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RESUMEN

M.C. Luis Raul Reyes Chéavez Fecha @aduacion: Julio, 2013
Universidad Auténoma de Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Biosintesis de un nanocompasito de Titanio-NiduiéNi) y Dioxido
de Titanio (TiQ) con perspectivas de aplicacion en biomateriales

Numero de paginas: 118 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con
Orientaciéon en Quimica de los Materiales

Area de EstudioQuimica de los Materiales

Propésito y Método del Estudio:El campo de los biomateriales ha ganado granésiten

el mundo de la ciencia desde los afios 60. A laafeskisten reportados en literatura
diversos tipos de biomateriales ya sea metalicte és que se encuentran Fe, Al, Cr, Co,
Mg, Mn y Mo, ceramicos como el SiOTiO,, Al,O3, y Cao(POy)s(OH),, poliméricos y
compositos. Desafortunadamente los métodos deswsitara la obtencién de biomateriales
son caros y necesitan de equipos sofisticadosgharaSin embargo a la fecha, existe una
fuerte area de investigacion para sintesis de nateriales, mas amigable con el medio
ambiente, conocido como biosintesis. En el predesib@jo se utilizé el hong®enicillium

sp para la sintesis de un nanocompdésito de TiNOg @ partir de sales de;KiFs como
fuente de Tiy como fuente de Ni se partio de sadelli(NGs), y NiCl,. Para validar la ruta
enzimatica se realizaron estudios adicionales emistéina bajo las mismas condiciones
experimentales de biosintesis. Las muestras setedraron por difraccion de Rayos X,
microscopia electronica de barrido de emisién aepca FTIR, UV-Vis y AFM. Ademas,
las muestras se prepararon en formapedkets sinterizados a dos temperaturas: 250 y
500°C, determinando su microdureza, las cualesofuesometidas a tratamientos de
bioestabilidad en presencia de un suero fisiolggiosteriormente se analizaron por FTIR,
difraccién de rayos X y microscopia electrénicédgeido.

Contribuciones y Conclusiones: En este trabajo se ha demostrado que el hongo
Penicillumsp tiene la capacidad de sintetizar extracelulatenan compaosito ceramico-
metal como es el de TO-TiNi, obteniendo nanoestructuras de 20 a 200 nm co
morfologias poliédricas. Se demostré0 una histérdsistransformacion para las fases
martensita-austenita del TiNi del orden de 12°Ci Afsmo se determinaron las
temperaturas de inicio y terminacion para estassfag, = 45.16°C, M= 117.55°C y A=
46.53°C, A= 109.3°C. La ruta enzimatica de biosintesis $idd/@or medio de estudios
adicionales de |-cisteina obteniendo en condicieimagares de experimentacion, las fases
de TiNi y TiO,. Los resultados de bioestabilidad indican la gaeién de hidroxiapatita,
encontrandose en mayor proporcion sobre la mussttarizada a mayor temperatura. La
biogeneracion de hidroxiapatita del compdésito bhigizado y sinterizado lo potencializan
para su uso como biomaterial.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El campo de los biomateriales ha ganado granésiten el mundo de la ciencia desde
el primer congreso llevado a cabo en la UniversidadClemson en el Sur de California en
1969 [1-3] A la fecha existen reportados en literaidiversos tipos de biomateriales entre los
que se encuentran metales como el Fe, Al, Cr, Gp,Mh y Mo, ceramicos como el SiO

TiOy, Al;O3, y Cao(POy)s(OH),, poliméricos y compasitos [2-5].

Los biomateriales, artificiales o naturales, méitios para el desarrollo de implantes
con la finalidad de reemplazar estructuras biokggue han sido dafiadas o perdidas, mejoran
la calidad y esperanza de vida. Segun los dem&diEfdNaciones Unidas dentro de 5 afios es
muy probable que existan mas personas mayores déddque nifios menores de 15 afnos.
Hoy en dia 1 de cada 10 personas tiene 60 afiosop@® en el afio 2050 se preveé que sera
una de cada cinco, y asi mismo el numero de pessqoa tienen mas de 80 afios se
multiplicara por cinco. Por lo tanto, el campo de biomateriales ha mostrado un rapido
crecimiento con la finalidad de satisfacer las deiaa de una poblacion cada vez de mayor

edad.



Los biomateriales deben cumplir con las condigode ser biocompatibles, esto es
qgue no generen un rechazo e incluso de inhibiespuesta inflamatoria del organismo, ser
resistentes a la corrosion debido a los fluidopa@ies y ademas, tener una funcion bioldgica

0 mecanica especifica [2-3, 5].

Para la aplicacion de los biomateriales como intpkse requiere hacer estudios de la
composicion tanto del material a implantar como lde particulas liberadas como
consecuencia de su desgaste, asi como de los pedie degradacion que pueden generar,

para evaluar la tolerancia o la toxicidad del imfgaen el organismo [2, 3, 6, 8].

Segun su composicién quimica los biomaterialedasafican en materiales metalicos,

poliméricos, ceramicos y materiales compuestoswpositos [2-5, 9].

Los biomateriales poliméricos son ampliamenteizatilos en medicina y deben su
éxito a las excelentes propiedades que presenésnctamo baja densidad, baja resistencia a la
tension y alto grado de elongacion, ademas ofrémgrosibilidad de fabricarlos mediante
diferentes rutas, con caracteristicas definidasry la facilidad de moldearlos como fibras,
tejidos o peliculas [2-4]. Estos pueden ser naggralsintéticos y en cualquier caso, se pueden
encontrar formulaciones bioestables, para sustfiaicial o totalmente tejidos u 6rganos
lesionados o destruidos de forma permanente y fammnes biodegradables que cumplan
una funcion de manera temporal mientras el problpsraista, y después se deseche sin

provocar toxicidad al organismo. [2-3].



