


























































































































































































































































































































106 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 3

Biolegend), Brillant Violet 421 anti-human CD340(HER-2) de Biolegend, todos
previamente incubados durante 30 minutos en obscuridad. Posterior a esto se
retir6 el exceso de anticuerpo no acoplado con buffer de fosfatos (PBS) y se
bloquearon las uniones inespecificas con proteina sérica bovina (PBA) al 1 %,

finalmente las células fueron fijadas con formaldehido al 1 % para su analisis en
el equipo FACS Aria III.

2.4. Funcionalizacion de nanosondas NpM-Ab

En base a la cuantificacion de las proteinas realizada con la citometria de flu-
jo, se construy6 un bioconjugado para cada linea celular con base a la proteina
de superficie de membrana predominante observada. Por lo tanto, se generaron
tres nanosondas resultantes de la uniéon de nanoparticulas de ferrita-cobalto de
400 nm (nanoscreen MAG-ARA, Chemicell) con cada anticuerpo monoclonal
como se menciona a continuaciéon: EpCAM (CD326, Biolegend) para la li-
nea MCF-7, MUC-1 (CD227 Biolegend) para la linea MDA-MB-231 y HER-2
(CD340 Biolegend) para la linea SK-BR-3. Para la bioconjugacién de nanoson-
das se utiliz6 el método de carbodiimida, donde ésta reacciona con los grupos
carboxilo-terminal de las nanoparticulas y produce que, por un lado, se vuelvan
altamente reactivos a los productos intermedios de O-asilourea, y por otro
lado, también puedan crear enlaces covalentes con los grupos amino presentes
en la region constante de las cadenas pesadas de los anticuerpos monoclonales,
lo que resulta en la formacién de una estable nanosonda NpM-Ab. (Protocolo
A-10, Chemicell).

2.5. Adaptacion de sistema microfluidico e interfaz eléctrico-ionica
para aislamiento y medicion de células cancerigenas por EBIE

El disefio a bloques del sistema consta de cuatro médulos: 1.- Bomba de in-
fusién microfluidica; 2.- Interfaz eléctrico-ionica; 3.-Modulo Sciospec™; y 4.- La
computadora personal (PC). La Bomba de infusién microfluidica tiene adaptada
una jeringa de insulina (1 mL), la cual realiza la infusioén controlada de los analitos
hacia la camara del médulo interfaz eléctrico-iénica por medio de un tubo-ca-
pilar. La interfaz eléctrico-iénica representa el punto principal del experimento,
ya que es donde se realiza el aislamiento de células cancerigenas y medicion de

™

bioimpedancia a través de electrodos de oro. El médulo Sciospec'™ es el instru-

mento que nos permite la interaccion con los electrodos de la Interfaz, es decir
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inyecta la diferencia de potencial y a la vez mide la corriente para estimar la im-

pedancia del sistema. El médulo de la PC nos permite programar el instrumento

™

Sciospec™ y almacenamiento de los datos.

»

2.- Interface
Eléectrico-ldnicno

e

i.- Bomba

Microfluidica

.- Sciospec™

Figura 1. Esquema de la apariencia fisica de los médulos del sistema microfluidico e interfaz

eléctrico-i6nica para aislamiento y medicion de células cancerigenas por EbiE.

Para el efecto se empled un dispositivo microfluidico QFM 401™

, que con-
siste fundamentalmente en una camara hermética en la que se puede disponer de
micro-electrodos de oro embebidos en un cristal de cuarzo, a través de dichos
electrodos se realizaron mediciones de bioimpedancia multifrecuencia. Se adap-
taron dos microtubos-capilares, uno a la entrada y otro a la salida microfluidica
del QFM 401™. Se adaptd una base para disponer un imin de neodimio en la
parte inferior de la camara donde estd el cuarzo y los electrodos para que asi este
lograra mantener las nanoparticulas ferromagnéticas adheridas a células canceri-
genas (aislamiento inmunomagnético). El médulo de lectura de impedancia trae

consigo el software Sciospec™

, €l cual permitié la comunicaciéon con la PC a
través de un puerto USB, lo cual proporcioné la opciéon de hacer un protocolo
de medicién, logrando con esto un mapeo en 126 frecuencias logaritmicamente
espaciadas en un rango de 100 Hz a 1 MHz. LLas mediciones se realizaron por
triplicado. La técnica demanda la identificaciéon de marcadores moleculares para
promover una reaccion antigeno-anticuerpo, la cual, provoca que se adhieran las
células cancerigenas a las nanoparticulas dentro del bioconjugado y con esto lo-
grar el aislamiento inmunomagnético, es decir, poder atrapar las células ancladas
a las nanoparticulas con el iman en la camara del dispositivo microfluidico y a asi
medir su impedancia. [17, 18].
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2.6. Disefio del experimento de evaluacion y mediciones EBIE

Las tres lineas celulares fueron cuantificadas y llevadas por separado a una mues-
tra con una concentracion final de 50,000 células, las cuales fueron incubadas con
la dosis correspondiente de bioconjugado de acuerdo a su proteina de superficie
predominante, posteriormente se realizaron diluciones para obtener 3 muestras
por triplicado con diferente concentracion de células: 5000, 500, y 50 en 500 uL
de PBS. Con el objetivo de evidenciar cambios en la bioimpedancia eléctrica como
una funcién del aislamiento y anclaje de células cancerigenas en la interfaz eléctri-
co-i6nica, se disefié un experimento en dos ensayos independientes a fin de generar
las siguientes condiciones: A) Células Cancerigenas- infusion y anclaje magnético
de células cancerigenas incubadas con nanosondas , y B) Control Negativo - infu-
si6n y anclaje magnético de nanosondas sin la presencia de células cancerigenas
(Figura 2). Ambas condiciones se infundieron de manera independiente a través de
la bomba NE-1002X utilizando jeringas de 1 mL con 500 uL de bioconjugado en
un tiempo de 15 minutos. Se adquirieron datos en el sistema de mediciéon de impe-
dancia ScioSpec-ISX3. Al terminar la medicién entre cada condicion se realizé una
limpieza del sistema infundiendo 500 pL. de PBS.

Figura 2. Disefio experimental de evaluacién y mediciones EBiE.
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Es evidente que a bajas concentraciones celulares y por tanto de nanoparticulas
con propiedades magnéticas (50 células/500 L), es posible la identificacion de
células tumorales a través de mediciones de bioimpedancia ya que permiten discri-
minar entre la ausencia y presencia de las mismas, sin embargo a mayores concen-
traciones no se presenta sensibilidad suficiente para discriminar entre la presencia
de células cancerigenas (graficos no mostrados), tal comportamiento estimamos se
explica porque a mayores concentraciones de nanoparticulas magnéticas emerge el
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Figura 5. Mediciones de bioimpedancia en las lineas celulares cancerigenas
MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3.
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efecto de percolacion, es decir el medio se satura con 6xido de hierro y por tanto
se vuelve muy conductivo, tal incremento de conductividad volumétrica predomina
sobre el efecto de alta impedancia de las células cancerigenas. La teoria del efecto de
percolacién indica que en el sistema las propiedades conductivas del analito siguen
las leyes de la potencia, es decir: donde, p es la concentracion del material conduc-
tor, en este caso las nanoparticulas magnéticas, pc representa su concentracion en
el umbral de percolaciéon y t un exponencial critico asociado a la conductividad [22],
lo cual en resumen nos dice que si saturamos de alguna manera el sistema con NpM
llegara un punto en el cual estas se conviertan en conductor. Asi, los hallazgos nos
permiten inferir que la técnica planteada tiene viabilidad técnica para detectar pe-
quefas concentraciones de células cancerigenas aisladas por técnica inmunomagné-
tica, y que la limitacion expresa es que las concentraciones de NpM empleadas no
excedan el limite de percolacion.

|Z| ohms

700 . )

——SK3+Bioconj+PBS_50
600 I -~-Bioconj+PBS_50

500

I No Tumoral <, [50 cells/mi]
400

300

200

100

0
1.0E+02 1.0E+03 1.0E+04 1.0E+05 1.0E+06

Figura. 6. Zoom del espectro de la magnitud de impedancia
de células SK-BR-3 (50 células/500 uL).

Un analisis de componentes principales para los datos de bioimpedancia en
magnitud (z), fase y pendientes (m) de los espectros observados [23], permitio
ademas identificar frecuencias especificas que mejor sensibilidad tienen para de-
tectar y diferenciar células cancerigenas de las tres lineas evaluadas. Una repre-
sentacion tridimensional de componentes principales permite observar la posi-
bilidad de clasificar el estadio de CaMa que representan los diferentes tipos de
células cancerigenas a bajas concentraciones (Figura 7) [23].
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OMCF7 Figura. 7. Representacion tridimen-
' 2‘;?3“ 31 sional de componentes principales
/ .--_"'—-—-—._____ para deteccion y clasificacion de
diferentes tipos de células de CaMa a
bajas concentraciones.

Fase

4. Conclusiones

Los resultados muestran la factibilidad técnica de identificar bajas concentra-
ciones de células cancerigenas acopladas a nanoparticulas con propiedades mag-
néticas dirigidas a proteinas de superficie de membrana celular. La implementa-
cién de un pequefio sistema como biosensor para el aislamiento y detecciéon de
células cancerigenas de mama a través del empleo de un dispositivo microfluidico
y mediciones de EBiE asistida con nanoparticulas magnéticas resulté factible a
bajas concentraciones celulares y nanoparticulas magnéticas. Mediciones de la
magnitud de la bioimpedancia a bajas frecuencias parecen ofrecer la mejor sensi-
bilidad del sistema. Los resultados indican que la deteccion de CTC a través de la
técnica propuesta es viable y permiten sustentar el principio de funcionamiento
de un biosensor para detecciéon de CT'C basado en mediciones EBIE asistida con
nanotecnologfa.
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Resumen

Nanoestructuras nicleo-coraza de SiO,@Au fueron sintetizadas, asi como
su conjugacion con la proteina Sambucus nigra. Se llevé a cabo la sintesis de na-
noesferas de dioxido de silicio (SiO,) y sobre estas se realiz6 el crecimiento de
una nanocoraza de oro. Bandas de absorcion localizadas en la regién infrarrojo
cercano fueron registradas mediante espectroscopia UV-Vis en muestras conte-
niendo nanoparticulas de SiO,@Au. Micrograffas TEM revelaron la formacion
y tamano promedio de las esferas de SiO,, ademas un espesor de coraza metalica
de = 14 nm. Los picos de difraccion de rayos X revelaron la fase policristalina de
la coraza metalica. Mediante la técnica de lente térmica en modo desacoplado, se
obtuvo un incremento en valores de difusividad térmica a medida que se com-
pletd la cubierta metalica sobre las esferas dieléctricas. Por otro lado, la proteina
Sambucus nigra fue elegida para la conjugacioén con nanocorazas de oro debido a
que es ampliamente utilizada en la deteccién de biomarcadores de cancer cervi-
couterino. Espectros FTIR de nanocorazas conjugadas revelaron la presencia de
bandas amidas I y II atribuido a la presencia de moléculas proteicas en nanoes-
tructuras de SiO_ @Au. Un cambio en la morfologia de nanocorazas conjugadas
fue observado por microscopia TEM.

Palabras clave: Nanoparticulas de SiO (@Au, difusividad térmica y Sawbucns nigra.
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1. Introduccion

El cancer se ha mantenido como la segunda o tercera causa principal de muerte
en la poblaciéon mexicana, el cancer de cuello uterino es el segundo cancer comin
en las mujeres mexicanas [1]. Esta enfermedad se debe a varios factores, incluida
una infecciéon por virus del papiloma VPH de los tipos 16 y 18, que contribuye
al 97 % de todos los casos [2]. Actualmente, la citologia se ha implementado
como técnica de cribado en paises del tercer mundo, pero el cribado citolégico
no tiene una alta sensibilidad y especificidad en el cambio celular temprano en la
progresion de la enfermedad [3]. Para la deteccion temprana y terapia adecuada
de la enfermedad se ha sugerido el uso de biomarcadores de cancer. Un biomar-
cador se define como un cambio celular y/o molecular debido a la presencia de
agentes extrafios. Los carbohidratos se sobreexpresan en las células de cancer de
cuello uterino y son indicativos de cambios celulares anormales, por ejemplo, el
acido N-acetilneuraminico, a-2,3 y NeuAc a-2,6 que se caracteriza por estimular
el proceso de metastasis [4, 5], y su deteccion es fundamental antes de desarrollar
la enfermedad cancerosa.

Por otro lado, Sambucus nigra es una proteina del género lectina, la proteina
reconoce el antigeno STn (NeuAc- @2,6-GalNAc- o 1-O-Ser / Thr) que es un
biomarcador sobreexpresado en cancer [0, 7]. Es una lectina extraida de la corte-
za del sauco del mismo nombre, con peso molecular de 63 kDa, es una proteina
dimera y cada monémero cuenta con dos dominios, el dominio I (1-129 ami-
noacidos) y dominio II (130-257 aminoacidos) [6, 7]. En 1999 se informé que la
lectina ha aglutinado eficazmente tejidos con displasia de grado bajo y medio, lo
que ayuda a distinguir células sanas y cancerigenas [6]. Por lo tanto, la especifi-
cidad para reconocer las células tumorales es una ventaja importante para usar y
construir biosensores.

Un biosensor es un dispositivo analitico compuesto por un componente bio-
légico e inorganico que proporciona informacion cualitativa y cuantitativa en
respuesta a cualquier cambio en el entorno circundante [8], actualmente como
transductor inorganico se utilizan nanoparticulas metalicas. Las nanoparticulas
de oro (AuNPs) poseen una propiedad optica denominada resonancia plasminica
superficial localizada 6 1.SPR por sus siglas en inglés. I.a LSPR se define como osci-
laciones colectivas de electrones de conduccién en la interface metal/dieléctrico
debido a la excitacion resonante por fotones incidentes [9]. Cuando se aplica un
campo electromagnético externo se produce un exceso de carga sobre la super-
ficie de la nanoparticula debido al desplazamiento de los electrones de su estado
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de equilibrio, el movimiento es amortiguado por los nucleos atémicos y por la
superficie de la nanoparticula, siendo asi que el sistema se comporta como un
oscilador amortiguado y caracterizado por una frecuencia de resonancia encon-
trandose en la region visible [10]. La posicién de la LSPR depende del tamafio, la
forma y la unién de la molécula circundante [11].

Las nanocorazas de oro (SiO,@Au) han sido objeto de gran interés cienti-
fico porque tienen propiedades especiales que estan ausentes en la fase de vo-
lumen. Las estructuras de SiO_ @Au son materiales compuestos por una capa
delgada de Au depositada sobre esferas de SiO, [12, 13], y tienen un SPR ubi-
cado en la longitud de onda del infrarrojo cercano [11]. Esta propiedad 6ptica
proporciona ventajas en aplicaciones biomédicas porque el agua y la hemog-
lobina tienen una absorcién minima [14], lo que permite la construcciéon de
biosensores opticos.

La superficie quimica de nanocorazas de oro necesita adaptarse para aplicacio-
nes especificas [15]. En la actualidad, las estrategias de conjugacién de molécu-
las-nanoparticulas de oro incluyen la interacciéon hidréfoba, i6nica, la quimisor-
cion y el uso de agentes de enlace [16]. Wang et al. [17] estudiaron la interaccion
de unién entre nanoparticulas de Au y proteinas de papaina mediante espec-
troscopia de fluorescencia. Se informo la formacion de puentes de hidrogeno y
la interaccién de Van der Waals entre nanoparticulas de oro esféricas (~ 4 nm).
Ademas, la lectina Ricinus communis aglutinina (RCA) y nanoparticulas de oro
(~ 13 nm) se unieron utilizando la técnica de estreptividina-biotina, mediante
espectroscopia de fluorescencia se determinaron aproximadamente 12 proteinas
conjugadas con cada nanoparticula de oro [18]. Se conjugaron nanoesferas de
oro de 10 nm de tamafio con proteinas anti-E. co/i. Las estructuras metalicas
se funcionalizaron superficialmente con grupos carboxilo (-COOH) y el anti-
cuerpo se unié covalentemente con un grupo amino. Mediante espectroscopia
de fotoelectrones de rayos X (XPS), se observé un pico a 398 eV relacionado
con el nitrégeno de la proteina, concluyendo la correcta funcionalizacién de las
nanoparticulas de oro [19]. Vale la pena mencionar que, el método de monocapa
autoensamblado (SAM) es ampliamente utilizado porque es posible proporcio-
nar una capa con grupos funcionales para unir de manera homogénea moléculas
como proteinas [20].

Bertok y colaboradores utilizaron alcanetioles como acido mercaptoundeca-
noico (MUA) mezclado con mercaptohexanol (MCH) para unir lectina SNA para
la construccion de biosensores electroquimicos [20]. Silva et al. [21] llevaron a
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cabo la construccion de un biosensor electroquimico. Basicamente, se funciona-
liz6 un electrodo de oro con acido 16-mercaptohexadecanoico con grupos car-
boxilo terminales. Como paso final, se uni6 S. #igra a la superficie del electrodo
utilizando la ruta de carbodiimida. En el presente trabajo se reporta la biocon-
jugacion de nanoestructuras de SiO,@Au con Sambucus nigra para obtener un
biosensor optico-térmico. Se reporta la formacion de nanoparticulas esféricas de
SiO, que sirvieron como plantillas para la sintesis de nanocorazas de oro, ademas
se informa sobre la unién de las nanocorazas de oro y proteina.

2. Metodologia

2.1. Sintesis de esferas de SiOZ.

El método Stober fue utilizado para sintetizar nanoparticulas de didéxido de
silicio (Si0,) con algunas modificaciones. El método involucra la hidrolisis y con-
densacion del TEOS bajo condiciones alcalinas en presencia de alcohol [22]. En
este trabajo de investigacion, se utiliz6 al hidréxido amonio (NH,OH, de 28-
30 % como NH,) como sistema catalizador, al TEOS como precursor molecular
de SiO, y manteniendo el mismo contenido de agua. En la Tabla 1, se presentan
las condiciones de concentracion de los precursores moleculares utilizados.

Tabla 1. Concentraciones molares de precursores de esferas de SiO.,.

Muestra NH, mol/1 H,0 mol/I TEOS mol/]
St 1,60 5.9 0,037
S2 0,98 5,9 0,037
S3 0,49 5,9 0,037

2.2. Sintesis de nanoestructuras de SiO @Au

El crecimiento de la nanocorazas metalicas sobre plantillas de SiO, se reali-
z6 utilizando el método denominado de un solo paso (One-step method) [13]
con ligeras modificaciones. El método involucré la amino-funcionalizacion de
esferas de diéxido de silicio. La funcionalizacion se realizé utilizando el 3-ami-
nopropiltrietoxisilano (APTES) que provee de grupos silano y amino (NH,) en
cada extremo. Las estructuras de SiO,—NH, se mezclaron con una solucién de hi-
dréxido de oro (Au (OH)™) conteniendo hidréxido de sodio (0.1 mol/I) y acido
clorodurico (6.35 mmol/l). La mezcla fue calentada a 70 °C y puesta en agitacion
durante 30 minutos. Asi se originé la solucién semilla (SiO,~AuOH,) que se
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define como nanoesferas de dioxido de silicio decoradas con nanoparticulas de

hidroxido de oro.

Por otro lado, se prepar6 una solucion de hidroxido de oro [Au(OH) | afiejada
y formada por 1.5 ml de una solucién de 4cido clorodurico (a 25 mmol/l) y 60
mg de carbonato de potasio, la solucion se dejo en agitacion por toda la noche
a temperatura ambiente. A esta solucion se le denomino K-oro. Diferentes rela-
ciones volumétricas de solucion semilla y K-oro fueron mezclados (1:1, 1:3, 1:5,
1:7, 1:9, 1:20 y 1:50) manteniendo constante el volumen de 7.5 ml de K-oro. 0.75
ml de una solucién fresca de borohidruro de sodio (6.6 mmol/1) y 0.375 ml de
citrato de sodio (10 mmol/I) fueron adicionados. La reaccion se dejé en agitacion
durante 30 minutos para obtener las nanoestructuras de SiO,@Au. Las muestras
fueron lavadas y centrifugadas. Las nanoestructuras de SiO,@Au asf preparadas

fueron recuperadas en 1 ml de agua desionizada.
2.3. Funcionalizacién nanoestructuras de SiO,@Au

En este trabajo, se insertaron grupos carboxilo en la superficie de las na-
nocorazas de oro, mediante la estrategia de monocapas de autoensamble [20].
Para la funcionalizacién de nanocorazas de oro se uso6 el acido mercaptoun-
decanoico (MUA, por sus siglas en inglés) que es un agente enlazante comun-
mente utilizado, debido a que en su estructura quimica posee grupos sulfidrilos
(-SH) y carboxilos terminal (-COOH). Esta bien documentado que grupos
—SH poseen una alta afinidad de adsorcion a la superficie de nanoparticulas de
oro. También es necesario el mercapto-hexanol (MCH) ya que contiene grupos
hidroxilo (-OH) terminal que ayuda a estabilizar y distribuir de manera homo-

génea los carboxilos.

En 40 ml de etanol 0.5 mg de nanocorazas fueron mezclados con diferentes
concentraciones de MUA-MCH desde 5, 15, 25 hasta 50 mg, obteniendo rela-
ciones 1:10, 1:30, 1:50 y 1:100 respectivamente. La reaccion se dejo agitar vigo-
rosamente por 1.5 h a temperatura ambiente. La suspension coloidal fue lavada
mediante centrifugacion y enjuagada con una solucion de PBS al menos 5 veces.
El pellet fue recuperado y secado a 30 °C para obtener polvos de nanocorazas de
oro funcionalizadas SiO,@Au-COOH.



DESARROLLO DE UN NANOSENSOR NUCLEO-CORAZA 123
DE SI0,@AU PARA APLICACION BIOMEDICA

2.4. Conjugacion de nanoestructuras de SiO @Au con Sambucus nigra

Los grupos carboxilos pueden reaccionar con aminas primarias (-NH,)) por
medio de una reaccién de condensacion que conduce a la formacion de enlaces
amida [16]. Para cumplir lo anterior, se hace uso de una soluciéon de clorhidra-
to 1-etil-3-(3-dimetilamino) propil carbodiimida (EDC) que induce la reactivi-
dad del grupo carboxilo que reacciona con aminas primarias, en presencia de
N-hidroxi-succinimida (NHs) [23].

1 mg de nanocorazas funcionalizadas SiO,@Au-COOH fueron mezcladas
con 600 pl de una solucion EDC/NHS (a 60 mM y 15 mM respectivamente),
la solucion se dejo agitar a 300 rpm por 30 minutos. La solucion fue lavada me-
diante centrifugaciéon (8000 rpm) al menos 5 veces. El precipitado fue disuelto
en 4 ml de PBS y se agregd 50 pg de lectina Sambucus nigra, la solucion se dejo
en agitacion a temperatura ambiente por 3 h y se lavo por centrifugacion, para
eliminar la proteina no unida a las nanocorazas de oro. Antes de caracterizar las
muestras las soluciones coloidales fueron centrifugadas por al menos 5 minutos.

2.5. Caracterizacion

La caracterizacion de la formacién de nanoestructuras y conjugados de
SiO,@Au se realiz6 mediante técnicas espectroscopicas y microscopicas: para
la caracterizacién por microscopia electronica de barrido (SEM/EDS, modelo
JEOL JSM IT300 con espectroscopia de rayos X de dispersion de energia) se
depositaron las muestras en el portamuestras de aluminio. Espectroscopia UV-
Vis (espectrofotometro Genesys 10S, Thermo cientific) las medidas se realizaron
en muestras dispersas en agua. La microscopia electrénica de transmision (TEM,
modelo JEOL JEM 1010) para TEM se deposité cada una de las muestras coloi-
dales sobre una rejilla de cobre (cubierta con una pelicula FORMVAR) hasta que
el disolvente se evapord a temperatura ambiente. Se usoé el difractémetro Rigaku
Smartlab en la configuraciéon Bragg-Brentano para las mediciones de difraccion
de rayos X (XRD), las muestras se analizaron en polvo usando la radiaciéon CuKa
(. = 1.5418 A), el difractémetro se hizo funcionar a una velocidad de escanco
de 0.02°/s en un rango de 20 de 10-90°. Se tomaron espectros infrarrojos por
triplicado en un rango de 400-4000 cm™ con una resolucion de 4 cm™ en un es-
pectrofotometro Alpha, Bruker mediante la técnica de reflectancia total atenuada
(ATR), las muestras se disolvieron en agua desionizada y/o PBS basado en el
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solvente. Los espectros de dicroismo circular (DC) se registraron en un espec-
tropolarimetro Jasco J-600 (190-250 nm) a 25 °C, las muestras se depositaron en
una celda de cuarzo rectangular con una trayectoria de 1 mm. Los datos fueron

expresados en términos de elipticidad molar (6) grados.cm®.dmol™.
2.6. Espectroscopia de Lente Térmica

Entre las técnicas fototérmicas de caracterizacion, altamente sensibles que
proporcionan de una manera cuantitativa, informacion de las propiedades 6p-
ticas y térmicas de una muestra es la espectroscopia de lente térmica o lente
térmica (TL) que mide la variacién del indice de refraccion y la difusividad
térmica. El procedimiento experimental para determinar la difusividad térmica,
involucra la incidencia de un laser de excitacién con perfil gaussiano TEM |
sobre la muestra causando la absorcién de energfa y su transformacion en ca-
lor por un proceso no-radiativo. En este caso, un gradiente de temperatura
transversal es establecido, y debido al coeficiente de temperatura del indice de
refraccion, dn/dT, se crea un elemento similar a la lente 6ptica, cuando se hace
pasar un segundo laser de prueba en esta region, produciendo un efecto que
causa un enfoque o desenfoque del haz de luz, y este fenémeno producido, es
denominado lente térmica.

