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PREFACIO

El presente trabajo ha tomado casi un afio y medio en su realizacién, desde la
busqueda bibliografica hasta la redacciéon de la misma. Esta tesis pretende dar una
introduccioén a las dos técnicas de caracterizacidn fisica empleadas modernamente en
€l campo de la materia blanda (DLS, SAXS) y cristalografia (XRD) y ademads de ser
un protocolo en el uso de estas técnicas para que futuras generaciones puedan
utilizarla. El equipo DLS (Brookhaven 90Plus) que posee la Facultad de Ciencias de
la Universidad Nacional de Ingenieria, ha sido muy empleado por tesistas,
estudiantes, profesores e investigadores, sin embargo, no ha habido hasta ahora algiun
trabajo serio sobre como este equipo funciona y bajo que principios fisicos esta
basado. Mi tesis pretende hacer eso. Mi entrenamiento tanto en la teoria como en el
uso instrumental de la técnica SAXS que recibi en Argentina e Italia, respectivamente,
es resumido también en este trabajo. Quiero devolver de esta manera lo que mi alma
mater me brind6 en conocimiento y formacion.

Parte del trabajo de esta tesis ha sido presentado en el congreso:

José L. Solis, Monica M. Gomez, Gabriel B. Rios-Valer, Rémulo Cruz-Simbron,
Cinzia Giannini, Dritan Siliqi, Davide Altamura, Teresa Sibillano,
‘CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE
ACUOSO, MEDIANTE LAS TECNICAS DE DISPERSION: DLS Y SAXS’,
International School on Fundamental Crystallography and Fourth MaThCryst School
in Latin America, 27 Abril - 3 Mayo, 2014, La Plata, Argentina.

Gabriel Rios Valer
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RESUMEN

Nanoparticulas esféricas de déxido cuprico (CuO) altamente dispersadas con un
tamafio promedio de dominio cristalino de 8 nm y tamafio de particula de 30 nm
aproximadamente, fueron sintetizadas a partir del precipitado obtenido de la reaccion
entre el acetato de cobre y el hidréxido de sodio [1]. Las nanoparticulas de CuO
fueron caracterizadas por dispersion dindmica de la luz (DLS) y por dispersion de
rayos X a bajos angulos (SAXS) y complementariamente se hicieron
caracterizaciones por microscopia electronica de barrido por emisién de campo (FE-
SEM) y por difraccion de rayos X (XRD). Los resultados muestran que las
nanoparticulas de CuO tienen alta dispersion y estrecha distribucion de tamafios en
poblaciones de tamafios menores a 100 nm. Hay buena concordancia entre las
mediciones, DLS, SAXS, FE-SEM y XRD. La actividad antibacterial del CuO fueron
probadas en cultivos de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Candida albicans y Bacillus subtilis, dando buenos resultados con las tres
primeras, mientras que en Candida albicans y Bacillus subtilis no se observaron
efectos inhibidores.

Palabras clave:
Oxido de cobre (II) — Difraccién de rayos X (XRD) - Dispersién dindmica de la luz
(DLS) - Dispersion de rayos X a bajos angulos (SAXS) - Microscopia electronica de

barrido por emision de campo (FE-SEM) - Escherichia coli - Pseudomonas
aeruginosa - Staphylococcus aureus - Candida albicans - Bacillus subtilis
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1 INTRODUCCION

Los iones metalicos han sido usados por siglos para desinfectar fluidos, sélidos, y
tejidos humanos. Los ‘primeros en usar el cobre por motivos higiénicos’ fueron los
antiguos comerciantes fenicios (2300 A.C.), quienes clavaron franjas de cobre en los
cascos de sus barcos para inhibir la suciedad (evitando, sin saberlo, la proliferacién de
hongos y bacterias). Fueron los antiguos griegos de la era pre-cristiana de HipScrates
(400 A.C.), los ‘primeros en descubrir el poder sanitario del cobre’. Ellos recetaron
cobre para combatir enfermedades pulmonares y para purificar agua potable. Sin
embargo, en el Peru, los antiguos cirujanos ‘Hampi Camayocs’ de la cultura Paracas
(700 A.C.) ya utilizaban cinceles hechos de cobre, plata, oro o champi (el ‘bronce
incaico’) como parte del instrumental quirtrgico en las trepanaciones craneanas [2],
[3]. Los celtas en la antigua Escocia produjeron whisky en vasijas de cobre hacia el
afio 800 D.C. y esta practica se sigue continuando hoy. En la India, el gangajal (‘agua
bendita’ tomada del rio Ganges) es almacenado en utensilios de cobre en cada hogar
Hindu debido a sus propiedades higiénicas y bacteriostaticas. Por el siglo XVIII, el
cobre tuvo un amplio uso clinico en el mundo occidental, siendo empleado para el
tratamiento de desérdenes mentales e infecciones de los pulmones. Los primeros
‘pioneros americanos’ moviéndose desde el ‘viejo oeste’ atravesando el continente,
pusieron monedas de plata y cobre en barriles de madera llenos de agua para
proveerse ellos mismos de agua potable segura para su largo viaje. Durante la segunda
guerra mundial soldados japoneses pusieron piezas de cobre en sus botellas de agua
para prevenir la disenteria. El sulfato de cobre es muy preciado y utilizado hasta el dia
de hoy por algunos habitantes de Africa y Asia para curar llagas y enfermedades de la
piel. La NASA disefio novedosamente un sistema de esterilizacién por ionizacion
cobre-plata para sus vuelos de Apolo. Hoy, el cobre es usado como un purificador de
agua, algacida, fungicida, nematicida, molusquicida, y como un agente antibacterial y
de limpieza. El cobre es considerado seguro para los humanos, como es demostrado
por el amplio y prolongado uso de dispositivos intrauterinos (T de cobre) por mujeres.
En contraste a la poca sensibilidad del tejido humano (de la piel u otros) al cobre, los
microorganismos si son extremadamente susceptibles al cobre [4].

1.1 Antecedentes

Actualmente, las nanoparticulas de CuO tienen extenso y atractivo interés debido a
sus propiedades novedosas y su potencial aplicacién en catalisis, celdas solares,
electrodos para baterias, sensores de gas, fotocatalisis, textiles antimicrobianos, etc.[5-
10] En estas aplicaciones es un deber sintetizar polvos de alta calidad y ultra finos con
caracteristicas requeridas en términos de su tamafio, morfologia, microestructura,
pureza de composicion, etc., los cuales son los factores mas esenciales que
eventualmente determinan la performance de los productos finales. Algunos métodos
para la preparacion de nanoparticulas de CuO han sido reportados tales como el
método de precipitacion rapida ([1],[11]), molienda mecanica de polvos comerciales
[12], el método sonoquimico [13], método de reaccién de estado sélido de un solo
paso a temperatura ambiental {14], método spray-pirolisis ultrasénico [15], etc. Entre
las diferentes técnicas de sintesis desarrolladas durante los iltimos afios, el método de
precipitacion rdpida de nanoparticulas de CuO es un método con gran potencial
porque es simple, barato, seguro y eficiente.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Establecer la morfologia y los tamafios promedios de particula y de dominios
cristalinos de nanoparticulas de CuO preparadas por el método de precipitacion rapida
[1], y estudiar su efecto de toxicidad en cultivos de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Bacillus subtilis.

1.2.2 Objetivos especificos

i)

iii)

Preparar, aproximadamente bajo las mismas condiciones, tres muestras de
nanoparticulas de CuO en solucion acuosa con concentraciones de 1mg/ml
para sus posteriores caracterizaciones, tomando como base el
procedimiento de sintesis conocido como: ‘el método de precipitacion
rapida’ [1].

Analizar los perfiles de dispersion DLS y SAXS, para encontrar los
tamafios promedios y la distribucién de tamafios de particula, utilizando el
analisis de los histogramas (distribucion multimodal de tamafios de
particula) para DLS y el andlisis de las curvas PDDF mediante el software
GNOM para SAXS.

Examinar los resultados de las mediciones FE-SEM y XRD de la muestra
de CuO (de mejores caracteristicas), para determinar la estructura
cristalografica y la morfologia asi como encontrar los tamafios de dominio
cristalino de las nanoparticulas de CuO, tomando como base los
procedimientos de medicion propios de cada una de estas dos técnicas.

Analizar microbiolégicamente a dicha muestra de CuO con la finalidad de
estudiar su actividad antibacteriana en los cultivos de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans y
Bacillus subtilis, tomando como base el método de difusion en agar
(modificacién del método de Kirby-Baurber [16]).



2 FUNDAMENTO TEORICO
2.1 Oxido ciprico, CuO

El 6xido de cobre (I) u 6xido ciliprico (CuO) es un complejo de coordinacién [17] y
es el 6xido cuyo cobre posee el mayor nimero de oxidacién. Como mineral se conoce
como tenorita. No es inflamable. Tiene una masa molar de 79,545 g/mol, se presenta
en la naturaleza en estado solido, es de color negro, tiene una densidad de 8,96 g/cm’
[18], es insoluble tanto en el agua como en el etanol pero soluble en soluciones
acuosas amoniacales, tiene altas temperaturas de fusién (1201°C) y de ebullicién
(2000°C).

Figura 1. Oxido de cobre (II). Figura tomada de [17].

Los 6xidos de metales de transicion son en su mayoria compuestos idnicos (o con
bajo caracter covalente). Sin embargo, el 6xido de cobre (II) que posee una diferencia
AEN de 1,7 entre las electronegatividades del oxigeno (ENO = 3,5) y del cobre
(ENCu = 1,8) (segtn Pauling), le podria ser estimado sélo un 37,3% de porcentaje de
caracter i0nico %C.I. (segin la férmula empirica de Smith-Hannay:
%C.1=16AEN.+3,5(AEN.)?, donde: %C.I+ %C.C.=100% [19]), entonces, CuO tiene
principalmente caracter covalente [20]. Por lo tanto, a pesar de que el estado de
oxidacién del Cu en el CuO sea incuestionablemente Cu’", el enlace en CuO es una
mezcla de enlaces iénicos y covalentes.

Debido a la mayor contribucion de los electrones de valencia provenientes del orbital
dx’>-y* del Cu en los enlaces covalentes Cu-O (al ser la longitud de enlace de los
orbitales dz* més grande que la longitud de enlace de los orbitales dx*-y?, el enlace de
los orbitales dz* es mas débil), la estructura electrénica del CuO estd bien descrita por
la distribucién de electrones en el grupo (CuO4)® con el cobre en el centro de un
arreglo de oxigenos coplanares [21]. Un mapeo de la distribucién de la densidad de
cargas de valencia en este grupo (CuO4)® (plano (110)) es mostrado en la Figura 2.



CuO

Figura 2. Mapa de la densidad de cargas de valencia del CuO en el plano (110). Note
que la concentracion de electrones de valencia para ambos tipos de iones en cada
unidad (CuO4)® es cercanamente esférica (donde los simbolos + y — representan los
signos de las cargas eléctricas de los iones Cu y O respectivamente) y no hay
concentracion de cargas (de enlace covalente) entre iones opuestos, es decir, a lo largo
de cada enlace Cu-O no hay concentracion de cargas. Figura tomada de [22].

De la configuracion electronica del oxido de Cobre (II), tenemos:

Cu**(3d*)0* (2p®), la cual nos indica que son las contribuciones electrénicas de los
orbitales 3d del Cu**y 2p del O* las que originan los enlaces covalentes en CuO. De
alli que estos orbitales (mayormente el Cu 3d) son los responsables de las propiedades
quimicas de CuO.

La coordinacion de atomos en CuO es tal que cada ion tiene exactamente cuatro iones
vecinos mas proximos del otro tipo-(ver Figuras 4 y 5). En el plano (110), cada atomo
de Cu esta coordinado a cuatro atomos de O coplanares ubicados en las esquinas de
un paralelogramo imaginario casi rectangular. Las longitudes de enlace Cu-O en este
plano son aproximadamente 1,95 A (las distancias interatémicas y angulos son dados
en la Figura 3). Los siguientes dos enlaces Cu-O perpendiculares al plano son mas
grandes. El idtomo de O estd coordinado a cuatro atomos de Cu situados en las
esquinas de un tetraedro deformado.

De las Figuras 3 y 4 (o 5), se observa que la distancia (Cu-Cu) mas corta es 2,90 A
(relativamente grande) y del analisis de concentracion de cargas de valencia de la
Figura 2, se deduce que los enlaces i6nicos Cu-Cu son despreciables en comparacion
con los enlaces covalentes Cu-Cu en este compuesto. Ademas el compuesto no
presenta enlace metalico [20].



Desde Atomo A tomo Distancia Angulo
atomo vértice

o) 19608+ 13 A —_
Cu — O(vii)

O(iii) 1-9509 + 26 —
Cu — O(v)

O(i) -
Cu — O(vi) 27840 + 37 —
e} — O(iii) 2:9005+3 —
6} — O(v) 2:6246+19 —
1% Cu O(iii) ~— 9572+ 4°
o) O(iii) O(vii) — 90-29 + 12
o Cu O(vi) — 10695+ 11
O(iii) Cu O(vi) — 89-17+6
0 Cu

- Cu(viii) 1-9608 + 13 —_
o Cu(ii)
- Cu(iv) 1-9509 + 26 —

Cu — Cugii) ) .
Cu(iv) — Cu(viii) 29005+ 3
Cu — Cu(iv) . .
Cu(ii) — Cu(viii) 3-0830:£4
Cu — Cu(viii) 3-1734+4 —_
Cu(ii) —_ Cu(iv) 3-7484 + 4 —
Cu O Cu(ii) .
Cu(iv) 0 Cu(viii) - 9572t4
Cu O Cu(iv) .
Cu(ii) 0 Cu(viii) — 10403 £5
Cu O Cu(viii) — 108-85+21
Cu(ii) (@) Cu(iv) — 145-82+25

Figura 3. Valores de distancias y angulos entre los dtomos de Cu y O, segin la
estructura del CuO. La enumeracion de los atomos puede visualizarse con ayuda de la
Figura 4. Figura tomada de [20].

2.1.1 Estructura cristalina del CuO

El éxido de cobre (II) pertenece al sistema cristalino monoclinico, especificamente a
la red monoclinica de base centrada (red monoclinica C), tiene grupo puntual
cristalografico igual a 2/m (en notacion Schénflies, Cay). El grupo espacial de su celda
unitaria es C2/c (es decir, C12/c1) y numero de grupo espacial 15 [23], sus pardmetros
de red son: a=4,6837 A; b =13,4226 A; ¢ =5,1288 A; a = 90°; B = 99,54°; y = 90,2°.
En la estructura cristalina del CuO, existen ‘posiciones especiales’ ocupadas por los
atomos de Cu y O (ver Figuras 4 y 5):

1) Cuatro atomos de cobre ocupan cuatro posiciones especiales ¢ (es decir,
ocupan las mismas posiciones de 4 centros de inversion 1), las

coordenadas de estas posiciones son:
4 Cuen 4(c) — (1/4, 1/4, 0); (3/4, 3/4,.0); (1/4, 3/4, 1/2); (3/4, 1/4, 1/2)

i) Cuatro atomos de oxigeno ocupan cuatro posiciones especiales e (es decir,
ocupan las mismas posiciones de 4 ejes de rotacidon binarios 2), las
coordenadas de estas posiciones son:

4 O end(e) — (0,y, 1/4); (172,172 +y, 1/4); (0,-y, 3/4); (1/2, 1/2-y, 3/4)
con y= 0,4184.



Cu(viii)

O O(vi)

Figura 4. Celda unitaria mostrando el tetraedro deformado de coordinacién de cuatro atomos de cobre alrededor de un 4tomo de oxigeno y el
plano de coordinacion de cuatro dtomos de oxigeno alrededor de un 4tomo de cobre. Dos dtomos de oxigeno distantes completan un octaedro

distorsionado alrededor del cobre. Note que los 4&tomos de oxigeno son isotrépicos por lo que estan representados por esferitas mientras que los
atomos de cobre son anisotrépicos y estan representados por elipsoides. Figura tomada de [20].
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Figura 5. Cuatro celdas unitarias en el CuO mostrando cadenas de (CuO4)®" alternadas en las direcciones [110] y [110]. Los dtomos de cobre
coloreados en rojo marcan las cuatro posiciones especiales ‘c’ y los 4tomos de oxigeno coloreados en azul, las cuatro posiciones especiales ‘e’,
tomando como origen de coordenadas el punto de interseccion de los ejes a, b, y ¢ mostrados en la figura. Figura distorsionada tomada de [20].



Como puede notarse de la Figura 5, la estructura cristalina del CuO también podria
ser descrita en la forma siguiente: Los elementos de construccion son los arreglos
(CuO4)® coplanares, los cuales forman cadenas compartiendo sus oxigenos. Tales
cadenas atraviesan la estructura en las direcciones [110] y [110], los dos tipos de
cadenas alternan en la direccién [010]. Cada tipo de cadena es apilado en la direccién
[010] con una separacidn entre las cadenas de alrededor de 2,7 A. En esta distancia
ninglin enlazamiento ocurre. Cada eslabén individual (CuO4)” en una cadena de
direccion [110] estd ligado a dos eslabones paralelos de dos cadenas de
direccién [110] por comparticién de oxigenos no colineales.