De los biomateriales metalicos, cabria sefalar ejueimero de elementos que se
utilizan en la fabricacion de implantes es muy #&do, si tomamos en cuenta que mas de tres
cuartas partes del sistema periddico lo son. Bhgrirequisito para su utilizacion es que éstos
sean tolerados por el organismo, para que no exrsta&chazo inmediatamente después de
que se coloque el implante. Otro requisito impredible es que presenten resistencia a la
corrosion, debido a que se encontraran inmersasanedio hostil como lo es el organismo
humano y a temperaturas del orden de 37°C. Algumetales no presentan este problema,
como los metales preciosos, otros se pasivan alaiouna capa de 6xido en su superficie,
protegiendo el interior del metal y evitando asiawance en la corrosion, como ocurre con el

titanio y sus aleaciones [7].

De los biomateriales ceramicos en primera inséapodria pensarse que su principal
ventaja es su baja reactividad quimica, por suctardnerte, que conlleva una clara
biocompatibilidad. Pero no todas las bioceramicasisertes y de hecho, muchos materiales
ceramicos que se utilizan en cirugia reconstructwa bioactivos. Los bioceramicos se
introducen en la década de los 70's en la que czaban a observarse que los biomateriales
utilizados hasta ese momento, como el acero, aleegide cobalto y polimetil metacrilato no
funcionaban de manera adecuada debido, entre @zases, a la encapsulacion de estos
materiales, lo que hizo dirigir la mirada haciadasamicas, en un intento de buscar una buena

osteointegracion.



Sin embargo, la fragilidad de las bioceramicagiregd, en gran medida, su campo de
aplicacion, usandolos soOlo cuando no se necesital@radas prestaciones mecanicas, a
excepcion de la alimina y la zirconia, que hastaial de hoy se siguen empleando en

articulaciones de cadera [2-3, 6, 7].

Existen otras bioceramicas tales como las hidpatitas, las cuales presentan gran
biocompatibilidad con el hueso humano [2, 4, 7p8f0 una vez mas su resistencia mecanica

aun es insuficiente [2, 4, 8-12].

En esta direccion podria pensarse en reforzar ilosetamicos ya conocidos, por
ejemplo, sintetizando biocompdsitos que mejorenakgEectos mecanicos de los ceramicos y
profundizar en el estudio del mecanismo de fornmaaél hueso natural para buscar las
condiciones de sintesis que permitan obtener éabetatorio biomateriales compuestos con
propiedades mecanicas aceptables. El objetivo fiedh comunidad cientifica que trabaja en

este campo es fabricar hueso artificial equivalahteieso natural [2, 3, 5, 6].

Por lo que en esta tesis se propone la sintdst®agposito ceramico-metal THEX NI,
con caracteristicas quimicas, mecanicas y nancastales con la finalidad de desarrollar un
nuevo biomaterial, sintetizado ademas por unaant@able con el medio ambiente como es

la biosintesis.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Biomateriales

La ciencia de los Biomateriales examina las pdgles fisicas, quimicas, mecanicas y
bioldgicas del material. Asi, la ciencia de los Baieriales ha sido definida oficialmente
como el estudio de los materiales y su interacca@mel medio biolégico. Un biomaterial se
define como aquel material destinado a la inteéaccon los sistemas bioldgicos para evaluar,

tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejidoadogo funcién del cuerpo [18-20].

El descubrimiento e invencion de los biomaterigss notablemente relacionado con
el desarrollo de la cirugia moderna [18-19]. End® materiales usados actualmente como
implantes ortopédicos se incluyen al acero inoXal&d6 [21], aleaciones de cobalto [22] y
cromo asi como al Ti y sus aleaciones [23]. Sinagdy elementos tales como el Ni, Cry Co
se han reportado como subproductos de aceros afnzgly de aleaciones de Co-Cr debido a
la corrosion por los fluidos corporales. Los efectoxicos de estos metales disminuyen la
biocompatibilidad de este tipo de implantes [24%i Anismo se ha reportado efectos de
dermatitis debido a la toxicidad del Ni en presame Co [24], esto en estudios de seres

ViVOos.



Ademas, tanto el acero inoxidable como las aleasiadle Co-Cr poseen un modulo
elastico mucho mayor que el hueso, provocando efiai€hte transferencia de esfuerzo del
hueso llevando a una reabsorcion de esta energismlo, perdiendo asi el implante después
de algunos afios de implantacion. El alto cicloaligé lleva a la falla de implantes de cadera

después de varios afnos [23-26].

A principios de la década de los 60°s Sir J. Obgurealizé el primer intento para unir
una protesis de cadera de acero inoxidable y pehetde alta densidad con cemento 0seo
metracrilato [26]. Esto puede considerarse comoi@b de la ortopedia moderna, en la que el

desarrollo de mejores materiales juega un papeditapte.

A finales de esa misma década se descubrieroaxioslentes atributos del Ti en la
medicina. A partir de ese momento, algunos de laternales comenzaron a ser clasificados
como biomateriales [29]. Diversos materiales cometates, polimeros, ceramicos y

compoésitos se han desarrollado desde entd@8e30].

Hoy en dia existe un gran nimero de cientificodiglintas areas que se interesan y se
preocupan de los problemas relacionados con losaieriales[30]. Existiendo diversas
organizaciones internacionales que dan recomenuexi9 normas para la fabricacion y
prueba de los biomateriales comol$D (Organizaciéon Internacional de Normalizacién), la
ASTM(Sociedad de Pruebas y Materiales), entre ottss,sgpervisan la aplicacion de éstos

en el uso humano [31].



Uno de los factores mas importantes en los magerial utilizar dentro del cuerpo
humano es la biocompatibilidad, que se define ctantapacidad de un material para llevar a

cabo una adecuada respuesta a una aplicacionfespE2].