El arreglo experimental de la espectrometria de lente térmica de dos haces en
el modo desacoplado es observado en el esquema de la Figura 1. El sistema de
lente térmica se compone de un laser de excitacién (Ar*Xe) con A= 514 nm (40
mW), este laser se enfoca a la muestra por un lente convergente (@, = 40 pm).
La exposicion de la muestra al haz de excitacion fue controlada por medio de un
obturador (shutter), que fue directamente conectado a un osciloscopio digital. El
laser de prueba (He-Ne) con A = 632.8 nm operado a una potencia de 0.9 mW
fue enfocado hacia la muestra [24]. Después de pasar a través de la muestra el haz
es reflejado por espejos hasta el fotodetector o fotodiodo. La sefial saliente del
fotodetector fue acoplado a una tarjeta de adquisicién de datos y posterior a una
computadora para procesar los datos obtenidos.

En 1992 Shen et al. [25] implementaron por primera vez el modelo de espec-
troscopia de lente térmica de doble haz en modo desacoplado, y la solucién de
la teoria de lente térmica se basa en términos de la difraccion de Fresnell, la in-

tensidad del haz de prueba después de pasar a través de la muestra. ILa intensidad
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Figura 1. Esquema de la
representacion del arreglo
experimental de espec-
troscopia de lente térmica

en modo desacoplado de

doble haz.

+ adquisicion
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del haz hacia el detector puede ser reescrita como una expresion analitica para la

determinacion absoluta de propiedades termo-6pticas a la muestra como:
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I(t) es la intensidad del haz de prueba al detector, dependiente del tiempo;
I(0) es el valor inicial de I(t); 0 es el corrimiento de fase inducido térmicamente
del haz de prueba después de atravesar la muestra; Zc (12.89 ¢cm) es la distancia
confocal del haz de prueba; Z (8 cm) es la distancia de la muestra a la posicion
del radio minimo del haz de prueba; w_y w, es el tamafio del spot del haz de
excitacion y de prueba respectivamente a la muestra; £y D es la conductividad
térmica y la difusividad de la muestra; P_es la potencia del haz incidente; A_es el
coeficiente de absorcion 6ptica a la longitud de onda del haz de excitacion A ; )\p
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es la longitud de onda del laser de prueba; o es el espesor de la muestra; dn/dT
es la razon del indice de refracciéon con respecto a la temperatura de la muestra.

-

Donde 7 es el tiempo critico de la formacion de la lente térmica con D=4/ (ec,)

D =
47

c

donde o es la densidad y ¢, es la calor especifico de la muestra. El valor experi-
mental de la cintura del haz de excitacion es o = 40 um. Asi ajustando la ecuacion
1(t) a los datos experimentales como funcion del tiempo, es posible obtener la di-
fusividad térmica D (Ecuacion 5) a partir del tiempo critico como un parametro
ajustable [20]. Para las medidas de lente térmica las muestras se re-dispersaron en
un ultrasonido para asegurar la correcta dispersion de las particulas.

3. Resultados

3.1. Nanoesferas de SiOZ

TLas muestras coloidales de SiO2 fueron analizadas por microscopia TEM.
En la Figura 2 se muestran las micrografias obtenidas de las muestras prepara-
das. Estructuras esféricas bien definidas son claramente observadas en todas las
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Figura 2. Micrografias TEM
de nanoparticulas de SiO,
sintetizadas empleando a) 1.6, b)

70 80 90 100
Tamaiiode particula () 0.98 y ¢) 0.49 mol/1 de amoniaco.
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micrografias. El diametro promedio de las particulas fue estimado realizando
mas de 80 medidas directas en las micrografias y sus histogramas de distribucion
de tamano obtenidos son presentados como insertos en cada una de las micro-
graffas. Particulas en escala nanométrica de 90 nm a 293 nm fueron obtenidas.
Se observa que el tamafio promedio de nanoparticulas disminuy6 a medida que
la concentraciéon de amoniaco fue menor. LLos valores de la desviacion estandar
< 20 % confirman la homogeneidad de todas las muestras sintetizadas [27]. Las
dispersiones coloidales fueron estables por meses.

Las muestras fueron analizadas por EDS para determinar la composiciéon qui-
mica (en porcentaje atdmico) de los diferentes tamafios de nanoparticulas de
SiO,. En la Figura 3a se muestra el espectro EDS de esferas de SiO, sintetizadas
con 1.6 mmol de amoniaco. Se puede apreciar la presencia exclusiva de silicio y
oxigeno en las particulas, que indica una alta pureza en la muestra [28]. Espectros
de difraccion de rayos-X fueron realizados en las nanoesferas de SiO, Un halo
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Figura 5. Espectro FTIR de esferas de SiO, con y sin funcionalizacion.

siloxanos a 1070-1200 cm™ son similares entre esferas antes y después de funcio-
nalizar. La region entre 1400 y 1800 cm™ fue ampliada (mostrado en el inserto). A
1510 cm™ fue registrada una nueva banda en el espectro de muestras de esferas de
SiO, funcionalizadas, esta ultima banda se asocia al -NH," producto de la incor-
poracion de grupos funcionales sobre la superficie de las esferas dieléctricas [32].

Una solucion conteniendo hidréxido de oro (Au(OH)™) fue mezclada con
esferas de SiO, amino-funcionalizadas, esto permitié la formacion de nanopat-
ticulas de hidréxido de oro sobre la superficie de las plantillas dieléctricas [13].
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Figura 6. Micrografias TEM de SiO, decorado con nanoparticulas de oro, utilizando tres dife-
rentes tamafios de plantillas a) 293, b) 143 y ¢) 90 nm cada micrografia tiene su histograma de
distribucion de tamafio.



130 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 3

Micrografias TEM fueron obtenidas de las esferas de SiO, decoradas con Au.
Nanoparticulas de oro con forma esférica y tamafio nanométrico fueron obser-
vados en la Figura 6. Histogramas de distribucién de tamafio fueron obtenidos
al contabilizar 60 nanoparticulas de oro en cada plantilla dieléctrica. El tamafio
promedio de nanoparticula de oro incrementé de 4.8, 5.1 y 5.4 nm al disminuir
el didmetro de la esfera de SiO, de 293, 143 y 90 nm respectivamente. Resultados
similares fueron reportados por Kah et al., 2008 [13].

3.3. Formacién de nanoestructuras de SiO,@Au

De acuerdo a la metodologia de One-step, el primer paso involucro la sintesis
de estructuras semillas, es decir, esferas de SiO, decorados con nanoparticulas de
hidréxido de oro. Esferas de SiO, con tamafio de 293 nm fueron utilizados como
plantilla para depositar las nanoparticulas de oro (Au (OH),) y posteriormente la
sintesis de nanocoraza de oro. Es importante mencionar que, para nuestro caso
las esferas de SiO, restantes (diferente diametro) no fue posible obtener bandas
de absorcion a 740 nm, por lo tanto los mejores resultados obtenidos fue cuando
se utilizaron esferas de SiO, con didmetros de ~ 293 nm.

De acuerdo a la teoria cada particula de hidroxido de oro actiia como sitio de
nucleacion [33] que crece en tamafio hasta formar islotes, los islotes se unen entre
si hasta formar una completa coraza metalica sobre la plantilla dieléctrica. La sin-
tesis se realiz6 mezclando diferentes relaciones volumétricas de solucion semilla
(810, decorado) y solucién k-oro conteniendo hidréxido de oro (Au(OH),). Las
muestras coloidales fueron preparadas conteniendo relaciones de 1/1, 1/3, 1/5,
1/7,y 1/9 de solucion semilla y k-oro respectivamente, el volumen de k-oro se
mantuvo constante (7.5 ml). El proceso de crecimiento de corazas fue monito-
reado por espectroscopia UV-Vis. En la Figura 7 (a, b) se muestran los espectros
de absorcién de nanocorazas sintetizadas utilizando esferas de SiO, de 293 nm.
En la Figura 7a se observa un corrimiento en la banda de absorcion a la region
del infrarrojo a medida que se incrementa el volumen de la soluciéon k-oro. La
banda de absorcién experimenta un corrimiento a mayores longitudes de onda
hasta que la coraza metalica sea completada [11, 13], es decir, el espectro de la
muestra 1/1 son de nanocorazas incompletas. Vale la pena mencionar que en la
muestra 1/9 presenta dos bandas de absorcion localizadas a 820 nm y a 560 nm,
la banda de absorcion en la region visible (560 nm) se asocia a la presencia de
nanoparticulas de oro no incorporadas en la coraza metalica. Al incrementar el
volumen de k-oro en las muestras 1/50 y 1/95 los espectros revelaron bandas de
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absorcion en la region visible a 520 nm (Figura 7b), esto dltimo sugiere la sintesis
de nanoparticulas de oro. En la muestra coloidal 1/7 también se detect la banda
de absorcién a 560 nm (dato no mostrado), por lo tanto la mejor muestra es 1/5
con un pico de absorcion alrededor de 740 nm. Como dato adicional el inserto de

la Figura 7b muestra el color caracteristico de las soluciones coloidales obtenidas.
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Figura 7. Espectros de absorcion UV-Vis de nanocorazas de oro sintetizados con diferentes
relaciones volumétricas de solucion semilla y k-oro desde 2) 1/121/9yb) 1/50y 1/95. El

inserto de la Figura 7b muestra viales con soluciones coloidales obtenidas.

La estructura cristalina de las muestras coloidales fue caracterizada por di-
fraccion de rayos-X. En la Figura 8 se muestra el difractograma de esferas de
SiO,, anicamente un halo amplio a 22 grados fue registrado, indicando que las
nanoparticulas de diéxido de silicio son de fase amorfa [28]. De la misma manera
en muestras de SiO,-Au (OH), no fue posible asociar algin tipo de estructura

cristalina. En contraste, cuatro picos bien definidos alrededor de 38.3° (111),
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44.4° (200), 64.7 (220) y 77.4° (311) evidencian la estructura cristalina cubica cen-
trada en la cara del oro de acuerdo a Netzahual-Lopantzi et al. (2019) [34].
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Figura 8. Espectros de difraccion de rayos X de esferas de SiO,, SiO,
decorado con nanoparticulas de Au(OH), y de nanocorazas de oro.

Espectros XPS de nanocorazas son mostrados en la Figura 9, para el oro Au
4f dos picos localizados en 84 y 86 ¢V son asociados al Au® y Au™ respectiva-
mente, demostrando la presencia del oro en estado metalico, valores similares al
reportado por Sun ez al, 2019 [35]. El espectro de Si 2p exhibe un pico alrede-
dor de 103.3 eV que corresponde a la presencia del silicio. Finalmente un pico
claramente definido a 533 eV es relacionado a la presencia de O1ls del oxigeno.
[36, 37]. Estos resultados, confirman la formacién de nanoestructuras tipo nu-
cleo-coraza de SiO (@Au
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En la Figura 10 se muestra la micrografia TEM de nanocorazas sintetizadas
con una relacién volumétrica 1/5 de solucion semilla y k-oro. Se observa cla-
ramente una superficie rugosa en cada nanoparticula de SiO,, esta morfologia
es producto del crecimiento de la coraza de oro [38]. El espesor de las corazas
metalicas se cuantificé de la diferencia del valor medido del diametro de 60 par-
ticulas antes y después de la sintesis de nanocorazas. De acuerdo al inserto del
histograma de la Figura 10 el espesor promedio obtenido fue de 14 nm.
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Figura 10. Micrografia TEM e histograma de distribucioén de tamafio de

nanocorazas de oro depositados sobre esferas de SiO, de 293 nm.

3.4. Caracterizacion por espectroscopia de lente térmica

La sintesis de nanocorazas de oro (SiO,@Au) se ha monitoreado por técnicas
espectroscopicas y microscopicas, el estudio de sus propiedades térmicas hasta
el momento no se han reportado. Por lo tanto, la difusividad térmica durante
la formacién de nanocorazas en cuatro etapas fue estudiada. En la Figura 11 se
muestra la sefial de lente térmica (TL) en funcién del tiempo de las diferentes eta-
pas de formacién de nanocorazas de oro. Se registré un decremento en la sefial
TL a medida que transcurre el tiempo. Ademas la sefial TL oscila en milisegundos

lo cual es esperado para el efecto fototérmico [39].
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Figura 11. Sefial de lente térmica en funcién del tiempo de a) esferas de SiO,
y b) nanoestructuras tipo nicleo-coraza de SiO, @Au.

Los parametros térmicos de las nanocorazas de oro en sus diferentes etapas
de formacién son mostrados en la Tabla 2, el cual es el resultado de al menos
10 medidas repetitivas. El parametro 0 oscila entre 5.43+0.24 y 22.071£0.62, el
tiempo caracteristico de la lente térmica (t ) estd entre 3.0970.08 y 4.28%0.02 ms.
La difusividad térmica oscila entre 14.01+0.09 y 19.40£0.55x10* cm?*/s. Es im-
portante resaltar que los valores de difusividad térmica incrementaron a medida
que los valores de t_disminuyeron, esto es esperado porque la difusividad térmica
(D) es inversamente proporcional [40] al tiempo caracteristico de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Q 2

~ (©
4D
Donde 7 es el tiempo caracteristico de la lente térmica, @ * es el radio del haz
de prueba dentro de la muestra y D es la difusividad térmica.

f[:

Tabla 2. Parametros térmicos de las diferentes etapas de formacién de nanoestructuras nicleo-coraza
de SiO,@Au obtenidos por espectroscopia de lente térmica.

Estructura nacleo-coraza
Muestra Concentracion D t 0
mg/ml D(10*cm?/s) s(107%) 102
SiO, 0.1 14.01 £ 0.09 4.28+0.02 | 22.07+0.62
SiO-NH, 0.1 14.37 £ 0.24 4.0210.06 7.8510.22
SiO -Au(OH), 0.1 15.49 £ 0.18 3.871£0.04 6.97%£0.22
SiO,@Au 0.1 19.40 = 0.55 3.09£0.08 5.431+0.24
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Usando la espectroscopia de lente térmica se registré un aumento en la difu-
sividad térmica (mostrado en la Figura 12 a medida que se incorporaron espe-
cies moleculares, complejos metalicos y finalmente una completa coraza metalica
sobre una plantilla dieléctrica como el SiO,. Se ha reportado que el diéxido de
silicio se comporta como un aislante térmico [41] a diferencia de nanoparticulas
de oro [42]. En este trabajo, la difusividad térmica del SiO, es de ~14.01x10™*
cm?/s y de nanocorazas de oro es ~19.40x10* cm?/s por lo que un mejoramiento
térmico del 35 % fue registrado de acuerdo a la siguiente relacion:

Dm‘— DJ‘
D= Y x 100 (%) (7)

5

Donde, D__y D_son la difusividad térmica de las nanocorazas de oro y de

esferas de SiO, respectivamente.

El incremento de difusividad térmica se justifica a continuacion: el espesor de
las nanocorazas es de ~13 nm, valor por debajo de la trayectoria libre media de
electrones de conduccion (40-50 nm). Esta condicion permite que nanoestructu-
ras de oro con banda de absorcion en el infrarrojo cercano posean un tiempo de
relajacion electron-fonon del orden de picosegundos [43], por lo que esta rapida
relajacién permite que nanocorazas con absorcion alrededor de 740 nm posean

mas energia y por lo tanto una mayor difusividad térmica.
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Figura 12. Valores de difusividad térmica de las diferentes etapas de formacion
de nanocorazas de oro depositados sobre esferas de SiO, a una concentracion

de 0.1 mg en 1 ml de agua desionizada.
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3.5. Conjugacion de nanoestructuras de SiO (@Au con Sambucus nigra.

Para la funcionalizacion de las nanoestructuras de SiO (@Au, diferentes relacio-
nes de mercaptohexanol/acido mercaptoundecanoico/SiO @Au (MCH/MUA/
SiO @Ay, w/w/w) fueron mezclados desde 1:10:10, 1:30:30, 1:50:50 y 1:100:100
respectivamente. En la Figura 13 se muestran espectros FTIR de nanocorazas fun-
cionalizadas con una relaciéon 1:10:10 asi como el mercaptohexanol y mercaptoun-
decanoico. En el inserto de la Figura 13 se muestra el espectro negro y azul que per-
tenecen al mercaptohexanol y mercaptoundecanoico respectivamente. Dos bandas
de absorcion fueron registrados entre 2927-2915 cm™ relacionada a enlaces tension
simétrica de C-H y 2855-2847 cm' relacionados a enlaces de tension asimétrica de
C-H [44]. El espectro (azul) de MUA present6 una banda localizada a 1690 cm™,
esta es asociada a enlaces carbonilo de acidos carboxilicos C=O [45]. El espectro
gris de nanocorazas sin funcionalizar mostré una ausencia de bandas que indiquen
presencia de grupos funcionales aportados por MCH y MUA. El espectro rosa co-
rresponde a nanocorazas-funcionalizadas, la presencia de las bandas a 2922 y 2854
cm™ evidencia los enlaces vibracionales de MCH y MUA. Por otra patte, se registro
un corrimiento a 1720 ecm™ de grupos funcionales carboxilos. El cortimiento a
mayores numeros de onda de grupos carbonilos sugiere la exposicion de C=0O ala
superficie de SiO,@Au [45]. Estos resultados evidencian de la funcionalizacion de
nanocorazas de oro con grupos carboxilo.

0.010 SiO,@Au
- —— MCH —_— RSN
3 N SiO,@Au-Funcionalizacion
E 0.16
= 2 0.08
-E 2 A_
<
=
= 0.0 F—————
5 1600
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/4 @ W V'V
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Figura 13. Espectros FTIR de nanocorazas de oro y su funcionalizacién con grupos carboxilo a
partir de MUA. Inserto: espectros de moléculas funcionalizantes.

Una solucién coloidal conteniendo nanoestructuras de SiO @Au funcionali-
zadas con acidos carboxilos (<COOH) fue utilizada para la conjugaciéon con la
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lectina Sambucus nigra nativa, es decir, proteina pura, misma que fue caracterizada
por FTIR a una concentraciéon de 100 pg. El espectro rojo infrarrojo de la Figura
14a corresponde a la proteina nativa. Alrededor de 1640 cm™ se registré una
banda asociada con amida primaria I, y es originada por enlaces de tension C=0O
y C-N [15], ademas se correlaciona con un contenido de « -hélice [46]. Por otra
parte, una segunda banda localizada a 1540 cm™ se asocia a amida II y es una
contribucion de un acoplamiento entre enlaces de tension C-N y de tipo flexion
de N-H [46, 47]. El espectro azul de la Figura 14a corresponde a nanocorazas
de oro conjugadas con la proteina, es decir, SIO,@Au-SNA. Las bandas de las
amidas primarias y secundarias fueron retenidas, el pico de amida I registré un
corrimiento de 1640 a 1683 cm™, el efecto en el espectro se asocia a un cambio
conformacional de la estructura secundaria de la proteina [15]. Es importante
mencionar que las nanoestructuras de SiO,@Au carecen de bandas en la region
analizada. En la Figura 14b se muestra la micrografia TEM de nanocorazas con-
jugadas con Sambucus nigra. Las particulas conjugadas siguen siendo esféricas, ob-
servandose en la superficie topografica del borde de las nanocorazas un cambio

de morfologia de rugosa a lisa. Los resultados son similares a los obtenidos por
Li et al. (2009) [48].
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Figura 14. a) espectros FI-IR de nanocorazas de oro con y sin conjugar,
b) micrografia TEM de conjugacion de SiO @Au con Sambucus nigra.

4. Conclusiones

De acuerdo a las concentraciones molares utilizadas de agua, amonio y te-
traetil ortosilicato (TEOS), se pudo obtener particulas de SiO, con tamafio con-
trolado en la escala nanométrica y monodispersas. Variando la concentracion
del catalizador (NH,) se pudo controlar el tamafio de nanoparticulas de SiO..
Para concentraciones mayores de catalizador se obtuvieron nanoparticulas de
SiO, de mayor tamafio con una menor dispersidad. Nanoestructuras de SiO, @
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Au bien definidas fueron obtenidas al mezclar una relacién volumétrica de 1/5
de solucion semilla y k-oro respectivamente. Los espectros de UV-Vis revelaron
un maximo de absorcion en 740 nm, y espesores de 14 nm obtenido a partir de
micrografia TEM. Ademas se evidenci6 la alta calidad de las muestras con estruc-
tura policristalina de coraza de Au que fue corroborada por analisis de difraccion
de rayos X. La caracterizacion térmica durante las diferentes etapas de formacion
de las nanocorazas de oro revel6 un incremento térmico a medida que la coraza
fue crecida. Un mejoramiento térmico del 35 % fue registrado al comparar plan-
tillas dieléctricas y nanocorazas de oro, el incremento en la difusividad térmica se
debe a la rapida relajacion electron-fonodn de las estructuras metalicas con bandas
de absorcién en longitudes de onda del infrarrojo cercano.

Las bandas obtenidas por FTIR asociadas a enlaces C=O evidenciaron una
la funcionalizacién de nanocorazas de oro con grupos carboxilos. La presencia
de las bandas amidas I y II en espectros infrarrojo de nanocorazas sustenta el
anclaje de Sambucus nigra en la superficie de particulas metalicas. Ademas un corri-
miento a mayor numero de onda en la amida primaria fue registrado, este efecto
se asocia a un cambio en la estructura secundaria de la proteina. Una capa de
MCH-MUA-proteina cambi6 la rugosidad de estructuras de SiO,@Au obtenido
por micrografias TEM. Sambucus nigra es una proteina ampliamente utilizada en
deteccion de biomarcadores de cancer cervicouterino. Una aplicacion a futuro es
implementar las nanocorazas de oro conjugadas con la proteina como agentes de
terapia térmica contra células malignas, aprovechando las propiedades 6pticas y
térmicas de las nanocorazas de SiO,@Au.
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Resumen

LLa nanotecnologia es una ciencia emergente que tiene numerosas aplicaciones
en diferentes campos como la medicina, medioambiente y alimentos. En este al-
timo rubro, en el Centro de Desarrollo de Productos Biéticos-IPN (CEPROBI-
IPN), especialmente en el laboratorio de Tecnologfa Postcosecha de Productos
Agricolas, se ha incluido dentro de sus lineas de investigacion, la sintesis, caracte-
rizacién y aplicacion de recubrimientos nanoestructurados con el objetivo prin-
cipal de conservar productos agricolas de interés comercial que son susceptibles
al dafio por microorganismos causantes de importantes pérdidas econdémicas
durante su almacenamiento. Los recubrimientos nanoestructurados formulados
se basan en polimeros biodegradables como el quitosano, incorporando también
aceites esenciales y extractos vegetales. Los resultados demostraron la eficacia de
estos para inhibir a los microorganismos en comparacion con las frutas o vegeta-
les no tratadas. Igualmente, su aplicacion demostrd que no hubo efecto negativo
en la maduracién de los mismos. A nivel toxicologico, tampoco se observaron
dafos a nivel genético (genotoxicidad) y citotéxico En un futuro, es necesario
escalar el proceso a nivel comercial, asi como, realizar estudios sobre los meca-
nismos de accién sobre los microorganismos.

Palabras clave: Cubiertas nanoestructuradas, quitosano, aceites esenciales,
extractos vegetales, microorganismos postcosecha.
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1. Introduccion

Actualmente, la aplicacién de la nanotecnologia se enfoca en la conservacion
de productos agricolas mediante el disefio y desarrollo de nuevos materiales que
ayuden a extender la vida de anaquel de estos [1]. La pérdida de alimentos impli-
ca serios efectos econémicos, ambientales y sociales, ya que, la tercera parte de
los productos agricolas se pierden durante la cadena productiva. Debido a esto,
se deben aplicar nuevas tecnologfas que cumplan con la corriente actual de nula
contaminacion al medioambiente y seguridad para el ser humano [2]. Las causas
de las pérdidas postcosecha se atribuyen principalmente al inadecuado manejo
postcosecha y a la incidencia de plagas y enfermedades. La presencia de microor-
ganismos patdgenos que incluyen bacterias y hongos, causan el deterioro grave
de las frutas y hortalizas |3, 4].

Entre las soluciones que se han buscado para inhibir el desarrollo de estos mi-
croorganismos patégenos, se encuentra el uso de peliculas y recubrimientos co-
mestibles [5-7]. Los compuestos naturales como el quitosano [8] y agentes bioac-
tivos con propiedades antimicrobianas [9] incluyendo a los aceites esenciales [10]
y los extractos botanicos [11] pueden incorporarse a estos recubrimientos, siendo
sus componentes individuales o en conjunto mas eficientes en su modo de accion
y con una liberacion de manera gradual, ejemplo, el a-pineno, que forma parte
de los extractos activos del nanche (Byrsonima crassifolia) [12, 13]. Sin embargo,
muchos de estos compuestos son volatiles lo que hace que rapidamente pierdan
su efecto antimicrobiano [14, 15]. Para solucionar este problema, se ha hecho uso
de la nanotecnologia, mediante el encapsulamiento de los agentes bioactivos para
mejorar su actividad antimicrobiana [16, 17]. Entre los nanomateriales mas em-
pleados en el control de microorganismos se encuentran las nanoparticulas me-
talicas, tales como el oro y la plata [18]; no obstante, actualmente se apuesta por
el uso de materiales biodegradables amigables con el medio ambiente [19] como
los mencionados anteriormente. Entre las ventajas del uso de las nanoparticulas,
se reportan el aumento de su reactividad debido a una mayor relaciéon de area
superficial por unidad de volumen comparada con el material con mayor tamafio
de particula y por lo tanto, una inhibicién del microorganismo mas rapida y mas
efectiva [20, 21].