2.2 Técnicas de caracterizacion DLS y SAXS

Las técnicas de caracterizacidn estructural DLS y SAXS, se basan en el fenémeno de
dispersion de ondas electromagnéticas debido a su interaccién con la materia, sin
embargo, el tamafio de la onda incidente y la geometria de la dispersidon determinan
los diferentes rangos de aplicabilidad de estas dos técnicas.

i | i L
lb Ibz 10° lb!’ Dimension [nm]
LDispersién a bajos angulos J

]
r
|

(de rayos X o de neutrones)

| SAXS, SANS

|
i Dispersion dinamica de la luz |
1. (dispersion cuasi-elastica de la luz) _,1

DLS

Figura 6. Rango de aplicabilidad de los métodos de dispersién utilizados. Note que
SAXS tiene un rango: 1-100nm, y DLS: 1-10 000 nm.

Segtn la grafica anterior, DLS tiene mayor rango de aplicabilidad (o menor
resolucion) que SAXS.

2.2.1 Introduccion a la técnica: Dispersion dinamica de la Inz DLS (Dynamic
light scattering)

Esta técnica, también conocida como dispersion cuasi-elastica de la luz, es utilizada
para obtener informacién estadistica de la distribucién de tamafios de particulas y se
basa en el fenémeno de dispersion de la luz debido al impacto de ésta con dichas
particulas coloidales [24-28]. DLS, mide inicamente las fluctuaciones en el tiempo de
la intensidad de la luz dispersada (debido a las fluctuaciones en el indice de
refraccion) alrededor de su promedio al interactuar con las particulas en movimiento
Browniano (ver Figura 7), permitiendo calcular una constante de difusién D de estas
particulas y de alli los didmetros hidrodindmicos (tamafios de particula).



et —1

Figura 7. Parametros y funciones basicas en DLS. Dénde: I(t) es la intensidad de la
luz dispersada fluctuante alrededor de su promedio < I >; g, g, son los vectores de
onda de la luz en las direcciones incidente y dispersada, respectivamente que definen
el vector de dispersién ¢ mediante el triangulo de vectores; G (t) es la funcién de
auto-correlacion de la intensidad dispersada que en funcidn del tiempo de retardo tq
presenta un decaimiento exponencial; A es la longitud de onda de la luz incidente, ©
es el angulo de dispersién (que posteriormente llamaremos 26), R es la distancia
‘particula-detector PMT (tubo foto-multiplicador)’, d,, es el tamafio promedio de
particula (distancia méxima entre dos puntos dispersores internos de la particula) y
dge: es el diametro del area de deteccion de foto-cuentas (o intensidad dispersada).
Figura tomada de [29].

Un foto-multiplicador PMT (detector) cuenta sélo los fotones dispersados (ver Figura
8) a un angulo de dispersién ©® = 90° (debido a la ubicacién del detector a esa misma
direccion) que llegan a su superficie y los convierte luego en pulsos eléctricos (un
pulso por fotén) que después serdn trabajados por un correlador digital que funciona
para hallar la funcién de auto-correlacion.

Muestra
Lente de :'
enfoque L
0 m Blogueador
Liser U @ {1 delhaz
Lente Contt;':lador
colector temperatura
Orificio
colimador
(pinhole)
A j{ Correlador ,
Foto-multiplicador

Computadora I

Figura 8. Instrumentacion tipica de un equipo DLS. Figura tomada de [30].
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Un correlador digital divide el tiempo total del experimento T en intervalos de tiempo
igualmente espaciados At (tiempo de muestreo) y cuenta el nimero de fotones
detectados (foto-cuentas) en cada intervalo j. Ver Figura 9

nnm T O =

" ne=| Ng=0  n,=2 ns=0 ny= n,-l No=

em 0

T 2

Figura 9. Tren de pulsos procesados por un correlador digital. Las marcas pequefias
representan el 'clock’ del tiempo de muestreo, el cual divide el tiempo en intervalos
At. Figura tomada de [31].

El nimero de fotones (o tasa de foto-cuentas n(t)), es proporcional a la intensidad
dispersada I(R,t"). Segtin la ecuacion:

[}
n(t) = oL dzth+ tI(R, t")dt’ (1)
t

Dénde R es la posicion del fotocatodo del foto-multiplicador PM (PhotoMultiplier),
sobre el cual la intensidad I(R, t) cae en el tiempo t, o es la constante de eficiencia
cuantica del fotocatodo y la integracion espacial es sobre el area A del fotocatodo (ver
pagina 49, de [32]).

2.2.1.1 Funcion de auto-correlacion de la intensidad

Las funciones de correlacion son funciones estocasticas (aleatorias), cuyos valores
estan determinados por una distribucion de probabilidad y no tienen forma funcional
aparente (ver, [33]). La definicion matematica de la funcién de auto-correlacion de la
intensidad es:

G,(v) = llm f IMOI+1)dt (2)

Que equivalentemente, también puede ser denotada como el valor promedio en el
tiempo del producto de las intensidades dispersadas I(t)I(t, + ), es decir:

G2 (1) = {I(tp)I(te + 7)); (3)

Dénde T es la duracién del experimento, t; es un tiempo inicial de medicién
(cualquiera), T es el tiempo de retardo entre dos intensidades (dispersadas) medidas.
Note que: ‘{ ).’ representa el valor promedio en el tiempo. Sistemas en equilibrio
termodindmico (como el presente experimento), exhiben funciones de auto-
correlacion estacionarias, es decir, no dependientes del valor inicial £, (ver pagina 10,
de [33]), por lo tanto:
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T
6,(x) = Jim % f IOI(E + Dt (4)
0

Que andlogamente a la ecuacion (2), puede ser expresado por (ver pagina 87 de [34]):
G (7) = (1(0)I (7)), (5)

La funcién de auto-correlacién de la intensidad G,(7) es una funcién del tiempo de
retardo, bajo el limite de un tiempo muy grande de medicion, esto es para asegurar
que se toma también en cuenta, la no correlacion dentro de ésta (es decir, G,(t,) =0,
donde 7, < T). Experimentalmente nuestro T fue 20 s ( >> 1, = 5,63 ms). En el
experimento DLS, como se dijo antes, el tubo fotomultiplicador PM cuenta ‘s6lo’ los
fotones dispersados en un dngulo de dispersion 26 = 90°. Por lo tanto, la funcién de
auto-correlacion de intensidad, puede ser reemplazada calculando (realizado por un
correlador digital) en tiempo real la funcidn de auto-correlacion de fotocuentas, de la
siguiente forma:

=

1
Gy (1) = Jim = P Tt (6)
i=0

Con N = N — j, siendo N la duracién del experimento en unidades del tiempo de
muestreo At (es decir, T = N;At) y 7; = JAT es el tiempo de retardo entre dos
fotocuentas medidas n; y n;y;. Aqui j = 0,1,2,..,m—1ym KN (m es el nimero
de canales del correlador), como se observa m — 1 es el nimero de tiempo de retardo
mas largo con incremento de tiempo de retardo Az. Por lo tanto, el tiempo de retardo
mas largo es: 7,,_; = (m — 1)At. La ecuacion (6) es una estimacion imparcial para
G, (Tj), donde el factor % es introducido para igualar las sumas en diferentes canales
(un canal es una unidad de almacenamiento en la memoria del correlador digital). Si
N, es suficientemente grande (nuestro equipo tiene: Ng = 107 ver [35]), nosotros lo
acomodamos sin este factor, es decir:

Ns
GZ (Tj) = Z nin;y ( 7 )
i=0

Las ecuaciones (6) o (7) nos determinan los valores de la funcién G, (Tj) para cada
canal j, la cual es una relacién funcional de G, con 7;, permitiéndonos ya esbozar una
grafica, sin embargo, es practico normalizar esta funcién primero. Ademas, de las
ecuaciones (1) y (4), se puede obtener la funciéon de auto-correlacién de la intensidad,
reemplazando los valores experimentales de o y A.

2.2.1.2 El movimiento Browniano y el coeficiente de difusion

Las nanoparticulas de CuO en el agua son coloidales y por lo tanto presentan
movimiento Browniano. Debido a este movimiento Browniano, las particulas
presentan un coeficiente de difusién D, la cual esté relacionado inversamente con el
tamafio hidrodinamico d de estas (ecuacion de Stokes-Einstein), es decir:
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Donde kp = 1,38054 x 10716 erg/°C es la constante de Boltzman, T = 25°C es la
temperatura del laboratorio, 7 = 0,890 cP es la viscosidad del agua (1 cP = 1072 P,
1 P =107 N.s/m?). Entonces, el equipo determina los valores de ‘tamafios de
particula (didmetros hidrodindmicos)’ a partir de los coeficientes de difusion.

2.2.1.3 Modelo de decaimiento exponencial de la funcion de auto-correlacion de
la Intensidad

El modelo utilizado por el equipo, para la funcién G,(7) (definida por (4) o (5)), es
una ecuacion del tipo decaimiento exponencial. Este ‘ajuste’ es satisfecho, bajo la
condicién de suspension diluida de esferas monodispersas (ver: [29], [30], [36], [37],

[38]):
G,(1) = Ae”?"+ B (9)

Donde A y B (B =<1I>?) son constantes instrumentales, siendo llamados la
amplitud espectral y la linea base respectivamente. El parametro I" es definido por:

r'=q*D [rad/s] (10)

Donde q es el mddulo del vector de dispersidn, la cual si utilizamos la ecuacion (94)
de la ley de Bragg (ver ANEXO 2) que toma en cuenta los valores de la longitud de
onda A de la luz en el vacio y el indice de refraccion n, del medio heterogéneo donde
se propaga la luz [29], [36] (la solucién acuosa de nanoparticulas de CuO), tenemos:

41tn, sin @

=7

Donde los valores de ng fluctian entre los valores del indice de refraccion del agua
(ny = 1,33; la solucion sin nanoparticulas) y de las nanoparticulas de CuO (n, =
2,71) debido a que la luz interactia con un medio heterogéneo (formado por agua y
nanoparticulas de CuO). Estas fluctuaciones en los valores del indice de refraccion,
permiten que la determinacién de la estructura de las particulas coloidales mediante
DLS sea posible. Los otros parametros de esta ecuacion son constantes: A = 658 nm
es la longitud de onda del laser (luz visible en la cercania del rojo) en el vacio,
20 = 90° es el angulo de dispersion y D es el coeficiente de difusion ya definido por

(8).

2.2.1.4 Normalizacion de la funcion de ajuste de la auto-correlacion de la
intensidad

(11)

Sea B=A/ p»> entonces haciendo un reacomodo simple [37] a la ecuacion (9),
tenemos:
GZ (T) —B .

B Be—ZF‘[ ( 12 )

C(r) =

12



La siguiente, muestra la grafica de esta funcion normalizada, la cual es la ‘materia
prima’ para obtener la distribucién de tamafios (hidrodindmicos) de las particulas.

0.8
06}
- 04
go4p \
0.2
00| B
1 10 100 1000

T (us)
Figura 10. Funcién de Ajuste normalizada de la auto-correlacién de la intensidad. B
deberia tomar valores muy cercanos a cero y  es usualmente menor que uno.

Sacando logaritmo neperiano a ambos lados de la expresion (12):

G,(t)—B

InC(7) = ln(—B——)=lnE—2F‘r (13)

O reemplazando las correspondientés definiciones:

InC(r) = InB —2¢2Dt (14)
La cual es una ecuacion lineal en variables logaritmicas.
2.2.1.5 Funcion de auto-correlacion del campo y la relacién de Seigert

El campo recibido puede ser expresado como la suma de componentes (ver: pagina
89, de [38], [34]), de frecuencias positiva (w > 0) y negativa (w < 0, pero, para
una mayor generalizacion, tomaremos w < 0), segin:

E@®)=ETQ)+E(t) (15)

Donde E*(t) y E~(t), son definidos por descomposicion de Fourier. Por lo tanto:

ET(t) = Z a,* e 't (16)
>0

E‘(t):Zaa,ei“’t (17)
w=0

Cona, =a*_, = %fOTE(t) elwtdt.
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2.21.51 Funcion de auto-correlaciéon del campo

Las fluctuaciones en el tiempo del campo de la onda dispersada (luz), pueden ser
descritas mediante funciones de correlacion [38]. La funcién de auto-correlacién
(estacionaria) de la intensidad del campo eléctrico (o magnético) dispersado, es
definido por:

1 T
Gl(T)zrlilE'oFfo ETME (t+Ddt . (18)

G1 (1) = (E(0)*E(D) ™) (19)

Donde el campo E*y E~ ya fueron definidos arriba. Cabe recalcar que el fotodetector
no responde al campo, sin6 al cuadrado del campo, es decir, a la intensidad (I(t) =
E*(t)E~(t) = |E(t)|?). Las funciones de auto-correlacién de intensidad y de
campo eléctrico se pueden normalizar, sus formas normalizadas son, respectivamente:

G

9200 = 22 (20)
_ Gy (7)

9:.(v) = ) (21)

Dénde: (I)?> = B ya fue definida en la ecuaci6n (9).
2.2.1.5.2 Relacion de Seigert

Para un campo Optico E, que obedece la estadistica Gaussiana (modulado
aleatoriamente, ver: paginas 88 y 89 de [38], [37]) y es estacionario, ambas funciones
de auto-correlacion estan relacionadas mediante la relacion de Seigert:

G2(z) = B[1 + Blg: (D] (22)
Doénde B es una constante instrumental, cuyo valor esta entre 0 y 1.

2.2.1.6 Particulas monodispersas

Particulas monodispersas son todas aquellas particulas que dentro del volumen de
dispersion tienen el mismo tamafio, forma y estructura interna (idénticas) por lo que
éstas se dispersan de igual manera en un fluido. Debido a la difusién de particulas (del
movimiento Browniano) y a partir de la ley de Fick con la ley de conservacion de la
masa, se deduce la siguiente expresion (ver pagina 1396, de [39]):

910 = S()e™™ (23)

Doénde:

s@ =1+ [[g() = 11e# &3 (24)
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S(q) es llamado el factor de estructura estatico; p es la densidad del nimero de
particulas ( fpdr® = N, N nimero de particulas locales), g(r) es la funcién de
distribucion radial (para liquidos, su forma tipica se ve en la Figura 11), ver pagina 19
de [33]):

g(r) 4

\/

rom)
Figura 11. Forma tipica de g(r) para liquidos. Figura tomada de [33].

Para particulas esféricas monodispersas, en una suspension diluida que sufren
movimiento Browniano S(q) = 1 para todo g. es decir:

FAGEN (25)

2.2.1.7 Particulas polidispersas

Particulas polidispersas son aquellas que se dispersan de manera diferente en el fluido
que las contiene y esto es debido a que tienen diferente tamafio y/o forma. Para
sistemas de particulas esféricas polidispersas también en suspension diluida, la
ecuacion anterior debe ser reemplazada por:

(o]

6@ = [ cmeTar (26)

0

Donde G(I") es la funcién densidad de probabilidad normalizada en el espacio T', es
decir:

fmG(I‘) dr=1 (27)
0

La expresion (26), nos dice que: la funcién de auto-correlacion del campo de un
sistema de particulas polidispersas, es la suma de todas las contribuciones
(exponenciales) de las funciones de auto-correlacion del campo de todas las particulas
considerandolas como si fueran monodispersas para cada tamafio.

La intensidad de la luz dispersada por una suspension de particulas con didmetro d es
proporcional al mimero de particulas N, el cuadrado de la masa de las particulas M, y
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el factor P(q, d) que depende del tamafio, &ngulo de dispersion, indice de refraccion,
y longitud de onda (y por lo tanto depende implicitamente de la funcién T, ver [40] y

[41]):
G(T) ~ N(d)M?P(q,d) (28)

Para particulas sélidas G (') = N(d)d® y para particulas en forma de capas G(I") =
N(d)d* (ver, [42]).