Existen dos factores fundamentales que determlaabiocompatibilidad de un
material, como son las reacciones inducidas y ¢madiacion del material en el cuerpo. Al ser
evaluada la biocompatibilidad se encuentra quenateriales base Ti, son fuertes candidatos
para ser utilizados como implantes ortopédicosdielai la combinacién de caracteristicas
tales como alta resistencia mecanica, baja densat@dinmunidad a la corrosion, completa
inercia quimica en medio ambiente humano, bajo heo@lastico, biocompatibilidad y

ademas alta capacidad para unirse al hueso ysdjgmanos [32].

1.2Ti-Ni

El TiNi o nitinol, como se nombra en la literatwiantifica al compuesto equimolar de
Ti-Ni, ha sido una de las aleaciones de mayor itapera en los ultimos afios debido a sus
caracteristicas de memoria de forma, asi como deestia quimica, pudiendo ser utilizado en

el desarrollo de biomateriales [33].

En los afios 60°s Buehlet al descubrieron el efecto de memoria de forma en una
aleacion de Titanio y Niquel (TiNi) [33-34]. Desdrtonces las investigaciones metallrgicas

se han intensificado para explorar el mecanismgudeomponentes fundamentales [34].



El efecto de memoria de forma se basa principainen la temperatura, pues en
funcién de ésta ocurre una transformacion a estalaica de las fases austenita a martensita.

El TiNi también muestra excelentes propiedadesdusaasticas y biocompatibles [35].

Estas propiedades uUnicas hacen que el TiNi seamaterial interesante para
aplicaciones médicas, debido a sus propiedadeset®ora de forma, por lo que provee la
posibilidad de preparar implantes funcionales que activos a la temperatura del cuerpo

humano [36].

2.2.1 Transformaciones del TiNi

El rango de temperatura para la transformaciontamsita-austenita, es decir la
transicion de suave a duro que toma lugar sobreakdntamiento es mas alto para la
transformacion en el enfriamiento (ver Figura 13 diferencia entre las temperaturas de
transicion se llama histéresis. La histéresis eemgd¢mente definida como la diferencia entre
las temperaturas en la cual el material es tramsfdo en un 50% a austenita en el
calentamiento y transformado en un 50% a martemsita&l enfriamiento. Esta diferencia
puede ser hasta de 20-30°C [37-38]. En la praats@®, significa que una aleaciéon disefiada
puede transformarse totalmente por la temperatelr@wkerpo, sobre el calentamientor A

37°C) y requiere de un enfriamiento de 5°C paramstormarse a martensita {NB9].
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Figura 1. a) Transformacion e histéresis martensitica (H) sabreambio de temperaturas A comienzo

de la austenita, & Fin de la austenita, M comienzo de la martensita; MFin de la martensité)
Comportamiento de la tension-deformacion de diwefases de TiNi a temperatura constante. [47]

El comportamiento Unico del TiNi se basa en lagf@macion de fase austenita-

martensita en escala atomica, que también es lmmaansformacion martensitica

termoelastica.



La transformacion martensitica termoelastica pravaaecuperacion de forma, que
es el resultado de la necesidad que tiene la éstaude celda cristalina de acomodar al
minimo la energia para una temperatura dada [40kIHINi las simetrias relativas entre las
dos fases llevan a una transformacion altamentesaeea, donde las dislocaciones de atomos
individuales se pueden predecir exactamente y eaknénte conlleva a un cambio de forma

en escala macroscopica.

La estructura cristalina de la martensita es rgatente menos simétrica comparada
a la fase de origen. Si un solo cristal de la teserigen es enfriado debajo de Bhtonces las

variantes de la martensita craantotal de 24 planos cristalograficos equivalentes

Sin embargo, existe so6lo una orientacion posibledase original (austenita) y todas
las configuraciones martensiticas se revierten a estructura y forma simple sobre el

calentamiento por encima de A

El mecanismo por el cual las variantes de la maitie se deforman se conoce como
entrecruzado y este se puede describir como uradespiento simétrico de atomos a través

de un plano atomico particular, el plano entrealoZ41].

Aunque la mayoria de los metales se deforman gslizdmiento o dislocacion, el TiNi

responde al estrés simplemente cambiando la ociéntale su estructura cristalina a traves

del movimiento.
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Una muestra de TiNi se deforma hasta que produaevamante con tension maxima. Sin
embargo, la deformacion mas alla de esto se tnadeai la clasica deformacién plastica por

deslizamiento, que es irrecuperable y por lo taottiene efecto de memoria de forma.

Si la deformacion se detiene a mitad del caminomuestra contendra diferentes
variantes. Si esta muestra se calienta por encan® dna fase original con una orientacion
idéntica a la existente antes de la deformacionig@ueearse por las variantes de acuerdo con
la red correspondiente entre la fase original yacedriante (ver Figura 2). La estructura
cristalina de la austenita es una estructura cigimnple, mientras que la martensita tiene una

estructura romboédrica mas compleja.

Este fendmengrovoca en el espécimen una inversion completa derna que tenia
antes de la deformacién [41-42]. El fendmeno amitexs la base de las propiedades especiales

como la memoria de forma y la superelasticidad.

El efecto de memoria de forma se refiere entoralggroceso en el cual una aleacion

es deformada a bajas temperaturas y posteriorrserntalienta, volviendo a su forma original

[42].

Durante este proceso, el metal se somete a unlgomgambio cristalino llamado

transformacion martensita-austenita (ver Figura 2).
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Austenita o

$ Enfriamiento
Martensita maclada Martensita

Temperatura

Carga

Figura 2. La transformacion de la fase austenita-martegsiiaefecto de memoria de forma. La alta
temperatura de la estructura austenitica, dondeexn entrecruzamiento cuando la temperaturajeststa
estructura entrecruzada es llamada martensitastbacéura martensitica es facilmente deformadaipartension
externa en una forma particular y la estructurstalina se somete a un registro paralelo. Cuandalestada la
martensita reasume su forma austenitica y se amasid fen6meno macroscépico de la memoria de forma

El enfriamiento del metal promueve la entradaadedtructura cristalina dentro de la

fase de baja temperatura (martensita), donde el mesuave y facilmente deformable.