Por otro lado, el 4rea mas activa de la investigacion y desarrollo de la nano-
ciencia de los alimentos es el del embalaje o empaque: el mercado global de na-
noempaques en alimentos y bebidas fue de 4.130 millones en 2008; con una tasa
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de crecimiento anual del 11,65 %. Sobre este tema, Reynolds [22] informé que
se comercializan entre 400 a 500 tipos de nanoempaques y se espera que en la
proxima década al menos el 25 % de todos los empaques de alimentos seran pro-
ducidos bajo esta tecnologfa, con la finalidad de extender la vida util mediante la
reduccion del intercambio de gases, humedad, exposicion a la luz UV y presencia

de microorganismos [23].

Actualmente, se han logrado avances en la producciéon de nanoparticulas
(NPs) para liberar ingredientes activos en el control de las enfermedades post-
cosecha con menores efectos sobre el medio ambiente. En el laboratorio de
Tecnologia Postcosecha de Productos Agricolas del CEPROBI-IPN y en co-
laboracién con otras instituciones como la Universidad de Sonora (UNISON),
la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), la Universidad
Auténoma Metropolitana (UAM) y el Centro de Nanociencias y Micro y
Nanotecnologias del IPN (CNMN-IPN), entre otras, y la participacion de estu-
diantes de licenciatura y posgrado, asi como de profesores visitantes en estancias
de investigacion, se estan llevando a cabo investigaciones relacionadas con la
sintesis, caracterizacion y aplicacion de nanomateriales solos o adicionados con
compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas cuyo objetivo principal
es la conservacion de productos hortofruticolas. Especialmente, se ha estudiado
la aplicacion de cubiertas nanoestructuradas en base al polimero quitosano, adi-
cionadas con agentes bioactivos como los aceites esenciales y extractos botanicos
en frutas y hortalizas como el higo, pepino, fresa, jitomate, pimiento morrén y

aguacate, entre otros [24-30].

Igualmente, a pesar de la importancia de esta tecnologia en el campo de los

alimentos, aun hay pocas investigaciones asociadas con su posible toxicidad.

El objetivo de este capitulo entonces fue divulgar a la comunidad cientifica los
avances que ha tenido el grupo de investigacion del Laboratorio de Tecnologia
Postcosecha de Productos Hortofruticolas del CEPROBI-IPN sobre el uso de
la nanotecnologia en estudios de caracterizaciéon de las cubiertas nanoestructu-
radas, su efecto en evaluaciones i vitro e in situ y principalmente sobre el control
de microrganismos patoégenos aislados de frutas y hortalizas de interés comercial
y en la calidad de los mismos durante su almacenamiento, ademas, se reportan
los primeros resultados sobre estudios de toxicidad de las nanoparticulas en un

modelo murino.
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2. Metodologia

2.1. Materiales y métodos
2.1.1. Materrases

Se utilizaron quitosanos de mediano peso molecular con grado de desacetila-
cién de 75-85 % (Sigma-Aldrich Chemistry Inc. San Luis, MO, EU) y comercial
de alto peso molecular con grado de desacetilacion del 91 % (América Alimentos.
Ingredientes Funcionales, Zapopan, Jalisco, México). Los aceites esenciales em-
pleados fueron de tomillo (Thymus vulgaris) y limén (Citrus limon) (Essential Oils-
Essencefleur, Rancho La Noria, Ciudad de México, México). En cuanto a los
extractos botanicos se emplearon hojas de nanche (Byrsonyma crassifolia) y de aran-

dano (Vaccinium mytillus).
2.1.2. Mueroorganismos (bacternas y bongos)

Se evaluaron bacterias fitopatogenas y de los alimentos [31] Estas fueron:
Pectobacterinum carotovornm, Listeria monocytogenes, Bacillus cerens, Staphylococcus anreus,
Shigella dysenteriae Salmonella typhi, y Escherichia coli. Las cepas fungicas [32] que se
han estudiado pertenecen a los siguiente géneros y especies: Alternaria alternata la
cual se aisl6 de frutos de higo (Ficus carica) y plantas de romero (Rosmarinus offina-
1is). Colletotrichum gloeosporioides y C. fragariae se obtuvieron de frutos de guanabana
(Annona muricata), papaya (Carica papaya) y chirimoya (A. squamosa). Rhizopus stolo-
nifer se obtuvo de frutos de papaya y fresa (Fragaria x ananassa) y Aspergillus flavus

de mazorcas de maiz (Zea mays).
2.2. Métodos
2.2.1. zntesis de las nangparidinlas ) #nanocqpsilias

Las nanoparticulas de quitosano y de quitosano adicionadas con el aceite de
limén, de tomillo o extracto de nanche o arandano se sintetizaron siguiendo la
metodologia de Luque-Alcaraz et al. [33] con ciertas modificaciones y los na-
nocapsulas de quitosano adicionadas con aceite esencial de tomillo o de limén

siguiendo la metodologfa de Lozano et al. [34].
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2.2.2. Preparacion de las cnbierias nanoestyneinsadas

Los recubrimientos nanoestructurados se elaboraron de acuerdo con las me-
todologias de Ramos-Garcia et al. [35] y Correa-Pacheco et al. [30] para las di-
ferentes composiciones de quitosano, aceites esenciales y extractos vegetales. Se
afladieron los plastificantes aceites de canola 0.1 % y glicerol 0.3 % en todas las
formulaciones. Para la preparacion de los extractos botanicos se utilizaron los
solventes etanol y metanol (Fermont, Productos Quimicos Monterrey S.A. de
C.V. Monterrey, Nuevo Ledn, México).

2.2.3. Eralnacion del ¢féco I VILEO de /s #angpar 7ilas ) cibresvas #nanoessyncinyadias

El efecto #n vitro de las nanoparticulas y cubiertas nanoestructuradas para el
caso de las bacterias, se evalué mediante las variables “Halo de inhibicién” y
“Unidades Formadoras de Colonias (UFC)” mientras que, para los hongos se de-
terminaron el “Crecimiento micelial”, “Inhibicién del micelio” y “Germinacién
de los conidios” [35].

2.2.4. Evalnacron del efécto v siin de las cnbrerias nanoest e adas

El efecto de las cubiertas nanoestructuradas se evalué directamente sobre fru-
tos y hortalizas cosechados en huertos e invernaderos de la regién de Yautepec,
Morelos. Se estudi6 el aguacate (Persea americana) y tresa (Fragaria X ananassa). Las
variables fueron la incidencia (%) y el indice de severidad de la enfermedad. En
el caso de la calidad postcosecha se evalud la pérdida de peso (%), firmeza (N),
el contenido de solidos solubles totales (SST) expresados en °Brix, materia seca
(%) (Aguacate) y acidez (tartarico o citrico) (%), siguiendo las metodologias de
Baldoni et al. (2016) [7] y de Barnes et al. (2012) [306].

2.2.5. Caracterrzacton de las #angpariinlias de guirosane (algadas on apiiens ) és-
Indbo de la toxiiidad

En este estudio se determiné la morfologia de las nanoparticulas por micros-
copia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés de transmission
electron microscopy) con un microscopio JEM2100 (JEOL USA) con un voltaje
de aceleracion entre 80 y 200 kV. La distribucion del tamafio de particula y el po-
tencial Z por dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés de dynamic
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light scattering) fue medida con un equipo Zetasizer Nano ZS90 device (Malvern
Instruments, UK). La identificacién de grupos funcionales por espectrometria
de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) (CRAIC Technologies, USA).

El efecto sobre el comportamiento y toxicidad de las nanoparticulas de qui-
tosano cargadas con a-pineno (NpQ-P) y un recubrimiento nanoestructurado
de nanoparticulas de quitosano con a-pineno (RNpQ-P) se evalu6 sobre un
modelo murino. Se realizé sobre ratones hembra de cepa ICR proporciona-
das por el Centro de Investigacion Biomédica del Sur-IMSS (CIBIS-IMSS),
México, llevandose a cabo los experimentos bajo la norma mexicana NOM-
062-200-1999. Para la toxicidad subcronica, los ratones se dividieron en 3
grupos de 10. Se les administré una dosis de 2.5 mg/g diatia a un volumen
de 10 pL/g de peso corporal. El comportamiento de los animales se evalué
durante 28 dfas. Se evalu6 el peso del ratén y de los 6rganos extraidos (higado
y riion izquierdo). De igual forma se evalu6 la hepatoxicidad con muestras de
suero mediante la determinacion de la actividad enzimatica y la genotoxicidad
y citotoxicidad con muestras sanguineas, siguiendo la metodologia de Aguilar-

Santamaria et al. [37].
2.2.6. Andlisis estadistico

El arreglo de los tratamientos para todos los experimentos se realiz6 me-
diante un disefio completo al azar. LLos datos se analizaron mediante ANOVA y
la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (P < 0.05), realizando
transformaciones de raiz cuadrada para cumplir los supuestos del ANOVA en

algunos casos.

3. Resultados y discusion

A continuacién, en las Tablas 1-8 y en las Figuras 1 y 2, se presentan los
resultados del estudio 7 vitro e in situ de los productos agricolas evaluados y la
comparacion entre cubiertas a base de quitosano y nanoestructuradas de quito-
sano solo o adicionado con los agentes bioactivos: aceites esenciales y extractos
botanicos, y su efecto en el desarrollo de microrganismos patégenos en la calidad

postcosecha del fruto u hortaliza.
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3.1. Evaluacion del efecto de las nanoparticulas y cubiertas nanoes-
tructuradas adicionadas con aceites esenciales en el desarrollo
de in vitro de bacterias patogenas

En esta seccion, se muestran los resultados del efecto de las nanoparticulas de
quitosano y nanoparticulas de quitosano adicionadas con aceites esenciales de li-
moén o tomillo sobre bacterias fitopatégenas como P. carotovorum (Tabla 1) y de
nanoparticulas y nanocapsulas adicionadas con aceite esencial de limén (Tablas 2y
3) y con aceite esencial de tomillo (Figura 1) en bacterias presentes en los alimentos.

En la Tabla 1 se observa que el mayor halo de inhibicion fue para las nanopar-
ticulas de quitosano (NpQ-AET) con aceite esencial de tomillo en concordancia
con la menor cantidad de UFC encontradas. En 1a literatura se ha reportado la
eficacia de nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de tomillo en la inhi-
bicién de P. carotovorum |27, 38] debido a su mecanismo de accién donde la pared
celular de la bacteria y las estructuras de la membrana se deforman, y rompen
causando la fuga de compuestos intracelulares [39].

Tabla 1. Efecto de nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de quitosano adi-
cionadas con aceites esenciales de limon o tomillo sobre el desarrollo de P. carotovorums.

Tratamientos Halo de inhibicion* (mm) UFC
NpQ (0.05 %) 15.0 £ 0.2 Incontables
NpQ (0.05 %) con AEL (20 %) 13.0 £ 0.1¢ 450
NpQ (0.05 %) con AET (5 %) 24.0 £ 0.17 240
Testigo Medio nutritivo ATP 0% 0.0 Incontables

NpQ = nanoparticulas de quitosano; AEL = aceite esencial de limén; AET = aceite esencial de
tomillo; Los datos representan la media & desviacion estandar. *Las letras diferentes en la misma

columna indican diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05)

En las Tablas 2 y 3, se observa que a medida que aumenta la concentracion,
se incrementa el halo de inhibicién, tanto para las nanoparticulas como para las
nanocapsulas de quitosano solo y adicionadas con aceite esencial de limén para
todas las bacterias evaluadas. Por otra parte, se tiene que las nanoparticulas fue-
ron mas efectivas en su efecto inhibitorio comparadas con las nanocapsulas. Se
ha reportado en la literatura [40, 41] que, en el caso de las nanoparticulas, el aceite
es adsorbido en la superficie de las mismas siendo su liberaciéon mas rapida. En
las nanocapsulas el aceite esta contenido en el interior de estas y debe atravesar la
pared de la misma para ser liberado. De igual forma, se ha demostrado el efecto
antibacteriano tanto del quitosano [42] como del aceite esencial de limon [43].
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Tabla 2. Efecto de la concentracion de nanoparticulas y nanocapsulas de quitosano y de quito-

sano adicionadas con aceite esencial de limén, obtenidas por los métodos de nanoprecipitacién

y nanoencapsulacion, respectivamente, en el desarrollo de bacterias presentes en los alimentos.

Concentracion (ul)
5 2.5 1.25
Bacteria Tratamiento NP NC NP | NC | NP | NC
Halo de inhibicién (cm)*
S. aureus NpQ 1.5 | 0.0 1.3> [ 0.0 | 0.0° | 0.0°
NpQ-AEL 1.5 | 0.2¢ | 1.4 | 0.0°| 0.9* | 0.0°
L. monocytogenes NpQ 1.8 | 0.0° | 1.3 | 0.0°| 0.9 | 0.0°
NpQ- AEL 1.2¢ | 0.28 1.1¢ | 0.0° | 0.9* | 0.0°
S. dysenteriae NpQ 200 | 0.0 1.6* | 0.0° | 1.4* | 0.0°
NpQ- AEL 250 | 04 1.8* | 0.0° | 0.3" | 0.0°
E. coli NpQ 1.0¢ | 0.0° | 0.0 | 0.0°| 0.0° | 0.0°
NpQ- AEL 1.2¢ | 0.0" | 1.0 | 0.0° | 0.0° | 0.0°

NpQ = nanoparticulas de quitosano; NP = nanoprecipitaciéon; NC = nanoencapsulacion; AEL

= aceite esencial de limén. *Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son esta-

disticamente diferentes segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Tabla 3. Efecto de la concentracién de nanoparticulas y nanocapsulas de quitosano y de quitosa-

no adicionadas con aceite esencial de limén, obtenidas por los métodos de nanoprecipitacion y

nanoencapsulacion, respectivamente, en el desarrollo de 4 bacterias presentes en los alimentos.

Concentracién (ul)

40 20 10
Bacteria Tratamiento NP NC NP | NC NP | NC
Halo de inhibicién (cm)*
S. anrens Q 2.9¢ 1.4¢ 2.8 1.2¢ 1.6° | 0.6°
Q-AEL 3.3b 1.28 1.8¢ 0.5" 1.7¢ 0.3"
L. monocytogenes ~ Q 3.3 | 0.8 2.0° 0.5¢ | 1.9° | 0.0
Q-AEL 1.8¢ 1.3¢ 2.0° 0.98 1.6¢ 0.4"
S. dysenteriae Q 3.1° | 0.0° 2.2 0.0 | 2.2* | 0.0
Q-AEL 3.5% 1.5F 2.9? 1.0¢ 2.6 0.6"
E. coli Q 2.8¢ 0.0 2.1 0.0 2.0 0.0
Q-AEL 3.0° 1.0 2.2° 0.6 2.0P 0.4"

Q = quitosano; AEL = aceite esencial de limén; NP = nanoparticulas elaboradas por nanopre-

cipitaciéon; NC = nanocapsulas elaborados por nanoencapsulacion; AEL = aceite esencial de li-

moén. *Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes

segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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La Figura 1 muestra el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de qui-
tosano y de las nanocapsulas de quitosano que contienen aceite esencial de
tomillo sobre el crecimiento de 6 bacterias presentes en los alimentos: §. ax-
reus, L. monocytogenes, B. cereus, S. typhi, S. dysenteriae y E. coli. Las variables que

5
A S. a=S. aureus; L. m = L. monocytogenes 5
4 : B S. a=S. aureus; L. m = L. monocytogenes
E EPQ':EE_}" B. c=B. cereus; S.1=S. typhi I NpQ-AET B, c=B. cereus; S. t=S. typhi
4F Q- S. d=5. dysenteriae; E. ¢ =E. coli 4 | ETINQ-AET 5, =S5, dysenteriae; E. c=E. coli
3L -
g §
=
5
C S. a=S. aureus; L. m = L. monocytogenes 5 8. a=S aureus; L. m = L. monocytogenes|
NpQ-AET B =B cereus; S.t=S. typhi NpQAET B =B cereus; . t=S. typhi
4 [ETINcQAET g g=g dysenteriae; E. ¢=E. coli 4 NeQ-AET g g=5 dysenteriae; E. ¢ =E. coli
a b
_ 3
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2 E 2
1

S a=S. aureus; L. m = L. monocytogenes
B. c=B. cereus; S. t=S. typhi
8. d=S. dysenteriae; E. ¢ =E. coli

5HE [ NpQ-AET

[0 NeQ-AET
a
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Figura 1. Efecto de las nanoparticulas de quitosano (NpQ) y nanocapsulas de quitosano (NcQ)
adicionadas con aceite esencial de tomillo (AET) sobre el crecimiento (halo de inhibicién) de
bacterias de los alimentos en diferentes concentraciones A) 2.5 pL, B) 5 ul., C) 10 uL, D) 20

pL and E) 40 uLL de volumen minimo inhibitorio. Los datos representan la media  desviacion

estandar. Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente dife-
rentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05).
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se presentan son la mediciéon del halo de inhibicién (HI) con relacion a los
diferentes volumenes considerados como volumen minimo inhibitorio (2.5, 5,
10, 20 y 40 uL). Se observa que el efecto inhibitorio fue mayor para las nano-
particulas que para las nanocapsulas con aceite esencial de tomillo. De igual
forma que este fue mayor para el volumen de 40 uL, siendo el halo de inhibi-
cién de 4.3 cm para S. aurens en el caso de las nanoparticulas y de 1.9 cm para
B. cerens para las nanocapsulas. Ademas de lo explicado anteriormente sobre
la diferencia de liberacién del aceite entre nanoparticulas y nanocapsulas, se
ha reportado en la literatura que particulas de tamafio mas pequefo, pueden
destruir con mayor facilidad la membrana celular de las bacterias teniendo en
consecuencia una mayor actividad bactericida [44, 45]. En este trabajo se ob-
servo un tamano de nanoparticulas (6.4 = 0.5 nm) menor que de nanocapsulas
(9.1 = 1.6 nm) [38].

3.2. Evaluacion del efecto de Ias nanoparticulas de quitosano y de
nanoparticulas adicionadas con extractos vegetales de arindano
y nanche o aceite esencial de tomillo en el desarrollo de in vitro
de hongos fitopatégenos

En la Tabla 4 se observan los resultados del efecto 7z vitro de los diferen-
tes tratamientos con nanoparticulas de quitosano (NpQ) y con nanoparticulas
de quitosano adicionadas con extracto etandlico de arandano (NpQ-EEA) para
concentraciones de 0.05 % (NpQ) y del 5 % para el extracto etandlico (EEA),
de igual forma para quitosano solo al 2 %, observando diferencias significativas
entre los tratamientos (P < 0.05). Se obtuvo que el mayor porcentaje de inhi-
biciéon micelial fue sobre el hongo A. alternata fue para el aislado de higo a un
volumen de 500 pl tanto para las NpQ como para las NpQ-EEA. En cuanto a
la inhibicién de la germinacién y la esporulacion para el aislado de romero, hubo
100 % de inhibicién y 0 esporas ml' para las NpQ a al mayor volumen (500 pl).
Por lo tanto, el tratamiento con NpQ a un volumen de 500 ul resulté ser el mas
efectivo en la inhibicién tanto del aislado de higo como del de romero. El efecto
de inhibicién de las NpQ sobre hongos ha sido ampliamente reportado en la
literatura [46]. Por otra parte, el efecto antifungico de NpQ-EEA no esta repor-
tado por otros autores. Sin embardo, se ha estudiado que extractos botanicos
han resultado menos efectivos que el quitosano en la inhibiciéon del crecimiento
micelial de hongos y en ocasiones han mostrado un efecto contrario, estimulando
la esporulacion [47].
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Tabla 4. Efecto de quitosano, nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de quitosano adicio-
nadas con extracto etandlico de arandano, en el desarrollo 7 vitro de A. alternata aislado de higo

y romero, por un periodo de incubacién de 7-8 dfas a una temperatura de incubacién de 28 °C.

Tratamientos | Volumen | _A. alternata A. alternata (romero)
(uD) | (higo)
Inhibicion | Inhibicion | Inhibicion de .,
L . . .| Esporulacién
micelial micelial | la germinacién (esporas ml )
(%) (%) (%) P
PDA 0.0 0.0? 26.0° 1.63 x 10%
Q 6.0? 1.2 37.5% 9.3x 10™
NpQ 250 50.2° 47.7° 41.1° 1.7 x 107
NpQ 500 83.1¢ 83.0¢ 100¢ 0d
NpQ-EEA 250 50.3° 43.8° 45,2 1.57x 107
NpQ-EEA 500 83.3¢ 76.5¢ 75.1° 1.33 x 10°

PDA = agar papa dextrosa, Q = quitosano; NpQ) = nanoparticulas de quitosano; NpQ-EEA =
nanoparticulas de quitosano con extracto etandlico de arandano. *Medias en la misma columna

seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes segtn la prueba de Tukey (P < 0.05).

LLa Tabla 5 muestra el efecto 7z vitro de los diferentes tratamientos con NpQ y
con nanoparticulas de quitosano adicionadas con extracto metanélico de nanche
(NpQ-EMN) para concentraciones de 0.05 % (NpQ) y del 5 % para el extracto
etanolico de nanche (EEA) y quitosano solo al 2.5 % para volumenes de 250,
500 y 750 pl y comparando con Sportak, un fungicida comercial a un volumen
de 0.01 ml. Existen diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05). La
mayor inhibicién micelial se observé para las NpQ-EMN para los volumenes de
500 y 750 ply para el fungicida comercial Sportak tanto para el aislado de papaya
como para el de guanabana, mostrando un 100 % de inhibicién de la germina-
cion de C. gloeosporioides. Igualmente, a medida que aumenta la concentracion, se
incrementa el efecto sobre el hongo pasando de fungistatico a fungicida. Este
comportamiento es contrario al del extracto de arandano sobre A. alternata, 1o
cual puede deberse a la composiciéon o a una menor volatilizacion de este o a su
mecanismo de acciéon sobre el hongo como se menciond anteriormente, exis-
tiendo en este caso, un efecto sinérgico entre el extracto metanolico de nanche y
las nanoparticulas de quitosano. El efecto de NpQ sobre C. gloeosporioides ha sido
reportado por otros autores [48, 49].
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Tabla 5. Efecto de quitosano, nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de quitosano
adicionadas con extracto metanoélico de nanche, en el desarroolo in vitro de C. gloeosporioides
aislado de papaya y guanabana, por un periodo de incubacién de 7-8 dias a una temperatura

de incubacion de 28 °C.

Tratamientos | Volumen Papaya Guandbana
(ul)
Inhibicién | Inhibicién de | Inhibicion | Inhibicion de la
micelial | la germinacién | micelial germinacion
(%) (%) (%) %)

PDA 0.0 0.0 0.0 0.0
Q 9.4> 0.0 9.0 2.0°
NpQ 250 19.4° 0.0 33.0° 7.0P
NpQ 500 53.4¢ 0.0 49.0¢ 8.0
NpQ 750 57.0¢ 11.0° 59.44 7.0°
NpQ-EMN 250 44.0¢ 47.0¢ 52.8¢ 10.0°
NpQ-EMN 500 71.2¢ 1004 82.0° 100¢
NpQ-EMN 750 79.6F 1004 82.0¢ 100¢
Sportak 80.0° 1004 82.0¢ 100¢

PDA = agar papa dextrosa, Q = quitosano; NpQ = nanoparticulas de quitosano; NpQ-EMN =
nanoparticulas de quitosano con extracto metanolico de nanche. *Medias en la misma columna

seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes segtin la prueba de Tukey (P < 0.05).

En la Tabla 6, se observan los resultados de las cubiertas nanoestructuradas
con quitosano y quitosano adicionado con aceite esencial de tomillo en la inhibi-
ci6n micelial y en la germinacién de hongos fitopatégenos aislados de diferentes
frutos para una concentracion de aceite esencial de tomillo del 5 %, aceite de ca-
nola 0.1 % y glicerol 0.3 %. se observan diferencias significativas entre tratamien-
tos. Se observa como a medida que aumenta la concentracion de las NpQ-AET
de 50, 53 a 55 % en la formulacién, hubo una mayor inhibiciéon del crecimiento
micelial llegando hasta un 100 % para un 55 % de NpQ-AET para todos los
hongos estudiados si presentar germinacion. Estos resultados concuerdan con
los reportados por Zahid y colaboradores [50] y Correa-Pacheco et al. [30] para
C. gloeosporivides aplicando nanoemulsiones de quitosano y cubiertas nanoestruc-

turadas de NpQ-AET, en aislados de pitahaya y aguacate, respectivamente.
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Tabla 6. Efecto de las cubiertas nanoestructuradas de quitosano con aceite esencial de
tomillo (AET) en la inhibicién micelial y germinacién de hongos fitopatégenos al final del

periodo de incubacién.