2.2.1.8 Expansion de Cumulantes

Este método propuesto por Koppel [43], [37], [42], nos permite encontrar la funcién
de auto-correlacion para sistemas de particulas con cierto grado de polidispersidad, es
decir, obtiene mejores resultados para sistemas monodispersos y monodispersos mas
anchos, hallando la distribucién de valores del parametro I' asumiendo sélo que la
distribucién de valores de T es del tipo exponencial, con un pico alrededor de un T (el
valor medio de I'). De lo dicho anteriormente, podemos hacer el siguiente reacomodo:

e~ IT = pTTo-(-Dt (29)
2 3 —
Y con ayuda de la serie: e *=1—x+ %_%4_ . expandimos e~T-D7,
quedandonos:
_ T o (@=-I)? @-TI) 30
el“tzer’t{l_(l—'_r)r_l_ 5 _ 5 + e ( )

Reemplazando, la ecuacion (30) en (26):

=] — M2 —1mM3
g1(1) = e‘ﬁfo ¢ {1 —T-D7+ @ Z!F) - @ 3!F) + ---}dI‘ (31)
Definiendo las integrales:
koz-wa(I‘)dF=1 (32)
0
ky =fmG(I‘)(l"—f)dI‘= 0 (33)
0 _
k, = fmc;(r)(r _T)2dr (34)
0
ks =fooG(F)(F—f)3dI‘ (35)
0
Es decir, para la n-ésima integral:
k,= fooG(F)(F —D™dr (36)
0
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Entonces:

= k k
gl(r)=e‘F{1—0+-—212——313+---} (37)
2! 3!
Sacando logaritmos neperianos a ambos lados de la expresion anterior:
= k k
In g, (1) =ln(e‘”{1—0+2—‘712—3—?13 +}) (38)

Por otro lado, de la relacion de Seigert, la ecuacion (12) (la que define a C(7)) se
convierte en:

G2(7) — B 39
222 fla P 3
Por lo tanto, sacando logaritmos neperianos a ambos lados de la ecuacién anterior:
1 (G,(z)—B 1
:2-1n T =Elnﬁ+ln|gl(r)| (40)

Reemplazando la ecuacion (38) en la expresion (40), notando que Inab =Ina + Inb,
ademds de que In(1 +x) = x — %xz, nos queda finalmente:

G,(t)—B - k
ln{%-} =Inp — 27 + k,72 —?313 + - (41)

O equivalentemente:

- k
lnC(T)=1nﬁ—21-"[+k2‘[2—?3‘[3+'" (42)

Los coeficientes de las potencias de 7, son llamados cumulantes de la distribucién.
En la practica s6lo los cumulantes I’ y k, son ttiles, y estos son idénticos a los
momentos de la distribuciéon. (En general, el primer momento de cualquier
distribucion es la media y el segundo es la varianza, ver [41]). Por lo tanto, la media
de la distribucién de valores T es:

I'=Dg? (43)
y la variancia p, es:
u=k; = (D*—-D*q* (44)

Dénde: g es el modulo del vector de dispersidn, D es el coeficiente de difusién, y D es
el valor promedio del coeficiente de difusion.

De las expresiones (43) y (8), se puede definir el didmetro efectivo como el valor
medio del diametro hidrodinamico:

w

oy

~3
1],

(45)

defectivo =

§



Por otro lado, la magnitud y las unidades de u no son inmediatamente tiles para
caracterizar una distribucion de tamafios, ademas distribuciones con el mismo ancho
relativo (misma forma) pueden tener diferentes medias y varianzas, por eso, es mds
util definir el indice de polidispersidad Q:

— a2 (46)

Q no tiene unidades. Si 0 < Q < 0,020 entonces el sistema es considerado
monodisperso; si 0,020 < Q < 0,080, el sistema es polidisperso estrecho y si
0,080 < Q, el sistema es polidisperso ancho [41].

2.2.1.9 Momentos de la distribucion de coeficientes de difusién y didmetros
promedios

Las expresiones (28) y (43), nos permiten definir los momentos de una distribucién de
coeficientes de difusién y estas son:

Yi DiNM?P, (g;, dy)

47
i Ni M%B(q; dy) (47)

D

52 — Y Di”NiM%P, (g5, dy) (48)
i N; M%;Py(q;, dy)

Aqui las sumas (reemplazan a integrales, porque las particulas son finitas) son
llevadas a cabo sobre todas las particulas que contribuyen a la dispersion.

Para particulas mucho mas peqﬁeﬁas que la longitud de onda de la luz (dispersion de
Rayleigh: d « 1), y para todas la particulas donde las mediciones han sido
extrapoladas a dngulo cero (por ejemplo SAXS), P,(q;, d;) = 1. Entonces:

Y D;N; M;?

¥ N; M, (49

D= (Dz) =

Esta expresion es llamada el promedio-z del coeficiente de difusion (ponderamiento-z
significa el ponderamiento mas alto después al del volumen). Puesto que el
coeficiente de difusion es inversamente proporcional al didmetro hidrodinamico, el
promedio-z inverso, es:
| 1
A=) N.M?2.
L = Z_(d)_ (50)
d; X NiM?;
Como M; es proporcional a d3;, entonces, podemos definir el tamafio promedio-z
inverso: ‘
1 YiNd®
dy ) ={(V"'=G+-% (51)
{dy, d, X N;d?;
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Donde este promedio, no es otra cosa que el didmetro efectivo definido en la ecuacién
(45). Este diametro es obtenido del experimento DLS

defectivo = (dl/z) (52)
Por otro lado, dividiendo el numerador y el denominador del término derecho de la

expresion (51) por el nimero total de particulas (N = Y;;N;) tenemos, en notacion de
promedios:

d6
(1)) = % (53)

Por otro lado, también de manera andloga podemos obtener, los didgmetros promedios:

Por niimero:

X diN;
(dy) = 54
NN (54)
Por area:
- d3:N:
(@)zzl; i (55)
2id%N;
Por peso (masa o volumen):
cd* N
Zl 4% ( 56 )

) = S B,

Los cuatro promedios son igualmente descriptivos para la misma muestra. Uno puede
preferir una de éstas dependiendo de la aplicacion particular: dy cuando los mimeros
de particulas son importantes; d, cuando el area superficial es importante; dy, cuando
la masa o el volumen son importantes; y defecrivo Cuando son importantes las
propiedades dependientes de la dispersion de la luz. Examinando estas ecuaciones se
puede mostrar que:

(dN) = <dA) < (dW) < defectivo (57)

La igualdad ocurre sélo en el caso de particulas esféricas monodispersas. Podemos
expresar el indice de polidispersidad Q, en funcién de d1 /,» bara esto, partimos de la

definicion de Q y empleando propiedades de promedios obtenemos:

—lz_ =149 (58)
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2.2.1.10 Modelos de distribucion de tamaiios de particula
2.2.1.10.1 Modelo de distribucién Log-normal

Esta distribucién es utilizada en el equipo DLS (ver [44], [45] y [46]) para mostrarnos
como seria la distribucion de tamafios de nanoparticulas de CuO en solucién bajo este
modelo Log-normal. La distribucién Log-normal es expresada por la siguiente
funcién:

1 _(nd-Inx)?
dl=———¢ mM%VZ g(ng (59)
Ino, V2n (Ind)

Donde los dos parametros que la definen son o, y X. g, es conocida como la

desviacion estdndar geométrica GSD (Geometric Standard Desviation) de Ind, X es el
1

didmetro medio geométrico (X = (d;d,d; ...d,)n). Note que esta distribuciéon de In

d es ponderada por la intensidad dispersada relativa L.

Para esta distribucion se demuestra que Q = o2, y de ésta con (58) se demuestran los
siguientes valores promedios en funciéon de Q y d1 /

(da/ )

{dy) = O+ 0F (60)
(d1/)

(dg) = EEYIE (61)
(d1/.)

(dw) = T oF (62)

Dénde:
1+Q = eltnag)’ (63)

O de manera equivalente (63) también puede ser expresado como g, = eVIn(1+Q)
Note, que estas expresiones en (60, 61, 62) verifican la desigualdad (57).

Cabe recalcar que el equipo DLS utilizado, utiliza para sus resultados (distribucién
log-normal) las siguientes expresiones para g, y X: '

g, =e In(1+Q) (64)

X =(dy,) (65)

Es decir, el didmetro X es directamente (di/) en la distribucién log-normal

ponderado por la intensidad (ver, sin embargo [41]). Por otro lado, cuando se definen
las otras distribuciones log-normales (ponderadas por nimero, 4rea y volumen) las
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expresiones < dy >, < d, >y < dy > deben ser reemplazadas (en vez de (d1/.))

como valores X (para cada ponderamiento) considerando siempre un mismo g, y

haciendo un ligero cambio en la ecuacion (59), es decir cambiando I por N o A o W,
segun el tipo de ponderamiento con que se quiera trabajar.

2.2.1.10.2 Distribucion Multimodal

Esta distribucién es utilizada también en el equipo DLS (ver, [41]) v es la otra
alternativa de posible distribucién de tamafios de nanoparticula. La distribucion
Multimodal se basa en el método (algoritmo) Non-Negatively constrained Least
Squares (NNLS) propuesta por Grabowski y Morisson (ver [47], también las paginas
1404 v 1405 de [39], y también ver [48]).

Debido a que el conteo de foto-cuentas es un proceso finito la ecuacién (26) debe ser

escrita en su forma discreta
M

G@) = ) ae™ (66)

i=1

Ahora el problema es resolver numeéricamente su ecuacion inversa para obtener la
distribucion de valores [, para esto, se debe minimizar la siguiente expresion:

M
¥ =) @) — e (67)
i=1

Sujeto a las siguientes restricciones: a; = O paral < i < M. Ademas es necesario
asumir los valores de las constantes de decaimiento [ para que el error Unicamente
determinado en cada constante sea uniforme sobre todo el rango de estas constantes
de decaimiento asumidas.

La constante de decaimiento maximo es:

1
Iy =77 (68)

Doénde: At esta definida en la Figura 9, y la constante de decaimiento minimo es:
_1 N
20

Donde T es la pendiente del logaritmo de los datos medidos g,(t;). Los pasos
seguidos por este algoritmo se pueden resumir de la siguiente manera:

T (69)

(1) Se escoge el nimero de constantes de decaimiento M, usualmente en el

rango: 20 < M < 50.

(i)  Se determina los valores de las constantes de decaimiento dentro de los
limites impuestos I3 y Iy, segun:

[ = 1 (1<i<M) (70)

' (ai + b)?

Dénde a y b son determinados a partir de los valores I'; y I'y. La ecuacion
(70) asegura que la diferencia entre las constantes de decaimiento sea
uniforme para todos los valores de Ij.
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(ili)  Se calcula los valores de cada termino exponencial e~Ti% y se compara con
los valores medidos de g4 (7;).

(iv) Se usa la rutina de minimos cuadrados no negativos NNLS, para encontrar
los valores de a; que minimizan la ecuacion (67) sujeta a la restriccidon no

: negativa. ‘
v) Se hace una distribucion como un histograma asociando cada a; a un

rectangulo cuya base tiene los extremos: %(I‘ i1+ 1)y %(I‘ i + lipq).
(vi)  Finalmente se invierten los valores de I'; mediante la ley de Einstein-

Stockes, para obtener los didmetros hidrodindmicos d; dibujandolo como un
nuevo histograma con valores de frecuencias normalizadas iguales a

ai/ y (donde N = 3;a;) y con sus respectivos tamafios de paso en los
intervalos: %(di_1 +d;) vy %(di + dj; ).

Note que las ecuaciones (26) y (66) pertenecen a la clase de transformaciones lineales
(Laplace) conocidas como ‘mal condicionadas’. En la presencia de cualquier ruido
son posibles muchas soluciones diferentes para la forma funcional de G(T") (o a;).
Una medicion repetida en la misma muestra dard g,(z) ligeramente diferente con
contribucion de ruido ligeramente diferente, resultando en un diferente G(T') (0 a;) y
de aqui en una distribucion de tamarfios de particula diferente. Este comportamiento
puede presentar los resultados de un instrumento DLS aparentemente ‘no repetibles’.
Por estas razones fundamentales la técnica DLS es una técnica de baja resolucion para
medir tamafios de particulas.

2.2.2 Intreduccion a la técnica: Dispersion de rayos X a bajos angulos SAXS
(Small angle X-ray scattering)

Las componentes basicas de todos los instrumentos SAXS son una fuente de rayos X
(dnodo rotante, sincrotron, etc.), un sistema de colimacién (que permite seleccionar
solo rayos X de una sola longitud de onda), una camara donde se ubica la muestra, un
bloqueador del haz primario de rayos X y un sistema de deteccion (detectores). La
fuente irradia la muestra, y el detector mide la radiacion saliente de aquella en un
cierto rango de 4dngulos. Fl sistema de colimacion hace que el haz se vuelva estrecho y
define la posicion del angulo cero. El bloqueador del haz primario previene que el haz
incidente (intensidad en el angulo de dispersién 0°) intenso golpee al detector
bloquedndolo para que no dafie al sistema de detectores y para que no opaque las otras
intensidades dispersadas relativamente mas débiles [49-51].
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Figura 12. Esquema mostrando las componentes del equipo usado para la caracterizacién mediante rayos X a bajos angulos, sistema SWAXS
(SAXS y WAXS) del XMILab (IC-Bari). Figura tomada de [50].
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El siguiente esquema describe como se obtiene un perfil de dispersion SAXS en un
experimento tipico.

Experimento de dispersion SAXS Perfil de dispersion SAXS

detector

muestra

lig) _
/

O
‘bloqueador de rayos X 0 W02 w3 a4 08
q=4nGinpyn A

Figura 13. Los rayos X al interactuando con una muestra y su correspondiente perfil
de dispersion. Los rayos X son dispersados por los electrones de las particulas de la
muestra y solamente son permitidos de ser detectados aquellas intensidades
dispersadas que provienen de angulos de dispersion pequefios (0° < 6 < 10°).
Finalmente se obtiene un perfil de dispersion SAXS de la forma como se muestra en
la grafica.

Los rayos X cuando interactian con la materia se dispersan y cualquier medio que
interactiia con éstos, dependiendo del fendomeno de interaccion de rayos X que se
quiera utilizar para la caracterizacion (que se basan en la dispersion elastica de rayos
X, como por ejemplo: XRD, SAXS, USAXS), se les puede considerar a todos estos
medios como si tuvieran un indice de refraccion constante y aproximadamente igual a
1 (aunque como se sabe esto no es totalmente cierto ya que n < 1) y es debido a esto
que a diferencia de DLS, no es necesario que las funciones de auto-correlacion de
intensidad en SAXS sean promediados en el tiempo sino directamente en el espacio
reciproco q (compare las ecuaciones (3) y (79)). La caracteristica mas importante en
SAXS es que el rango de angulos de dispersion es pequefio y debido a la relacion
inversa entre angulo y distancia entre dispersores en la ley de Bragg, entonces a
angulos pequefios podemos ‘medir’ tamafios de particula d relativamente grandes
(~100 nm). Ademds a angulos pequefios obtenemos linealidad entre q y 8, es decir
q =4m/A X 0, entonces podemos obtener facilmente estos vectores g a partir de
medir los angulos de dispersion 26.
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(o)

Figura 14. Particulas dispersoras de distintos tamafios y sus respectivos angulos de
dispersion. (a) Para una Particula esférica pequefia. (b) Para una particula esférica mas
grande Figura tomada de [51].

La dispersion SAXS es dependiente de la geometria de las zonas de densidad-
electrén no homogénea que hay en el material; es decir, siempre y cuando existan
dentro del material puntos con diferente niimero de electrones por unidad de volumen
(como por ejemplo particulas coloidales dispersas en una solucién acuosa), entonces
es posible obtener resultados mediante esta técnica.

El objetivo de SAXS es hallar la estructura (tamafio, forma, estado de agregacion,
etc.) de las particulas (coloidales) en un medio conociendo la distribuciéon de
electrones en la particula a partir de analizar los perfiles de dispersiéon (Intensidad
dispersada vs angulo de dispersion) detectados.

Es necesario definir una funcién densidad-electrén p(#) como el nimero de
electrones por volumen unidad en la posicién 7. Entonces un elemento de volumen
dV en 7 contiene p(7)dV electrones.

2.2.2.1 Amplitud de dispersiéon de rayos X y la densidad-electron

A partir de la primera aproximacion de Born aplicado a la dispersion elastica de rayos
X (ver [52]), se obtiene la siguiente funcion de la amplitud de dispersién del volumen
total (de la particula en una orientacidn fija en el vacio) irradiado V en funcién de su
p(7), dado por

A = f p(P)e~97dvy (71)
\4

Vemos que la amplitud A es la transformada de Fourier de la distribucion densidad-
electron p. Esta es la amplitud de la onda dispersada bajo 1as suposiciones de la teoria
cinematica de los rayos X, desatendiendo la dispersién multiple y los efectos de
absorcion [51-56].

Tomando en cuenta las propiedades matematicas de la transformada de Fourier, la
densidad-electrén p(¥) puede ser mateméaticamente obtenida por la transformada de
Fourier Inversa de la funcién amplitud A(g):

1 L
P = s [ M@ v, (72)

Una dificultad fundamental que surge en el analisis de los resultados de experimentos
de dispersion de rayos X es que los detectores de rayos X sélo cuentan fotones (o la
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intensidad de dispersion 1(G)) y no el médulo y la fase de la amplitud A(g). Puesto
que I(§) = A(@).A@)" = | A(9) |?, la raiz cuadrada de la funcién 1(§) provee el
moédulo de la amplitud de dispersién pero no la fase, entonces obtenemos
informacién incompleta. Por lo tanto la ecuacién (72), no puede ser directamente
aplicado para determinar la funcién densidad-electrén p(#). Esto es el conocido
problema de la fase.

2.2.2.2 Contraste

Hasta ahora, hemos discutido el proceso de dispersion de una particula en una
orientacion fija en el vacio, sin embargo la realidad demuestra que el vacio es ideal y
las particulas dispersoras estdn insertadas en una matriz (por ejemplo un solvente).

La matriz es considerada que es un medio homogéneo con densidad-electrén p,. Esta
situacién se mantiene para particulas en solucion (o para no homogeneidades en un
solido). La funcién densidad-electron en las ecuaciones (71) y (72) es la funcién
densidad-electrén de la particula en el vacio y debe ser reemplazado por la funcién
densidad-electron de la particula en la matriz p(¥) = Psomcisn(¥) — Po, €l cual
puede tomar valores positivos y negativos. De esta forma trabajaremos con la
densidad de las particulas solamente. Este procedimiento en SAXS es llamado
contraste y es realizado a fin de ‘volver visible’ a las particulas para los rayos X.