La temperatura a la que este fendmeno se inicie ésmperatura de inicio de la
martensita (M y la temperatura a la que se completa el proesda temperatura del final de
la martensita (). Cuando el metal se vuelve a calentar éste mestaw forma y rigidez
original (austenita). El rango de temperatura reo@spara este proceso es mas alto. La
temperatura de partida de este proceso se llanf@daama e comienzo de la austenitad) (A

la temperatura a la cual esta completo es llama&dpdratura final de la austenita)(A
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La estructura cristalina de la aleacion titaniodeicqcambia gradualmente en una forma no
lineal, durante el periodo de transicion [43]. &hgo de temperatura de esta transicion puede
modificarse por el contenido metalico, el enfriamdey el recocido de esta aleacion [44].
Mediante estos procedimientos se pueden prepasavanmedad de implantes para diferentes

propésitos en la medicina.

Ahora bien, dadas las excelentes propiedades agsealeaciones de TiNi han
presentado desde el comienzo del estudio de losrisdas con memoria de forma, se han
realizado muchos esfuerzos para establecer elagiegde fases de equilibrio de este sistema
[45-46]. En la Figura 3 se muestra uno de estdmijwa realizados para todo el rango de
composiciones de la aleacion binaria TiNi [47]. RPebajo de los 650°C no se tiene un
conocimiento claro del diagrama de equilibrio, ai;nge acepta de manera general que la

zona de estabilidad de la fase matriz es sumanestrecha (entre 50.0 % Ti y 50.0% de Ni).

Porcentaje masico de Ni

o 20 40 60 =0
1800 185

i i i i R

1670 *C

1455 *C

P S I."W -
) 1380 *C
s, 1310 °C
CE .
= 1304 °C
: ;-
2 111 C
=
£ 1000 | 984 °C
882 °C 3
= =
z"'l
\/ 765 *C =
le— (aTi)
630 *C
600 ' S T —— —————— L
0 20 40 60 80 100
Ti Porcentaje atomico de Ni Ni

Figura 3. Diagrama de fases en el equilibrio para el sisteimario TiNi [47].
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Con la observacion del diagrama de fases en bgaike pueden conocer datos como
el punto de fusion del TiNi equimolar o que el caregto TiNi se puede formar por una
reaccion peritéctica y el Tiblpor una reacciorutéctica. Tambiéen es facil distinguir las fases
de equilibrio que acompafaran al TiNi (la unica guére la transformacion martensitica)
cuando las composiciones sean ricas en Ni 0 enefld po muy lejanas de la aleacion
equimolar. Sin embargo, el diagrama no resultacigufie para explicar de una manera
detallada la secuencia de la aparicion de estas fadicionales en la matriz cuando se enfria

lentamente desde una temperatura alta.

Se han efectuado numerosos estudios sobre estoayenvestigando las fases que
aparecen en funcién de la temperatura y el tiengpendejecimiento para diversas aleaciones

con diferentes composiciones [44, 48-50].

La transformacion martensitica, es una transfoidnage estado solido entre dos fases
cristalinas. Estas fases han sido objeto de urndiestextensivo desde un punto de vista
cristalografico. En el caso de la aleacion binaiNi y, en general, las aleaciones de la familia
Ni-Ti, podemos distinguir la fase austenita (B2yarios tipos de martensita, entre las que
podemos destacar la que se conoce como fase Rfasaamonoclinica (B19’) y una

ortorrémbica (B19).

La austenita, en las aleaciones del sistema Taxigesponde a la fase que aparece en el
diagrama de fases (Figura 3) en composiciones re&sca la equimolar. Es una estructura
cubica simple ordenada de tipo B2 (comunmente ln@sCl, con posiciones de los atomos

en 000 y ¥212Y%%) y grupo espacial es Pm3m (Figura 4).
14



Figura 4. Representacion estructural de la fase austeiB®2gen el sistema TiNi

Los parametros de red que podemos encontrar ehtelatura pueden variar
significativamente, especialmente a causa de waaitos adicionales a la aleacion binaria y
la cantidad de los mismos. Sin embargo, inclusa [zaleacion binaria, se pueden encontrar

valores dispares, generalmente comprendidos etre21A.

La fase R, es una estructura martensitica comelsgote a una distorsion ortorrombica
de la malla cubica (B2) en la direccion <111> (Fggura 5), aunque es mas comun utilizar

para su descripcién una red de tipo hexagonal.

Su grupo espacial es P31m (n° 162) y un ejemplmgsi@arametros de red hallados

para el TiNi son:

a=738A c=5.32A c/a=0.7211
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Figura 5. Estructura de la fase R

Esta fase martensitica, a veces también llamaegrtensitica para describir una
transformacion que tiene lugar a una temperatura atia que la martensita final (M), forma

grupos autoacomodados que pueden tener hastabdegosriantes.

La relacidon de orientacion con la austenita es:

(111}, ||(0001) < 2113, || < 2110 =.

La entalpia de la transformacion B2 R es pequefa (inferior a los 6 J/g) en

comparacion con las transformacionesB2M o R— M, por ejemplo, del mismo Ni-Ti.
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Asi mismo, también es caracteristica de esta falanacion la presencia de una
histéresis pequefia (5-6°C), debido a que en réales una pequefia deformacion
microscopica de la austenita, mientras que la fmamsicion B2— M 0 R — M implica un
cambio estructural de la red sensiblemente mayar.transformacion es perfectamente

reversible y muy estable bajo el ciclado térmict][5

En el microscopio electronico de transmision esilpe distinguirla, mediante
difraccion de electrones, por la presencia de ynurdos extras situados a 1/3 y 2/3 de las
posiciones <110> de la red reciproca de la auat@bi®], mientras que en difraccion de rayos

X se distingue facilmente por el desdoblamienttadeflexion {011} de la austenita [53].