(%) Inhibicién micelial / (%) germinacién

Tratamientos 5 ¢ . ¢ - C. fragariae R. R. stolonifer

alternata | gloeosporioides | gloeosporioides (o) stolonifer (i)

(higo) (papaya) (guanabana) y (papaya)

PDA 0°/85¢ 0°/92% 0*/97¢ 0*/100° 0*/95¢ 0°/94°
Q98.6 %+ |0/46° 0*/90° 0¢/95P 02/97" 0¢/100¢ | 0°/95"
NpQ-AET
1.0 %
Q89.6 %+ |0v/57 0*/89 0°/94° 0¢/96° 0°/99¢ 0:/96>
NpQ-AET
10 %
Q49.6 %+ |19.2°/90¢ [17.7°/89° 30.0°/98¢ 85.0°/95>  |72.5°/84" | 62.0°/92°
NpQ-AET
50 %
Q46.6 %+ |70.2¢/0" |65.0°/91* 92.0°/100¢ 100¢/0° 100°/0*  162.4°/0°
NpQ-AET
53 %
Q44.6 %+ |1004/0* |100¢/99¢ 100¢/0° 100¢/0° 100¢/0*  |100¢/0*
NpQ-AET
55 %

PDA = agar papa dextrosa; Q = quitosano; NpQ = nanoparticulas de quitosano; AET = aceite
esencial de tomillo. *Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadistica-

mente diferentes segin la prueba de Tukey (P < 0.05). Valores de P después de ser transformados.

3.3. Evaluacion del efecto de la aplicacion de cubiertas nanoestruc-
turadas en el control de hongos fitopatégenos y en la calidad
postcosecha de aguacate y fresa

En la Tabla 7, se muestran los resultados de la evaluacion 7z siz# de las cubiertas
sobre el aguacate cv Hass. Se observa que la incidencia de la enfermedad fue mayor
para el fruto sin cubierta (84.6 %) comparado con el fruto con cubierta (54.0 %)
al igual que el indice de severidad con 2.6 y 1.7, respectivamente, observandose
diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) entre ambos valores. Notoriamente,
la firmeza se mantuvo en mayor grado para el fruto con cubierta. Por otra parte, la
calidad de la fruta no se vio afectada por la cubierta ya que no se observaron dife-
rencias estadisticas significativas para la pérdida de peso, SST, contenido de materia
seca (CMS) y acidez. Se ha demostrado en la literatura la efectividad del AET en
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conjunto con el quitosano para reducir la antracnosis causada por C. gloeosporioides
en aguacate, cuyo modo de accién se asocia a la alteracion de la membrana del hon-
go y al contenido de fenoles del aceite que los sitios de activaciones de las enzimas
fungicas y el metabolismo celular del mismo [51, 52].

Tabla 7. Efecto de las cubiertas nanoestructuradas de quitosano y aceite esencial de tomillo en
el desarrollo de C. gloeosporioides y en la calidad postcosecha del aguacate cv “Hass” por un petio-
do de 8 dias de almacenamiento.

Crntamientos | CdERC [ ¢ L ieri“}; SST* | Firmeza* | CMS* | Acidez*
| v (103 /;’ CBrin) | ) | @) | )
0
Sin cubjerta | 84.6° 2.6° 11515 | 088 | 186 | 226' | 0.05
Con cubierta | 54.0° L7 1176 | 078 | 3020 | 229* | 0.06°

Escala del indice de severidad: 1 = 0 %, 2 = 1-25 %, 3 = 26-50 %, 4 = 51-75 % y 5 = 76-100 %
de la superficie de la fruta con sintomas de antracnosis. *Medias en la misma columna seguidas
por letras diferentes son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

La Figura 2, muestra los resultados de la aplicacién de cubiertas nanoestructu-
radas sobre la respuesta en las variables de firmeza, acidez y SST en fresas inocu-
ladas con el hongo C. fragariae durante un periodo de 9 dias de almacenamiento
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Figura 2. Efecto de las nanoparticulas de quitosano
(NpQ), nanoparticulas de quitosano con extracto
g etandlico de arandano (NpQ-EEA) y quitosano
°;« (Q) en fresas inoculadas con C. fragariae durante 9
2 4 dias de almacenamiento a 4 °C para las variables:
—&— Control .
R p Nggm A) firmeza, B) acidez y C) SST. Los datos
I —A—NpQ-EEA representan la media + desviacién estindar. Medias
0L . e en la misma columna seguidas por letras diferentes
0 3 6 9

son estadisticamente diferentes de acuerdo con la
Dias de almacenamiento prueba de Tukey (P < 0.05).
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a una temperatura de 4 °C. Los tratamientos corresponden a 75 pL./mL de las
NpQ y de NpQ-EAA, y 1.5 % de Q, ademas de un grupo control para frutos
sin cubiertas. Se obtuvo que no hubo diferencias significativas entre tratamien-
tos ni dias para las variables evaluadas. Esto pudo deberse al grado uniforme de
madurez de los frutos. Vargas y colaboradores [53] reportaron este mismo com-
portamiento para fresas almacenadas a 4 °C con cubiertas de quitosano y acido
oleico para la acidez y SST. De igual forma, los SST mostraron este mismo com-
portamiento para fresas recubiertas con diferentes concentraciones de propoéleo
y NpQ a la misma temperatura de refrigeracion [54, 55].

3.4. Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano y pineno y su
toxicidad en un modelo murino

El ensayo de toxicidad en un modelo murino solo se realizé para las nano-
particulas de quitosano cargadas con el pineno y el recubrimiento elaborado con
estas nanoparticulas.

La Figura 3A muestra NpQ-P de forma esférica con un tamano de 5 £ .07nm.
Asimismo, presenta una distribucién binomial en la cual 81.5 % de su poblacion
tiene un tamafio de 3.9 + .5 nm y un potencial Z de 13.4 a 14.9 mV (Figura 3B).
Este tamafio de particulas ya fue reportado en trabajos similares del grupo de
investigacioén para nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de limoén [19].
En el analisis de FTIR de la Figura 3C, se encontraron los grupos hidroxilos y
amino caracteristicos de Q, NpQ y NpQ-P correspondientes a las longitudes de
onda de 3400-3800 cm™ y 1400 y 1560cm™, respectivamente [56]. En el espectro
del P (pineno) y NpQ-P se observo la superposicion de las senales de estiramien-
to de los grupos aromiticos del pineno entre 3200-3000 cm™ y del grupo metilo
entre 2880-2860 cm™ con el grupo amino, evidenciandose la presencia de los
grupos aromaticos del pineno y la matriz del quitosano, como consecuencia del
encapsulamiento o formacion de enlaces entre ellos.

La toxicidad subcronica en el modelo murino fue evaluada después de 28 dias
de la administracién por via oral de la dosis de 2.5 g/kg de peso corporal de las
NpQ-P y RNpQ-P No hubo muerte en los ratones ni se presentaron conductas
anormales como se observa en la Tabla 8. Autores como Aguilar-Santamarfa [37]
administraron extracto etanolico, metanodlico y acuoso de arnica roja (Galphimia
lanca), reportando cambios en la disminucién en los reflejos y el aumento en la
deshidratacion, letargo y piloereccion en comparacion con los ratones testigo. Por
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Figura 3. Caracterizacion del quitosano (Q), nanoparticulas de quitosano con a-pineno (NpQ-P)
y a-pineno (P): A) Micrografia de NpQ-P por TEM, B) Distribucién de tamafio de particulas
NpQ-P por DLS y C) Espectro FTIR de Q (negro), NQ (verde), NpQ-P (azul) y P (rojo).

lo tanto, al no presentarse cambios en la conducta del ratén, es indicativo de dafios
a nivel de sistema nervioso central, lo cual no se observé en el presente ensayo.

Tabla 8. Variables conductuales para el ensayo de toxicidad subcrénica observados durante 28

dias en ratones hembra ICR.

Agua destilada | NpQ-P | RNpQ-P

Agarre de fuerza N N N
Reflejos N N N
Equilibrio N N N
Alarma N N N
Defecacién/urinacién N N N
Piloereccion NP NP NP
Deshidratacion NP NP NP
Ataxia NP NP NP
Letargo NP NP NP

N: Normal; NP: No presentd; NpQ-P = nanoparticulas de quitosano cargadas con a-pineno;

(RNpQ-P) =recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano con a-pineno.

Por otra parte, se evalué el peso corporal y la diferencia de peso higado/rifion

de cada animal semanalmente hasta el dfa 28. En cuanto al peso, se observé un
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incremento entre los grupos dentro de los parametros normales sin diferencias
significativas (P < 0.94) y la proporcién en porcentaje del peso del higado y del 1i-
fion no mostroé diferencias estadisticas significativas entre los grupos (P < 0.051)
como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Efecto de las NPQ-P y del RNpQ-P en el peso del raton, higado y rifion.

Relacién 6rgano/

Peso del ratén (g) peso corporal (%)

Tratamientos | Semana 1 | Semana 2 | Semana 3 | Semana 4 | Higado | Rifén
Agua 26.312.8" | 26.3+2.4" | 27.142.5* | 27.142.3* | 5.520.4* | 0.6+0.05°
destilada

NpQ-P 26.0£0.7* | 26.4%X1.4* | 27.5+1.8* | 28.1+1.6* | 5.8£0.8* | 0.7+0.04*
RNpQ-P 26.0£0.8* | 26.0£1.6* | 26.0+1.2* | 25.4+2.5* | 6.0£0.3* | 0.7+0.07*

*Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes se-
gun la prueba de Tukey (P < 0.05). Peso de higado de ratén (F = 1.1514, gl = 2, P < 0.252) y de
rifién (F = 3.654, gl = 2, P < 0.051). NPQ-P = NpQ-P = nanoparticulas de quitosano cargadas
con a-pineno; (RNpQ-P) = recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano con
a-pineno.

La medicién de la hepatoxicidad mediante los perfiles de actividad enzimati-
ca de fosfatasa alcalina (FAL), alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato ami-
notransferasa (AST) no mostraron diferencias significativas de los tratamientos
comparados con el testigo, sin causar un aumento en la actividad enzimatica,
demostrando que no son téxicos ya que no afectaron al animal a nivel hepatico.
Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Actividad enzimatica de FAL, ALT y AST en suero de ratén expuestos por 28 dias a
las NpQ-P y al RNpQ-P.

UI/L Agua destilada NpQ-P RNpQ-P
ALT 6.512.8 10.3£1.6° 7.212.4
AST 13.4£5.0° 17.3£3.8" 22.1+5.8
FAL 47.4+12.3 41.4+11.2° 37.4+10.8

*Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes se-
gun la prueba de Tukey (P < 0.05). FAL = fosfatasa alcalina; ALT = alanina aminotransferasa;
AST = aspartato aminotransferasa; NpQ-P = nanoparticulas de quitosano cargadas con a-pine-
no; (RNpQ-P) = recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano con a-pineno.

En la Tabla 11, se observan los resultados de las pruebas de genotoxicidad y
citotoxicidad, mostraron que hubo un incremento positivo y no dafiino para el
modelo murino estudiado ya que los valores de EPC/1000ET (EPC = eritrocitos
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policromaticos, ET = eritrocitos totales) presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos para NpQ-P comparados con el control (p = 0.001). De
igual forma, los valores de EMN/10000ET (EMN = eritrocitos micronucleados)
presentaron diferencias estadisticas entre el control y el tratamiento con NpQ-P
(p = 0.006), con una disminucién de los EMN indicando que no hubo lesiones
cromosomicas inducidas. Entre el control y el recubrimiento nanoestructurado
(RNpQ-P) no se observaron diferencias estadisticas tanto para EPC como para
EMN. En cuanto a los valores de EPCMN/1000EPC (EPCMN = eritrocitos po-
licromaticos micronucleados) no se observan diferencias significativas entre los
tratamientos. Debido a que no hubo un aumento de la cantidad de microntcleos
lo cual se relaciona con dafios a nivel genéticos y al no presentarse diferencias
significativas en los valores de EPCMN, se concluye que no hubo genotoxicidad
a diferencia de otros trabajos [37] donde si se ha reportado genotoxicidad en
modelos murinos usando extractos de berenjena espinosa (Solanum chrysotrichunm)
a una concentracion de 1g/kg! de peso. Esto se explicé por una disminucion
en EPC y EMN en comparacién en los testigos tanto positivo como negativo,
ciclo-fostamida y placebo, respectivamente.

Tabla 11. Evaluacion de la genotoxicidad y citotoxicidad de NpQ-P y RNpQ-P.

Tratamientos EPC/1000ET EMN/10000ET EPCMN/1000EPC
Agua destilada 21.0+3.4% 3.7+0.8 1.7£1.0°
NpQ-P 26.312.4° 2.0+0.6° 1.7+1.0¢
RNpQ-P 18.7+2.1° 4.711.9° 1.3+0.5°

*Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes se-
gun la prueba de Tukey (P < 0.05). NpQ-P = nanoparticulas de quitosano cargadas con a-pine-
no; (RNpQ-P) = recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano con a-pineno;
EPC = eritrocitos policromaticos, ET = eritrocitos totales; EMN = eritrocitos micronucleados;
EPCMN = etitrocitos policrométicos micronucleados. Conteo de EPC/1000 ET (F = 12.56, ¢l =
2, P <0.001), EMN/10000 ET (F = 7.206, gl = 2, P < 0.006) y EPCMN/1000 EPC (F = 0.278,
gl =2, P<0.761).

4. Conclusiones

Los resultados demostraron que el aceite esencial de tomillo incorporado en
las NpQ fue efectivo en la inhibicién 7z vitro e in vivo para los diferentes microor-
ganismos estudiados. En cuanto a los extractos botanicos, el efecto inhibitorio
fue diferente dependiendo del extracto, en algunos casos fue mayor para NpQ
con el extracto encapsulado (EMN) y en otros fue menor (EEA) comparado
con cubiertas con NpQ solas. De igual forma, las nanoparticulas fueron mas
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efectivas que las nanocapsulas de quitosano tanto con AEL como con el AET en
el control de microorganismos a las mayores concentraciones de agente bioactivo
usado. En general, la aplicacién de las cubiertas nanoestructuradas inhibieron
notablemente el desarrollo de los microrganismos patégenos en relacion a los
frutos no tratados, presentando la adicién de agentes bioactivos como aceites
esenciales o extractos botanicos un efecto sinérgico y en la mayoria de los casos
sin afectar la vida de anaquel de los frutos tratados durante el almacenamiento.
En el desarrollo de cubiertas nanoestructuradas es importante considerar fac-
tores como concentracion de los componentes en las formulaciones, el tipo de
in6culo y el hospedero. Por otra parte, debido a la ausencia de regulaciones sobre
los nanomateriales, existen muchas inquietudes respecto al impacto sobre las per-
sonas y el medio ambiente en el largo plazo. De tal manera que se requieren mas
estudios en la aplicacién de la nanotecnologia en el procesamiento y empaque,
nanotoxicidad, regulacion, analisis de riesgos y beneficios.
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Resumen

Un transistor de efecto de campo selectivo a iones de compuerta extendida (acrénimo
en inglés, EG-ISFET) puede utilizarse como un detector potenciométrico de
iones hidrégeno (H") si dichos iones se encuentran lo suficientemente cerca de
la superficie sensora. Se ha reportado que al usar electrélitos simétricos (1:1) de
fuerza i6nica (W) mayor que 0.010 M tanto co-iones como contra-iones compi-
ten simultaneamente en el proceso de adsorcion superficial del H', afectando la
carga superficial neta. Partiendo de datos experimentales de densidad de carga
superficial (7)), conceptos de doble capa eléctrica debida a Helmholtz, Gouy-
Chapman-Stern, el modelo de solvatacion de los iones de Bockris-Devanathan-
Muller, propiedades eléctricas de la capa de Stern (4, ) y la teorfa extendida de
la disociacion de sitios de enlace, se establecié una metodologia general para
caracterizar la interfaz Azslante/ Electrolito. Con ella, se facilita el estudio del efecto
del pardmetro en la relacion (¢/pH) de un EG-ISFET, en términos de la capaci-
dad reguladora intrinseca (6, ) y capacitancia equivalente (ng) como parametros
clave. La polarizacién de un sensor de pH de estado solido, a base de alumina
nanoestructurada, presenté una excelente sensibilidad y linealidad (0.0507 V/pH,
R? = 0.9960), haciendo de este nanomatetial un buen prospecto para aplicaciones
microanaliticas.

Palabras Clave: Alumina, capacidad reguladora intrinseca, capacitancia equi-
valente, densidad de carga superficial, fuerza i6nica, EG-ISFET, pH, polariza-
cién, punto de carga cero, relacion (§ /pH), sensor de pH de estado sélido.
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1. Introduccion

Desde que el concepto de transistor de efecto de campo selectivo a iones (acronimo

en inglés,

ISFET) fue propuesto por primera vez por Bergveld en la década de 1970, su
sensibilidad al pH fue remarcable [1]. El principio de operacion de un ISFET fue
descrito por Bergveld y Sibbald [2] al presentar una expresion para la corriente

del drenador, I, en la region no saturada:

IL=uC. (%) {[Vesr (Bt 2- q;ﬁ L7 f T ”QB)] Vo 12V5 )

0x

valida para I <(I/_ - 7, ); donde # es la movilidad electronica promedio en el
canal de inversion; Wy L son el ancho y la longitud del canal, respectivamente;
E, es la contribucion del electrodo de referencia; 17,y 7, son la tension apli-
cada entre las terminales de drenador (Drain) a fuente (Source) y la tension aplicada
entre las terminales de compuerta (Gate) a fuente (Source), respectivamente; O es
la funcién trabajo del semiconductor tipo # (en este caso, Si); ¢ es la carga ele-
mental del electron; C es la capacitancia de la capa de 6xido de la compuerta;
0O ., 0.y O, son las cargas localizadas en la capa de 6xido, las cargas localizadas
en la zona de inversion (estados superficiales e interfaciales) y la carga en la zona
de agotamiento, respectivamente; y” es el potencial originado por las moléculas
polares del solvente en la superficie del dieléctrico; ¢, es la diferencia de potencial
entre los niveles de energfa de Fermi del Si, dopado e intrinseco.

Todos los parametros son constantes, excepto el potencial electrostatico que

se desarrolla en la superficie de la capa de 6xido de la compuerta, ¢},

1" Como el término y” se asume ser independiente del pH, por lo tanto, los

y el término

cambios que ocurren en la corriente del drenador ) son atribuidos a cambios en
el parametro ¢, solamente.

Los procesos que tienen lugar en la interfaz Aislante/ Electrolito y su relacion
con la respuesta del dispositivo al variar el pH del medio electrolitico son todavia
objeto de estudio.

Siu y Cobbold [3] observaron tiempos de respuesta cortos y una sensibili-
dad por debajo del limite de Nernst (0.05919 V/pH a 25 °C) en el sistema Si/
SiO,/Electrdlito, concluyendo que equilibrios de adsorcién superficial entre el
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aislante de la compuerta y el electrélito gobiernan el mecanismo de respuesta de
un ISFET.

Yates et al. [4] introdujeron el modelo de los sitios de enlace usado en qui-
mica coloidal para describir las propiedades de la interfaz 6xido-electrolito en
fase acuosa. Este modelo fue posteriormente adoptado para describir la interfaz
Semiconductor/ Aislante/ Electrélito (acténimo en inglés, EIS).

Hoy en dia, el modelo presentado por Bousse [5] sigue siendo aceptado como
un referente al describir la respuesta de un ISFET a base de y-alimina a varia-
ciones en el pH del medio electrolitico, sin embargo, el modelo no es valido en
la totalidad del intervalo de pH (e.g., 0 a 14) y el efecto de la fuerza i6nica, z fue
despreciado.

Van Hal et al. [6] derivaron una nueva expresion general en términos de la
capacidad reguladora intrinseca (§,,) y la capacitancia equivalente (C ) como
pardametros clave. Estudiando a los 6xidos SiO,, ALO, y Ta O, en fase acuosa,
demostraron que (¢),/pH) « B,y que la sensibilidad al pH de un ISFET podtia
ser optimizada al usar un 6xido con una alta densidad superficial de sitios activos
(N) yun ApK = (pK, - pK ) pequefio. Aunque el parametro §, minimiza el efecto
de la concentracion de electrolito, consideraron una capacitancia de Stern (C, )
constante de 0.2 F/m? en todos sus calculos.

La capa de Stern (d;, ) actia como un capacitor de placas paralelas entre el
plano interno de Helmboltz (acroénimo en inglés, IHP) y el plano externo de Helmholtz,
(acrénimo en inglés, OHP) y contribuye significativamente al modelo de Gouy-
Chapman [7] al incrementar el valor numérico de ¢, y limitar la maxima concen-
tracion de contra-iones en la interfaz Azslante/ Electrélito.

Recientemente, Brown et al. [8] reportaron que en la interfaz SiO_ -NaCl en
fase acuosa, la capa de Stern sufre una compresion (se hace mas delgada) al incre-
mentarse la fuerza i6nica del medio electrolitico, concluyendo que la capacitancia
de Stern no es constante.

Estos mismos autores [9] propusieron la teoria del campo-medio, la cual se
expresa en términos de los potenciales electrostatico y de hidratacion. Este mo-
delo de doble capa eléctrica incorpora el término de la especificidad iénica, las
propiedades de hidratacion de la superficie cargada y las propiedades eléctricas
de la capa de Stern, la cual se analiza en términos del tamafio efectivo de los con-
tra-iones considerando su capa de hidratacién [10].
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Una reciente adicién a esta teorfa considera al tamafio finito del contra-i6n
como parametro que afecta la sensibilidad al pH de un ISFET [11]. La ecuacion

de sensibilidad puede ser modificada al introducir las siguientes correcciones:

W~ 5303 (éBT)U(l +oa- 5) 2

OpH, q
2a’c, sinh(%)
5= - 3)
1+4d, [Sinh (q_%)]2

2k,T

donde pH, se refiere al pH en el seno de la disolucion electrolitica, ¢, es la con-
centracion de electrolito y « es el radio i6nico hidratado (e.g., Na*, 450 pm; CI,

300 pm) [12].

Actualmente, con las técnicas de fabricacion de transistores de pelicula delgada
(acrénimo en inglés, TFT) se logra sustituir o afiadir a la capa de 6xido base otros
materiales nanoestructurados aislantes con propiedades fisicas y quimicas supe-
riores, e.g., ZnO [13], InGaZnO [14, 15].

Sistemas similares podrian contener adicionalmente ligandos biolégicos ac-
tivos, cuya afinidad por un analito en particular podria cuantificarse mediante

experimentos estimulo-respuesta [16].

El ISFET basado en el chip de Si combina las propiedades quimicamente
sensibles de las membranas de vidrio y otros materiales nanoestructurados avan-
zados con las caracteristicas de conversion de impedancias del fransistor de efecto
de campo metal-dxido-semiconductor (acténimo en inglés, MOSFET), lo cual ha tras-
cendido en la definicién del concepto moderno de integracion analitica, mejor

conocido como /lab-on-a-chip.

La caracterizacion de circuitos integrados fabricados con tecnologfa mi-
croelectrénica persigue como objetivo final el asegurar la calidad y funcionalidad
de los chips. Sin embargo, a pesar de los avances de las ultimas décadas atn queda
mucho por investigar sobre aspectos teéricos y tecnolégicos que mejorarian el
funcionamiento de este tipo de transduccion y que se extenderfan a otras areas
de aplicaciéon como son la biomédica, ambiental, de seguridad alimentaria, militar

y de biotecnologia.



176 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 3

En virtud de lo anterior, en este trabajo se estudia el efecto del parametro p en
la relacion (¥, / pH) de un EG-ISFET comercial, en términos de la capacidad re-
guladora intrinseca (§, ) y capacitancia equivalente (Ceg) como parametros clave.
Con ello, se lograria identificar, seleccionar y evaluar nuevos materiales nanoes-
tructurados sensibles a iones H', en presencia de disoluciones electroliticas de
naturaleza y composicion controlables; asimismo, la simulacién de la operacion
de un sensor de pH de estado sélido nos ayudaria a entender su principio de fun-
cionamiento y a definir la configuracion electronica mas apropiada para el desa-
rrollo y puesta a prueba de prototipos experimentales con propositos sensoriales,
factibles de ser integrados en procesos de fabricacion de tecnologia del estado
solido como son los transistores a base de peliculas delgadas (acrénimo en inglés, TFT).

2. Metodologia

2.1. 67.67. La interfaz Aislante/Electrdlito

En esta seccion se deduce la expresion general que caracteriza la sensibilidad
al pH de un ISFET, la cual se define como la razén de cambio del potencial elec-
trostatico superficial, ¢, , con respecto al cambio del pH en el seno de la disolu-
cion electrolitica (subindice ), i.e., 61,/ 6pH.,.

dstern ¢ P
| ]

AI—(?H;* i @ <« contra-idn o | 7

<« contra-idn Ynat [T

Al — (}‘)Hz+ @ |
| |
Al— O~ l < codidn |
‘ | ! OpL
Al— qJH P i |
Al — ?Hg* i @ < contra-idn N B 1:———— |
i
L

Al — OH 1 capa de Gouy y Chapman
1 ~ i 3 ( ,,,,,, T L

Al — (? | ca-idn P
| .- .