2.2.2.3 Sistema de particulas estadisticamente Isotrépicas que no poseen orden
a largo alcance

En la mayoria de casos de dispersion a angulos pequetios los dispersores (particulas o
no homogeneidades en una matriz) son estadisticamente isotrépicos y no existe
ningun orden de largo alcance.

La isotropia de un sistema de particulas se refiere a que el p de este sistema es
independiente de la direccion del vector 7 que pertenecen al espacio del sistema (p (¥)
puede ser escrito como p(7)). Para estos casos la funcion e '%" es reemplazado en la

ecuacion (71) por su promedio sobre todas las direcciones de 7 en el espacio
singr

qr

tridimensional (angulos sélidos (1), es decir: (e“i‘—i'?)n =

La no existencia de orden a largo alcance en un sistema de particulas se refiere a
que no hay correlacion entre dos puntos del sistema muy separados entre si (cuando la
distancia entre estos puntos supera la dimension de la particula). Esto es el caso de las
particulas coloidales inmersas en un fluido. Esto se interpreta matematicamente como:

p(#) — constante, cuando r >> tamafio de particula (73)

En resumen para puntos muy separados, p se vuelve independiente de 7 por lo que
podemos reemplazarlo por un valor promedio p, y para los otros puntos, p = p(#)
(cuando r < tamafio de particula) entonces podemos estudiar las fluctuaciones de
p(#) alrededor de un p, en todos los puntos del sistema de particulas dispersoras.

Tomemos una muestra macroscopica de volumen V representativa de un sistema de

particulas, la funcién densidad-electron p(7) en V, entonces puede ser escrita como la
: ! ] o . S

suma de una densidad promedio p, mas sus desviaciones locales definidas por Ap(7),
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entonces p(7) = p, + Ap(¥). Substituyendo esta forma para p(¥) en la ecuacién
(72) (considerando previamente el contraste), la amplitud se vuelve

A@= |

pae- 4 dv + f Ap(Pe~ 37 dy (74)
v

14

Para el volumen V del sistema de particulas (de dimensiones muy grandes
comparadas a la longitud de onda de rayos X), la primera integral es no nula
solamente sobre un rango de valores de r muy grandes en comparacion con el tamafio
de las particulas (o sobre un rango de valores de g extremadamente pequefios) que no
es alcanzado en experimentos SAXS tipicos (recuerde que hasta 100 nm de tamafio de
particula es posible de ser medido con SAXS). Por lo tanto, la intensidad de
dispersion I1(q), sobre el rango § accesible, es dado por

1@) = f fv Ap(R). Ap () dvs vy (75)
|74

Haciendo #, — %, = 7, la ecuacidn (75) puede ser escrita como

1@ = | y@e iy (76)
%
Dénde:
=4 i 1 7 [ 2 l
y(r):&ggova’ Ap(r).Ap(7+r)dv (77)
y(® =< 8p(r").00(r" +7) >y (78)

El simbolo ‘< >’ indica el promedio sobre el volumen de la muestra analizada V. La
funcién y(#), llamada funciéon de correlacion, es el volumen promediado del
producto de Ap(r) en dos elementos de volumen dv, localizados en 74 y 7>,
conectados por un vector 7. La funcién y(#) puede ser directamente determinado
desde una funcion de intensidad de dispersion experimental I(§) por una
transformada de Fourier en el espacio reciproco (q):

Y@ = [ 1@etirar, (19)

(2m)3v

Donde v, denota que la integracion en la transformada de Fourier se hace en un
volumen dentro del espacio reciproco. La funcién de correlacién y(¥) estd
relacionada a la estructura (es decir, a la funcién densidad-electrén) y facilmente
puede ser determinado conociendo previamente p(7), es decir, es determinado
aplicando la ecuacién (78). Pero inversamente desde una funcién y (#*) conocida, p(¥)
no puede ser generalmente inferido sin algo de ambigiiedad (debido al problema de
fase).

Por lo tanto, para sistemas isotropicos la ecuacién (76) se transforma

o)

I( —Vf4 2y () 22 g
q)_ 0 nr }’(T) qT' r (80)
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y la ecuacion (79) es dada por
singr
qr

Y@ = [ ana 1= ag (81)
0

1
(2m)3V

Definamos la siguiente funcion p(r) (conocida como la Funcion de distribucion de
distancias par PDDF (Pair Distance Distribution Function):

p(r) =r?Vy(r) (82)
Entonces
B @ singr
1(q) = 471_[0 (M) ar dr (83)

Aplicando la transformada inversa de Fourier a la expresion anterior, tenemos:
(o]

1
p(r) = 7| 1 (@) gr sin(gr)dq (84)

La funcidn PDDF esta directamente conectada con la intensidad dispersada medible y
es muy Titil para la solucidn del problema inverso de dispersion que esta resumido en
el siguiente esquema.

Funcién de dispersion Funcion de distribucion de distanciaspar

PDDF
Log I(g) +.

L

a
Transformada de I

Fourier

|

i

|

| e

! ’

!

!

| .~

! -

1 T

dmin —% q Amax

AN

"Problema inverso \\\ "Problema directo
de la dispersion” N, \de la dispersién™

Particula con orientacion
aleatoria

Figura 15. Esquema de los problemas de dispersion (directo e inverso). Con ayuda del
perfil de dispersion (funcion de dispersion) o la PDDF (p(r)) se puede obtener
informacion morfoldgica-estructural de las particulas coloidales orientadas
aleatoriamente en una solucion, sin embargo, es necesario tener alguna informacion
adicional para resolver completamente este problema. Figura tomada de [57].
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Otro procedimiento que es muy aplicado también para determinar estructuras simples
de baja resolucion, evitando el problema de la fase, es empezar con un modelo de
estructura propuesta, asumiendo una funcion de densidad-electron p(7) inicial. La
amplitud de dispersion es por lo tanto determinada usando la ecuacion (71) y entonces
la intensidad de prueba I(§) = | A(g) | es comparada a la intensidad experimental.
El uso de programas de célculo especializados [57] permite, haciendo muchas y
répidas iteraciones y modificaciones del modelo de la estructura, lograr un buen ajuste
de la funcién calculada a la curva experimental. Este procedimiento estd siendo
aplicado comiinmente para la determinaciéon de la estructura a baja resolucion
(funcidén de desarrollo) de proteinas en solucion.

2.2.2.4 Sistemas monodispersos
Asumamos que tenemos una solucion de éstas particulas en dilucion infinita.
2.2.2.4.1 Particulas de forma globular

Solamente unos pocos problemas de dispersion pueden ser resueltos analiticamente.
La forma mas trivial es una esfera. La expresion analitica para la intensidad
dispersada por una particula esférica de radio R, es:

sinqR —qRcosqR_,
(qR)?

()= (85)

Y para la PDDF es

r

p(r) =12x*(2—3x+x%) x=--<1 (86)
El andlisis de la forma de las particulas globulares como esferas, elipsoides, etc. puede
ser llevado a cabo usando la funcion de dispersion y la PDDF.

2.2.2.5 Sistemas polidispersos

La funcién de dispersion de un sistema polidisperso es determinado por la forma de
las particulas y por la distribucién de tamafios. Nosotros asumimos una cierta
distribucion de tamafios y podemos determinar la forma de las particulas, o, mas
frecuentemente, asumimos la forma y determinamos la distribucion de tamafios. Para
hacer esto, tenemos que asumir que los resultados de la intensidad dispersada de un
conjunto de muchas particulas que tienen la misma forma cuya distribucién de
tamafios puede ser descrita por D,,(R), donde R es un parametro de tamafio y D,,(R)
denota el nimero de particulas de tamafio R. Asumamos adicionalmente que no hay
interferencias interparticulas o efectos de dispersion muiltiple. Entonces la funcion de
dispersion 1(q) esta dada por

1@ = ¢ [ DuGRORSio(aR)aR (87)
0
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Donde c;, es una constante experimental, el factor R® toma en cuenta el hecho de que
el volumen de la particula es proporcional a R3, y iy(gR) es el factor de forma
normalizado de un tamafio de particula R.

En muchos casos, uno estd interesado en la distribucién de masa D,,(R) (a veces
llamado distribucién de volumen Dy, (R)). En este caso, tenemos

[ee]

1@ = 6n | D (ROR%ia(aR)GR (88)
0
La soluciéon de estas ecuaciones integrales, es decir, el calculo de D,,(R) o D,,,(R) a
partir de I(q), necesita mds bien de métodos sofisticados numéricos o analiticos.
Los problemas de interferencia inter-particula y dispersién multiple en el caso de los
sistemas polidispersos no pueden ser descritos analiticamente y no ha sido investigado
en detalle hasta ahora [57], [54].
En general, los efectos de interferencia empiezan a influenciar los datos desde los
experimentos de dispersion a angulos pequefios mucho mas temprano, es decir, en
mas baja concentracion, que en dispersion multiple. La dispersion miltiple se vuelve
mas importante con el incremento del tamaiio y el contraste y es entonces dominante
en experimentos de dispersion de la luz en altas concentraciones.
Una serie de concentraciones y extrapolacidn a concentracidén cero como en sistemas
monodispersos podrian ser utilizados para eliminar estos efectos.

3 DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1 Procedimientos y equipamiento empleado

La sintesis y caracterizacion DLS se hicieron en los ‘Laboratorios de Energias
Renovables de la Facultad de Ciencias de la UNI’ en Lima-Pert, bajo la supervision
del Dr. José Solis Veliz; la caracterizacion SAXS se realizo en el ‘Laboratorio de
Microimagen de rayos X (XMILab) del Istituto di Cristallografia CNR’ en Bari-Italia,
bajo la supervision del Dr. Davide Altamura. Estos experimentos se llevaron a cabo
dentro del marco del Acuerdo Bilateral CNR-CONCYTEC 2012-2014.

Como medidas adicionales, se utilizd microscopia electronica (FE-SEM) para la
caracterizacion morfolégica de las nanoparticulas de CuO (estas mediciones lo
hicieron los Dres. Natasha Erdman y Masateru Shibata en sus laboratorios de Jeol de
EEUU) v la difraccién de rayos X para la caracterizacion estructural (este trabajo lo
realizo el Dr. José Solis Veliz en los laboratorios del IPEN).

Como una aplicacion las nanoparticulas de CuO fueron estudiadas como agentes
antimicrobianos de cultivos no estandar de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Bacillus subtilis, los cuales
fueron donados por el Hospital Cayetano Heredia. Los respectivos analisis
microbiologicos los realiz6 la profesora Dora Maurtua y se llevaron a cabo en los
laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la Facultad de Ciencias y Filosofia de
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.2 Sintesis de nanoparticulas de CuO
Para la sintesis de nanoparticulas de CuO se prepardé 250 ml de una solucion acuosa

de acetato de cobre monohidratado (Cu(CH3;COO); H,0O) 0,020 M. Luego se agregd
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acido acético (CH;COOH) 16,65 M gota a gota (agitandolo por 3 minutos) hasta
obtener un pH aproximado de 4,3.

Se calent6 la solucién agitandolo simultineamente a 400 RPM hasta la temperatura
aproximada de 100 °C e inmediatamente se agregd 1,5 ml de una solucién de
hidréxido de sodio (NaOH) 11,167 M. La siguiente reaccién [58], explica la
obtencién del precipitado CuO:

A
Cu(CH3C00),¢0+2NaOHg —  CuOg)+2Na(CH3C00),0,0+H,0g  (89)

Luego se esperd que se enfrie y precipite, se extrajo el precipitado eliminando el
liquido sobrante. Posteriormente se centrifugé a 10 000 RPM por 10 minutos.
Finalmente, se agregd agua destilada y se agitd hasta obtener un volumen de solucion
de 1 1 aproximadamente con el fin de obtener una concentracion de CuO en agua de
Img/ml. El pH final de la solucién fue aproximadamente de 6.

Se prepararon tres muestras de esta solucidn para caracterizarlas (muestra 1, muestra
2, muestra 3).

3.3 Caracterizacion de las nanoparticulas de CuO mediante DLS

En la caracterizacion se utilizd un equipo analizador de tamafios de particula
Brookhaven Instruments 90Plus Nanoparticle Size Analyzer.

Antes de cada medicion cada muestra de CuO fue sonicada por 2 minutos
aproximadamente. Luego se procedié a trabajar directamente con las soluciones de
CuO sin la necesidad de medir primero la dispersion del solvente ni tampoco de
calibrar el equipo. Se realizaron tres medidas (corridas) en un tiempo de 20 segundos
cada una para cada muestra, con un laser de longitud de onda 2 = 658 nm (diodo
laser rojo de 35 mW de potencia, ver [59]) a un angulo de deteccién (dispersion) de
90°. Se considero a las particulas de CuO (indice de refracciéon n = 2,741 + 0,389i)
como esféricas difundiéndose (con movimiento Browniano) en agua (indice de
refraccion n = 1,33 y viscosidad n = 0,890 cP)auna T = 25°C.

3.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de CuO mediante SAXS

El equipo utilizado fue un sistema SAXS/WAXS del XMILab, equipado con una
micro-fuente super brillante de dnodo de cobre rotante Rigaku Fr-E+ (2,5 kW de
potencia) de emisién CuKy 4, = 0,15405 nm, acoplado a un arreglo optico
focalizante CMF 15-105, y camara SMAX3000, la dispersion a bajos angulos se
colectd en un detector de rayos X multi-hilo (1024x1024 pixeles con tamafio de pixel
de 195 um) puesto a 2,2 m de distancia de la muestra. La intensidad incidente (la
maxima intensidad transmitida sin muestras) fue medida dentro de la camara por un
detector de rayos X adicional. '

El intervalo accesible en términos de vectores de dispersién entre 0,006 y 0,2 A (el
rango angular accesible entre -1 y +6° [50])

El tamafio del haz en la posicion de las muestras fue de aproximadamente 200pm

(didmetro del orificio colimador 3, ver Figura 12) de didmetro; fue usado un
bloqueador de haz de rayos X de 5,5mm de diametro.
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Previamente fue usado para la calibracion del equipo un polvo estindar de Behenato
de Plata (CH3(CH;)20COOAg) puesto en un capilar de 8 mm de didmetro, midiéndose
su dispersién de rayos X con el fin de determinar la relacién pixeles <> valores de g
para la imagen en un area del detector.

El experimento fue hecho para el solvente y las soluciones puestos en capilares de 8
mm en diferentes posiciones de cada capilar y para diferentes tiempos de coleccion de
datos: Tiempo corto (t; = 600 s) y tiempo grande (t, = 1200 s). Se evacuo el aire
interior mediante el tubo de evacuacion hasta llegar a una presiéon de vacio de 0,5
mbar (+ 0,02 mbar) para reducir la absorcién dentro de la camara (ver Figuras: 12 y
16) y el interior de los capilares se mantuvo a presiéon atmosférica para reducir la
evaporacion del solvente.

La intensidad dispersada colectada fue la proveniente de la region central (puntos
centrales) de cada capilar (para el solvente y cada solucidén). Similarmente, la
intensidad transmitida fue medida en los mismos puntos investigados en el
experimento SAXS, y el coeficiente de transmision fue calculado en cada punto como
T = Itransmitido /To, donde Iy es 1a intensidad del haz primario, en los experimentos se ha
considerado que Tsomcisn = Tsotvente- L@ intensidad del ruido de fondo (la intensidad
total debido al solvente, aire dentro de la camara, ventanas, etc. es decir sin muestras)
Truido de fondo fU€ entonces substraido de la data de dispersion para obtener la intensidad
de las particulas Ipaicuns Solamente, tomando en cuenta los coeficientes de
transmision segun: Iparticulas = Imedido — (1/T)><IRmd0 de fondo-(ver paginas 49 y 50 de {49}])
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igur 16. Fotografi del interior de la cimara donde se ubica el soporte“ de las

muestras. Notese los tres capilares (con las tres muestras) en posicion horizontal, el
tubo vertical (de evacuacion de aire), la lampara y camara de video.
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El precipitado de las nanoparticulas de CuO de la muestra 3 fue secada a 80° C por
ocho horas tanto para las mediciones estructural como morfolégica mediante las
técnicas XRD y FE-SEM respectivamente.

3.5 Caracterizacion morfolégica mediante FE-SEM

La morfologia de las nanoparticulas fue investigada por microscopia electrénica de
barrido por emisién de campo (FE-SEM) usando un instrumento JEOL JSM-7100FT
operado con un Gentle Beam mode a un 1 kV de voltaje de aceleracién. Las particulas
también fueron analizadas a 30kV usando un detector STEM en SEM. Las muestras
de CuO fueron dispersadas en alcohol previamente para luego ser medidas mediante
FE-SEM. :

3.6 Caracterizacion estructural mediante Powder XRD

La estructura y tamafio de dominios cristalinos de las nanoparticulas de CuO
precipitadas fueron determinadas por difraccion de rayos X usando un difractémetro
Rigaku Miniflex Il Desktop operando con radiacién CuK, (0,15045 nm de longitud de
onda) a 30 kV y 20 mA con una velocidad de escaneo de 3 °min~1. La data de
difraccién de rayos X fue sujeta a un proceso general de convolucion (Topas-
Academic) permitiendo, en principio, cualquier combinacion de funciones apropiadas
para ser empleadas para modelar el perfil del polvo total [60].