Es posible encontrar esta fase en sistemas tesnamo Ti-Ni-Fe, Ti-Ni-Co y Ti-Ni-
Al, pero también se produce en el sistema binarieTiNcuando se presentan ciertas
condiciones. Asi, en una aleaciond¥iso homogeneizada (es decir, que ha sido sometida a un
tratamiento térmico suficientemente prolongadoaerdna donde B2 es estable), la fase R no

aparece, aunque si que lo hace espontaneamentgsespvarios ciclos térmicos.

También las aleaciones ricas en niquel parecesrdagr la formacion de la fase R
mediante una transformacion directa B2 R — M y una inversa M— B2, mayormente
gracias a la presencia de precipitados ddliTique introducen los campos de deformacién
favorables [54]. La fase R en este caso se progace@ucleacion, preferentemente en zonas

con esfuerzos internos grandes, y posterior creqitoi
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Para la secuencia de transformacionBR — M, se ha llegado a postular la hipotesis
de una transformacion inconmensurable de segurdEnajue precede a la aparicion de la
fase R, puesto en evidencia por medidas de redmtiveléctrica y difraccion de electrones
(observacion de puntos de subestructuras difusasiraes a las posiciones 1/3 <110>B2),

aungue esta posibilidad no ha sido completamemtigre@da [55].

La indexacidon de la martensita (B19") no es tliye que las estructuras obtenidas
divergen esencialmente en los valores de los pardsnee red y en los valores de las

posiciones atomicas (Figura 6).

(010) B'19

Figura 6. Esquema de la estructura de la martensita B18 ale&cion TiNi

Entre la martensita monoclinica B19’ y la fasenmagxisten 12 correspondencias de

red, lo que nos ofrece hasta doce posibles vasiagneel proceso de autoacomodo de la

martensita [56].
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Las relaciones de orientacion entre la austerganyartensita son:
(100k2 || (011p1e  (110k2]| (010p1e <0013 || <100%:19
mientras que entre la fase R y la martensita B9 so

(010k || (01010, (111 [ (011} <101>g|| <1001y

Otra de las fases es la B19, dicha fase martemsifiarece en sistemas ternarios, como
el Ni-Ti-Cu, cuando se sustituye el niquel por@bre en cantidades de aproximadamente el
10 % atébmico o mayores. En muchas ocasiones sedecmsomo una fase premartensitica,
en el sentido que precede a la B19’, aunque sioeteaido de cobre es suficientemente

elevado esta ultima puede no llegar a detectarse.

La martensita B19 es ortorrombica y sus parametependen muy ligeramente de la
cantidad de cobre que contiene la aleacion, gsiisgen obtener desde a = 2.89 A, b = 4.5 A,
c = 4.26 A para un 15 % atomico de cobre hast2 8ZA, b = 4.53 A, ¢ = 4.26 A con el 25
% atdémico [57], lo que muestra la estabilidad de parametros de red con la cantidad de

cobre.

Las relaciones de orientacion entre la austerganyartensita son las siguientes:

(001): || (10019 (1102 || (01019 (11052 || (00110
por lo que se pueden establecer seis correspoadesgiivalentes de la red entradstenita

y la martensita y por tanto seis variantes difeae58].
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Estas relaciones pueden verse facilmente en lad&iggonde se muestra la estructura de esta
fase. En esta figura también es posible apretjamoeeso de formacion de mackaslas fases

B19 y B19’, teniendo siempre de referencia la celtginal de austenita.

ayl[001],,

Cpyoll 1 10,

by, 1101,

o’ "m'““ 10],,

Figura 7. Esquemas de la estructura de la fase austerdicalgs fases martensiticab) (
ortorrombica (B19) yd@ monoclinica (B19’) en el sistema Ni- También se encuenti
representados los procesos de formaci¢twinningen ambas fases martensiti

2.2.2 Biocompatibilidad del TiNi

Existen dos factores principales que determinabid@ompatibilidad del material las

cuales son:

4.1l as reacciones inducidas por el material.

5.1La degradacién del material en el cuerpo.

Esto es debido a la posibilidad de que los ioneg® (Ni) y Titanio (Ti) puedan
disolverse de la aleacion debido a la corrosiote es un importante efecto que debe ser

entendido para estos componentes.
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En literatura se encuentra qeletitanio puro es bien tolerado por los tejidokalerpo
humano [59]. Encontrandose reportes que indicanlgumiena respuesta célula - TiNi es
debida a que en presencia de fluidos biologicoa eltacion se pasiva, es decir, forma
espontdneamente una capa delgada de Oxido de otitAnD,) estabilizandolo vy
proporcionandole gran resistencia a la corrosidnng elevada biocompatibilidad de los
implantes de TiNi [53]. Cuando la aleacion de Tédiimplantada, esta biocapa activa de, TiO
facilita la osteointegracion del implante mediamte serie de reacciones superficiales con el
medio, en estas reacciones se produce entre lairfmsmacion de una capa de hidroxiapatita

amorfa, que termina cristalizando y favoreciendaeeteccion del tejido con el material [59].

Ahora bien, ademas del TiNi, el Ti@s otro de los compuestos de gran interés en el
area de la medicina debido a sus grandes caraictaside biocompatibilidad por lo cual se ha
propuesto como un potencial candidato para la edgidin de implantes en la medicina. A

continuacion se describen algunas de las caraaeasigjue lo hacen un excelente candidato.