7 o == => capa difusa

! ! | Ap
HP  OHP 1/Ceq= 11/ Corern ! 1/Cp, |

Figura 1. Modelo de doble capa eléctrica debida a Gouy-Chapman y Stern mostrando la distri-
bucién de iones solvatados y moléculas de agua, la capa de Stern (4, ) y la capa de carga difusa,
una densidad de carga superficial g, (positiva/negativa) y el perfil caracteristico de potencial
como una funcion de la distancia 4 ) (longitud de Debye) a partir de la superficie del 6xido. El
potencial —{ se sitia a una profundidad o distancia caracteristica (1/¢) a partir de donde co-
mienza la capa de carga difusa (i.e., OHP).
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La teoria de la disociacidn de sitios de enlace (acténimo en inglés, BSD) describe el
mecanismo por el cual se carga un 6xido, e.g., ALO,, como el equilibtio quimico
existente entre los sitios activos superficiales A/~OH y los iones H" presentes en
el seno de la disolucion electrolitica (subindice ). 1as reacciones superficiales son
las siguientes:

Al-OH = Al-O + H; (PH,>pH, ) (4)
Al-OH'= Al-OH + H (pH, <pH, ) (4b)
Las constantes de equilibrio acido-base (adimensionales) son, respectivamente

K= Vo) @) VK = Vas-om) (@) o)

VAl-OH VAI-OH
donde v, es el nimero de sitios activos por unidad de area y ;. es la actividad de
S
los iones H" en la superficie (subindice ) del aislante, relacionada con la actividad

de los iones H" en el seno de la disolucion electrolitica (subindice ), ay;-, por medio
B
de la ecuacion de Nernst

‘ZHY = dH; ’ eXp(—q¢() /'éBT) (6)

donde ¢ es 1a carga elemental del electrén, £, es la constante de Boltzmann y T es
la temperatura absoluta.

De acuerdo con la teotia extendida de la disociacion de sitios de enlace (acrénimo en
inglés, EBSD) al incluirse una sal, e.g., NaCl, como electrélito simétrico (1:1), en
la disolucion electrolitica, la disociacion anfotérica expresada en la teorfa BSD
tiene que considerar adicionalmente las siguientes ecuaciones superficiales:

Al-O~-Na" = Al- O+ Na: (pH,>pH, ) (72)
Al-OH; - CI~ = Al-OH+ Cl; (pH,<pH, ) (7b)

Cuyas constantes de equilibrio iénico (adimensionales) son, respectivamente:

[A4/- O~ 1 [Na'], [A/- OH ] [CI],

= K, = 8
N -o-nNa YT o -ary @

Debido a que en el proceso de adsorciéon superficial tanto co-iones como

contra-iones dependen de la existencia de los sitios activos .4/- O~y A/- OH], la
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formacion de los complejos supetficiales: A/- O~- Na'"y A/- OH - C/-, reajusta
el equilibrio acido-base original y, en consecuencia, afecta la carga superficial neta.

La densidad de carga superficial, g, se define por la siguiente ecuacion
canonica:

%= 4 Vo ~Va.o) = gN, @ -07) (9

donde N es el numero de sitios activos totales por unidad de 4rea; @" y O son
las fracciones de N portando una carga, zc., . A/- OH, y A/- O~, respectivamen-
te. Las fracciones ®" y ®~ son calculadas a partir de las constantes de equilibrio

acido-base:
K/flpr
ef= [A/—OH;]ZNJ (10a)
(Ka+ gH + Klf’H*)
K
O =[A/-07] =N, z (10b)

ta +
(K aH KbﬂH*)
y sustituidas en la ecuacion canénica de g, para finalmente obtener una expre-

sion analitica de la forma g, = f (K , K, an ):

H* - KK,

(KK Ka 2)2

%~ qNY - 'Q[B] (1 1)
H+
Donde [B] es el nimero de grupos cargados negativamente menos el nimero
de grupos cargados positivamente por unidad de area. El término pHM, es el pH
en el punto de carga cero (acrénimo en inglés, PZC), mismo que se define como el

valor numérico de pH en el cual ambas fracciones son iguales y [B] es igual a cero.

El cambio en el nimero de grupos cargados como resultado de un incremen-
to infinitesimal en el pH  es la capacidad reguladora intrinseca, §, :
oo o|B
Lo gy
opH opH

N

Ka . +4KK a +KK2

bH*

= 4N, (2303a,.)  (12b)

@K+Q%+éJ2

=-qp,, (120)
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La carga en el electrdlito es igual, pero de signo contrario, a la carga en la
superficie del 6xido. El modelo de Gouy-Chapman es usado para describir el
lado que abarca al electrélito en el modelo de la doble capa eléctrica. El modelo
de Stern incorpora una capa de carga difusa que se extiende hacia el seno de la
disolucion electrolitica iniciando a una cierta distancia x, con respecto a la su-
perficie del 6xido. La distancia x,, o también denotada como 4,, en la literatura,
corresponde al plano de maximo acercamiento de los centros de los iones en la
disolucion. La carga en la capa difusa (acrénimo en inglés, DL) se define por la
siguiente expresion:

399,
2k, T

donde ¢, es la permitividad relativa del agua, ¢ es la permitividad del espacio li-

I = - Bk, Te, 2 ) sinh (22) = Cy,= g, (13)

bre; @, es el potencial a x, ; 7’ es el numero concentracion de cada i6n en el seno
de la disolucioén electrolitica y g es la magnitud de la carga en los iones. La habili-
dad de un electroélito de almacenar carga en respuesta a un cambio en el potencial
electrostatico superficial es la capacitancia equivalente:
LT (14a)
20N

2 i} 0 @
( EER TN )m Cosh(zq 2)

kT 26T
= b L (14b)
l+( % ) <25W50z2q2ﬂ0>m cosh(—zqq%)
o &, T 2k, T
=-C (140

De la combinacién de ambos lados de la capa eléctrica [ecuaciones (12¢) y
(14¢)] se obtiene

551’0 _ §¢o 500 _ 'Qﬂmz

pH, b5, H, C

0

(15)

La relacion entre pH  y pH , esta dada por la relacion de Nernst [ecuacion (6)].
Al sustituir la ecuacién (6) en la ecuacion (15) y después de rearreglar términos
se obtiene la expresion final de la sensibilidad del término ¢, con respecto al pH :
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W, 303( T )
- = -4 — o con o —
S ] ( 2303 £ 1C ) B

qZ qﬂ int

donde a es el llamado parametro de sensibilidad (adimensional), el cual queda

(16)

determinado tanto por la temperatura como por la densidad y tipo de sitios ac-
tivos superficiales que son capaces de hidrolizarse. El parametro a varfa numé-
ricamente entre 0 y 1 dependiendo de la capacidad reguladora intrinseca (8, ,) y
capacitancia equivalente (ng).

2.2. Efecto de Ia fuerza ionica

Datos experimentales concernientes a las propiedades 4cido-base (K, pK,) y
superficiales (g, Ny, 5,.,, pH, ) de alimina nanoestructurada (8 OH /nm?, 128
nC/cm?) en disoluciones electroliticas de NaCl (# = 0.001, 0.010 y 0.100 M) a dife-
rentes valores numéricos de pH (pH, = 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.5, 8.0, 8.5,
9.0,9.5y10.0) y T = 298.15 K, fueron obtenidos a través de las referencias [17-19].

2.3. Polarizacion de un sensor de pH de estado sdlido

La polarizacién de un EG-ISFET consiste en realizar medidas de la tension
17> @ corriente de drenador I,y a tension I constantes (¢ Figura 2) [20-22]. A
este método de polarizacion se le llama método de medidas a corriente constante.

Como la compuerta (Gate) actual del ISFET es ahora la componente metalica
del electrodo de referencia (RE), a la cual se aplica la tension compuerta-fuente, 17,

conviene referirse mejor a ella como la tensién de polatizacion, 17, e dejando la

notacion I para la polarizacion del MOSFET.

Esta configuracion eléctrica/electrénica permite aplicar un potencial negativo
de retroalimentacion entre las terminales del electrodo de referencia respecto a la
Juente (Source), E, , para mantener la corriente de drenador I, constante, de tal for-
ma que cuando la tensién de umbral 17 varfa debido a cambios en el parametro
s ésta se compensa automaticamente por una variacién de la tension de po-
larizacion 17, - De esta manera, se consigue mantener constante la conductancia
del canal de inversion del EG-ISFET y, por lo tanto, la corriente I, que circula

por el mismo.
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La hoja técnica conteniendo datos eléctricos y electronicos propios de un
MOSFET comercial de canal tipo # (del tipo de enriquecimiento), utilizado para
simular la polarizacién del sensor de pH de estado sélido, fue obtenida de las
referencias [23-25].

(VRef) G

p)D } Keithley 4200A-S03

Vidrio/Metal /Al,0;

electrolito agitador magnético

Figura 2. Montaje experimental usado para la medicién del pH de una disolucion electrolitica
por medio de un sistema de caracterizacion de semiconductores (acrénimo en inglés, SCS) Keithley
4200A, al cual se conectan el electrodo de referencia (RE) y el sensor de pH de estado sélido.
El MOSFET de canal tipo # (del tipo de enriquecimiento) y la compuerta extendida EG (a base de
alimina nanoestructurada) constituyen el sensor de pH de estado sélido (EG-ISFET).

3. Resultados y Discusion

3.1. La interfaz Aislante/Electrdlito

En las Figuras 3, 4 y 5 se muestran: la capacidad reguladora intrinseca, la ca-
pacitancia equivalente y la sensibilidad de la intetfaz Aésiante/ Electrélito como una
funciéon del ApH en disoluciones electroliticas de NaCl (0.001, 0.010 y 0.100 M).
De aqui en adelante, el término ApH se define como la diferencia de pH entre

pH,y pszf

La Figura 3 muestra variaciones en la capacidad reguladora intrinseca depen-
dientes de la concentracion de electrélito, siendo mas evidente, la variacién co-

rrespondiente a una fuerza iénica # = 0.001 M.
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Figura 3. Comparacién de la capacidad reguladora intrinseca (f, ) tedrica del 6xido que compo-
ne la compuerta extendida (a base de alimina nanoestructurada) en disoluciones electroliticas de

NaCl (# = 0.001, 0.010 y 0.100 M) [ecuacion (12¢)]. Intervalo de : 3.5 a 10,pH, = 7.2.

En la Figura 4 se observan pequefias variaciones en la capacitancia equivalente
en la cercania del punto de carga cero, sobretodo, a las fuerzas idnicas baja (# = 0.001

M) e intermedia (# = 0.010 M).
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Figura 4. Comparacién de la capacitancia equivalente (C ) tedrica del 6xido que compone la
oq

compuerta extendida (a base de alimina nanoestructurada) en disoluciones electroliticas de NaCl

(# = 0.001, 0.010 y 0.100 M) [ecuacion (14c)]. Intervalo de pH : 3.5 2 1O,pHN =72

En la Figura 5 se observa que existen variaciones en la relacion (4,/ pH), o
sensibilidad, en el punto de carga cero o en la cercania del punto de carga cero. En con-
secuencia, puede concluirse que la capacidad reguladora intrinseca es el principal
parametro que influye en la sensibilidad del 6xido que compone la compuerta exten-
dida (alimina nanoestructurada). Debe mencionarse que la capacidad reguladora
intrinseca deberfa de tener un valor numéricamente alto para poder alcanzar una
sensibilidad cercana al valor teérico maximo de 0.059191 V/pH.
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Adicionalmente, un valor numérico de capacidad reguladora intrinseca alto
podria conseguirse si la cantidad de sitios activos totales (IN,) es alta también,
como puede apreciarse en la ecuacion (12), o bien, si el ApK = (pK, - pK ) es
pequeno. Un valor numérico de ApK pequeno significa que existe un nimero
relativamente grande de grupos en las inmediaciones del punto de carga cero.
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Figura 5. Comparacion de la sensibilidad () / pH,) tedrica del 6xido que compone la compuerta
extendida (a base de alimina nanoestructurada) en disoluciones electroliticas de NaCl (z = 0.001,
0.010y 0.100 M) [ecuacion (16)]. Intervalo de pH : 3.52 10, pH, = 7.2.

Este hecho no se deduce directamente a partir de la ecuacion (12¢) sino que se
observa mejor en la Figura 6, en la cual se muestra que las fracciones de grupos

cargados difieren en funcién del ApH.
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Figura 6. Fracciones de grupos cargados @ y @ del 6xido que compone la compuerta extendida
(a base de alimina nanoestructurada) en disoluciones electroliticas de NaCl (# = 0.001, 0.010 y
0.100 M) [ecuaciones (10a) y (10b)]. Intervalo de pH : 3.5 a 10,pH, = 7.2.
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3.2. Efecto de Ia fuerza ionica

La respuesta del sensor de pH de estado sélido a cambios graduales en la fuerza
i6nica se explica por el cambio en la capacitancia equivalente, ecuacion (13), la cual
es dependiente de la concentracion de electrolito. A partir de la ecuacion (14) puede
observarse que la fuerza ionica influye directamente en la capacitancia equivalente.

La Figura 7 muestra la variacion de la capacitancia equivalente como una fun-
cion de pH, a distintas fuerzas i6nicas (# = 0.001, 0.010 y 0.100 M). En esta
Figura se observan variaciones en la capacitancia equivalente alrededor del punto
de carga cero. La variacion mas drastica corresponde a la fuerza idénica # = 0.001 M.

©0001M ©0.010M e0.100M

2.50E-04

2.00E-04 o °
a0 o]

E 150604 °. °
= o ©° o ©
o 100E04 %6 o o o o 8o

o
o o
©p0 g
0° 96
o
°5

5.00E-05

0.00E+00
2.0 3.0 40 50 60 7.0 80 9.0 100110120

PHg

Figura 7. Capacitancia equivalente (C, ) del xido que compone la compuerta extendida (a base de
alimina nanoestructurada) en disoluciones electroliticas de NaCl (z = 0.001, 0.010 y 0.100 M)
[ecuacion (14¢)].

Un valor numérico mas pequefio de capacitancia equivalente (¢. Figura 7,
# = 0.100 M) ocasiona cambios mas pequefios en pH,, sobretodo en la cercania
del punto de carga cero (¢f. Figura 8, # = 0.100 M).
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funcién del pH, en disoluciones electro-
liticas de NaCl (0.001, 0.010 y 0.100 M)
[ecuacién (6)].
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Sin embargo, debido a que este cambio en pH  es relativamente mas pequefio,
la capacidad reguladora intrinseca se vera menos afectada a lo largo de la escala
de pH ya que el ascenso o descenso de esta curva ocurre mas suavemente, Como
puede observarse en la Figura 9, # = 0.100 M. Este hecho explica el por qué va-
lores numéricos mas pequenos de capacidad reguladora intrinseca compensan la
influencia de la fuerza i6nica parcialmente.

Por otro lado, se observaron variaciones en el parametro de sensibilidad «
mucho menores al 1 % (¢ Figura 10), las cuales son mucho mas pequenas que
las observadas para la capacitancia equivalente (¢ Figura 7). No obstante que se
observa una diferencia en valores numéricos, el parametro « se incrementa en el
siguiente orden de fuerza iénica: 0.001 > 0.010 > 0.100 M.
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Figura 9. Capacidad reguladora intrinseca (8, ) del 6xido que compone la compuerta extendida (a
base de alumina nanoestructurada) en disoluciones electroliticas de NaCl (# = 0.001, 0.010 y
0.100 M) [ecuacién (12¢)].
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9.9920E-01 da (a base de alimina nanoestructurada) en
203040 50 60 70 80 90100110120 djsoluciones electroliticas de NaCl (0.001,
H .
PHe 0.010 y 0.100 M) [ecuacion (16)].

En general, la sensibilidad teérica al pH de la intetfaz Aislante/ Electrolito fue
distinta a las concentraciones de electrolito utilizadas en este trabajo.
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La Figura 11 muestra que el potencial electrostatico superficial es influenciado
significativamente por la fuerza ibnica. Se observaron variaciones no lineales en el
parametro ¢ alas fuerzas idnicas baja e intermedia (# = 0.001 y 0.010 M), mientras
que, en el caso contrario, a la fuerza idnica mas alta, # = 0.100 M, la dependencia del
parametro ¢, con el pH , es practicamente lineal (y =-0.0501x + 0.362, R* = 0.995).
Ello implica que los disturbios ocasionados por el efecto de la fuerza iénica son
minimizados. La inclusién de datos experimentales del parametro g, en el mo-
delamiento de la doble capa eléctrica fue conveniente ya que se logré distinguir
entre los casos de alta o baja adsorcion de contra-iones.
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Figura 11. Potencial electrostitico superficial (¢) del 6xido que compone la compuerta extendida (a
base de alimina nanoestructurada) en disoluciones electroliticas de NaCl (0.001, 0.010 y 0.100
M) [ecuacion (13)].

Sila adsorcion de contra-iones no estuviera presente [ecuaciones (7a) y (7b)],
z.e., que solo tuvieran lugar equilibrios acido-base [ecuaciones (4a) y (4b)], se in-
crementarfa la contribucion del parametro C,y tenderfa a disminuir la sensibili-
dad cuando la fuerza i6nica se incrementase. Sin embargo, se ha observado que
tal comportamiento se vuelve despreciable si se mantiene una fuerza i6nica alta
en el medio electrolitico, ¢.g., del orden de 0.100 M 6 1 M [5]. En acuerdo con los
resultados de este trabajo, se selecciond una fuerza iénica de # = 0.100 M para
simular la polarizacién del sensor de pH de estado solido (¢f. Seccion 3.3).

3.3. Polarizacion de un sensor de pH de estado sdlido

Las curvas caracteristicas tanto de salida (I,,- V) como de transferencia (I,- 17, )
del dispositivo electrénico se obtuvieron a una tension de drenador (Drain) a fuente
(Source) (I7,,) de 0.5 V. De esta manera, las variables independientes son la ten-
sion de umbral 7y la tension de polarizacion (eyp)-
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Para la adecuada operacion del sensor de pH de estado sélido fue necesario
contar con un electrodo de referencia de Ag|AgCl en NaCl 3 M (0.195 V vs.
ENH) a 25 °C. El electrodo de referencia tiene como objetivo el fijar un E, ;€S
table y reproducible a partir del cual pueda generarse el canal de inversion entre
las terminales de drenador (Drain) a fuente (Source) del MOSFET.

Los resultados de caracterizacion eléctrica se presentan en las Figuras 12, 13, 14y 15.

pHg = 7.2 (Vpe = 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 y 4.0 V)
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Figura 12. Curvas caracteristicas de salida I ,- 17 obtenidas para una disolucion electrolitica de
NaCl (z = 0.100 M) a pH, = 7.2, T'= 298.15 K.

De la grafica anterior, se seleccioné aquella tension de polarizacion cuya corriente
de drenador alcance un valor constante a pH, = 7.2, .e., €l punto d, VM: 3.0V.
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Figura 13. Curvas caracteristicas de transferencia I,,- 17, obtenidas para una disolucion electrolitica

de NaCl (# = 0.100 M) a pH, = 7.2, T = 298.15 K.

De la grafica anterior, se seleccioné aquella tension de drenador (Drain) a fuente
(Source) (1) cuya variacion en la curva [ - 17, , presente la pendiente mas baja,
ze,elpuntoa, I, = 0.5V.

DS
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pHg = 4.0,7.2, 10.0 (Vaer = 3.0 V)
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Vigura 14. Curvas caracteristicas de salida I - 17 obtenidas para una disolucion electrolitica de
NaCl (z = 0.100 M) y distintos valores numéricos de (4.0, 7.2y 10.0), T'= 298.15 K.

La Figura 15 describe la funcionalidad del EG-ISFET como un sensor de pH
de estado solido, ilustrando como el nivel de pH modula la tensién de umbral 17 .

Debido a que el pH, se incrementa gradualmente, el parametro ¢ se vuelve

mas negativo y, en consecuencia, se acumula un mayor nimero de portadores
de carga positivos (4") en la interfaz Semiconductor/ Aislante/ Electrilito. Debido a
ello, se requiere aplicar una tension de bias o tensiéon de polarizacion (Iy,) mas

alta para mantener el canal de inversion entre las terminales de drenador (Drain) a

fuente (Source). Esta condicion explica el por qué ocurren los desplazamientos o

corrimientos hacia la derecha de las graficas I),- I/, al incrementarse el pH de la

disolucion electrolitica.

Para la determinacion de la tension de umbral (17)) se puede seguir el método
de extrapolacion en la zona lineal [25] o el método de medidas a corriente constante [20]. De

1.75E-03
1.50E-03
1.25E-03
1.00E-03
7.50E-04
5.00E-04
2.50E-04
0.00E+00
-2.50E-04
-5.00E-04
-7.50E-04

Io(A)

pHg = 4.0,7.2,10.0 (Vpg = 0.5 V)

Vrp =036V
a
Vo b
Vrn,2 ‘ c
Vi s VT’”?
Vo | L .
Vrnm‘
-«

00 05 10 15 20 25 30
Veet (V)

Figura 15. Curvas caracteristicas de transferen-
da I -1, obtenidas para una disolucién
electrolitica de NaCl (# = 0.100 M) y
distintos valores numéricos de pH, (4.0, 7.2
y 10.0), T'= 298.15 K. Para mayor claridad,
se indica con una linea vertical continua el
valor numérico de la tensién de umbral del
EG-ISFET (,, = 0.36 V); y con lineas
discontinuas, puntos de variacion eléctrica
iésima (1= 1, 2, 3) y /-ésima (j = 1, 2, 3)
correspondientes a las tensiones de umbral
V,[Oyl y V,, obtenidas por el wétado de extra-
polacion en la ona lineal y el método de medidas a
corriente constante, respectivamente.
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acuerdo con la ecuacion (1), I, es proporcional a 17, ,para valores numéricos fijos
de V. Aunque valores numéricos pequefios de [, se observan en la practica,
esta region no es exactamente lineal, sino que su pendiente tiende a disminuir de
manera muy suave. El problema consiste en hallar el valor de 17, , para el cual
empieza la gona lineal.

Asi, el comportamiento de la transconductancia, cuya definicion es,

=5 (17)
Ref
sera creciente hasta llegar al inicio de la gona lineal para luego disminuir progresi-
vamente y de manera suave. Esto significa que el valor de 17, efcorrespondiente al

maximo valor de la transconductancia es el valor donde comienza la zona lineal.

Si se realiza una extrapolacion lineal en esta zona, el intercepto con el eje de
las abscisas, correspondiente a 7, . (1)), dara un valor muy cercano a la tensién
de umbral, que puede ser escrita como,

V= Vvo'/; -7y (18)

donde y es una constante. La principal desventaja de este método radica en que
al ser un método derivativo es muy sensible al ruido [26]. Sin embargo, llegado a
este punto se podria utilizar un método numérico de extrapolaciéon por minimos
cuadrados [27] con el cual se podtia reducir o eliminar la mayor parte del ruido
presente en la sefial original.

Para el caso tedrico que nos ocupa en el presente trabajo, las curvas caracte-
risticas de transferencia siguieron una tendencia lineal, ajustindose a una funcion
matematica del tipo y = mx + b, por lo que no fue necesario recurrir al posterior
tratamiento de los datos.

Para extraer los valores numéricos de tension de umbral 17 correspondien-
tes a los distintos valores numéricos de pH se realizé una interpolacion lineal a
corriente de drenador constante, eg., I, = 500 pA. Este punto de operacion se
localiza en la gona lineal, también llamada region 6hmica o de no-saturacion.

Finalmente, en la Figura 16 se observa que el EG-ISFET es un dispositivo
electrénico cuya tension umbral (17, ) es dependiente del pH del medio electro-
litico. Lo cual implica que los niveles de corriente de drenador I, son proporcio-
nales a los niveles de pH de la disolucion electrolitica analizada.
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Figura 16. Sensibilidad de un EG-ISFET a base de alimina nanoestructurada en una disolucién
electrolitica de NaCl (# = 0.100 M) a distintos valores numéricos de pH, (4.0, 5.0, 6.0, 7.2, 8.0,
9.0y 10.0), T= 298.15 K. Para la extraccion de los valores numéricos de la tension de umbral

17, se utiliz6 el método de medidas a corriente constante.

La sensibilidad calculada en este trabajo se encuentra en gran acuerdo con la
sensibilidad reportada en la literatura para y-AlL,O, (0.0485 V/pH) [5], conclu-
yendo que el 6xido que compone la compuerta extendida actia como un excelente
receptor de iones H+.

4. Conclusiones

Se establecié una metodologia general para facilitar el modelamiento de la in-
terfaz Aislante/ Electrélito de un sensor de pH de estado solido basado en alimina
nanoestructurada. Se realizé la simulacion de las curvas de corriente-voltaje del
drenador mostrando las gonas caracteristicas de operacion: /neal y de saturacion. Se
obtuvo una excelente sensibilidad y linealidad (0.0507 V/pH, R* = 0.9966) en la
respuesta de la tension de umbral (17, ) en funcién de la acidez de un electrolito
simétrico (1:1), manteniendo una fuerza iénica constante (# = 0.100 M), en el
intervalo de pH de 4.0 a 10. Otras figuras de mérito tales como la deriva, histé-
resis y el ruido electroquimico no fueron consideradas en este trabajo por lo que
debieran explorarse a nivel laboratorio.
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Resumen

En este trabajo se sintetizaron cobaltitas de sodio, Na CoO,, utilizando el
método Pechini. Se obtuvieron polvos a 300 °C, se proponen dos procedimien-
tos; en el primero, los polvos se trataron con etapas intermedias de tiempo y
temperatura hasta alcanzar una temperatura de 880 °C y diferentes tiempos; en
el segundo procedimiento, los polvos se trataron sin etapas intermedias, hasta
llegar a una temperatura de 880 °C, a diferentes tiempos. Las muestras obtenidas
se analizaron mediante difracciéon de rayos X; espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier, microscopia electronica de barrido y efecto Hall, para
determinar estructura, composicion quimica, morfologia y propiedades eléctri-
cas. Las cobaltitas sintetizadas cristalizan con una estructura hexagonal y presen-
tan una microestructura en capas; se observan granos de diferentes tamafos y
formas, antes de compactar y sinterizar las muestras a 920 °C; después del sinte-
rizado, los granos son mas uniformes. La temperatura de sinterizacién mayor a
900 °C provoca la descomposicién de la Na CoO,, contribuyendo a la aparicion
de otras fases y la volatilizacién del sodio. Los valores de las propiedades eléctri-
cas se atribuyen al cambio de microestructura y la apariciéon de otra fase, y que
se inicia la degradacion del Na CoO ; los resultados obtenidos de la densidad de
portadores de carga indican que el material obtenido es un termoeléctrico tipo p.
El procedimiento 1 es el 6ptimo para la sintesis, para evitar la evaporacion de Na
y obtener propiedades termoeléctricas mejoradas.

