y por ultimo en la tercera fila se muestran las nanoparticulas de Zn0, sintetizadas por
medio de irradiacién de luz UV, hay una leve o ligera actividad antimicrobiana en la cepa
de Bacillus subtilis pero se puede ver que Se regenera o crece de nuevo el microorganismo,
pero hay aumento con respecto a las dos anteriores filas en lo que es con el E. Coli y S.
Aereus ahi el incremento del halo v con ello de la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas es mayor.

En conclusion las nanoparticulas de Zn0, sintetizadas por medio de irradiacion UV
presentan mayor actividad antimicrobiana y es un mejor agente antimicrobiana para seguir
desarrollando.
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6. Conclusion

= Se sintetizaron nanoparticulas de Zn0, por medio del método de sol-gel que se
modificé empleando factures externo tales como radiacion UV y ultra sonido.

» El tamafio del cristalito del Zn0, se modificé segin la ruta de sintesis utilizada.
Cuando no se emplea ningun factor externo es de 6 nm, mientras puede llegar a
14 nm empleando 5 hirradiacion ultra sénica como factor externo.

=  Mediante las medidas de absorbancia se determina que a mayor tiempo de
irradiacion UV o ultrasonica la presencia del Zn0, aumenta en el coloide.

= (La absorbancia de las nanoparticulas de Zn0, se encuentran en el rango de
Iongitud de onda de 300 a 350 nm aproximadamente

» Del estudio de Difraccion de Rayos X de las nanoparticulas de Zn0, se determina
que a 180 °C el Zn0, cambia de fase a Zn0.

= Delos analisis de Microscopia Electronica de Barrido y Transmision se observa que
las nanoparticulas se encuentran conglomeradas en formas esféricas tipo frambuesa.
El tamafio de estos conglomerados esta relacionado con el factor externo empleado
en la sintesis del material.

= En el estudio de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de Zn0, se
concluye que los factores externos aumentan la actividad antimicrobiana en las
nanoparticulas de Zn0, v a mayor tiempo de exposicién es mavor la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas.

= E! mejor agente antimicrobiano que se sintetizo de las nanoparticulas de Zn0,
fueron aquellos que se sometieron a irradiacion de luz UV. Se encontrd que los
halos obtenidos eran méas grandes y mas limpidos v que es un buen antimicrobiano.
El Zn0, tiene mayor actividad antimicrobiana al Bacillus subtilis, intermedia al S.
aureus y menor al £ coli.
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7. Sugerencias para trabajos futuros

En el caso de la caracterizacion por Espectroscopia UV-Vis, se determino que Ja
absorbancia es linealmente creciente con respecto al tiempo de reaccién, pero debe
de llegar a un punto en el cual 1a solucién se sature y que no crezca y el tamafio de
grano maximo que se puede realizar o sintetizar, serfa bueno encontrar dicho
tamafio.

De las conclusiones de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas tenemos
que el mejor agente antimicrobiana sintetizada fue el que se desarrollo por medio de
la irradiacion de luz UV, con este estudio se puede seguir desarrollando el analisis
de este procedimiento determinando si el tamafio de la nanoparticnla determina un
mejor agente antimicrobiana o si no es necesario que el Zn0, sea nano o el
procedimiento de este es a mayor es el tamafio de la nanoparticula mayor actividad
antimicrobiana tiene la nanoparticula.

A A n

TLTRASONIDO:
LOS AEJORES MONTAJES

MEJOR AUNMEIOR
Figura 61. Mejores montajes utilizande un limpiador ultrasénico [93].

77




En el inicio del desarrollo de la investigacion se probo sintetizando las
nanoparticulas con irradiacién gamma no se llego a poder realizar el estudio de la
actividad antimicrobiana de estas nanoparticulas debido a la complicaciones que se
tenia al acceso del irradiador, pero seria un buena investigacion estudiar si las
nanoparticulas que se sinfeticen bajo irradiacién gamima tienen actividad
antimicrobiana y si es a mayor tiempo de irradiacién mayor es su actividad o
viceversa.

La sugerencia primordial para trabajos futuros con el uso de un limpiador
ulirasdnico para la sintetizactéon de nanomateriales o materiales es la correcta
posicion y cavitacion de la solucion. Como se muestra en la Figura 60, el mejor
frasco a usar es un matraz y a partir de eso la correcta posicion en el limpiador
ultrasonico es de tal forma se generen mayor cavitacion o implosiones internas
dentro del matraz en la solucién para la sintesis de los nanomateniales.
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