2.3 TiO;

El dioxido de titanio (TiQ) es un material que ha sido extensamente estudetoido
a sus excepcionales propiedades fisicoquimicagegpermiten ser un material apto para una

gran variedad de aplicaciones tecnoldgicas [60-61].

La interaccion del Ti@con el medio biolégico ha sido siempre explicadzagir de

los estudios realizados en las protesis de Ti metal
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Considerando la superficie de éste compuestaifrya sea por oxidacion directa al
exponer la superficie metélica al ambiente, o biediante la pasivacion de la misma de

forma controlada. [62].

2.3.1 Polimorfos del TiGQ

Este oxido, también alotrépico, se encuentra dedonatural en tres fases cristalinas:

Brookita, Anatasa y Rutilo (ver Figura 8) [60-63].

Figura 8. Fases cristalinas del Ti(a) Brookita,b) Anatasa \c) Rutilo

Tanto la brookita y la anatasa son fases metaestablientras que el rutilo es un

material termodinAmicamente muy estable.
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Estas fases presentan elevada resistividad ebe¢84¢, considerable dureza, estimada
en el rango 5 - 6.5 en la escala de Mohs, songaaestes en el espectro visible (ancho de
energia de banda prohibida en torno a 3 eV), bingdgntes y con los mayores valores de

indice de refraccion de los 6xidos conocidos [6h-66

La brookita es muy dificil de obtener de forma feitil. Recientemente se ha

conseguido sintetizarla en forma de pelicula deld&d].

Es también conocido que, entre los 750°C y lo®%00la anatasa sufre una transicion
de fase irreversible a rutilo [68-70]. La anatas gutilo merecen una mencion aparte, dada la

gran cantidad de propiedades fisico-quimicas cqgedefieren un enorme interés tecnologico.

El TiO, presenta un color gris. Debido al elevado valorsdendice de refraccion,
particulas sub-micrométricas de Fién dispersion proporcionan al material un colanbb
mate que hace que sea utilizado como pigmento &tigamente todo tipo de pinturas [71].
Igualmente, su uso es también muy extendido eptlaadde peliculas delgadas para producir

peliculas antirreflejantes, espejos dieléctricas jp@seres vy filtros interferenciales [72].

La elevada permitividad dieléctrica de este mdtégja= 110 - 117) [73-74] permite

que, en forma de pelicula delgada de pocos nangsnda espesor, sea uno de los mejores

candidatos a reemplazar el $ih la puerta de los transistores MOSFET [75-76].
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A pesar de no ser materiales magnéticos, peliadégadas de anatasa y rutilo
dopadas con una pequefa cantidad de Co son Optitatnansparentes, semiconductoras y

ferromagnéticas a temperatura ambiente.

Estas caracteristicas las convierten en candiddgakes para utilizarse en dispositivos
electronicos basados en el espin [77]. Peliculdgadas de Ti@ nanocristalino han sido

utilizadas también en dispositivos electrocromiqas,ejemplo, en espejodisplays[78-79].

2.3.2 Biocompatibilidad del TiG,

Es por eso quel TiO,, ademas de ser un excelente ceramico cuenta cateptes
propiedades de corrosion en presencia de fluidasahas, esto se debe a que el Té0tla
como una barrera quimica contra los iones metatiesprendidos del implante protegiendo
de esta manera al organismo, favorece signifioamiivde la proliferacion de células
endoteliales, mientras que restringe el crecimiaetgocélulas de tejido muscular liso. Asi
también el TiQ provee la posibilidad de electro estimular y aséa eliminar la respuesta
inflamatoria desencadenada, al implantar un méateriatando la formacion de una capa

proteica, fibroblastos, o glias en torno al misi®0] [

2.4 Métodos de Sintesis

En la literatura se reportan diversas rutas desgpara la preparacion de Ti¢a sea por

sol-gel, sintesis coloidal, estado sélido, entrasof81-85].

24



La obtencion de nanoestructuras de ,Ti®n condiciones suaves se remite
fundamentalmente a procesos sol gel. Asi mismo, hae reportado numerosas
investigaciones sobre la sintesis de aleacione$iMie por métodos convencionales tales
como Sinterizacion Convencional [86], Sintesis degofiropagacion a Altas Temperaturas
[87] y Método de Polvos Metalurgicos [88-90], todestos se enmarcan dentro de lo que se
conoce en la Quimica como sintesis por estadoosdiid la actualidad se ha reportado un

meétodo de sintesis enmarcado en la Quimica Vadgipkintesis.

A continuacion se describiran brevemente algunostodoeé de sintesis
convencionales, tanto para el TiNi como para el Tfldalmente se presentara el estado del
arte de la Biosintesis método por el cual se pregambtencion del bionanocompésito HO

TiNi en esta tesis.

2.4.1 Sintesis en Estado Sélido

Es un método muy utilizado para la preparaciénateptiestos termodinamicamente
estables como compuestos metélicos, semiconducemee otros. Este es un método en el
cual se ponen en contacto los reactivos a tempasalevadamente altas para permitir la

interdifusidn y reaccion en estado sélido

Este método se basa principalmente en el mezdadas materias primas adecuadas
como pueden ser Oxidos, carbonatos, nitratos aitos, para posteriormente calcinar la

mezcla a temperaturas elevadas.
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La reaccion comienza en las zonas en contacto lastdistintas especies, continuando
con la difusién ionica a traves del solido, cuybowlad de reaccion es rapida inicialmente y
se va haciendo mas lenta a medida en que maydrcamao de difusion de los iones, y por

lo tanto se requiere de altas temperaturas y tisrdpaetencion mayores [91].