3.7 Analisis microbioldgico de los cultives en presencia de CuO
3.7.1 Preparacion del inoculo

A partir de un cultivo de 18 horas se preparé una suspension a la escala de Mc
Farland [61] de 0,5; la cual corresponde a 1,5 x 108 UFC en caldo tripticase de soya
(TSA)[62].

3.7.2 Preparacion de la muestra
Se pesaron 0,015 g de muestra de CuO cinco veces, una por cada cepa.

3.7.3 Enfrentamiento microbiano

Con un hisopo humedecido con el indculo se procedio a sembrar, en las placas Petri
que contenian previamente agar tripticase de soya (TSA), las cinco siguientes cepas
por duplicado: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Candida albicans y Bacillus subtilis. Se dej6 reposar dos minutos y se colocd en el
centro de la placa un cilindro de acero cuyo diametro interno fue 6 mm. Dentro del
cilindro se colocé los 0,015 g de CuO. Y luego de conseguir distribucion uniforme y
confinada dentro del cilindro, este fue retirado.

Luego las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas. Después de esto con ayuda
de un vernier se midieron dos veces los halos de inhibicion formados alrededor de la
muestra. ‘
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4 RESULTADOS EXPERIMENTALES
4.1 Resultados obtenidos de la caracterizaciéon mediante DLS

La presentacion de los resultados (como segun indican [35] y [59]) por el equipo
fueron: ajuste de la funcion de auto-correlacién normalizada, didmetro efectivo de
particula e indice de polidispersidad, ajuste log-normal y distribuciéon multimodal de
tamafios. Estos fueron hechos por el software del equipo. En resumen los pasos
ejecutados por el equipo son:

(i) Ajustar los datos medidos (fluctuaciones en el tiempo en la intensidad
dispersada) a la funcién de ajuste normalizada de la auto-correlacién de la
mtensidad dispersada para mostrarlo en una grafica C(t) vs 7.

(11) Hallar el didmetro efectivo < d1 /, > Y el indice de polidispersidad Q.

(1ii) Hallar distintos ajustes a las distribuciones de tamafios ponderados por el
numero de particulas dispersadas, drea superficial de particula, volumen de
particula e intensidad dispersada. Los modelos para estos ajustes fueron la log-
normal y la multimodal (histogramas).

Estos tres pasos fueron hechos segin este orden, es decir, primero se encontrd C (1),
luego se hall6 el polinomio de ajuste ‘In C(7)’ y reconociendo que sus coeficientes
estan relacionados directamente con (son aproximadamente iguales a) los coeficientes
de la expansion de cumulantes (ver ecuacion (42)) se procedid a hallar por
comparacion los valores del diametro efectivo < di /y > y del indice de

polidispersidad Q, definidos en las ecuaciones: (45) y (46), respectivamente. Estos
resultados, fueron promediados en el tiempo total transcurrido de 60 segundos.

En los siguientes resultados, se considerd solamente el modelo de distribucion de
tamafios multimodal ponderado por intensidad dispersada (para particulas
polidispersas) debido a que el indice de polidispersidad obtenido en cada muestra fue
mayor que 0,080 (ver pagina 18) indicando que las muestras no son monodispersas.

Distribucion multimedal; las ecuaciones (8), (10), y (11) junto con (67), (68), (69),
(70) y (22) en la ecuacion (66) fueron la base de construccion de las distribuciones de
tamarfios de particula segn sus valores de intensidades dispersadas. El equipo también
nos da otras distribuciones de tamafios (segin sus valores de niimero de particulas
dispersadas, areas superficiales de particula y volimenes de particula) ya que a partir
de la distribucién de tamafios por intensidad dispersada se construyen las demas. La
distribucién obtenida mediante el algoritmo NNLS es la de intensidad dispersada que
esta relacionada por ejemplo con la distribuciéon por niimero por un factor de
multiplicacién de d®.

Las Figuras: 17, 18 y 19 presentan histogramas, en donde la frecuencia relativa es
denotada por Intensidad, la cual es definida como intensidad dispersada relativa de
las poblaciones de particulas dispersadas por unidad de tamafio de Cclase,
matematicamente: Intensidad = (100/1,) dI/dD = 100iy/lom donde I:
intensidad dispersada méaxima de particulas dentro de la poblacién total de particulas
dispersadas, dI: intensidad de la poblacion de particulas dispersadas de tamafio dD y
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iy: fraccion de intensidad dispersada relativa de particulas de una poblacién N
cualquiera, respecto al maximo valor de la intensidad de las particulas dispersadas.
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Figura 17. Distribucion de tamafios de particula respecto a la intensidad dispersada
relativa de la muestra 1 de CuO. Diidmetro efectivo = 171,8 nm, indice de
polidispersidad = 0,272, didmetro promedio = 193,7 nm. Note del histograma dos
tipos de poblaciones de nanoparticulas: una alrededor de 55 nm de tamafio promedio
y la otra alrededor de 261 nm de tamafio promedio.
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Figura 18. Distribucién de tamafios de particula respecto a la intensidad dispersada
relativa de la muestra 2 de CuO. Diametro efectivo = 79,9 nm, indice de
polidispersidad = 0,322, diametro promedio = 91,9 nm. Note del histograma dos tipos
de poblaciones de nanoparticulas: una alrededor de 37 nm de tamafio promedio y la
otra alrededor de 217 nm de tamafio promedio.
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Figura 19. Distribucién de tamafios de particula respecto a la intensidad dispersada
relativa de la muestra 3 de CuO. Diametro efectivo = 55,2 nm, indice de
polidispersidad = 0,302, didmetro promedio = 63,0 nm. Note del histograma dos tipos
de poblaciones de nanoparticulas: una alrededor de 30 nm de tamafio promedio y la
otra alrededor de 176 nm de tamafio promedio.

4.2 Resultados obtenidos de la caracterizacion mediante SAXS

4.2.1 Resultados de los perfiles de dispersion SAXS del solvente y de las
muestras

Las siguientes Figuras: 20-23 presentan los perfiles de dispersion obtenidos
directamente de los experimentos SAXS para la solvente (agua) y para cada muestra.
Las muestras y el solvente han sido colocadas en capilares (una medicion por capilar)
y el haz de rayos X incidente impacta en un punto (central) del capilar, por lo que los
perfiles de dispersion obtenidos provienen de este punto del capilar. A manera de
ejemplos representativos solo se han escogido

a es el angulo azimutal (no angulo de dispersion) el cual esta definido en el plano de
deteccion como el angulo en posicion normal (trigonométrico) cuyo vértice coincide
con el punto de impacto entre haz de rayos X y la muestra. Para cada muestra se esta
considerando varios puntos del capilar pero por razones practicas, en las siguientes
figuras se estd mostrando sélo un punto del capilar
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Figura 20. Perfil de dispersion de la matriz o solvente (agua) en un punto central del
capilar (de coordenadas: x = 22,5mm, y = 0,032mm) con un tiempo de medicion de
1200 segundos. (Izquierda) En coordenadas cartesianas: x = qx, y = qy. (Derecha) En
coordenadas polares: x = g, y = 0, § = /g% + g2, 0° < 0. < 360°, o es e] angulo
azimutal (angulo central en posicidon normal del perfil de dispersion). La escala de
colores corresponde a los valores de intensidad dispersada. Azul para intensidad: 0, y
rojo para intensidad: 2.5. Note que tedricamente la posicion del bloqueador del haz
primario deberia ser mostrada en ausencia de dispersion (como una linea de color
azul) a un angulo ‘o’ ligeramente mayor que 200°
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Figura 21. Perfil de dispersion de la muestra 1 en un punto central del capilar (de
coordenadas: x = 22,5mm, y = 0,016mm) con un tiempo de medicion de 600
segundos. (Jzquierda) En coordenadas cartesianas: X = qx, ¥ = qy. (Derecha) En
coordenadas polares: X = q, y = @, = /g% + g2, 0° < 0. < 360°, a es el angulo
azimutal (angulo central en posicion normal del perfil de dispersion). La escala de
colores corresponde a los valores de intensidad dispersada. Azul para intensidad: 0, y
rojo para intensidad: 2,5. Note que tedricamente la posicién del bloqueador del haz
primario deberia ser mostrada en ausencia de dispersion (como una linea de color
azul) a un angulo ‘a’ ligeramente mayor que 200°
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Figura 22. Perfil de dispersidon de la muestra 2 en un punto central del capilar (de
coordenadas: x = 21,5mm, y = 25,073mm) con un tiempo de medicion de 1200
segundos. (Izquierda) En coordenadas cartesianas: X = qx, ¥y = qy. (Derecha) En
coordenadas polares: X = q, Yy = o, q = /g% + q,2, 0° < 0 < 360°, o es el angulo
azimutal (angulo central en posicion normal del perfil de dispersion). La escala de
colores corresponde a los valores de intensidad dispersada. Azul para intensidad: 0, y
rojo para intensidad: 2,5. Note que tedricamente la posicion del bloqueador del haz
primario deberia ser mostrada en ausencia de dispersion (como una linea de color
azul) a un angulo ‘@’ ligeramente mayor que 200°
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0.15

0.1

0.05

y Al

045 01 005 0 005 01 0.5
x, AT

Momentum transferido, A™1*

Figura 23. Perfil de dispersion de la muestra 3 en un punto central del capilar (de
coordenadas: x = 23,5mm, y = 50,025mm) con un tiempo de medicién de 1200
segundos. (Izquierda) En coordenadas cartesianas: X = gy, ¥ = qy. (Derecha) En
coordenadas polares: X = q, ¥ = @, q = /¢ + gy2, 0° < o < 360°, o es el dngulo
azimutal (4ngulo central en posicion normal del perfil de dispersion). La escala de
colores corresponde a los valores de intensidad dispersada. Azul para intensidad: 0, y
rojo para intensidad: 2,5. Note que tedricamente la posicion del bloqueador del haz
primario deberia ser mostrada en ausencia de dispersion (como una linea de color
azul) a un angulo ‘o’ ligeramente mayor que 200°

4.2.2 Resultados del tratamiento de la data de los perfiles de dispersion SAXS
de las muestras

En lo que sigue se presentan graficas I vs q y PDDF de los resultados obtenidos de
cada patrén de dispersion para cada muestra asi como el tamafio promedio 2R
obtenido del analisis de estas graficas (ver ecuaciones (85) y (86)).
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Figura 24. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 23,5mm; y = 0,016mm del capilar con la muestra 1
medido en un tiempo experimental de 1200s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipdtesis de
particulas esféricas y de la grafica P(r) (considerando la ecuacién (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 32,6nm.
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Figura 25. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 45,5mm; y = 0,101mm del capilar con la muestra 1
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipotesis de
particulas esféricas y de la grafica P(r) (considerando la ecuacion (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 33nm.
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Figura 26. (Arriba) Gréfica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 22,5mm; y = 0,016mm del capilar con la muestra 1
medido en un tiempo experimental de 600 s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipétesis de
particulas esféricas y de la grafica P(r) (considerando la ecuacioén (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 36 nm.
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Figura 27. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 21,5mm; y = 25,073mm del capilar con la muestra 2
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipdtesis de
particulas esféricas y de la grafica P(r) (considerando la ecuacién (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 30,4 nm.
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Figura 28. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 22,5mm; y = 25,073mm del capilar con la muestra 2
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la gréfica anterior. Bajo la hipétesis de
particulas esféricas y de la grdfica P(r) (considerando la ecuacién (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 28,3 nm.
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Figura 29. (Arriba) Gréafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 23,5mm; y = 25,073mm del capilar con la muestra 2
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipotesis de
particulas esféricas y de la grafica P(r) (considerando la ecuacion (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 30,4 nm.
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Figura 30. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 43,5mm; y = 24,975mm del capilar con la muestra 2
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Grdfica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipdtesis de
particulas esféricas y de la grafica P(r) (considerando la ecuacion (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 28,7 nm.
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Muestra 3
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Figura 31. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 22,5mm; y = 50,025mm del capilar con la muestra 3
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipdtesis de
particulas esféricas y de la gréafica P(r) (considerando la ecuacion (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R =28 nm.
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Figura 32. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 23,5mm; y = 50,025mm del capilar con la muestra 3
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Gréfica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipdtesis de
particulas esféricas y de la grafica P(r) (considerando la ecuacion (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 28,7 nm.
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Figura 33. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 44,5mm; y = 49,775mm del capilar con la muestra 3
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la grafica anterior. Bajo la hipotesis de
particulas esféricas y de la gréfica P(r) (considerando la ecuacién (86) dividida por
100), se obtiene el tamafio de particula: 2R = 30 nm.

51



Cal.

-
o
I

-
T

o
-
I

Intensidad promedio (cuentas/m’s)

L e e e B e o B L e s e N
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20 0.22

Momentum transferido, q (A™)

0.020 —

0.015

0.010 4

P(r) (unidades arbitrarias)

0.005

0.000

—

T J T T T T 1
200 300 400 500
r(A)

T T
0 100

Figura 34. (Arriba) Grafica Intensidad dispersada promedio vs momentum transferido
en el punto de coordenadas: x = 45,5mm; y = 49,775mm del capilar con la muestra 3
medido en un tiempo experimental de 1200 s. (Abajo) Grafica Pair Distance
Distribution Function P(r) obtenida a partir de la gréfica anterior. Bajo la hipétesis de
particulas esféricas y de la grafica P(r) (considerando la ecuacién (86) dividida por
100), se obtiene el tamario de particula: 2R = 30 nm.
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4.3 Resultados de la caracterizacion morfolégica mediante FE-SEM

La siguiente figura muestra las imagenes de las nanoparticulas de CuO obtenidas por
SEM:

% i%oj 000>  30,0KV *drEm soi X 500,000 .30.0xv TN

Figura 35. Micrografias de las nanoparticulas de CuQ. En la parte superior dos
imagenes obtenidas bajo la modalidad de SEM y en la parte inferior dos imagenes
obtenidas bajo la modalidad de STEM, y de izquierda a derecha se aumenta la escala.

Como puede observarse en la Figura 35, las nanoparticulas de CuO mas dispersadas
presentan un tamafio aproximado de 10 nm y estdn formando particulas mas grandes
de 30 nm de tamafio aproximadamente y a su vez éstas forman cimulos mas grandes
de varios cientos de nandmetros.

4.4 Resultados de la caracterizacion estructural mediante Powder XRD

En la siguiente grafica se muestra el patron de difraccion de las nanoparticulas de
CuO en polvo de la muestra 3.
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Figura 36. Patrén de difraccion de rayos X de nanoparticulas de CuO.

Como muestra la Figura 36 todos los picos pudieron ser indexados perteneciendo a la
fase tenorita de acuerdo al card JCPDS ntimero 45-0937. De aqui que las muestras en
polvo fueron de alta pureza. Los tamafios de los dominios cristalinos fueron
determinados a partir del ancho de las lineas (picos) de difraccion de rayos X
asumiendo una funcion Voigt [60]. El tamafio del dominio cristalino promedio para
las nanoparticulas de CuO sintetizadas por el método de precipitacion rapida fue
encontrado que es aproximadamente 8 nm.

4.5 Resultados del analisis microbiolégico de los cultivos en presencia de CuO

Los resultados obtenidos de este analisis estan resumidos en la siguiente tabla:

Tabla 1. Didmetros D1 y D2 de inhibicién microbiana para cada cepa. Los nimeros 1
y 2 indican el orden de la medicion.

Cepas D1(mm) D2(mm)
Escherichia coli 15,5 14,0
Pseudomona aeruginosa 8,0 9,0
Staphylococcus aureus 18,0 16,5
Candida albicans : 0 0
Bacillus subtilis 0 0

En lo que sigue se muestran las fotografias tomadas para cada muestra:

54



Figura 37. Fotografi’z;dé una muestra de CuO en polvo en el centro de una placa Petri
(conteniendo agar tripticase y la cepa de Escherichia coli). Obsérvese la aureola de
color azul cuyo didmetro es medido dos veces (D = 15,5 y 14 mm).

|

|

Lo S -
Figura 38. Fotografia de una muestra de CuO en polvo en el centro de una placa Petri

(conteniendo agar tripticase y la cepa de Pseudomonas aeruginosa). Obsérvese la

aureola de color azul cuyo didmetro es medido dos veces (D = 8 y 9 mm).
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F igura 39. Fotog;éf‘i_é‘dé una muestra de CuO en polvo en el centro de una placa Petri
(conteniendo agar tripticase y la cepa de Staphylococcus aureus). Obsérvese la
aureola de color azul cuyo diametro es medido dos veces (D = 18 y 16 mm).