Palabras clave: Na CoO,; método Pechini; termoeléctricos; propiedades
eléctricas; efecto Hall.
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1. Introduccion

Los materiales termoeléctricos se han estudiado para producir energfa limpia
y disminuir la crisis energética y contaminacion ambiental [1], debido a que estos
materiales convierten, de manera directa, la energfa térmica a energfa eléctrica. La
energia térmica se considera como una fuente secundaria de energfa, la cual se di-
sipa en la atmosfera como calor, lo que es aprovechado por los materiales termoe-
léctricos para producir electricidad, utilizando el principio del efecto Seebeck [2].
Este efecto es el fendmeno en el cual se genera una fuerza electromotriz a partir de
gradientes de temperatura, y se expresa mediante el coeficiente Seebeck [3]:

a=- AV/AT (1)
Donde a: coeficiente Seebeck; V: potencial eléctrico; y, T: temperatura absoluta.

El desempefio de los materiales termoeléctricos se determina mediante el va-
lor de mérito, ZT, que es adimensional y se calcula con la ecuacion 2 [4, 5]:

ZT= («* dT)/x (2)

Donde a: coeficiente Seebeck; o: conductividad eléctrica; x: conductividad tér-
mica; Tt temperatura absoluta.

Para que las energfas limpias compitan con las energfas producidas a partir de
recursos no renovables, se requiere que la tecnologia sea accesible y efectiva; la
efectividad de los materiales termoeléctricos depende de ZT: si el valor es alto,
indica una alta eficiencia de conversion de energfa; un valor alto de ZT se alcanza
maximizando el factor de potencia (FP = «’c) y minimizando la conductividad
térmica [6]. La conductividad térmica total (k), incluye las contribuciones de la
conductividad térmica de la red cristalina, proveniente de fonones (x, ), y la con-
ductividad térmica electrénica, proveniente de los portadores electrénicos (k) [7,
8]. Debido a que las conductividades térmica (electrénica) y eléctrica son inter-
dependientes de acuerdo a la Ley de Wiedemann-Franz, la opcién es disminuir
la conductividad de la red [2]. En consecuencia, la sintesis de materiales termoe-
léctricos de alta temperatura, con baja conductividad térmica (x), alto coeficiente
Seebeck (o) y conductividad eléctrica (o), sigue siendo un gran desafio [9,10];
ademas, se requiere que los materiales sean estables, no toxicos y con elementos
que, de preferencia, sean abundantes en la naturaleza [8]. Los materiales termoe-
léctricos tradicionales se basan en materiales semiconductores o tipo metal como
Bi-Te; las desventajas de estos materiales es que funcionan a bajas temperaturas
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porque pueden oxidarse o fundirse a altas temperaturas en aire, y son toxicos
[4]. Por otra parte, los 6xidos metalicos presentan ventajas sobre los materiales
termoeléctricos tradicionales, que incluyen bajos costos, estabilidades quimica
y térmica a altas temperaturas, no toxicos, relativamente faciles de sintetizar y
diversas composiciones con propiedades ajustables; sin embargo, debido a sus
bajas conductividades electronicas, tradicionalmente, se habfan evitado en apli-
caciones termoeléctricas [7, 11]. Los materiales de bajas dimensiones se han pro-
puesto para producir termoeléctricos por 6 (aumenta), k (disminuye) y porque se
pueden obtener propiedades termoeléctricas mejores que las reportadas para los
materiales tradicionales para esta aplicacion [7]. Los materiales 6xidos metalicos
bidimensionales (2D) se han estudiado para diversas aplicaciones como alma-
cenamiento de energfa, electronica, catalisis, y almacenamiento de informacion,
debido a sus propiedades que difieren de sus contrapartes en bulto [12, 13]. Las
estructuras 2D provienen de 6xidos con estructura en capas, como la que pre-
sentan los 6xidos de cobalto A CoO_ (A es un i6n alcali), cuya estructura es tipo
delafosita, descrita como hojas de octaedros de CoO, compartiendo los bordes,
intercalados con iones alcalis [12, 14]. La investigacion de los 6xidos de cobalto
(cobaltitas) ha sido por el potencial de algunos de ellos para usarse como materia-
les termoeléctricos de alta temperatura [15]. Entre las cobaltitas 2D, se encuentra
la cobaltita de sodio (Na CoO,), que exhibe propiedades tutiles como baja con-
ductividad térmica; sin embargo, el sodio puede volatilizarse a las temperaturas de
procesamiento tipico de los ceramicos, provocando cambios en la estequiometria
del material y el crecimiento del grano, lo que incide en las propiedades termoe-
léctricas [6, 10]. La cobaltita NaCo,O, fue sintetizada y estudiada como un nuevo
material de referencia para superconductores de alta temperatura; sin embargo,
al determinar sus propiedades de transporte, se encontré que tiene una potencia
termoeléctrica de un orden de magnitud mayor a la de superconductores de alta
temperatura (100 u-K' a 300 K), baja resistividad (200 pQcm a 300 K) y baja
movilidad, u (13 cm*-V"); estos resultados demostraron el potencial del NaCo,O,
como material termoeléctrico [14] y fue el punto de partida para investigaciones
sistematicas de las cobaltitas en aplicaciones termoeléctricas, cambiando comple-
tamente el entendimiento tradicional de los materiales 6xidos en investigaciones
termoeléctricas [3, 11]. Dependiendo del valor de x en Na CoO,, las propiedades
y, en consecuencia, las aplicaciones del material son diferentes [16]; también, se
ha reportado que Na CoO,, con valores de x = 0.5-0.9, tiene una estructura
hexagonal, con grupo espacial P6,/mmc y parametros de red, a = 0.284 nm y
¢ = 1.081 nm, en las fases P2 y P’3 [16, 17]. Los métodos de quimica del estado
sélido son los métodos de sintesis tradicionales de ceramicos, como la reaccion
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en estado solido (RES); éste es un método relativamente simple, ya que se mez-
clan los reactivos en polvo y se calientan para obtener el producto; sin embargo,
entre las desventajas de la RES se encuentran la limitacién por el transporte de
masa para que ocurra la reaccion completa y la dificultad para controlar la mor-
fologfa de las particulas obtenidas, entre otras [18]. Las alternativas a los métodos
de estado sélido son las técnicas humedas (disolucion), que incluyen coprecipi-
tacion, sol-gel de coloides o compuestos érgano-metalicos, hidrotermal, pirdlisis
de pulverizacion (spray) y proceso de gel de polimeros organicos o medios poli-
merizables en presencia de complejos metalicos (zx-situ); estas técnicas permiten
obtener materiales con propiedades “a la medida” y con mejor desempefio que
los materiales convencionales [19, 20]. El método Pechini es una variacién de
la dltima técnica mencionada (complejo polimerizable 7#-situ); con este método
se logran reducir las segregaciones de metales particulares y asegurar una com-
posicion homogénea, mediante el uso de un acido a-hidroxicarboxilico, como
el acido citrico, y un alcohol polihidroxi, como el etilén-glicol, y se describe en
diferentes fuentes bibliograficas [19-21].

En este trabajo se presenta la sintesis, usando el método Pechini, del Na CoO,,
el estudio estructural, composicién quimica y analisis morfolégico y su relacion
con las propiedades eléctricas, aplicando diferentes tratamientos térmicos. Se
utilizaron las siguientes técnicas: difraccion de rayos X (DRX) para determinar
la estructura, espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)
para la composicién quimica, microscopia electronica de barrido (MEB) para el
analisis morfologico y el efecto Hall para propiedades eléctricas.

5. Metodologia

5.1. Sintesis de szXCoO2

Para la sintesis del compuesto se utilizaron acetato de sodio trihidratado
(CH,COONa*3H,0, Sigma Aldrich, 99 % pureza) y acetato de cobalto tetrahi-
dratado (C,H,O,Co*4H O, Sigma Aldrich, 98 % pureza) como precursores meta-
licos; etanol (CH,CH,OH, Sigma Aldrich, = 99.5 % pureza), etilen-glicol (anhidro,
HOCH,CH,OH, Sigma Aldrich, 99.8 % pureza) y 4cido citrico (HOC(COOH)
(CH,COOH),, Sigma Aldrich, = 99.5 % pureza) para el complejo polimérico. En
un matraz Erlenmeyer de 250 mL de capacidad, se mezclaron cantidades requeridas
de acetato de sodio y de acetato de cobalto para obtener diferentes proporciones
molares (Tabla 1) y se agregan 5.8 mL de etilenglicol y 80 mL de etanol para diluir

la mezcla. El matraz con la disolucion se coloca en una parrilla de calentamiento
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con agitacion constante, hasta alcanzar una temperatura de 75 °C (348.15 K). A esta
temperatura se agrega el acido citrico (9.89 g) que, al igual que el etilenglicol, es para
formar el complejo polimérico. El sistema se mantiene a 75 °C (348.15 K) durante
una hora para obtener el complejo metalico; transcurrido este tiempo, se aumenta
la temperatura a 100 °C (373.15 K) para eliminar el exceso de liquido y obtener un
gel, que se transfiere a crisoles de alimina para continuar su secado en una mufla a
300 °C (573.15 K), durante 3 h. A partir de estos polvos tratados a 300 °C (573.15
K), se obtuvieron muestras utilizando dos procedimientos diferentes, de acuerdo a
lo reportado por Wang et al [22]; el primer procedimiento consistié en un sinteriza-
do por etapas, primero a 420 °C (693.15 K), durante 6 h, y luego a 760 °C (1033.15
K), durante 6 h, para luego terminar con una temperatura de 880 °C (1153.15 K);
en esta ultima etapa, se obtuvieron diferentes muestras porque el tiempo de sinteti-
zado se vari6 de 2 a 17 h. En el segundo procedimiento, los polvos obtenidos a 300
°C (573.15 K) se sinterizaron, en una sola etapa, a 880 °C (1153.15 K), esta parte se
realizé para minimizar la pérdida de sodio; el tiempo de sinterizado se vari6 de 7 a
17 h (Figura 1). En la Tabla 1 se muestran condiciones que se utilizaron para cada
procedimiento. De cada uno de estos procedimientos se obtiene un polvo negro,
el cual se prensa a 528 MPa, para formar comprimidos (13 mm de diametro y 1.5

mm de espesor) que seran sometidos al proceso de sinterizado a una temperatura
de 920 °C (1193.15 K).

Tabla 1. Pardmetros de sintesis de Na CoO,,.

Muestra Temperatura Tiempo Relaciéon molar
§O) (h) Na:Co
Procedimiento 1: 420 °C (693.15 K), 6 h;
760 °C (1033.15 K), 6 h;
Na CoO, (p,t. .1, ) 7.5 1:1
Na CoO, (p,t,.1,,) 17 1:1
Na CoO, (p,t,r,) 880 2 2:1
Na CoO, (p,t.r,) 5 2:1
Na CoO, (p,tr,, 7 2:1
Procedimiento 2

Na CoO, (p.t.r,.) 8 1:1
Na CoO, (p,t,.1,,) 480 17 1:1
Na CoO, (p,t.r,.) 8 2:1
Na CoO, (p.t,.1,,) 17 2:1
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Figura 1. Esquema de (a) Procedimiento 1, (b) Procedimiento 2.
5.2. Caracterizacion de Na CoO,

La caracterizacion estructural del material se realizé por la técnica de difrac-
cion de rayos X (DRX) en un difractometro Bruker D8 Advance, utilizando ra-
diacién Cu-Ko (A = 0.15406 nm) a 30 kV y 25 mA, en un intervalo 20 = 10-90°
y paso de 0.02° min”, en la geometria de Bragg-Brentano. Se utilizé espectros-
copia de infrarrojo por transformada de Fourier (FI-IR) en un espectrémetro
Spectrum One de Perkin Elmer, en un intervalo de 4000 a 650 cm™, para analizar
la composicion quimica de la muestra y la eliminacion de los reactivos. LLa mor-
fologia de las muestras se analiz6 mediante microscopia electronica de barrido
(MEB), en un microscopio JEOL JSM-6390LV, con un voltaje de aceleracion
de 20 kV a diferentes aumentos; el analisis quimico se realizé en un microsco-
pio Inca X-sigth Oxford Instrument 7582 que tiene acoplado un detector de
espectroscopia de rayos X por dispersion de energia (EDS). Para determinar la
densidad de portadores (#) y la movilidad (w), se realizaron mediciones de Efecto

Hall a 300 K y un campo magnético de 0.550 T, con una configuracion de van
der Pauw, en un equipo ECOPIA HMS 3000.

6. Resultados y discusion de resultados

6.1. Caracterizacion estructural por difraccion de rayos X (DRX)

En cada seccion, se presentan resultados de muestras seleccionadas. En la
Figura 2 se presentan los patrones de DRX de las muestras Na CoO, (p;t. .r, )y
Na CoO, (p,t,r,,), (Figura 2a-b), ademas de la muestra Na CoO, (p,t r, ) sin-
terizada a 920 °C (1193 K), durante 15 h (Figura 2c). Se observa que la muestra
Na CoO, (p,t, .t,,) contiene sefiales, sin identificar, que indican que el compuesto
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obtenido tiene una mezcla de fases (Figura 2a); esta muestra se traté a 880 °C du-
rante 7.5 h, y el resultado de DRX sugiere que se requiere mas tiempo para lograr
que las otras fases se transformen a NaCoO,. Esto se confirma con la muestra
Na CoO, (p,t,.t,,), que se obtuvo con el mismo procedimiento y relacién molar
Na:Co, solo se vari6 el tiempo (Tabla 1) a 17 h; en su espectro (Figura 2b) se ob-
servan seflales mas definidas, aunque es posible detectar sefiales no identificadas,
que indican la presencia de fases secundarias. Al aumentar la temperatura (a 920
°C (1193 K)) y un tiempo de sinterizacion de 15 h, se observa que las sefiales de-
tectadas en las muestras Na CoO, (p,t, .1, ) y Na CoO, (p,t,.r, ) estin ausentes;
sin embargo, surgen dos sefales pequefias entre 14° y 15°. Se ha reportado que
la fase NaCo,O, se obtiene a una temperatura aproximada de 650 °C (923.15
K) y es estable en un intervalo desde esta temperatura de 650 °C (923.15 K) a ~
900 °C (1173.15 K), punto donde inicia su degradacién y continta hasta 950 °C
(1223 K) [10]; entonces, las sefales detectadas entre 14° y 15° se podtian atribuir
al inicio de la degradacion del NaCo,O, ya que, como se mencioné anteriormen-
te, la etapa de sinterizacion de la pastilla se realizé a 920 °C (1193 K), sin sodio
excedente. En la Figura 2 se incluye un aumento de la sefial mas intensa, el plano
(002), donde se observa un desplazamiento de esta sefial, lo que indica que hay
un cambio en la celda unitaria del compuesto (en forma o tamafio) [23]. Los es-
pectros fueron comparados con la carta cristalografica ICDD 01-073-0133 que
corresponde al compuesto estequiométrico NaCo,O,, con una estructura crista-
lina hexagonal y grupo espacial P6,/mmc [16, 17].

(©)
ICDD 01-073-0133

NaCo.O ICDD 01-073-0133““
274 NaCo,0,

(002)
— (002)

(b)

I

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

(a

15 17

16
26 (grados)

Figura 2. Patrones de difraccion del (a) Na CoO, (p,t. .1, ), (b) Na CoO, (p,t,.r, ), (c) muestra
de (b) sinterizada a 920 °C durante 15 h.
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En la Figura 3 se observan los patrones de difraccion de la muestra Na CoO,
(D,t,,t,.,) ¥ después de haberse sinterizado a 920 °C (1193 K) y 950 °C (1223 K).
En este caso, la estructura del compuesto coincide con la carta cristalografica
ICDD 00-030-1182, que corresponde a una estructura hexagonal de una fase
Na,_ Co,,,O,, con grupo espacial P6,/mmc [16,17,24]. Se observa, igual que
en la Figura 2, que la sefal mas intensa para el espectro de la Figura 3a, corres-
ponde al plano (002) a 16.27°. Al sinterizar las muestras a temperaturas mayores
a 900 °C, se detectan sefiales que no se encuentran en la carta cristalografica
mencionada; esto se atribuye a la degradacion del compuesto y a la pérdida de la
estequiometria por la volatilidad del sodio [10]. Se observa que las intensidades
cambian al aumentar la temperatura de 880 °C a 920 °C y 950 °C, lo que indica
que existen cambios en las posiciones atomicas dentro de la celda unitaria, lo que
implica cambios en la estructura del material [23]. Estos resultados indican que la
temperatura de sinterizacion para la pastilla debe disminuirse a menos de 900 °C
para evitar la degradacion del material. La Figura 3 también presenta un aumento
en dos zonas: de 15° a 18°, para identificar las diferencias en la sefial del plano
(002), y de 36° a 38°, para identificar las diferencias en la sefial del plano (100). Se
detectan desplazamientos en estas sefiales, conforme aumenta la temperatura, lo
que indica cambios en la forma y tamafio de la celda unitaria [23].

ICDD 00-030-1182
g o Hexagonal Na, ;,Co, ;. O,
T g¢e¢ g g © 3 _
| T < e © g
: \ 8 ©
—~ Mﬁ/ LSO /;\\\/\AW
© ~ 1
) 3 ~
2 ‘ 3 <
o | i ! =] 3 A
© 1 ‘ ‘ o 3 :
5 . ‘ ‘ 2 R
= / W i i L 2] ' b
2 ' ok P ! ¥ E 5 | (b)
[0 ! o ! £ |
IS ‘ Pl | ; ‘
P i i (@) J @ 1
/L.vm il Mhriert A‘v Y - - - (S )
15 6 17 18 37 3
10 20 30 40 50 60 70 8 9 26 (grexdas) 20 (grados)

20 (grados)

Figura 3. Patrones de difraccion de (a) Na CoO, (p,t,r,.), (b) muestra de (a) sinterizada a 920
°C durante 10 h, (c) muestra de (a) sinterizada a 950 °C durante 10 h.

6.2. Caracterizacion mediante FT-IR

En la Figura 4 se presenta el espectro FTIR de las muestras Na CoO,
(0,t,-1,,)> Na CoO, (p,t,.t, ), y muestras compactadas y sinterizadas a 920 °C.
La identificacion de las sefiales se presenta en la Tabla 2. Estas bandas coinci-
den con lo reportado por algunos autores que obtuvieron diferentes cobaltitas
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[25-28]respectively. The study of the mechanism of gelling of transition me-
tal ion Co(Il. Como puede observarse en la Tabla 2 y la Figura 4, las bandas
detectadas a 3454 y 1674 cm™ se atribuyen a agua adsorbida [28]; la sefial a
1674 cm’, también corresponde al grupo COO" del grupo carboxilo presente en el
acido citrico [27]. Las bandas a 1442, 1056 y 848 cm' se atribuyen a las vibraciones
de Na-O [28, 29], lo que confirma la formacién de una fase Na CoO,; 1a sefial a
848 cm! también se atribuye a agua adsorbida [30]. Las bandas a 1674 y 1056 cm™
corresponden a estiramiento asimétrico del COO" y ala vibracién del C-O, respec-
tivamente, proveniente del -COOH del acido carboxilico y el acido citrico [27].
Las bandas a 653 y 569 cm™ provienen del estiramiento del enlace oxigeno-metal
(M-O, M = metal, Na, Co), que se detectan entre 400 y 650 cm™ [26,27,30,31]Mn,
Cu, Zn. La presencia de grupos como COOr indica que, a pesar de las temperatu-
ras utilizadas, existen trazas de material organico provenientes de las materias pri-
mas (acido citrico, por ejemplo) [27]. Al comparar los espectros de las muestras
Na CoO, (p,t,.r,.) ¥ Na CoO, (p,t,r,,) (Figura 4 a-b), se observa que al usar el
procedimiento dos (tratamiento directo de 880 °C), disminuyen las bandas corres-
pondientes a los grupos OH y COO" (3454 y 1674 cm™), lo que indica la ausencia
o reduccion de residuos organicos; para la muestra Na CoO, (p,t,.t, ) se observa
que, al sinterizar a 920 °C (Figura 4c), desaparece la sefial caracteristica M-O a
653 cm’; esto confirma los resultados observados en DRX (Figura 3); es decir,
el compuesto Na CoO, se degrada y se forman otras fases. Por otro lado, para la
muestra Na CoO, (p,t,.r, ), se observa el aumento en la banda a 653 cm™ (M-O)
y la disminucién de las bandas provenientes de los reactivos y del agua, es decir,
los grupos COO" y OH" (Figura 4d); corroborando, nuevamente, los resultados
observados en DRX (Figura 2).

Tabla 2. Asignaciones de las bandas de espectros FT-IR.

Sefial (cm™) | Modo de vibracion Grupo funcional, asignacion
3454 v_ (estiramiento simétrico) | OH', Adsorcion de agua
2984 V(estiramiento) CH, precursores
1674 0 (flexion) OH;, Adsorcion de agua
v . (estiramiento asimétrico) | COO, del carboxilo
1442 7t (vibracién) Na-O
1056 7 (C-O) (vibracion) COQO:, del carboxilo
T (vibracion) Proviene del -COOH, por el acido citrico
Na-O
848 T (vibracion) Na-O, OH, Adsorcién de agua
653 7 (vibracién) M-O
569 T (vibracion) M-O
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Figura 4. Espectro FTIR de las muestras (a) Na CoO, (p,t,r, ), (b) Na CoO, (p,t r, ),
(c) muestra (b) sinterizada a 920 °C, (d) muestra (a) sinterizada a 920 °C.

6.3. Andlisis de morfologia y composicion atémica

En la Figura 5 se observa la morfologia de las muestras Na CoO, (p,t,.r, )y
NaxCOOZ (p2t17rl:l
(p,t, r,.) presenta granos tipo placas, de tamafio y forma irregular, con algunos
aglomerados (Figura 5a); la microestructura tipo placas confirma la obtencion
de una fase del compuesto Na CoO,, ya que es tipica de estos materiales 2D,
debido a su estructura cristalografica [12, 14]. Las condiciones térmicas y los

), obtenida con el microscopio electrénico de barrido. Na CoO,

tiempos utilizados para obtener esta muestra Na CoO, (p,t..t, ), procedimiento
1: 420 °C (693.15 K), 6 h; 760 °C (1033.15 K), 6 h, 880 °C, 7.5 h, influyen en el
crecimiento de los granos a expensas de otros mas pequefios, lo que produce esta
microestructura de tamafios y formas irregulares. El analisis elemental obtenido
con EDS, Figura 5b, muestra Gnicamente sodio, cobalto y oxigeno (Na, Co y O),
lo que confirma nuevamente la formacioén de una fase del Na CoO,. En el caso
de la muestra Na CoO, (p,t,.r, ), Figura 5c, se observa una microestructura mix-
ta, con granos uniformes y compactos (sin poros o huecos entre ellos), junto con
granos uniformes, en tamafo y forma, orientados al azar, que crecen a partir de
los granos compactos; ambos tipos de granos presentan morfologia tipo placas,
evidenciando la naturaleza 2D de estos compuestos [12, 14]. En la Figura 5d se
presenta la muestra Na CoO, (p,t,.t,,), compactada y sinterizada a 920 °C. Se
observan granos de diferentes tamafios, en forma de capas y mas regulares que
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las muestras antes de esta temperatura; también, es posible distinguir otra fase, en
forma de placas delgadas y perpendiculares a los granos sobre los que han cre-
cido; se detectan poros, que posiblemente surgieron durante la degradacion del
Na CoO, y la descomposicion de las trazas de los compuestos precursores detec-
tados por FT-IR [32]. Estos resultados concuerdan con lo observado por DRX
y FT-IR: al aumentar la temperatura, la cobaltita se degrada y produce otra fase.

Intensidad (u. a.)

Figura 5. a) Micrograffa de muestra Na CoO, (p,t. .1, ,), b) andlisis composicional (por EDS) de
la muestra (a), c) Na CoO, (p,t,.r,,), d) muestra (c) sinterizada a 920 °C durante 10 h.