Khodorenko y cols. [36] sintetizaron TiNi a partie la compactacion de un polvo
metalico mediante presion isostatica, el matermhgactado se coloc6 en un horno y se
sinterizdé bajo atmésferas controladas a tempemataitas obteniendo TiNi con morfologia
esférica y con tamafo de particula deu) ademas de la presencia de una mezcla de fases
de Ti. Por otro lado, Layton [86] llevo a cabo iatssis de TiNi a partir de polvos, en el cual
un polvo frio y compacto de Ni y Ti fueron prensado partir deuna mezcla de polvos
elementales conformando un pellet, y posteriormsatginterizé a temperaturas cercanas a la
fusion, para producir una fase binaria de TiNi avés de la difusion de los elementos
obteniendo la sintesis de TiNi poroso, el cualgmasun modulo elastico similar al del hueso

humano por lo que pudiera utilizarse como implante.

Algunas investigaciones llevadas a cabo por Facghaols. [81], asi como Gao y
cols. [82] reportan la sintesis de dioxido de TaafTiO,) mediante el método Sol-Gel. En
estos trabajos pusieron en contacto los reactiv@glos previamente mezclados vy
posteriormente se pusieron en un horno a altasaeypas para permitir la interdifusion y
reacciones de estado solido, obteniendo nanobesraglevada capacidad fotocatalitica con

un tamafio de particula de 60-130 nm.
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La caracteristica similar de estos métodos desies que utilizan altas presiones,
altas temperaturas y son muy costosos, ademasedaagpresentan homogeneidad. Es por
eso gue los cientificos en materiales han emprergha ardua busqueda por encontrar rutas
de sintesis alternas mas economicas, faciles deenmeptar y que sean amigables con el

medio ambiente.

2.4.2 Biosintesis

Como resultado de investigaciones en el campo detasis de nanoparticulas se ha

visto el uso de sistemas bioldgicos para este gitmp[®2-98].

Estos sistemas tienen muchas aplicaciones bioteginak, tales como en la
remediacion de metales toxicos; que frecuentementare por la reduccion de iones
metalicos y la formacion de sulfuros metalicos 98], y aunque existe amplia literatura

respecto al uso de microorganismos, el area dstigaeion en materiales es muy reciente.

A este respecto se ha encontrado que los microgrgas son capaces de producir
materiales inorganicos tanto dentro como fuerauwleéula, mediante el proceso conocido

como biosintesis.

Algunos microorganismos tolerantes a metaleseptas en su metabolismo normal el
mecanismo de remocion de los metales medianteesipfacion. Cuando el microorganismo
es cultivado en presencia de sales de metales pymtkrar enzimas reductoras, intra o

extracelulares, que transforman el metal a su fans@uble, generando cristales de diferentes
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formas y tamafos [108]. Por lo que se ha vistosanicroorganismos como una fuente

potencial para la sintesis de nanoparticulas @eatlifes metales, 6xidos y sulfuros.

Algunos hongos han sido objeto de estudio en epoatie los materiales debido a su
capacidad para producir nanoparticulas metalicas, duales han presentado buena

distribucion de tamario de particula y dimensiones tefinidas [108].

Es conocido que las levaduras han sido utilizadeslel la antigledad en algunos
procesos, y actualmente son empleadas en la sintksi nanoparticulas metalicas vy

semiconductores [109].

La sintesis de nanoparticulas de”Aaxtracelularmente es llevada a cabo por una
levadura resistente MKY3 (2003) [110] cuando ésm éxpuesta en soluciones de 1mM de

Ag" obteniendo particulas con tamafio de 2-5 nm.

Asi también, se ha comprobado que al exponer &lleaCandida glabratacon iones

Cd?* se lleva a cabo la sintesis intracelular de namicpéas de CdS [111].

Por otro lado se ha demostrado que la levaddaecharomyces pomb&ntetiza
intracelularmente nanoparticulas de CdS las cueadbiben caracteristicas de un diodo ideal
[112]. En estudios realizados cdorulopsissp se comprobd que ésta es capaz de sintetizar
nanocristales de PbS intracelularmente con un tand&i2-5 nm cuando es incubado en

presencia de iones P{112].
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Lo anteriormente descrito permite elucidar quddaaduras son una ruta de obtencion
nanoparticulas metalicas intracelularmente por ue ta separacion de las nanoparticulas
obtenidas tendria que darse por liofilizacion, quelb entonces imposibilitado este proceso
para la obtencion de aleaciones metélicas. Poudopgnsando en la manera de formacion de
compuestos a partir de microorganismos el uso deyd® es factible debido a la gran
secrecion de enzimas para la produccion de nanoglag metalicas y nanoaleaciones, sin la
necesidad de liofilizar, pues en funcion de la uespa de éstos a algunos medios pudiera

darse un proceso extracelular.

Algunos estudios han demostrado procesos de biccgh de iones acuosos AyYCI
cuando se utilizo el hongderticillium sp, obteniendo nanoparticulas de oro con excelente
monodispersidad y dimensiones bien definidas [1I&Mmbién el hongdrichotheciumsp es
capaz de sintetizar nanoparticulas dé*Aanto intra- como extracelularmente con diferentes

morfologias [113].

Estos resultados muestran que los iones AgGh atrapados en la superficie celular y
ocurre por la interaccion electrostatica con grugggados positivamente (como residuos de
lisina) debido a las enzimas presentes en la paeledhr. Dicho estudio fue comparado con
investigaciones realizadas en bacterias, sefialgndolos hongos podrian ser una fuente
potencial para la produccion de grandes cantidddeasanoparticulas, debido a la habilidad
gue tienen los hongos de secretar una alta praporde enzimas, teniendo asi una
considerable productividad de nanoparticulas eenfdque biosintético. La elucidaciéon del

mecanismo de formacién, fue seguido in vitro, dofedeeductasa especifica del NADH,
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liberada por eFusarium oxysporunrealizé satisfactoriamente la reduccion de iohe€l,

obteniendo nanoparticulas de oro.