S J—

Figura 40. Fotagrafi'; de una muestra de CuO en polvo en el centro de una placa Petri
(conteniendo agar tripticase y la cepa de Candida albicans). Obsérvese que esta
muestra no presenta una aureola clara (deberia haber un anillo simétrico de células
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muertas que se pudiera medir su didmetro), por lo que no se considera efecto del CuO
en Candida albicans.
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Figura 41. Fotografia de una muestra de CuO en polvo en el centro de una placa Petri
(conteniendo agar tripticase y la cepa de Bacillus subtilis). Obsérvese que esta
muestra no presenta aureola, la mancha oscura son particulas de CuO y no células
muertas por lo que no se considera efecto del CuO en Bacillus subtilis.

5 DISCUSIONES
5.1 Discusion sobre los resultados de las caracterizaciones

Los experimentos de caracterizacioén fueron consecutivos (DLS, SAXS, XRD y FE-
SEM, en ese orden) teniendo diferentes fechas de realizacion. Por lo que se tuvo en
cuenta la formacién de conglomerados al transcurrir el tiempo. El experimento DLS
fue realizada inmediatamente después de la sintesis, SAXS fue realizada 10 a 12 dias
después. FE-SEM y XRD varios meses después. De las tres muestras de CuO la que
presentaba mejores caracteristicas (menor tamafio y mas estable) fue la muestra 3 por
lo que se utilizd para realizar las caracterizaciones FE-SEM y XRD ademds esta
muestra fue también utilizada para el analisis de toxicidad.

Las graficas 17, 18, y 19 muestran que las nanoparticulas de CuO que dispersan mas
luz en el agua son aquellas que se encuentran en las poblaciones de tamafios
promedios: 261 nm, 217 nm, y 30 nm en las muestras 1, 2, y 3, respectivamente,
siendo Gnicamente la muestra 3 la que presenta coincidencia entre su poblacién de
tamafios mas pequefios y la que dispersa mas luz (por lo que desde un principio se
puede observar que esta muestra presenta mejores caracteristicas). No obstante, esto
no indica que estas particulas sean las que tengan mayor presencia en la solucidn, sino
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que estas particulas son las que presentan mayor desviacion en sus valores de indice
de refraccion respecto al del agua, como es sabido la técnica DLS no discrimina a las
particulas por su tipo de material que las constituye sino por el valor que presenta su
diferencia del indice de refraccion de la particula respecto al del agua v el valor de la
intensidad de la luz dispersada detectada depende del tamafio y la forma que tienen las
nanoparticulas dispersoras.

El programa GNOM calculd la funcién PDDF en las mediciones SAXS, considerando
a las particulas como si fueran monodispersas y esféricas, pero no se calculd la
funcién de distribucién de volumen (como seria lo usual para particulas polidispersas,
ver Anexo 5) debido al desconocimiento del factor de forma, sin embargo, no hubo
ningun error con este procedimiento ya que como es sabido, matematicamente no hay
efecto en el cdlculo si consideramos que la intensidad dispersada por todas las
particulas polidispersas de distintos tamafios es igual a la suma de todas las
contribuciones de intensidades dispersadas por particulas esféricas mas pequeiias y de
igual tamafio (monodispersas) equivalentes que estarfan aglomeradas como si
formaran a las particulas polidispersas anteriores. Los resultados SAXS sélo pudieron
arrojar valores de tamafios promedios solo dentro de su rango de aplicabilidad (< 100
nm), dandonos los valores de tamafio promedio de 36 nm; 30,4 nm, y 30 nm para las
muestras 1, 2, y 3, respectivamente.

Comparando los resultados SAXS con los de DLS puede ser visto que, en particular
para las muestras 2 y 3 (particulas con diametro alrededor de 30 nm en promedio), el
didmetro promedio de particula obtenido por SAXS estd en buen acuerdo con el
didmetro promedio de particula en la intensidad vs didmetro obtenido de DLS.
Efectivamente, la configuracion SAXS usado para el experimento no es muy sensible
para particulas mas grandes que 100 nm (a causa de los 2,2 m de distancia muestra-
detector y los 5,5 mm de dimension del bloqueador del haz primario de rayos X), asi
que la poblacion de particulas con tamafios mas grandes en cada muestra basicamente
no es esperado que contribuya en la seftal SAXS. Una comparacion consistente entre
los datos DLS y SAXS deberia hacerse entonces considerando solamente la poblacion
de particulas de tamafio medio comprendido entre el rango comun de 1-100nm. En €l
caso de la muestra 1 un didmetro promedio de particula en el rango 33 - 36 nm fue
derivado desde SAXS, el cual deberia ser comparado con el didmetro promedio de 55
nm derivado por DLS para la poblacién de tamafios mas pequefios. Esta discrepancia
en tamafios puede ser explicada debido a una posible aglomeracion ocurrida (al
transcurrir el tiempo desde la medicion DLS a la medicion SAXS) de las particulas de
55 nm formando cimulos de tamafios mas grandes que escapan del rango de
sensibilidad del equipo SAXS quedando tinicamente las poblaciones de
nanoparticulas mas estables de 34 nm de tamafio promedio.

A manera de resumen se muestra la comparacion de los resultados DLS y SAXS en
la siguiente tabla:
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Tabla 2. Comparacion entre los resultados DLS y SAXS.

Muestra Didmetro Didmetro medio DLS | Diametro DLS (nm)} | Didmetro
(Cu0) efectivo DLS {nm) En el rango del SAXS (nm)
(nm) (Distribucion de instrumento SAXS
tamafios multimodal) (ver histogramas)
1 172 222 57 34
2 80 141 37 29
3 55 102 30 29

Por lo tanto, de los resultados anteriores se puede observar que la muestra 3 presenta
mejores caracteristicas, y debido a esto es que fue utilizada para el analisis de
toxicidad. Los resultados FE-SEM confirmaron que las nanoparticulas de CuO son
mas o menos esféricas de didametro aproximado de 30 nm que a su vez forman
camulos mas grandes (es un sistema polidisperso), ademds mediante la modalidad
STEM se observaron monocristales de 10 nm de tamafio. Los resultados XRD
mostraron que la muestra 3 posee alta pureza y que las esferitas de CuO de 30 nm
estan constituidas de dominios cristalinos de 8§ nm. Estos dominios cristalinos como
es sabido presentan estructuralmente cadenas de (Cu04)%, formando una red
monoclinica de base centrada.

5.2 Discusion sobre el analisis microbioldgico

Aunque no se hicieron estudios detallados de los mecanismos de toxicidad que
pudieron haber ocurrido, se puede suponer [63] que solamente las nanoparticulas mas
pequefias de CuO contribuyeron en la inhibicién debido a su tamafio muy pequefio
(30 nm) en comparacioén con el tamafio de los microbios bacterianos (500-5000 nm,
aproximadamente, ver Anexo 6): Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, y
Staphylococcus aureus, las nanoparticulas de CuO pudieron por difusién penetrar la
pared celular microbiana de estas bacterias destruyendolas Otra posibilidad adicional
debido a que los arreglos de coordinacién (CuO4) son muy reactivos con el ADN es
que éstos pudieron juntarse entre los enlaces puente de hidrégeno del compuesto
Citosina-Guanina del ADN microbiano alterando su replicacion ademas de dafiar a las
proteinas bacterianas (después de haber penetrado previamente la pared celular). Es
decir, pudieron haber ocurrido varios mecanismos de toxicidad, dando como resultado
la inhibicidn total de estas bacterias.

Por otro lado, el hongo Candida Albicans y la bacteria Bacillus subtilis no tuvieron
efectos quizds porque éstas al no estar estandarizadas (es decir, por haber sido
tomadas directamente de pacientes en el hospital Cayetano), pudieron haber
desarrollado un mecanismo de resistencia al CuO previamente evitando asi la
toxicidad ya sea por la formacién de complejos que se adhieren eléctricamente con las
particulas de CuO volviéndolas mas pesadas y grandes de tal manera que no pudieran
penetrar la pared celular o por tener una pared celular mis permeable que haya
impedido la penetracion de las nanoparticulas de CuO. Sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que una pequefia parte de las nanoparticulas (mas pequefias) hayan
podido penetrar la pared celular y que después éstas hayan sufrido inhabilitamiento
quimico mediante un mecanismo de aislamiento dentro del microrganismo.
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6 CONCLUSIONES

Considerando los resultados de la muestra 3 por ser aquella que presenta las mejores
caracteristicas (particulas més estables y pequefias), se concluye:

(i) De las caracterizaciones: La muestra de CuQ es un sistema polidisperso y
esta formada estructuralmente por dominios cristalinos de 8 nm de tamafio
promedio. Algunos de estos dominios cristalinos estin dispersados como
monocristales libres y otros forman particulas esféricas de 30 nm de
diametro promedio. Muchas de estas particulas esféricas a su vez forman
cimulos de tamafios mas grandes.

(ii)  Del analisis de Toxicidad: Se observaron efectos de inhibicion en las
bacterias: Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus
aureus pero en el hongo Candida albicans y la bacteria Bacillus subtilis no
se observaron efectos.

7 TRABAJOS FUTUROS

Los mecanismos de toxicidad en microrganismos como bacterias y hongos en
presencia de las nanoparticulas de CuO pueden ser estudiados en mayor detalle y
luego como una aplicacién industrial estas nanoparticulas podrian ser utilizadas como
materia prima para tintes en textiles antimicrobianos, con el fin de utilizarlas en la
prevencion de enfermedades transmitidas por bacterias y hongos en los hospitales,
clinicas, centros de salud, etc. El uso de estos textiles por el personal de salud podria
en algo contribuir con la disminucién del riesgo de contagio de infecciones
intrahospitalarias.

También a partir de la base tedrica de la técnica DLS, se podria disefiar y construir un
equipo medidor de tamafios de particula.

A partir de la experiencia adquirida en este trabajo, es posible utilizar estas técnicas
de caracterizacion para estudiar otras nanoparticulas de forma esférica con la
condicion de que sean mas o menos estables, es decir, que las nanoparticulas no
presenten cambios bruscos de tamafios ni de forma. Sin embargo si se quisiera
estudiar la evolucion en el tiempo del cambio de tamafio de las nanoparticulas, seria
mejor utilizar en las mediciones SAXS, el sincrotron del LNLS en Campinas (Sao
Paulo, Brasil).
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9 ANEXOS
9.1 ANEXO1
9.1.1 Interaccién Rayos X-materia

El proceso de interaccion ‘rayos X - materia’ puede ocurrir de maneras distintas,
dependiendo de si la energia de los rayos X incidentes es capaz de provocar
transiciones electronicas en los niveles atomicos de la muestra o no. El primer caso es
conocido como absorcién fotoeléctrica y el segundo se conoce como dispersion
(que puede ser elastica o ineldstica, la difraccién estd incluida en la dispersion
elastica). En la absorcidon fotoeléctrica, un foton de rayos X es absorbido por un
atomo, y el exceso de energia es transferido a un electrdn, el cual es expulsado del
atomo, dejandolo ionizado (ver Figura 42). El hueco creado en la capa més interna
puede ser ocupado mediante uno de dos procesos distintos. (i) Emisién de rayos X
fluorescentes, en donde uno de los electrones de la capa mds externa ocuparia este
nivel vacio, creando un foton. En el caso de la Figura 42 b este electrén puede venir o
de la capa L o de la capa M. En el primer caso la radiacion fluorescente es referida
como linea K,, y en el segundo como Kg. (ii) Otro proceso es la emision de un
electron de Auger, en donde el atomo puede relajarse a su estado de energia
fundamental liberando un electrén.

(a) Absorcion fotoeléctrica

Continuum p

Energia
(b) Emision de rayos X fluorescentes
Continuum Continuum
—O0—0—M M

L~ L
i K, Kg
H——K K

(¢) Emision de electrones de Auger

Continuum ‘O

— M
L
N

Figura 42. Esquema del proceso de absorcion fotoeléctrica. (a) Parte inicial del

proceso. (b) y (c) Describen dos posibles caminos para compensar el hueco generado
por la transicién electrénica. Figura tomada de [64].
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9.1.2 Dispersion elastica e inelastica de rayos X

En la dispersién elastica, el médulo del vector de onda Kk de la radiacion dispersada
21 . . e .
k= 7) por un obsticulo es igual al de la radiacién incidente, por lo que no existe

transferencia de energia del fotén incidente a los electrones (ni por ende transicién
electronica en los niveles atdmicos internos) de los atomos que constituyen al
obstdculo (es decir, el obsticulo sélo provocé la desviacion de los rayos X de su
direccion original). Este tipo de dispersion es la utilizada en XRD y SAXS. La
condicion para que ocurra esto es que el valor de la energia de la radiacién
monocromatica incidente debe estar muy lejos del valor de la energia en el borde
de absorcion del material del obstaculo, evitando que los dtomos de éste alcancen su
nivel de energia de excitacion caracteristica y por ende empiecen a absorber a la
radiaciéon incidente. Esto garantiza que todos los electrones dispersores sean
analizados para obtener informacion completa y estadistica de la estructura y
morfologia local de 1a materia.

Lejos del borde de absorcidn, para los rayos X, las energias que poseen los electrones
atdmicos son tan deébiles que éste los considera como si fueran electrones libres,
entonces la intensidad dispersada total por cualquier sistema material de particulas se
puede considerar como la suma de todas las contribuciones de intensidades de todos
sus electrones constituyentes. La dispersion de un electron libre individual es
conocida como dispersion de Thomson. La intensidad dispersada de un electron
individual es determinada tedricamente (formula de Thomson [64-67]) y es un factor
constante en la intensidad dispersada total de las particulas de la muestra, por lo tanto,
este factor es considerado como una unidad (asi como la constante de Avogadro en el
nimero de moles), asi todas las intensidades de rayos X dispersadas elasticamente de
cualquier material pueden ser escritas en unidades de intensidad del electrdn libre.

La dispersion inelastica, por otro lado, ocurre como consecuencia de la transferencia
de energia del fotén al electron. Provocando un cambio en el valor del médulo del
vector de onda k de la onda dispersada respecto al del incidente. Con este tipo de
dispersion ninguna informacion acerca de la estructura de la muestra es obtenida de
ella.
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9.2 ANEXO2
9.2.1 Laley de Bragg para la difracciéon de rayos X

La difraccion de rayos X (y en general, de cualquier onda electromagnética) por la
materia ocurre de la combinacion de dos fendmenos diferentes: (i) Dispersién de
rayos X por electrones individuales en la muestra e (ii) Interferencia entre las ondas
dispersadas por estos electrones en la muestra.

Haz dfractado

Haz de rayos X
incidentes

............ — 2¢ } Angulo de dffraccién

framm———————

incidente S———
Planos

cristalogréficos
g Direccidn incidente

Figura 43. Geometria de la difraccién de rayos X. Note que es la misma geometria de
la dispersion.

Considere haces de rayos X de longitud de onda A incidentes a los planos
cristalograficos de una muestra irradiada (un haz por cada plano cristalografico) como
se muestra en la Figura 43 En este proceso, las longitudes de camino de las ondas
difractadas son idénticas cuando provienen de un mismo plano cristalografico
(AB = BC, ver Figura 44) y de aqui que todas las ondas difractadas individuales en
aquel plano cristalografico estan en fase. Los haces difractados en diferentes planos
cristalograficos también deben estar en fase para evitar la interferencia destructiva.
Por lo tanto, la diferencia de camino entre dos haces en dos planos cristalograficos
consecutivos: AB + BC debe ser igunal a un miltiplo entero de la longitud de onda y
este a su vez igual a: 2dni Sin On seglin la geometria de la Figura 44, es decir:

AB + BC = nA = 2dpu sin Opu (90)

Donde n es un entero, Oy es la mitad del angulo de difraccion (o igual al angulo de
incidencia), dyy es el espaciado entre los planos cristalograficos (hkl). Esta ecuacion

es la conocida ley de Bragg.
Rayos X de longitud de onda X

dhi

Planos Cristalograficos
Figura 44. Haces de rayos X incidentes a un conjunto de planos cristalograficos (hkl)
paralelos con un espaciado interplanar dyy y desviados luego por éstos.

La ley de Bragg puede ser expresada convenientemente en términos de los vectores en
el espacio reciproco. En la Figura 45, la ley de Bragg es satisfecha si:
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K-kK=¢ (91)

. , 2T 21 Cay . s sz
Dénde: k = k’= TYE=1- La expresion (91), es conocida como la condicion de
Laue.

000
Figura 45. Construccion de la esfera de Ewald en el espacio reciproco. Donde k’

representa la direccidn del haz incidente, X la del haz difractado, g’ la normal a los

planos difractados. kK y K tienen magnitud 1! y g tiene magnitud diq . El haz de
rayos X es incidente a un cristal el cual estd representado por su red reciproca con
origen en (0,0,0).

Aqui ges un vector de la red reciproca cuyo origen se encuentra en (0,0,0) y
representa al cristal el cual estd siendo iluminado por la radiacion incidente k.

Figura 46. Otra ilustracion de la esfera de Ewald superpuesta a la red reciproca. En
este caso solamente los planos 101 y 101 satisfacen la condicion de Bragg. Los
vectores de la red reciproca que no tocan la esfera no presentaran picos de difraccion.