En la Figura 6 se presentan los resultados de los analisis EDS de las muestras
Na CoO, (p,t,r,,), Na CoO, (p,t,.r, ),y muestra Na CoO, (p,t,r, ) sinterizada a
920 °Cy, en la Tabla 3, se presentan las composiciones atomicas sin considerar el
carbono, la férmula empirica de los compuestos y la relacién Na/O de cada com-
puesto. La presencia de carbono se atribuye a residuos de los precursores, en pat-
ticular del acido citrico y los acetatos de sodio y cobalto, que a pesar de las tem-
peraturas utilizadas, no lograron eliminarse del todo, porque los grupos hidroxilo
y carbonilos se adsorben sobre la superficie, en particular, los provenientes del
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acido citrico que producen un efecto de impedimento estérico [31]. La variacion
en la composicion atémica de sodio, cobalto y oxigeno, se relaciona con las rutas
de sintesis utilizadas; principalmente, con las temperaturas y los tiempos, y con
fases detectadas en DRX. En particular, la muestra sinterizada a 920 °C presenta
una composicion baja de sodio, lo que podtia ser el resultado de la volatilizacion
del sodio y la degradacion del Na CoO,, que se produce a temperaturas supetio-
res a 900 °C [10]. De estos resultados, sin considerat el contenido de carbono,
las férmulas empiricas de las muestras son Na,
p,t.r,.; Na,  ,CoO, _, paralas condiciones p,t t, ; ¥, Na ,CoO, , para la mues-
tra sinterizada a 920 °C. A partir de las férmulas empiricas, donde se considera

CoO, ,, para las condiciones

que los porcentajes atémicos corresponden a una fase, los compuestos obtenidos
a las condiciones p t_r 'y p,t,.r,, presentan valores de la relacion Na/O mas
cercanos (0.43 y 0.38) al valor del compuesto estequiométrico (NaCoO,, Na/O
= 0.5), a diferencia de la muestra sinterizada a 920 °C (Na/O = 0.21); con estos

datos, se corrigieron las férmulas, en términos de la composicion del cation,

quedando de la siguiente manera: Na , CoO,, Na _ CoO,y Na , CoO,, para las
condiciones mencionadas anteriormente (Tabla 3).
100
1 I Na
90 [ Co
80+ I o
—~ N c
X 704
s
5
© 50+
5
3 40+
5“1
Q 30+
S .
o)
O 20+

10

0 -

(a) (b) (c)
Muestra

Figura 6. Composicion atémica de las muestras (a) Na CoO, (p,t,r, ), (b) Na CoO, (p,t,.r,.),
(c) muestra (b) sinterizada a 920 °C.

Se ha reportado que las cobaltitas en capas con férmula general Na CoO,
(x ~ 0.6 - 0.7), presentan un comportamiento hibrido entre metales y sistemas
aislantes, lo que hace que estos materiales tengan valores de propiedades termoe-
léctricas casi 10 veces mayores que los de metales tipicos, con baja resistividad
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eléctrica, densidad de portadores mayores y movilidad mucho menores [33-35].
osecooz y Nao.mcooz pre-
senten propiedades termoeléctricas comparables a los materiales termoeléctricos

Se espera, en consecuencia, que los compuestos Na

tradicionales; por otro lado, el compuesto Na , CoO, se considera altamente de-

0.42
ficiente en sodio [24], y se espera que sus propiedades termoeléctricas sean po-
bres. En la siguiente seccion se presentan y discuten los resultados de los analisis

de caracterizacion eléctrica por Efecto Hall.

Tabla 3. Composicién atémica de las muestras Na CoO, obtenidas a diferentes condiciones, sin
considerar el C, y férmulas empirica y corregida.

Muestra Composicién atémica, %o
Férmula Relacion | Formula
Na | Co © empirica Na/O corregida
Na CoO, (p,t,.r,,) | 24.67 | 18.26 | 57.06 | Na, , . CoO, | 043 Na CoO,
Na CoO, (p,t,.1r,,) | 25.84 | 6.64 | 67.52| Na, CoO, .| 0.38 Na . CoO,

Na CoO, (p,t,.r, ), | 10.88 | 37.29 | 51.82| Na ,CoO,, 0.21 Na,,,CoO,
sinterizada a 920 °C

6.4. Caracterizacion eléctrica por Efecto Hall

En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion por
Efecto Hall: conductividad eléctrica (o), densidad de portadores (n) y movilidad
(w) de cada una de las muestras. Las cobaltitas obtenidas por los dos procedimien-
tos y antes de sintetizar presentan valores de o patecidos (0.72 y 0.79 S cm™); este
resultado puede atribuirse a la estructura cristalina (Figuras 2,3) ya que estos com-
puestos consisten de una capa CoO, eléctricamente conductora y una capa de Na
aislante [22], la microestructura (Figura 5), y al contenido de Na, Co [6] y oxigeno,
que provoca que o disminuya cuando el contenido de oxigeno disminuye, como
consecuencia de la formacion de vacancias de oxigeno en la red cristalina [36]. Al
sinterizar el material a 920 °C, se observa un importante incremento en o (26.17 y
44.24 S cm™), que puede atribuirse al cambio de microestructura y la aparicion de
otra fase, y que se inicia la degradacion del Na CoO,, de acuerdo a lo observado en
DRX, MEB y a que el compuesto sinterizado presenta deficiencia en el contenido
de Na [24]. Al continuar aumentando la temperatura de sinterizacion a 950 °C, el
valor de o disminuye a 0.46 S cm™, como resultado de una mayor degradacion del
Na CoO,, la volatilizacion del sodio y la aparicién de otras fases. Estos resultados
coinciden con los reportes que mencionan que la magnitud y la dependencia de la
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resistividad eléctrica respecto a la temperatura son sensibles al contenido de Nayla
no estequiometria en el O [37]. En los resultados de 7 y u se observa que las mues-
tras Na CoO, (p,t,.t, ), Na CoO, (p,t.r, ) y Na CoO, (p,t,.r, ), 950 °C presentan
densidad de portadores mayor y movilidad menor, como se ha reportado en la lite-
ratura [33-35], y se puede atribuir a las diferencias en la morfologfa y composicion
de las muestras; adicionalmente, se sabe que los valores positivos de # indican que
el transporte de carga se debe a huecos [38]the optimal conditions of synthesizing
and purifying carbon nanotubes (CNTs; por lo que, en las cobaltitas obtenidas en
este trabajo, los portadores de carga son los huecos y se comporta como semicon-
ductor termoeléctrico tipo p. El comportamiento de la muestra sinterizada a 950 °C
se puede atribuir, ademas, a la aparicioén de fases ricas en Co. Se ha reportado que
el sodio influye en la concentracién de portadores, por lo que de interés evitar su
volatilizacion [4]. Es importante mencionar que las estructuras cristalinas en capas,
como las cobaltitas, y los materiales policristalinos presentan anisotropia [36], por
lo que es recomendable hacer mediciones utilizando diferentes direcciones cristalo-
graficas y determinar en qué direccion se tendrfan las mejores propiedades.

Tabla 4. Resultados obtenidos de la caracterizacion por efecto Hall.

Muestra iérrr:;i 6 (Scm™) | z(cm?®) |p(cm?V'sh)
Na CoO, (p,t, r,.) Na, CoO, | 072 | 2.09E19 0.22
Na.CoO, (pt, 1, ), 920 °C - 2617 | 9.34E18 | 17.40
Na CoO, (b, r,.) Na, CoO, | 079 | 830E18 0.59
Na CoO, (pt,r,),920°C | Na, CoO, | 4424 | 1.25819 [  21.90
Na CoO, (p,t,.t, ), 950 °C i 046 | 516819 0.05

7. Conclusiones

A partir de la sintesis del Na CoO, mediante el método Pechini y caracteriza-
cioén estructural, quimica, composicional, morfolégica y eléctrica, se obtienen las
siguientes conclusiones:

Las cobaltitas presentan cambios estructurales dependiendo de la temperatura
de procesamiento; al aumentar la temperatura a mas de 900 °C, se inicia un proceso
de degradacion y volatilizacion de sodio, que se determiné durante los analisis de
DRXy se confirmaron con los resultados de FT-IR, donde se detectan los cam-
bios en las bandas correspondientes a los grupos funcionales provenientes de los
precursores. La estructura cristalina para el material sintetizado coincidié con el
grupo espacial P6,/mmc que corresponde a una fase hexagonal; se requiere un
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analisis Rietveld para determinar la pureza de la fase y si es una fase P2 o P’3. A
partir del analisis de FT-IR, se determiné que los precursores utilizados se presen-
tan en trazas en los compuestos obtenidos, a pesar de las temperaturas utilizadas;
se observa la presencia de vibraciones provenientes del enlace M-O (M = metal)
para las muestras, excepto para la muestra sinterizada a 920 °C, ya que dicha sefial
esta ausente, confirmando los resultados obtenidos por DRX. El analisis de morfo-
logia muestra granos irregulares, tanto en formas y tamafios, aunque se observa la
microestructura tipo placas, caracteristica de materiales 2D. En el analisis quimico
composicional se obtuvo carbono, que se atribuye a los restos de los precursores
presentes en la muestras analizadas; las composiciones propuestas, sin considerar
el contenido de carbono, son Na . .CoO, ,Na, CoO, yNa CoO, ;apartirde
las férmulas empiricas y la relacién Na/O, se obtuvieron las férmulas corregidas:
Na ,,CoO,, Na  CoO, y Na

0.86 0.76 0.42
en Na. A partir de los resultados obtenidos del efecto Hall, se determina que las

CoO,; el ultimo compuesto presenta deficiencia

propiedades de conductividad eléctrica, portadores de carga y movilidad dependen
de la estructura cristalina, morfologfa, microestructura, composicion y pureza de la
fase; el material se comporta como semiconductor tipo p, con huecos como porta-
dores de carga. Adicionalmente, se confirma el caracter hibrido de los compuestos
sintetizados. Al utilizar un tratamiento térmico sin etapas intermedias (de 300 a
880 °C), el gasto energético del proceso disminuye. Por otro lado, la variacion de
los tiempos y temperaturas de sinterizado permite controlar las propiedades ter-
moeléctricas: en el procedimiento 1, disminuye considerablemente la evaporacion
del sodio; sin embargo, necesita un periodo de calcinacién de al menos 17 h a 880
°C, favoreciendo la disminucion de la relacion sefial-ruido y la estructura cristalina
presenta un crecimiento favorable en el plano (002) y una conductividad eléctrica
superior a la muestra inicial. Con base en los resultados obtenidos, este procedi-
miento 1 es el 6ptimo para la sintesis, con un tiempo de 17 h de calcinacién y 10 h
de sinterizado a 920 °C, para evitar la evaporacion de Na, obteniendo propiedades
termoeléctricas mejoradas.
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Resumen

La aleacion Ti6AI4V es ampliamente utilizada en la produccion de implantes
ortopédicos debido a que presenta propiedades mecanicas adecuadas, alta resis-
tencia a la corrosion y biocompatibilidad. No obstante, presenta baja bioactivi-
dad, pobre resistencia al desgaste y a la corrosion por agrietamiento, ocasionando
reacciones bioldgicas que disminuyen su vida util dentro del cuerpo humano.
La formacién de peliculas de acido octadecilfosfénico (OPA, por sus siglas en
inglés), sobre la superficie de diversos metales, se ha utilizado para mejorar su
resistencia a la corrosion; sin embargo, la interacciéon entre ambos no esta bien
definida y hasta la fecha no se ha reportado la carta cristalografica del acido oc-
tadecilfosfénico. En este trabajo, se realizé un analisis estructural de peliculas de
OPA depositadas sobre la aleacion Ti6AI4V utilizando la técnica de dip-coating
con el fin de determinar su estructura cristalina. Para ello se utilizé el método de
refinamiento de Rietveld empleando los programas HighScore Plus® y FullProf
Suite®. A partir del ajuste atbmico realizado, se determiné que la estructura cris-
talina que presentd un valor de bondad del ajuste () mas bajo es la monoclinica
simple perteneciente a un grupo espacial P 7 27 7; por lo que se asume que ésta es
la estructura a la que pertenece el OPA bajo las condiciones de sintesis realizadas.
Adicionalmente, se determiné que las propiedades de barrera de estos recubri-
mientos incrementan de manera importante la resistencia a la transferencia de
carga, por ende, disminuyendo la velocidad de corrosion de la aleacion Ti6Al4V.

Palabras clave: Biomateriales, corrosion, peliculas, acido octadecilfosfénico,
estructura cristalina.
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1. Introduccion

En la actualidad, los implantes médicos con mayor demanda son aquellos
causados por enfermedades degenerativas e inflamatorias que afectan a huesos
y articulaciones. Entre éstas, se incluyen la osteoartritis degenerativa, artritis de-
generativa, artritis reumatoide, osteonecrosis (inducida por esteroides, post-trau-
matica o idiopatica), condiciones de cadera congénitas (displasia del desarrollo
de la cadera), neoplasias y osteoporosis. En el ser humano cualquiera de estas
condiciones ocasiona dolor o la pérdida de las propiedades mecanicas del hueso
y/o de las articulaciones, requitiendo implantes o protesis, dispositivos ortopédi-
cos dentro del cuerpo [1-3].

En este sentido, la evolucion y desarrollo de materiales ha permitido que una
gran mayorfa de los pacientes afectados alivien su enfermedad a través de estos
dispositivos. Para que un material sea elegible como implante médico debe pre-
sentar ciertas caracteristicas, como son: poseer propiedades mecanicas similares
a los huesos que se desean sustituir, no causar toxicidad o carcinogenicidad, no
presentar una respuesta inmunoldgica, deben ser bio-compatibles y presentar
una alta resistencia a la corrosiéon. Por esta razén, son conocidos también como
biomateriales, pueden producirse a partir de materiales ceramicos, metalicos o
poliméricos. Son utilizados principalmente en placas de fijacion para fracturas,
tornillos, reemplazos articulares, cables de ortodoncia, vastago femoral, sopor-
tes para valvulas cardfacas, implantes dentales y reemplazos de huesos del oido
interno [4, 5].

En particular, los materiales metalicos que son cominmente empleados como
implantes médicos son: acero inoxidable (ASTM F138 y ASTM F745), magnesio,
titanio, cobalto y sus aleaciones. Dentro de las aleaciones de titanio, la aleacién
Ti6Al4V es la mas utilizada con este fin [0]; esta aleacion puede presentar tres
fases diferentes a, o+ y 8. La adicion de aluminio en la aleacion estabiliza la fase
o mientras que el vanadio, la fase 3. Adicionalmente, se puede utilizar en otras
aplicaciones de la industria automotriz, acroespacial, quimica, marina y biomédi-
ca [4,7].

La aleacién Ti6Al4V ha mostrado excelentes resultados en resistencia mecani-
cay biocompatibilidad; no obstante, presenta una baja bioactividad y su superficie
es susceptible al desgaste, provocando corrosiéon por desgaste o agrietamiento.
Durante este proceso, se ve comprometida la integridad mecanica, tension super-
ficial (adherencia), que provoca reacciones bioldgicas y la liberacion del vanadio,
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induciendo un aflojamiento aséptico en implantes de larga duracion [8-10]. Se ha
reportado que particulas de titanio liberadas a partir de implantes ortopédicos
pueden invadir pulmones, higado y bazo generando una respuesta inmune, dolor
y el fallo del implante [11, 12]. Un método para reducir el desgaste y mejorar la re-
sistencia a la corrosion de los biomateriales es la modificacion de sus superficies
mediante diferentes tratamientos superficiales y recubrimientos [13, 14].

Para determinar los tratamientos superficiales adecuados, es necesario cono-
cer la interaccién que ocurre en este tipo de materiales al integrarse en el cuerpo
humano. La respuesta inicial que experimentan los biomateriales al ser implan-
tados es casi instantanea. Primero, sobre la superficie del implante se absorben
moléculas de agua formando una capa de hidratacién; poco después se absorben
también los iones. Después, se inicia la absorcion de las proteinas; la configura-
cién de esta capa de proteinas promueve la subsecuente interaccion del material
con las células, ya que éstas actian como traductoras entre la superficie del mate-
rial y los receptores celulares, determinando el destino del implante en el medio
biolégico (Figura 1) [15]. La absorcion de las capas de agua, iones y proteinas
sobre la superficie del implante conforman la primera etapa del proceso de os-
teointegracion. La segunda etapa es el proceso de inflamacién (con una duracion
de aproximadamente dos semanas); la tercera etapa consiste en la proliferacion
y diferenciacién de células endoteliales, seguido de la cuarta etapa: la adherencia,
proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos. En la etapa final se obtiene una
buena osteointegracion [16-18]. Este proceso es de vital importancia para el éxito
de la interaccion entre biomaterial y el medio circundante, por lo tanto, también
de la implantacion.

El medio fisiologico es considerado extremadamente agresivo para los bio-
materiales metalicos, por lo que su funcionalidad dentro del cuerpo depende
altamente de la quimica de los fluidos que rodean al implante. El fluido biolégico
extracelular (del tejido celular externo), como la sangre y el fluido intersticial;
contienen una gran cantidad de materiales organicos e inorganicos necesarios
para el cuerpo. Estos son complejos y estan compuestos por sales, algunos me-
tales, aminoacidos, azucares, proteinas, células, etc. Estos componentes produ-
cen aniones como cloruro (CI), fosfatos (PO,), bicarbonatos (HCO),) y cationes
como potasio (K), sodio (Na*), calcio (Ca*) y magnesio (Mg*?). El pH normal
de la sangre y del fluido intersticial usualmente se mantiene entre 7.35 y 7.45, no
obstante, puede disminuir hasta 5.2 durante la implantacion en tejido calcificado,

normalizandose después de dos semanas; la temperatura se mantiene cercana a
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los 37 °C. La alta concentracién de iones y el cambio en el pH aceleran el proceso
de corrosion de los biomateriales metalicos, lo que puede generar la liberacion de
iones metalicos [4, 18].

Las articulaciones metal-metal generan aproximadamente entre 6.7 X 10"y 2.5
X 10" particulas a partir del desgaste, la corrosion superficial o la combinacién de
ambos. La ingesta de nanoparticulas metalicas (< 150 nm) de las células ocurre por
un proceso de endocitosis, particularmente fagocitosis y pinocitosis. Particulas mas
grandes (> 150 nm) pueden estimular la fagocitosis en células especializadas tales
como macrofagos. Una vez internalizada, la particula metalica puede inducir cito-
toxicidad, daflo cromosémico y estrés oxidativo. El Titanio puede generar especies
reactivas de oxigeno, tales como el radical superéxido (O,) y el radical hidroxilo
(OH); estas especies reactivas de oxigeno pueden provocar dafno al ADN, protei-
nas y lipidos. Las particulas metalicas liberadas por los biomateriales metalicos po-
seen una capacidad limitada para activar macréfagos y pueden ocasionar ostedlisis
por una reaccion inmune relacionada a hipersensibilidad [17, 19].
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Figura 1. Esquema de la interfase implante-medio biolégico. Eventos a nivel molecular sobre la
supetficie del implante: 1) adsorcién de moléculas de agua; 2) incorporacién de iones; 3) adsot-
cién de biomoléculas; 4) liberacién de material metalico.

De esta manera, los tratamientos supetficiales o recubrimientos deberan cum-
plir con los mismos requisitos de un biomaterial, pero al mismo tiempo, incre-
mentar las propiedades de barrera evitando un detrimento en las propiedades
mecanicas, presentar una alta adherencia y rugosidad, evitar un peso excesivo en
el dispositivo final y una relacién costo-beneficio muy superior al que presenta
un implante sin un proceso de modificacion superficial. Los métodos utilizados
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para la modificacion de superficies pueden ser fisicos o quimicos. La técnica de
pulverizacion catddica, tratamientos térmicos, rociado térmico, tratamientos de
conversion quimica, electrodepodsito y técnicas de mojado en diferentes medios
son algunas de las técnicas mas utilizadas para lograr una modificacion superficial
en estos materiales.

LLas técnicas de mojado se han adoptado por su sencillez y bajo costo, ademas
que a través de ellas se pueden lograr tratamientos superficiales o recubrimientos
con un empaquetamiento y ordenamiento adecuado para su uso en implantes mé-
dicos. Particularmente, el método por inmersion (dip-coating) permite la modifica-
cion superficial a través de las siguientes etapas 1) inmersion: el sustrato se sumerge
a una velocidad controlada; 2) proceso: el sustrato se mantiene sumergido durante
un tiempo lo suficientemente largo para permitir la formacién del tratamiento su-
perficial o recubrimiento; 3) extraccion: se extrae al sustrato a una velocidad con-
trolada; 4) secado a temperatura ambiente y 5) evaporacion de los compuestos vo-
latiles a temperaturas elevadas (Figura 2). Como es de esperarse parametros como
la viscosidad, gravedad y la tensién superficial tienen un papel importante en la
modificacion supetficial y/o en la formacion del recubrimiento [20, 21].

| | ILW L
N, : \

Figura 2. Recubrimiento por inmersion, de izquierda a derecha. El proceso de recubrimiento se

222

inicia por sumergir al sustrato, después de un tiempo de espera (inmersioén) comienza la extraccién
y finaliza con el secado; ademas, la etapa de evaporacion intermedia entre la extraccion y el secado.

Una de las soluciones que ha sido explorada para la modificacion superficial
de sustratos metilicos son los dcidos alquilofostonicos (R-PO(OH),). Estos com-
puestos estan formados por cadenas anfifilicas lineales que pueden formar enla-
ces M-O-P con diversos metales tales como Ti, Zr, Zn, Al entre otros (Figura 3)
[22]. Se han realizado investigaciones con la intencién de aumentar la hidrofobi-
cidad de compuestos organometalicos, mejorando su desempefio como refuerzo
en matrices poliméricas mediante la adicién de acido octadecilfosfonico (OPA);
demostrando que existe interaccion quimica entre ellos [23, 24|. El acido octade-
cilfosfénico ha sido utilizado en la formacién de peliculas sobre la superficie de
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diferentes aleaciones metalicas para prevenir el proceso de corrosion; se ha re-
portado que estos recubrimientos presentan un buen desempeno como barreras

protectoras, aumentando la resistencia a la degradacion de las aleaciones [25, 26].

Recubrimientos de OPA se han empleado ademds sobre superficies de TiO,
para evitar la adsorcion de bacterias [27, 28]; en TiAIN para disminuir la energfa
superficial y mejorar sus propiedades funcionales [29]; electrodos metalicos (por
ejemplo, Ag), dieléctricos (como 6xido de indio estafio y 6xido de hafnio), utili-
zados en transistores organicos, para modular la funciéon de trabajo, energfa su-
perficial y la cinética de la transferencia de electrones [30, 31]. Recientemente, se
han reportado estudios de simulaciones de dinamica molecular para determinar el
mecanismo molecular de adherencia del OPA sobre la superficie de a-ALO, (0001)
[32]. Estas investigaciones indican que se debe tener un control adecuado de los pa-
rametros de sintesis, ya que puede ocasionar defectos en la pelicula formada, debi-
do alas moléculas de acido octadecilfosfénico que no se adhieren correctamente al

sustrato, por lo que se sugiere su uso en disolventes polatres para su correccion [33].

Figura 3. Estructura quimica del OPA.

Como es de esperarse uno de los retos mas importantes cuando se utiliza
OPA, es la determinacion de la forma en que interactta con la superficie metalica
en la que se deposita, asi como el tipo de estructura cristalina. El principal pro-
blema en este ultimo caso es que el Centro Internacional de Datos de Difraccion
(ICDD) no tiene en su banco de datos una carta cristalografica de acido octade-
cilfosténico que apoye a la identificacion de las fases durante el crecimiento de

peliculas en materiales metalicos.
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Por esta razén, tomando como referencia los antecedentes descritos, en esta
investigacién se presenta un analisis estructural del crecimiento de peliculas de
acido octadecilfosfénico (OPA) depositadas sobre la superficie de Ti6AI4V me-
diante la técnica de inmersion (dip-coating), con el fin de determinar el tipo de
estructura cristalina que se deposita en el sustrato metalico y evaluar sus propie-
dades de barrera utilizando la técnica de espectroscopia de impedancia electroqui-
mica y un medio que emula las condiciones del medio fisiolégico (buffer fosfato
salino, PBS). Para conseguitlo, después de realizar la sintesis del sistema OPA/
Ti6Al4V a dos diferentes tiempos de inmersion, se realizé un analisis estructural
utilizando un refinamiento Rietveld a través de los programas HighScore Plus®
y FullProf Suite®, proponiendo las posiciones atomicas de sus bases de datos.

El refinamiento Rietveld es un método utilizado para caracterizar materiales
cristalinos de los cuales se desconoce su estructura cristalina, se ajusta un modelo
a los datos experimentales obtenidos mediante difraccion de rayos X. Los reque-
rimientos basicos para realizar el refinamiento Rietveld son: 1) datos precisos de
difraccion del material evaluado; 2) un modelo inicial que sea razonablemente
cercano a la estructura cristalina del material de interés; 3) un modelo que descri-
ba con precision las formas, anchuras y cualquier error sistematico en las posicio-
nes de las sefiales de Bragg en el patron de difraccion.

En general el refinamiento Rietveld se basa en el método de minimos cuadra-

dos a fin de minimizar la siguiente funcion residual:

0= Z?;7 w, O/j[“ __)/['M/[)Z (1)

A partir de esta funcion y las ecuaciones (2 - 5) se pueden comparar los resi-

duales esperado, ponderado, perfil y Bragg.
Residual esperado (R)):

(N-P+C)
&Y, 0
Residual de perfil ponderado (R, por sus siglas en inglés):
N obs _ , cale

=1 wiv O/z' »yi )2) (3)

&, 009

R, = 100 ©)

R =100
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Residual perfil (R ):
N obs _ 5 cale
R,= 100 & O,-V Jf'b Do
&)
Residual de Bragg:
NN (I - [
RB — 700 (21:7 ref( i i )2> (5)

1)

En estas ecuaciones, N es el nimero total de posiciones 20, w;, es el factor

obs

de peso (peso estadistico para cada reflexion); y* el nimero de cuentas experi-

cale

mentales para cada dngulo 20 ; y“ el nimero de cuentas calculadas para cada
angulo 20 ; I’ es la intensidad integrada para cada angulo 20 ; I** es la intensidad
integrada calculada para cada angulo 20, N - P + C es el nimero de grados de

libertad [34-37].
2. Metodologia

2.1. Materiales y reactivos

El acido octadecilfosfénico (97 %) y la solucion salina amortiguada por fosfa-
tos (PBS) fueron adquiridos en la compafifa Sigma-Aldrich Co., el alcohol etilico
(etanol, 96 %) en Fermont. El sustrato utilizado en este estudio fueron Ti6Al4V
grado quirargico en forma de discos con diametro de 20 mm y espesor de 2 mm.
Previo al depdsito, los sustratos se desbastaron con papel de SiC utilizando gra-
dos desde 400 a 1500. Los residuos se eliminaron en disoluciones de agua destila-
da, etanol, acetona en bafio ultrasénico y fueron secados a temperatura ambiente.

2.2. Sintesis de las peliculas de OPA

La formacion de las peliculas de OPA sobre la superficie de los sustratos de
Ti6AI4V se realizé empleando una disolucion de acido octadecilfosfonico la cual
se prepard usando 0.01724g de acido octadecilfosfénico que se introdujeron en
un matraz de tres bocas en conjunto con 50 mL de etanol, afladidos para alcanzar
una concentracion de ImM. Después, el matraz se conect6é a un condensador
de reflujo y colocé en un bafio de aceite a 40 °C durante 2 horas. En la ultima
etapa, la disolucion se dejé enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se
utilizaron 80 mL de la disolucion y se colocaron en el vaso de precipitados del
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equipo de inmersiéon modelo Dip Coating WHI-30B. Los sustratos fueron, a su
vez colocados en el brazo de velocidad controlada. Los experimentos se reali-
zaron a temperatura ambiente, utilizando dos tiempos de inmersion (20 y 30 h),
una velocidad de insercion y extraccién de 1 mm/min. El secado de la disoluciéon
se realiz6 a temperatura ambiente, el cual fue seguido por un proceso de eva-
poracion efectuada en una mufla marca Lindbergh BF51894C vy, finalmente, se
enfriaron a temperatura ambiente.

3.

3.1. Caracterizacion estructural mediante DRX y refinamiento Rietveld

TLos recubrimientos del sistema OPA/Ti6Al4V se caracterizaron estructu-
ralmente mediante un equipo de difracciéon de rayos X marca Bruker modelo
D8 Advance, el cual esta equipado con un detector LINXEYE. Los datos fueron
recolectados en el intervalo 20 desde 5 hasta 90° con un paso de 0.02° min™ utli-
zando una radiaciéon Cu, (A =1.5406 A). Para comparacion, se evalué un espectro
de polvos de OPA. Los espectros de difraccion de rayos-X fueron analizados me-
diante el método de refinamiento de Rietveld utilizando los programas HighScore
Plus® [38] y FullProf Suite® [39]. Como se menciond previamente, la carta cris-
talografica del OPA no se ha encontrado en la literatura por lo que inicialmente se
utilizaron cartas cristalograficas con patrones de difraccion de rayos-X similares y
que estan en la biblioteca de datos del programa HighScore Plus.

Para el refinamiento en el programa HighScore Plus® se utilizé un polinomio
de cuatro coeficientes, el término 1/X y la funcién pseudo-Voight se utilizé para
ajustar la forma de las senales; estda funcién también se empled para realizar el
refinamiento en el programa FullProf Suite®.

3.2. Caracterizacion morfologica

La caracterizacion morfoldgica del sistema OPA/Ti6AI4V se realizé utilizan-
do un equipo JEOL JSM 6701F a diferentes aumentos y un voltaje de aceleracion
de 5 kV.

3.3. Espectroscopia de impedancia electroquimica

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés)
se realiz6 en una celda de tres electrodos a 20 °C, en una disolucién PBS, que



FORMACION DE PELICULAS DE ACIDO OCTADECILFOSFONICO PARA INCREMENTAR 225
LAS PROPIEDADES DE BARRERA DE SUSTRATOS TI6AL4V

emula las condiciones del medio fisiolégico, usando un Potenciostato Gamry
Reference 600; las muestras se estabilizaron durante 30 min antes de las eva-
luaciones. El electrodo de trabajo consistié en un area expuesta de 0.7 cm® de
la superficie de las muestras con y sin recubrimiento. El electrodo de referencia
fue un electrodo de Calomel saturado (SCE, por sus siglas en inglés) y una barra
de grafito se emple6 como contraelectrodo. Las medidas de impedancia se ob-
tuvieron con una sefial sinusoidal de voltaje de 10 mV de amplitud aplicada en
un intervalo de frecuencia de 100 kHz a 0.01 Hz (diez puntos de frecuencia por
década). Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

4. Resultados y discusion

4.1. Analisis Morfolégico del sistema OPA/Ti6AI4V

En la Figura 4 a-d se presentan las micrografias de los sistemas OPA /Ti6AI4V
producidos a dos tiempos de inmersion (20 y 30 h) y diferentes magnificaciones.
ILa molécula de OPA presenta una longitud de onda de ~15 A, por lo que se ha
observado previamente que el analisis morfoldgico es complicado. Sin embar-
g0, bajo las condiciones de sintesis se puede observar en estas imagenes que la
pelicula presenta aglomerados de la molécula, por lo que se puede inferir que la
pelicula se formo a partir de nucleacion de particulas mismas que fueron crecien-
do hasta formar el recubrimiento. Muy probablemente este crecimiento se dio a
partir de la composicion de las fases o y 8 caracteristicas de esta aleacion. El ta-
mafio de estos aglomerados es dificil de determinarse con exactitud; sin embargo,
se observa que son del orden micrométrico, las cuales a su vez estan integrados
por particulas mas pequenas. En estas micrograffas también puede observarse
que debido al mecanismo de crecimiento se presentan porosidades superficiales,

Figura 4. Micrografias de SEM de
la aleacién Ti6AI4V recubierta con
OPA utilizando dos tiempos de
inmersion. a-b) 20 h y ¢-d) 30 h.
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mismas que disminuyen con el tiempo de inmersion. Las lineas observadas estan
relacionadas con el procedimiento de pulido mecanico.

4.2. Patrones de difraccion de rayos X

En la Figura 5 se muestran los patrones de difraccion de los cristales del OPA
(tal como se recibieron), los sustratos de Ti6AI4V sin recubrir y los sistemas OPA/
Ti6Al4V con dos tiempos de inmersion (20 y 30 h). Los espectros de difraccion
muestran para el caso de los cristales de OPA, la aparicion de reflexiones a 5°, 7.6°
y 12.7°. Por su parte, el sustrato metalico sin recubrir presenta tres principales re-
flexiones que se localizan aproximadamente a 32.3° (100) , 38.1° (002) , 39.6° (110)
» 40.2° (101),, 53.4° (102),, 64.6° (110),, y 71.1° (211), (103), que corresponden
a las fases hexagonal de «-Ti (JCPDS # 44-1294) y cibica de B-Ti (JCPDS # 44-
1288). Por su parte, los sistemas OPA/Ti6AI4V presentan las principales reflexio-
nes de sustrato, OPA asi como la apariciéon dos pequefias reflexiones localizadas
aproximadamente a 22.2° y 25.9° (0-20), las cuales se han atribuido a la interaccién
de la OPA y la superficie metalica [23,24]. La intensidad de las sefiales disminuye
al aumentar el tiempo de inmersion de 20 a 30 h, por lo que se observa que a 30 h
estas sefiales se integran en una sola reflexion. La disminucion de la intensidad de
las sefiales es caracteristica de la reduccién en la cristalinidad de pelicula.

El refinamiento Rietveld intentd realizarse en los sistemas OPA/ Ti6Al4V;
sin embargo, como era de esperarse, el nimero de conteos (intensidades) fue
demasiado pequeno para la obtencion de resultados confiables durante el analisis
de la estructura cristalina de OPA, por lo que el refinamiento Rietveld se realizo
a partir del patrén de difraccion de OPA cristalino.

o JPA
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Figura 5. Patrones de difraccién del OPA en polvo, las aleaciones Ti6AI4V
sin recubrir y recubiertas con las peliculas de OPA.
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4.3. Refinamiento Rietveld

En literatura se ha encontrado que la identificaciéon de materiales descono-
cidos se realiza principalmente utilizando la técnica de difraccion de rayos X en
polvo, una técnica no destructiva con la cual se examinan fases, textura, cristali-
nidad, etc. A partir de la informacion obtenida de esta técnica, se puede realizar
el andlisis de la estructura cristalina de materiales desconocidos o nuevos, cuya
estructura no se encuentra en las bases de datos, utilizando el método de refina-
miento Rietveld empleando diversos softwares [40].

Como se menciono anteriormente, la intensidad de las sefiales de las peliculas
del OPA sobre la aleacion Ti6AI4V no es suficiente para realizar el analisis de su
estructura mediante el método de refinamiento Rietveld, por lo que se utilizaron
los datos del patrén de difraccion de OPA en polvo. Esta informacion fue utili-
zada para refinamiento Rietveld combinando los programas HighScore Plus® y
FullProf suite®. Primero, se realizé una busqueda de cartas cristalograficas cuyo
compuesto estuviera formado a partir de los mismos elementos que componen
de OPA, con patrones de difracciéon con sefales en las mismas posiciones o
posiciones cercanas a las encontradas en las cartas cristalografica del OPA ex-
perimental, utilizando diversas bases de datos mediante el programa HighScore
Plus®. A partir de esta busqueda se encontraron coincidencias mostradas en la
Tabla I. Como puede apreciarse en esta Tabla, todas las estructuras que se acer-
can a las reflexiones de la OPA ajustan con la fase monoclinica. Por lo que éstas
se evaluaron mediante el refinamiento Rietveld utilizando los resultados experi-
mentales. Es importante mencionar que las coordenadas atémicas de la estructu-
ra del OPA se obtuvieron a partir de los archivos de informacion cristalografica

(5FIC.cif) [41].

Tabla 1. Informacién cristalografica de la base de datos contenida en el programa HighScore
plus® como punto de partida para el refinamiento Rietveld.

Num. Carta Estructura Grupo L Gl ; .
, . .. , grupo Formula quimica
cristalogrifica cristalina espacial .
espacial

96-201-2866 monoclinica P1211 4 P8.00032.00H40.00C28.00
96-402-1899 monoclinica c121 5 C176.00H128.00016.00P8.00
96-431-0891 monoclinica | C12/c1 15 P8.00016.00C248.00H248.00
96-430-9594 monoclinica | C12/c1 14 P4.00C136.00H172.00012.00
96-222-7302 monoclinica | C12/c1 14 P4.00016.00C168.00H252.00




228 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 3

A partir de los refinamientos realizados s observé que el valor de la bondad
del ajuste del patrén de difraccion experimental mas bajo se obtuvo al compa-
ratlo con la carta cristalogrifica JCPDS # 96-201-2866 (yx* = 53) utilizando el
software HighScore plus®, mientras que el ajuste minimo que se obtuvo en el
programa Fullprof Suite® fue dey’ = 59.2 para esta misma carta. Es evidente que
este valor puede resultar muy alto para cualquier analisis de este tipo; sin embar-
go, la aproximacion se considera adecuada si se toma en cuenta la complejidad de
la molécula (OPA) y la carencia de datos disponibles. De esta manera, la estructu-
ra cristalina del acido octadecilfosfénico a temperatura ambiente es monoclinica
simple con una simetria P 7 27 1, grupo espacial 4. En la Tabla II se presentan los
resultados del ajuste obtenido mediante el refinamiento Rietveld en etapas inicial,
intermedia y final del andlisis realizado utilizando el programa Fullprof Suite®.
Por su parte, en la Figura 6 se muestran los cambios en el refinamiento a través
de las diferentes posiciones atomicas propuesta para la estructura de la OPA. En
esta Figura, las diferencias en los perfiles calculados y experimentales indican un
mejor ajuste.

Tabla 2. Resultados del refinamiento Rietveld para la estructura cristalina de 4cido octadecilfos-
fonico utilizando como referencia la carta cristalografica JCPDS # 96-201-2866.

Ajuste Inicial Intermedio Final
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P1211 P1211 P1211
a (A) 5.07(5) 5.60(1) 5.58(0)
b (A) 23.24(1) 23.41(5) 23.21(4)
¢ (A) 8.76(1) 8.64(2) 8.75(4)
(%) 98.3(2) 97.3(3) 97.0(1)
V(Aj) 1150.2(1) 1124.8(5) 1125.7(4)
Factores R
R, (%) 89.7 103 413
R,, (%) 95 95-4 53.4
R, (%) 7.57 7.84 6.93
1’ 157 148 59.2

Las diferencias con el ajuste experimental son bastante aceptables con R, =
0.93 %, mientras que en el caso de los residuales de ponderados y de perfil son al-
tos con valores de R,=41.3%yR, = 53.4%, respectivamente. Los parametros de
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celda unitaria que corresponde a este ajuste son: @ = 5.583(6) A, b = 23.210(4) A,
¢=8.7533) A, B =97.03(13) °, V = 1125.7(14) A 3 y contiene 122 4tomos, 2

moléculas por celda unitaria.
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Figura 6. Graficas del refinamiento Rietveld para el OPA en polvo a lo largo del analisis. Etapa

En la Figura 7 s

inicial (a), intermedia (b) y final (c).

e muestra una propuesta de los diagramas de celda unitaria

del acido octadecilfosfénico utilizando los resultados por etapa del refinamiento

Rietveld. Estas celdas fueron construidas en el programa Diamond® mediante
los archivos CIF generados [42].

Los parametros del refinamiento de la etapa inicial (Figura 7 a) no presentan

una variacion drasti

ca respecto a la etapa intermedia (Figura 7 b); sin embargo,

a medida que se refinaron los parametros iniciales, se presentan una estructura

muy diferente. Los

cambios en las posiciones atomicas pueden en gran medida

modificar las propiedades del sistema OPA/Ti6AL4V. Por esta razon, con el fin

de complementar la

informacion y recordando que el objetivo de este estudio era
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determinar la estructura cristalina de los recubrimientos de OPA sobre la alea-
cion Ti6ALA4V, asi como su propiedades de barrera en un medio que simule un
medio fisiolégico; se realizé un andlisis de los sistemas OPA/Ti6AL4V mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica.

2)

Figura 7. Diagramas de la celda unitaria del OPA en polvo a lo largo del refinamiento de
Rietveld. Etapa inicial (a), intermedia (b) y final (c).

4.4. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

LLa Figura 8 muestra los espectros obtenidos mediante la técnica de espec-
troscopia de impedancia electroquimica utilizando una disoluciéon de PBS. Para
comparacion, se presenta el desempefio electroquimico de sustratos sin recubrir
de Ti6Al4V. Todos los espectros presentan una sola constante de tiempo con
una influencia directa sobre las propiedades de barrera del tiempo de inmersioén
de los recubrimientos aplicados. En el diagrama de Nyquist se puede observar
claramente que las propiedades de barrera de la aleaciéon Ti6AI4V se incrementan
de manera importante con la adicién de los recubrimientos de OPA. Una compa-
racion rapida de este comportamiento sugiere que la resistencia a la polarizacion
se modifica de 24 kQ ¢cm-2 para el sustrato desnudo y se incrementa entre 256.2
kQ cm-2- 0.86 MQ cm-2 con un tiempo de 20 y 30 h de inmersién, respectiva-
mente. Este comportamiento puede corroborarse con los diagramas de impe-
dancia total y angulo de fase en donde se observa un incremento en la respuesta
capacitiva (de altas a bajas frecuencias) a mayores tiempos de inmersion. Para
determinar los valores de la resistencia a la transferencia de carga de las muestras
analizadas, se realiz6 un ajuste mediante el uso de circuitos equivalentes. Los
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circuitos equivalentes propuestos para el sustrato sin recubrir es Rs(RctCPEdc),
mientras que para los sistemas OPA/ TiGAl4V se propuso un circuito Rs(Rr (Ret
CPEdc) CPEx)). En estos circuitos Rs describe la resistencia a la solucion, Rr es
la resistencia del recubrimiento y Rct es la resistencia al a transferencia de carga.
Por su parte, la capacitancia de la doble capa eléctrica fue ajustada mediante un
elemento de fase constante. El elemento de fase constante se utilizé para ajustar
las desviaciones de la idealidad del semicirculo y son referidas en este caso a ru-
gosidades observadas durante el crecimiento de la pelicula. Por lo tanto CPEr,
esta relacionada con la capacitancia del recubrimiento, mientras que CPEdc con
la capacitancia de la doble capa eléctrica.
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Los resultados del ajuste realizado a los datos experimentales a partir de los
circuitos propuestos se presentan en la Tabla III. Los valores de resistencia a la
disoluciéon se encuentran en el intervalo observado para este tipo de electrolitos,
mientras que los valores de n se encuentran en congruencia con el ajuste de la
capacitancia a partir del elemento de fase constante del recubrimiento, el cual es
cercano a la unidad. Por su parte, en el mejor de los casos se observo un incre-
mento en las propiedades de barrera de hasta casi dos 6rdenes en magnitud en
comparacion con el sustrato. Si bien es cierto que el tiempo de inmersiéon es muy
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alto en comparacion con los dos experimentos propuestos, la aplicaciéon de estos
materiales puede justificar en un balance de costo-beneficio.

Tabla 3. Valores obtenidos a partir de la simulacién de la aleacion Ti6AI4V sin recubrir
y recubierta con el OPA en PBS.

CPEr CPEdc Equiv.
Muestra R, Yo, o R, Yo, o, R, Circuit
2
(Q sz) (Ql cm? Sn) (Q sz) (Ql cm? s") (Q sz) (1)((4)3)
Ti6AI4V | 59.24 - - - 4.73E-5 | 0.87 | 24.43E3 | 2.49

20h 73.81 3.95E-6 (092 730 12.24E-6 | 0.59 | 833E3 | 1.01 b

30h 55.93 1.66E-8 |0.92|17.29E3| 5.44E-6 |0.69 | 1.84E6 | 13.41 b

Especificamente con 30 h de inmersion la reduccion en la velocidad de corro-
sién puede estar relacionado con varios factores, por ejemplo, el mayor espesor
que tienen las peliculas en comparacién con las de 20 h; asimismo, la reduccion
en la porosidad de los recubrimientos a tiempos mayores, lo cual se observé en la
inspeccion morfologica de las muestras. Finalmente, un factor que puede influir
es el tipo de estructura cristalina del recubrimiento y su interacciéon con el sus-
trato metalico. Durante el crecimiento de los sustratos y su posterior secado, se
liberan no solo disolventes, sino una cantidad de energia debida a las diferencias
en los coeficientes de expansion térmica entre el polimero y metal, lo cual puede
modificar los tamafos de cristalita en el recubrimiento. Sin embargo, en este caso
los tamafios fueron muy similares por lo que este factor no debe afectar el des-
empefio final del material. En lo que respecta a la estructura cristalina, la cual se
sugiere es monoclinica, ésta afectara principalmente, las propiedades mecanicas
del sistema, las cuales no fueron evaluadas durante esta investigacion.

5. Conclusiones

En este estudio se evalud la estructura cristalina del acido octadecilfosfénico
en polvo, un material empleado como pelicula para prevenir el proceso de co-
rrosion en la superficie de la aleaciéon Ti6Al4V, cuya carta cristalografica no ha
sido reportada en literatura. La estrategia inicial se enfocé en analizar morfold-
gicamente el crecimiento de los recubrimientos de OPA en sustratos metalicos,
utilizando tiempos de inmersion a 20 y 30 h. El crecimiento de estas peliculas
ocurre mediante islas presumiblemente en la fase 3-Ti, para después recubrir con
el tiempo de inmersion la superficie del sustrato. Peliculas mas uniformes y una
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menor porosidad se observaron a 30 h. Los espectros de DRX indican una inte-
raccion fuerte de OPA la cual se presenta con la aparicién de pequenas reflexio-
nes que no aparecen en el sustrato metalico ni en el material reactivo. A partir
de los resultados obtenidos en el refinamiento Rietveld a través de los softwares
HighScore Plus® y FullProf Suite®, se sugiere que la estructura de la OPA es
monoclinica con una simetria P 7 27 7, no obstante que el valor de y” es alto para
esta determinacion. La resistencia a la transferencia de carga es incrementada
hasta en dos 6rdenes de magnitud cuando se aplica un recubrimiento de OPA en
la superficie de Ti6Al4V. Aunque el tiempo de aplicacion es largo 30 h, el costo
beneficio en estos materiales justifica su aplicacion. Finalmente, las propiedades
de barrera estan relacionadas con las caracteristicas del recubrimiento como lo
es la reduccién en la porosidad y espesor que puede alcanzarse con tiempos de
inmersion prolongados.
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES FINALES

En la actualidad la nanotecnologia esta cumpliendo con sus objetivos, al ser
una ciencia y tecnologia trans-disciplinaria, esta uniendo esfuerzos con las demas
ciencias para apoyar con las innovaciones para contrarrestar a la pandemia del
COVID 19. Es asi que los desarrollos de las vacunas que estan administrando en
seres humanos contra el virus, el RNAs esta siendo nanotransportado a través de
liposomas y son los que tienen mayor eficacia, 94 % y 95 % contra el COVID 19.

Esta es una gran motivacioén para continuar realizando investigacion en nano
ciencia y nanotecnologfa aplicada al area de salud sin descuidar las otras areas del
conocimiento como Energia, Medio Ambiente, Alimentos y Seguridad.

En el area de salud los capitulos inician con la elaboracion de nanofibras que
se emplean como apdsitos para el tratamiento de enfermedades infecciosas, in-
corporando un antibiético en el interior de las nanofibras, que es una técnica que
posiblemente servira para nuevas innovaciones en otros campos de la salud.

La investigacion sobre el método de sintesis de nanoparticulas de oro con
diferentes azucares reductores y no reductores presenta una alternativa ecolégica
y factible de obtencion de nanoparticulas de oro que a futuro podria tener un
uso directo sobre los blancos terapéuticos asociados a padecimientos del sistema
nervioso central (SNC), particularmente las enfermedades neurodegenerativas.

La deteccion temprana Células Tumorales Circulantes (CTC) puede represen-
tar la diferencia clinica valuable para el monitoreo de tratamientos, anticipacion a
recidivas y metastasis. El desarrollo de un nuevo biosensor para deteccién de CTC
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caracteristicas de cancer de mama, basado en Espectroscopia de Bioimpedancia
Eléctrica (EBIE) asistida con nanoparticulas magnéticas (NpM) acopladas a un
anticuerpo (Ab) monoclonal que reconoce proteinas de superficie, sera un gran
avance para la deteccion de temprana de cancer de mama.

Nanoestructuras nucleo-coraza de SIO2@Au fueron sintetizadas, al conjugar
con la proteina Sambucus nigra, que podra servir como un excelente nanosensor
de células de cancer cervico uterino.

En el area de energfa se incorporé nanoparticulas metalicas a biodiesel en di-
ferentes concentraciones, buscando la aplicacién como nanofluidos en ingenierfa
térmica como enfriadores de paneles solares, en radiadores de motor, almacena-
dores de energfa, sistemas solares térmicos, estanques y celdas solares termoe-
léctricas. Por otro lado la sintesis de peliculas de 6xido de tungsteno mostro
respuestas tipicas de un semiconductor tipo n en presencia de un gas reductor.
El sensor de permitié determinar las condiciones 6ptimas de operacion, a saber;
400 °C con 400 y 800 ppm de H,.

En el area de los alimentos los recubrimientos nano estructurados en base
a quitosano, incorporando también aceites esenciales y extractos vegetales.
Mostraron eficacia en la inhibicién de microorganismos en frutas o vegetales
tratados. Sin afectar la maduracion de los mismos.

El area de materiales sintetizo las cobaltitas a temperaturas de 900 °C que cris-
talizan con una estructura hexagonal y presentan una microestructura en capas,
las propiedades eléctricas se atribuyen al cambio de microestructura y la aparicion
de otra fase, y que se inicia la degradacion del Na CoO,; la densidad de portado-
res de carga indican que el material obtenido es un termoeléctrico tipo p.

Las propiedades de barrera de peliculas de OPA depositadas sobre la aleacion
Ti AL,V empleando la técnica de dip-coating, incrementan de manera importante
la resistencia a la transferencia de carga, y disminuyen la velocidad de corrosion
de la aleacion Ti Al V. Finalmente, un transistor de efecto de campo selectivo a
iones de compuerta extendida (acrénimo en inglés, EG-ISFET) puede utilizarse
como un detector potenciométrico de iones hidrégeno (H") si dichos iones se
encuentran lo suficientemente cerca de la superficie sensora.

Los avances en nanotecnologia desarrollado por el IPN, estan innovando en
todos los campos del conocimiento y areas de interés de la red de nanociencias,
micro y nanotecnologfa, para implementar a futuro en resolver problemas que

requiere la sociedad.
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