9.2.2 Laley de Bragg para la dispersion
9.2.2.1 Laley de Bragg para la dispersion de rayos X

La ley de Bragg que fue definida primero en la difraccién puede ser generalizada para
la dispersion de rayos X, para esto en la ecuacién (90), la distancia dpy entre los
planos cristalograficos (hkl) debe ser cambiada por la distancia r entre dos puntos
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dispersores (en la difraccion los entes dispersores fueron los planos cristalograficos),
desapareciendo consigo los subindices hkl. Entonces, la geometria sigue siendo
esencialmente la misma. Como puede verse en la Figura 47, los puntos dispersores
son B y O. Haciendo un cambio en la notacién anterior para los vectores de onda

kKeQ kol yje g), el médulo del vector diferencia de vectores de onda q,
ahora estd relacionado con r, segun:

q = 2n/r (92)

En donde extrapolando conceptos, podemos establecer que los valores de g
pertenecen a cierto espacio reciproco al espacio de distancias r. En el fendmeno de
dispersién obtenemos experimentalmente perfiles de dispersiéon (y no patrones de
difraccion); estos son generados debido a la interferencia (constructiva, destructiva e
intermedia a éstas dos, ver Figura 48) entre las ondas incidente y dispersada como
funciones del vector de dispersién g. El perfil de dispersién es llamado ‘la estructura
en el espacio reciproco’, mientras que las particulas son dichas que tienen una
‘estructura de tamaiios en el espacio real’.

Detector

Fuente

L&\

Figura 47. Esquema de la geometria de la dispersion de rayos X. Una fuente emite un
haz de rayos X incidentes (de vector de onda @) desviandose al interactuar con una
particula en su camino convirtiéndose en un nuevo haz de rayos X dispersados (de

vector de onda 6) y trayendo consigo informacion de la estructura (arreglo) de sus
puntos dispersores (electrones de la particula). Las intensidades registradas por el

detector son debidas al haz dispersado. Note del triangulo de vectores que: § = g-—
60, siendo € = 26, el angulo de dispersion.

Por lo tanto, considerando los cambios de notacion y reemplazando la ecuacién (92)
en la ecuacion (90) con n = 1 (por comodidad), obtenemos la ley de Bragg para la
dispersion:

4Tt

q=—XsinB (93)

A
Recuerde (ver Figura 47) que, q es el modulo del vector diferencia entre los vectores
de onda incidente y dispersado; 0 es la mitad del 4ngulo de dispersién; A es la longitud
de onda de la radiacion incidente en un medio de indice de refraccién n (que para los
rayos X: n < 1, mientras que para la luz: n> 1).
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Haz primario

“a
T Detector
............. %a: A (S |
0.
° “
- .&
Longitud de onda Rayos X dispersados
Brillante M .
Detector: —

Oscuro OO<

Figura 48. La intensidad detectada de las ondas dispersadas depende de la distancia r
entre los atomos emisores y de sus orientaciones con respecto a las direcciones de
incidencia y observacion (20). Cuando las ondas llegan paralelas (arreglo
constructivo), la interferencia causa una mancha brillante en el detector y cuando las
ondas llegan anti paralelas (arreglo destructivo), entonces las ondas se extinguen
mutuamente produciendo una mancha oscura en el detector. El resultado es un patron
de interferencia 2D, donde la intensidad varia de posicion a posicion en el plano de
- deteccién. Figura tomada de [49].

9.2.2.2 Laley de Bragg para la dispersién de la Luz

Analogamente, podemos generalizar ain mas la ley de Bragg para que incluya la
dispersion de la luz, esto lo podemos hacer reemplazando en la ecuacion (93) la
longitud de onda A de los rayos X incidentes por el de la luz, bajo esta consideracién
el indice de refraccion n del medio donde se propaga la luz, ahora jugaria un rol
importante en la dispersion debido a la dependencia de A4 con ésta (es decir, 1 =
Ag/n, donde A, es la longitud de onda de la luz en el vacio). De lo dicho
anteriormente tendriamos:

q=——Xsinf ' (94)
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9.3 ANEXO3

9.3.1 Introduccién a la Difraccion de rayos X de polvos (Powder X-ray
Diffraction)

Un material policristalino (como los polvos de una muestra de CuO) es aquel
constituido por billones de pequefios solidos cristalinos (cristalitos) aleatoriamente
orientados. Cuando un haz monocromatico de rayos X pasa a través de un espécimen
pequeiio de un material policristalino, todos los planos cristalograficos de todos sus
cristalitos interactuaran con el haz generando picos de difraccion en todas direcciones.
Sin embargo, la difraccion en cada tipo de plano cristalogréafico (de la contribucion de
muchos cristalitos) podra ser detectado dependiendo de si se conoce el valor de su
respectivo angulo de difraccién 268 (ver Figura 49).

Figura 49. Haz monocromatico de rayos X paralelos, incidentes a un espécimen
policristalino pequefio (polvo) constituido de cristalitos aleatoriamente orientados y
desviados por éstos (difractados).

4

%3 Lok

Interseccion de los vectores d*1g0 con la esfera de Ewald.

Figura 50.
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9.3.2 Camara de Debye-Scherrer

Entonces haciendo un seguimiento completo de todos los valores posibles del angulo
experimental de difraccion 20 podremos detectar todos los picos de difraccion
posibles que pueden ser producidos por todos los tipos de planos cristalograficos de
todos los cristalitos en el polvo. Por lo tanto, emergeran con cada dngulo de difraccién
20 muchos conos formados a partir de los haces difractados desde el espécimen. Cada
cono estd asociado a sélo un tipo de plano cristalografico. Estos conos pueden ser
registrados como arcos en una porcion de una pelicula cilindrica sensible (detector)
perpendicular al haz incidente y que rodea al espécimen (cdmara de Debye-Scherrer)
como se muestra en la Figura 51.

Punto donde el haz
incidente in_gresa _)

20 = (°

(20 = 180°)
0 O

Figura 51. Cdmara de Debye-Scherrer. Figura tomada de [65].

9.3.3 Ecuacién de Debye-Scherrer

Recordemos que la expresion de la ley de Bragg (ecuacion (90)) tiene la forma
A = 2dsin 6. Sin embargo, los rayos X incidentes que cumplen esta condicion
usualmente lo hacen también para dngulos de difraccién ligeramente diferentes de 6p.
Este detalle con el cumplimiento de la ley de Bragg por las ondas dispersadas, esta
relacionado con el tamafio finito de los cristalitos. Como consecuencia de ello son
observados ensanchamientos en los picos de difraccién, como puede notarse en la
Figura 52, cierta anchura B en un pico de difraccion es observada en la regién angular
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alrededor de 0g. Note que cuando el tamafio de los cristalitos decrece, la intensidad
dispersada de rayos X es no nula en la region angular entre un 4ngulo ligeramente
mas pequefio 26, cercano a 26 y un 4ngulo ligeramente mds grande 26,. Tal perfil de
pico estd caracterizado por una distribucién con valores intermedios entre cero y el
maximo en 265.
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Figura 52. Diagrama esquematica para el perfil de un pico de difraccion de rayos X de
una muestra policristalina fina. Figura tomada de [66].

La siguiente ecuacién llamada ecuacién de Scherrer es ampliamente usada para
estimar el tamafio de los cristalitos a partir del perfil del pico de difraccion medido.

KA

d - Bl/Z COSG

(95)
Donde K = 0,9 es el factor de forma, A es la longitud de onda de los rayos X de la
radiacién Cu K, (1,54 A), 0 es el angulo de difraccién de Bragg, y By, es FWHM
(del inglés full width at half its maximum intensity) del pico de difraccion respectivo.
El valor de ‘d’ representa al didmetro (promedio) de los cristalitos que es
perpendicular al plano cristalografico correspondiente al pico de difraccion medido.
Sin embargo, debemos saber que todos los picos de difraccion tienen su ancho
medible debido también a la contribucion de otros factores tales como la divergencia
del haz incidente y el ancho de la fuente de rayos X. En otras palabras el ancho en la
ecuacion (95) se refiere tinicamente al efecto del tamafio de los cristalitos. Por esta
razon, cuando queremos calcular el valor promedio del tamafio de los cristalitos d a
partir del ancho medido, es deseable conocer previamente el valor del factor de
ensanchamiento instrumental debido a la contribucién de todos los demas factores.
Para esto es necesario usar muestras estandar (por ejemplo, cuarzo-a cristalino [66])
en medidas previas al experimento de difraccion y asi determinar estos factores.

La forma de un pico de difraccion puede ser ajustada usando modelos matematicos
[68], en donde la funcién representativa del pico de difraccion medido
experimentalmente es descompuesta en una suma de funciones que representan a
todos los factores que contribuyen al ensanchamiento y asi una vez conocidos estos es
posible extraer so6lo el factor (funcién) del tamafio de cristalitos [60]. A éste factor le
aplicamos la ecuacion de Scherrer y obtenemos el tamafio promedio de los cristalitos.
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94 ANEXO 4

9.4.1 Introduccion a la técnica: Microscopia electronica de Barrido SEM
(Scanning Electron Microscopy)

Los microscopios Opticos y electrénicos comparten los mismos principios
fundamentales, sin embargo, a diferencia de los microscopios dpticos que usan luz
visible como fuente, los microscopios electronicos usan electrones muy energéticos.
La longitud de onda de los electrones puede volverse tan pequefia (en comparacion
con la longitud de onda de la luz) que nos permite ‘ver’ caracteristicas muy pequefias
(estructuras atomicas) de la materia que con los microscopios 6pticos no pudiéramos.
Los microscopios electronicos tienen mayor resolucién (ver Figura 53). Debido a que
los electrones presentan velocidades cercanas al de la luz, 1a longitud de onda A de los
electrones puede volverse extremadamente pequefia dependiendo de cuanto sea el
voltaje V aplicado a ellos, segin:

1,5
A= - [nm]  (96)
V(1+Vx1079)
Por ejemplo para un voltaje de aceleraciéon de 10 kV, la longitud de onda de los
electrones sera 0,0122nm.
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Figura 53. Comparacion de escalas y tamafios posibles de poder ser vistos mediante
distintos tipos de microscopios desde el ojo humano hasta los microscopios
electronicos.

9.4.1.1 Microscopio electronico de barrido por emision de campo, microscopio
FE-SEM (Field Emision-Scanning Electron Microscopy)

El principio de funcionamiento de un microscopio FE-SEM es mostrado en la Figura
54. La fuente de electrones usados en un microscopio FE-SEM es una punta de
tungsteno. Los electrones provenientes del catodo de un cafién de emision de campo
son acelerados por un voltaje de 1-50 kV entre el catodo y los anodos de éste. La
seccion eficaz del haz mds pequefio en el cafidn con un didametro del orden de 10-100
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nm para los cafiones de emisién de campo es magnificada por un sistema de lentes
electronicos distanciados ampliamente desde el espécimen. Hay dos o tres lentes
condensadores usualmente arriba del espécimen que controlan el didmetro y la
corriente final del haz de electrones [69]. El haz incidente de electrones en un
microscopio FE-SEM usualmente tiene un didmetro de 1 nm. Los lentes finales que
enfocan este muy estrecho haz incidente son llamados lentes objetivos y requieren de
mayor corriente de alimentacién que los lentes condensadores por lo que deben ser
enfriados constantemente; su performance (incluyendo aberraciones) determina
ampliamente la resolucién espacial del instrumento. De hecho, la resolucién de un
SEM nunca puede ser mayor que el didmetro de su haz incidente, como una
consecuencia del método usado para obtener la imagen. Asi que un haz incidente de
diametro 1nm porta una corriente de 107°-10"? A que es formada en la superficie del
espécimen. Para modos de operacidon que necesitan una corriente de haz incidente mas
alta de 10°-10 A, el didmetro del haz incidente se incrementa a 0,1-1 um.

\'4 Cafon d X Generadores
<« Lanonae 4 de barrido
electrones AN /
Bobinas de <« Lentes Dispositivo
barn’dc_> del _~ condensadores y de pantalla
espécimen™N
R e T L OP \
Lentes X Control de IL
objetivos magnificacion
o X
Espécimen \ Amplificad Barredor
| mplificador de
I Detector de senal imagen

Figura 54. Diagrama esquematico de un microscopio electrénico de barrido con una
pantalla CRT. Figura tomada de [70].

El haz incidente en un microscopio FE-SEM barre la superficie del espécimen de un
lado a otro en dos direcciones perpendiculares (x e y). El barrido x es relativamente
rapido y es causado por un generador de onda del tipo diente de sierra operando a una
frecuencia lineal fy; ver Figura 55a. Este generador suministra corriente a dos bobinas
llamadas bobinas de deflexion, conectadas en serie y localizadas arriba de los lentes
objetivos. Las bobinas generan un campo magnético en la direccion y, creando una
fuerza magnética en los electrones (que estan viajando en la direccién z) que los
desvia en la direccidn x (ver Figura 54). El barrido y es mucho mas lento (ver Figura
55b) y es causado por un segundo generador de onda tipo diente de sierra corriendo a
una frecuencia de marco f;, = f;/n, donde n es un entero. Este procedimiento del haz
de barrer secuencialmente en dos direcciones perpendiculares cubriendo un area
cuadrada o rectangular del espécimen es conocido como raster de barrido (ver
Figura 55d).
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Figura 55. Procedimiento de construccion de las imagenes SEM mediante el barrido
electronico. (a) Forma de onda de barrido de una linea (barrido de corriente vs
tiempo), (b) Forma de onda de barrido de un marco, y (¢) Su equivalente digital. (d)
Elementos de un raster de barrido de un marco: AB y YZ son el primero y tltimo
barrido de lineas en un marco, respectivamente. Y e Y’ representan pixeles
adyacentes. Figura tomada de [70].

Durante su sefial de desviacion x, el haz de electrones se mueve en linea recta, desde
A hacia B como en la Figura 55d, formando un barrido lineal individual. Después de
alcanzar B, el haz es desviado de vuelta a lo largo del eje x muy rdpidamente. Pero
debido a que el generador del barrido y ha incrementado su periodo durante el
barrido x, este retorna no a A sino al punto C, desplazado en la direcciéon y. Una
segunda linea de barrido lleva al haz de electrones hacia el punto D, después lo
retorna hacia E y el proceso es repetido hasta que n lineas hayan sido barridas y el haz
llegue finalmente al punto Z. Esta secuencia entera constituye un marco individual
del barrido del raster. Desde el punto Z, el haz de electrones rapidamente retorna a A
y el siguiente marco es realizado. Este proceso puede seguir continuamente para
muchos marcos, como sucede en la tecnologia de TV o video.

- La salida de los dos generadores de barrido son también aplicados para un dispositivo
de pantalla (DP), tal como el de una TV tipo-tubo de rayos catédicos (CRT), en el que
la imagen FE-SEM aparecera. El haz de electrones en el CRT barre en sincronismo
exacto con el haz en el microscopio FE-SEM, entonces para cada punto en el
espécimen (dentro del area del raster) hay un punto equivalente en el DP, mostrado en
el mismo instante de tiempo.

En un microscopio FE-SEM modemo, las sefiales de barrido son generados
digitalmente, por computadora, y las formas de onda del barrido x y el barrido y son
exactamente funciones escalera con niveles m y n respectivamente (ver Figura 55c¢).
Esto procedimiento divide la imagen en un total de mn elementos de cuadro (pixeles)
y el haz de electrones del microscopio FE-SEM permanece estacionario para un cierto
tiempo de vida antes de saltar al siguiente pixel. Una ventaja del barrido digital es que
la computadora del microscopio FE-SEM ‘sabe’ la direcciéon (X, y) de cada pixel y
puede registrar el valor de intensidad-imagen apropiada (también como un digito
numérico) en la correspondiente ubicacién en la memoria de computadora. Una
imagen digital, en la forma de posicién e intensidad, puede entonces ser almacenada.

76



El cambio en la brillantez de la imagen surge cuando la sefial colectada de la
interaccién haz-espécimen varia. Cuando el haz de electrones impregna en el
espécimen, muchos tipos de sefiales son generadas, y cualquiera de estas puede ser
mostrada como una imagen. La electronica del sistema detector convierte las sefiales
a cambios de intensidad punto por punto en el DP produciendo una imagen. Las dos
sefiales frecuentemente usadas para producir imdgenes SEM son electrones
secundarios (ES, electrones atémicos expulsados desde el espécimen como un
resultado de dispersion inel4stica, emitidos en un rango de energias: Egg < 50 eV) y
clectrones retro-dispersados (ERD, electrones incidentes dispersados eldsticamente
mas de 90°, emitidos en un rango de energias: Eggp > 50 eV) [71]. El detector
estdndar Everhart-Thornley (E-T) colecta ambas sefiales cuando un voltaje positivo es
aplicado en la pantalla del detector. Con un voltaje negativo en la pantalla del
detector, una sefial ERD pura es capturada porque la baja energia de los ES es
repelida. Los electrones capturados por el Centellador/Foto-multiplicador son
amplificados y mostrados en el DP del CRT.

Haz de electrones

Electrones Retro-
Dispersados (ERD) Voltaje del Colector

+300 V para ES y ERD
—100 V para ERD solamente
+12kV
CRT
PMT [~ Amp = Intensidad
— Centellador
Colector Tubo de luz

Figura 56. Diagrama mostrando la coleccidn de sefiales de electrones secundarios y
retro-dispersados por el detector Everhart-Thornley. Figura tomada de [69].

9.4.2 Microscopia electrénica de transmision-barrido STEM (Scanning
Transmission Electron Microscopy)

Como es sabido, los electrones dispersados elasticamente se distribuyen en dngulos de
dispersion grandes, mientras que los electrones dispersados inelasticamente se
distribuyen en angulos de dispersion pequefios. Entonces se pueden seleccionar
solamente a los electrones dispersados elasticamente detectando tnicamente a los
electrones que tienen angulos de dispersion grandes. Las imagenes STEM son
registradas en modo campo-oscuro, es decir, usando un detector anular campo-oscuro
(ACO). El detector ACO colecta electrones que son transmitidos a través del
espécimen y dispersados dentro de un cierto rango angular (6; — 6,) determinado por
sus diametros interno y externo (ver Figura 57). Por lo tanto, haciendo 8; grande son
colectados solamente angulos grandes (principalmente de dispersion elastica). El
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término campo-oscuro es debido a que los electrones transmitidos que estdn en el
centro de un patrén de difraccién (campo-brillante), no son detectados (la mayoria de
electrones difractados tienen un angulo de dispersion menores que ; y pasan a través
del hueco central en el detector).

Electrones |
incidentes | &=

. ol Numero de
ros’or e = . @étomos en una
especiment unidad de

volumen N

Detector tipo

anular Detector para electrones
(imagen campo- transmitidos (imagen
0scuro) 1 campo-brillante)

Figura 57. Principio de la microscopia STEM basado en un detector anular de campo
oscuro de altos angulos de dispersion. Figura tomada de [72].

La intensidad de dispersion I de los electrones dispersados (transmitidos) en un area
de forma anular de radios interno y externo comprendidos entre los angulos de
dispersion 6, y 0,, respectivamente (ver Figura 57) es:

L= e (T z 72t 1 1 .
Doénde m es la masa del electrdn, A es la longitud de onda del electron, mg es 1a masa
de reposo de electron, a, es el radio de Bohr, Z es nimero atémico del material dl
espécimen, 6y es el angulo de dispersion de Born, N es el nimero de atomos en un
volumen unitario del espécimen de grosor t, ¢ I indica la intensidad del electron
incidente. De la ecuacion (97) se ve que la intensidad de la sefial de electrones en un
STEM es proporcional al cuadrado del nimero atémico Z. Entonces, el contraste de
imagen depende fuertemente de Z. Aunque la sefial es débil, el disefio del detector
anular provee alta eficiencia de coleccion, como todos los angulos azimutales de
dispersidn son registrados (a diferencia del caso de la construccion de imagenes por
campo-oscuro en un TEM convencional).

Porque la imagen es formada con electrones incoherentes, la interpretacion de la
imagen mediante el detector ACO es directa. Si el grosor del espécimen es uniforme,
el contraste de imagen brillante indica directamente elementos pesados. La imagen
ACO ha llamado mucho la atenciéon a causa de su facilidad de interpretacion y
amplificacion de la imagen electrénicamente.
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9.5 ANEXOS

9.5.1 PROGRAM PACKAGE GNOM
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Introduction

GNOM is an indirect transform program for small-angle scattering
data processing. It reads in one-dimensional scattering curves
(possibly smeared with instrumental distortions) and evaluates

the particle distance distribution function p(r) (for
monodisperse systems) or the size distribution function D(R) (for
polydisperse systems). The main equations relating the scattering
intensity to the distribution functions and describing the
smearing effects one can find in the text-books (e.g. [0]).

GNOM 1s similar to the known programs of Glatter [1],
Moore [2] and Provencher [3]. There are, however, some
points, which make GNOM more convenient in application.
GNOM is a dialogue program; the wuser instructions
presented here explain how to answer the questions properly. The
versions E4.0 and higher make use of the "configuration file",
where some or all the parameters can be pre-defined; this allows
to work with GNOM in different modes, ranging from fully
interactive to batch mode. The names of the parameters in the
following description refer to the configuration file names.

The algorithms used in the program are described elsewhere [4-6].
They are based on the Tikhonov's regularization technique [7];
several subroutines published in [8] are modified and used in

GNOM. The value of the regularization parameter is
estimated by the program automatically using the
perceptual criteria [9].

What is new in version 4.5

1. Version 4.5 is Linux-compatible, and Linux executable will
be distributed along with the Wintel, SGI and Alpha DEC versions.
The Linux versions requires Gnuplot for graphics.

MacOS X version is also available (Gnuplot graphics).

2. The version 4.4 will properly read input data files where the numbers
are separated by TABs, and it also sorts the input data within
the run in the ascending order of the scattering vector
(acknowledgment to V.Volkov).
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3. Minor bug in data reading corrected (NSKIP2=1 caused failure)

What is new in version 4.4

1. Version 4.4 for Wintel platform ( Win95/98 or WinNT) does not
require Gnuplot. Instead of the directory c:\gnom the program
searches for the configuration file in the directory C:\Atsas
directory Atsas (stands for "All That SAS™) will contain also
other programs from the EMBL program suite. It is recommended
to copy the Gnom executable to c:\Atsas and make a shortcut to
it. The program will run from the desktop and includes file
chooser to select the working directory and input file.

The last working directory is saved onto a file c:\Atsas\gnom.ini
so that this directory will be default when the program is
started again. A classic command-line style Gnom 4.4 version
for Wintel using Gnuplot is also available.

The Unix version runs from a command line using Gnuplot as before.
It is, however, recommended to make the GNOM evvironment variable
pointing to SHOME/Atsas/ and to copy the gnom.cfg file into it.
This directory will contain all the EMBL program suite modules for
UNIX in future.

2. The version 4.4 will properly read input data files where the numbers
are separated by TABs, and it also sorts the input data within
the run in ascending order of the scattering vector (acknowledgment to
V.Volkov).

What is new in version 4.3

1. Version 4.3 WILL NOT run under DOS or Win3.x on IBM PC,
it requires Win95/98 or WinNT.

2. Version 4.3 is a double precision version.

3. Maximum numbers of experimental points in the input data file,
of the data points after joining and of the points
in the characteristic function are increased to 2048, 512 and
101, respectively.

4. Version 4.3 searches for the input of the data stream in a
smarter way. When reading in the input data, GNOM searches
for THREE valid lines containing increasing s and positive I(s).
Due to this, GNOM is able to read e.g. files in sasCIF format
or those in the ILL or LOQ format without editing.

5. A possibility is added to omit data points in the beginning
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and at the end of the input file(s).

6. The angular scale can optionally be reduced to the units of
4*pi*sin(theta)/lambda [ Angstrom].

7. An option AH (or LH ) <0 is added to emulate the case of
infinite slit coliimation (e.g. Kratky camera geometry)

8. Both IBM-PC and UNIX versions of GNOM4.3 use now the GNUPLOT
graphics and support several printer formats for hardcopy output.

9. Version 4.3a: a bug in version 4.3 corrected (program crashed
when employing all three types of smearing for IDET=1)

Structure of input data file

Input file (parameter INPUT1) is a sequential ASCII file
containing the experimental data. First line is always treated
as a problem title (comment). Then the program searches for the
first data line. Valid data line should contain momentum
transfer, non-zero intensity, and, optionally, standard
deviation in a free format (that is, separated by blanks or
commas). After this all valid lines are treated as data;
invalid line or end-of-file are considered asthe end of
the input stream. Maximum number of data points is 1024.

This way to read data is rather flexible, allowing to skip
additional headers and to use the data with or without the
standard deviations. However, long files will take some time to
read (especially on VAX'es).

With modern devices one can measure lots of data points with tiny
angular step. This is not always good, and sometimes might become
harmfu] when using indirect methods, because each angular point
gives rise to a separate equation, which are, in fact, linear
dependent. Note that the angular step Delta(s) = Dsamp / 6, where
Dsamp=(pi)/Dmax is a sampling distance, is claimed to be optimum.
To optimize the performance, GNOM joins neighbouring data points
when it finds the number of points to be unreasonably high.

The program can handle simultaneously two data sets corresponding
to the same sample but recorded with different conditions (see
below). The second input file (parameter INPUT2) should have the
same structure. Default answer to the question 'Input file name,
second run' is NO second run.

Note, that the momentum transfer is assumed to be

s = 4 (pi) sin (theta) / (average wavelength),
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where theta is a half of the scattering angle.

Example of the input file :
PROBLEM #13
This line is skipped because of error, the next because of zero intensity :
0.0001 0.0 17.1
This is again skipped: the next is the first valid data line:
0.05564 , 1.2323el10 111111111.
0.05574 1.1323e10
0.05584 18303353, 1e10 , This is the text which does not change anything!
l.e-1 1.0323e10, 8E8 Itis just not read.
0.07 0.0 17.1
The previous line indicates the end of the data set

Output file

This is a sequential disk file where all the information from
GNOM will be printed in ASCII form (parameter OUTPUT, default
file name is gnom.out)

Standard deviations

If some standard deviations (or all of them) are not
specified, negative or equal to zero, the user will be
prompted for their estimation (parameter DEVIAT). A positive
number means constant relative deviation per point. If the user
enters zero (default answer), the program will estimate the
errors automatically with the help of a polynomial smoothing
procedure.

3 means that for each point with a non-positive standard
deviation a relative deviation 0.03*A is assumed, where A is
the intensity in this point

Integral kernel and job type

The program searches for a distribution function in real space

83



(characteristic function for monodisperse systems or size
distribution function for polydisperse systems). These functions
are related to the experimental intensity by corresponding
Fourier transform followed by some convolutions representing
smearing effects (if the latter exist). The integral equation is
represented in a form of a linear system and solved with respect
to the distribution function. The matrix of the system is called
"design matrix". To evaluate it, the user must specify several
parameters:

*+* JOBTYP

0 - calculation of distance distribution function for a
monodisperse system (default job). The function
p(r) = gamma(r)*r**2 is evaluated, where gammal(r) is
the characteristic function of the particle.

1 - calculation of volume distribution function
D(R)=(4*p1/3)*R**3 N(R) for polydisperse system of
solid spheres (R is the sphere radius, N(R) relative
number of particles with this radius in the system)

2 - calculation of size distribution function of
particles with the user-supplied form factor (parameter
FORFAQ). In this case the form factor of particles
should be supplied in a separate file. The first line
of this file should contain three values in free format:

NFORM - number of points in the formfactor
NDIM - number of dimensions (NDIM=1 long particles,
NDIM=2 plane particles, NDIM=3 globular particles)
DELSR - increment in the s*R units (s scattering vector,
R characteristic particle size). The form factor
is to be given in the points 0., DELSR, 2DELSR,,...
...(NFORM-1)*DELSR.

This should be followed by the form factor values (NFORM values
in 8E10.3 format, NFORM <2500)

The function D(R) = N(R)*R**NDIM is evaluated; R is a
user-defined characteristic size (e.g. radius of gyration)

3 - calculation of the distance distribution function of thickness
assuming monodisperse system of flattened particles. The
function p(r) = gammat(r) is evaluated, where gammat(r) is
the characteristic function of thickness. In this case the
experimental intensity as well the errors are multiplied by
s**2 which corresponds to the thickness scattering factor.

4 - calculation of the distance distribution function of the
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cross-section assuming monodisperse system of rod-like particles.
The function p(r) = gammac(r)*r is evaluated, where gammac(r) is
the characteristic function of thickness. In this case the
experimental intensity as well as the errors are multiplied by
s, which corresponds to the cross-section scattering factor.

5 - calculation of the length distribution function p(r)
for a polydisperse system of long cylinders p(r) = H
N(H), where H is the length of the cylinder, N(H)
number of rods of the lengths H. Radius of the cylinder
is assumed to be a constant (see parameter RAD56 below).

6 - calculation of the surface distribution function p(r)
for a polydisperse system of spherical shells
p(r) = 4*p1*R**2*N(R), where R is the outer radius
of the shell, N(R) number of the shells of the outer
radius R. The shells are assumed to have the same
relative thickness (see parameter RAD56 below).

**% RMIN (for JOB=1,2,5,6), RMAX

Maximum diameter of the particle (for JOB=0)
Minimum and maxinum radii of spheres (for JOB=1)
Minimum and maximum characteristic particle sizes (for JOB=2)
Maximum diameter of the particle thickness (for JOB=3)
Maximum diameter of the particle cross-section (for JOB=4)
Minimum and maximum heights of cylinders (for JOB=5)
Minimum and maximum outer radii of shells (for JOB=6)

- define the interval in real space, where the distribution
function is assumed to be non-zero

*** For JOB=5 or 6, the parameter RAD56 is to be specified:

JOB=5: RAD56 means the radius of a cylinder (RAD56=0 means
infinitely thin rods)

JOB=6: RADS56 means the relative thickness of a shell (its inner

radius is RAD56*(outer radius). RAD56=0 means
infinitely thin shells.

*** Number of real space points (parameter NREAL)
- number of points, in Which the disiribution function will
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be specified (less than 72). Default number of NR is
evaluated by GNOM in order to have reasonable ratio
(number-of-data-points)/(number-of-parameters-to-be-found).

*** Boundary conditions (parameters LZRMIN, LZRMAX)
- it is possible to fix the values of the distribution
function to zero at the ends of the interval by answering
"YCS".

*** Kernel-storage file name (parameter KERNEL)
- name of the file, where the design matrix is saved
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9.6 ANEXO 6

9.6.1 Resumen de las caracteristicas de los microrganismos utilizados como
inoculos

Las siguientes tablas describen algunas caracteristicas mas importantes [73-79] de los
microrganismos utilizados como in6culos.

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de los inéculos utilizados y sintomas en el cuerpo
humano causados por éstos.

Especie Temperatura de | tamaiio Fuentes de Sintomas
crecimiento prevalencia y/o
lugares de
colonizacién
Escherichia coli 37°Cy 3 um Flora intestinal del Mayormente
Temperatura de hombre y de inofensiva, sin
ambiente animales. Suelo, embargo, al contaminar
agua, plantas, etc. alimentos que luego
digerimos provocan
diarreas
vOmitos, dolor agudo de
estémago y/o fiebre,
etc.
Pseudomonas 37-42°C 1.5um | Comun en el medio Causa infecciones,
aeruginosa ambiente, heces, rara vez
suelo, agua enfermedades graves.
(residuales), Coloniza partes
Intrahospitalarias, dafiadas del
ambientes organismo:
hiimedos, etc. quemaduras y heridas
quirurgicas, lesiones
respiratorias, lesiones
fisicas en los ojos.
Staphylococcus 37°C 0.5-1.5 En humanos Infecciones, fiebres,
aureus Hm (portadores sanos): supuracion, etc.
fosas nasales,
heridas, ulceras
cronicas, heridas en
fase de cicatrizacion,
etc.
Bacillus subtilis 10-48°C(mas 2-5 um Encontrada en el No es considerado
6ptima: 28-35°C) suelo (crecey se patégeno humano, sin
multiplica alrededor embargo puede
del drea de las raices contaminar los
de 10s cultivos). alimentos, péro
raramente causa
intoxicacidn severa.
Candida 37°C 3-5um Aire, agua, suelo, Infecciones, fiebres,
albicans animales.

En humanos: tubo
digestivo desde la

supuracioén, etc.
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cavidad bucal hasta
el recto, vagina,
uretra, piel y bajo las
uiias del piey la
mano, etc.
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9.7 ANEXO7
9.7.1 Poster presentado

CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE
ACUOSO, MEDIANTE LAS TECNICAS DE DISPERSION: DLS Y SAXS

José L. Solis', Ménica M. Gémez', Gabriel B. Rios-Valer', Rémulo Cruz-Simbron!,
Cinzia Giannini’, Dritan Siliqiz, Davide Altamura®, Teresa Sibillano®

1. Universidad Nacional de Ingenieria (UNI), Lima (Peru)
2. TIstituto di Cristallografia , CNR, Bari (Italia)
novaringrv@gmail.com

RESUMEN

Se han utilizado dos técnicas de dispersion, Dispersion dindamica de la luz (DLS) y
Dispersion de rayos X a angulos pequefios (SAXS), para la caracterizacion de tres
muestras de dxido de cobre acuoso con la misma concentracién (= 1mg/ml), pero
obtenidos con diferentes pHs (6.04, 5.85, y 6.07), con el fin de estudiar la
concordancia de los resultados de ambas técnicas. En el experimento DLS, se midi6
las fluctuaciones en el tiempo de las intensidades de luz dispersada y bajo la
suposicion de que las  particulas polidispersas son esféricas a partir del
comportamiento individual (exponencial) de sistemas monodispersos de particulas
también esféricas, se han obtenido: los tamafios promedios representativos (didmetros
eficaces) y las distribuciones de tamafios hidrodindmicos promedios de particula
(histogramas) para cada una de las muestras mediante la expansion de cumulantes, y
el empleo del Algoritmo NNLS (Non-Negatively constrained Least Squares),
respectivamente. Estos histogramas fueron comparados con los resultados del analisis
de polidispersidad mediante las respectivas funciones de distribucién de distancias Par
(PDDF), obtenidas mediante el programa GNOM para cada muestra en los
experimentos SAXS bajo la misma suposicion que todas las particulas son esféricas.
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