Otro estudio basado en las propiedades~dsarium oxysporumlo utilizé en la

formacion de un hidrosol de plata sumamente esfabgj.

En otro reporte, pero con el hongo acidoWerticillium sp se demostro la capacidad
de éste para producir nanoparticulas tanto de ptatgt cuando fue incubado con iones*Ag

y AuCl,[111-112].

Lo anterior ha abierto la posibilidad de produncie nanoparticulas que pueden
guedar atrapadas en la biomasa en forma de pebcpftaducidas en una solucion, ambos

tienen un notable potencial comercial [111-113].

En este sentido, el hongaspergillus flavusha sido estudiado por su capacidad para
acumular nanoparticulas de plata en la superfieilagbared celular cuando es incubado con

una disolucién de nitrato de plata [112-114].

Algunos parametros, como el tiempo minimo de aiéa¢ la miniaturizacién y un
proceso no peligroso son claves para el desardaléecnologia en tamafio nano. En este
esfuerzo, Bhainsa y D'Souza [113] obtuvieron nartopdas de plata con alta

monodispersidad en un lapso de 10 minutos usAsgdergillus fumigatus
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En relacion a la sintesis de nanoparticulas copigdades electronicas se tiene que se
obtuvieron nanoparticulas de titanato de bari@agetnal (BaTiQ) con dimensiones de 10 nm
por medio dd-usarium oxysporuren condiciones ambientales, observando que etodm
de sintesis econdémico y amigable en la obtencionas®materiales de interés tecnoldgico
[114-115]. También, se obtuvo la sintesis de punt@nticos como el CdSe a temperatura
ambiente, utilizando para esto el horfggsarium oxysporunncubado con una mezcla de
CdChL y SeCl} [115]. Recientemente, el hongasarium oxysporurtambién ha sido usado en
la sintesis de nanoparticulas de S¥OTiO, exponiéndolo a una mezcla de SilF TiFs
respectivamente. En este reporte se induce quédtélibis extracelular de los complejos

anionicos mediante las proteinas provoca la sintiesparticulas cristalinas [113-115].

En relacion a la biosintesis de TiNi, solo existereporte en literatura a la fecha,
realizado por Schabes-Retchkiman en el 2006 [ldGienes indicaron que la Alfalfa
(Medicago sativa al ser expuesta a sales de los metales Ni y Teapsz de producir
nanoparticulas de TiNi por medio de una reduccidieraendo tamanos de particula de 1-4

nm, con estructura tipo cubica centrada en lasdc#&ra).

En base a todo lo anteriormente descrito, sebles& que los microorganismo de
origen eucariético (hongos), tienen en sus procesnsr factibilidad para la producciéon de
nanoparticulas metéalicas y nanoaleaciones debldaléa producciéon de enzimas reductoras
teniendo la posibilidad de generar en el medioganetalicos posibilitando a éstos para una
rapida recombinacion y formacién de una nanoaleagor o que en este estudio se propone

la biosintesis de un nanocompadsito de ¥TiNi utilizando una cepa de hongo
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HIPOTESIS

Se biosintetizaran nanoestructuras de ;TYOTIiNi con caracteristicas quimicas y

mecanicas para el desarrollo de un biomaterial.

OBJETIVO

Biosintetizar nanoestructuras de Fi@PTiNi y caracterizar sus propiedades mediante

técnicas estructurales, quimicas y mecanicas asp@eivas de aplicacion como biomaterial.

METAS

» Seleccionar la cepa de hongo a utilizar entre &segsPenicillium sp, Fusariumsp,
Alternaria sp,Curvularia sp yAspergillus Niger

* Sintetizar las nanoestructuras de JydiNi.

» Caracterizar las nanoestructuras por DifracciorRdgos X (DRX), Microscopia de
Fuerza Atomica (MFA), Microscopia Electrénica derigbp de emision de campo
(FESEM y Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

* Realizar tratamientos térmicos de sinterizacionlade nanoestructuras obtenidas vy
caracterizarlas por DRXESEMasi como microdureza Vickers.

* Realizar ensayos de cultivos @nsuero fisioldgico artificial

» Caracterizar las probetas utilizadas en los ensdgasiltivo por FTIR y\FESEM
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

En esta seccion se describen las condiciones ¢anaon y caracterizacion utilizadas
durante el desarrollo del presente trabajo. El dnmehto de las técnicas de caracterizacion
utilizadas se detallan en el Apéndice A. Asi misemoel Apéndice B se dan a conocer las

caracteristicas morfoculturales del hoigmicillium sputilizado en esta tesis.

2. Ubicacion

Se desarrolld la presente investigacion en laslasbnes del Centro de Laboratorios
Especializados de la Facultad de Ciencias Quindeals U.A.N.L., teniendo como base de
operaciones el Laboratorio de Materiales | y eldratorio de Biotecnologia. Ademas se tuvo
el apoyo del Laboratorio de Ingenieria Quimica pkrarealizacion de los andlisis de
Calorimetria Diferencial de Barrido, asi mismo ssté con el apoyo de la Facultad de
Ingenieria Mecéanica y Eléctrica para la realizaciin los Ensayos de Microdureza. En
relacion al andlisis por Microscopia ElectronicaBderido por Emision de Campo (FESEM)
se agradece el apoyo al Centro de Innovacion, figaesdn y Desarrollo en Ingenieria y
Tecnologia (CIIDIT) de la Universidad Autbnoma daeMo Ledn para la realizacién de estos
analisis. Ademas se agradece el apoyo al Centimdisis de JEOL México por los analisis

de microscopia de fuerza atémica realizados.
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3.2 Preparacion del inoculo

Antes de proceder a la prueba de reduccion ddastsacon el fin de obtener cultivos
en crecimiento activo, se estudiaran 5 cepas dgdsorlternaria sp., Curvularia sp.,
Aspergillus niger Fusariumsp. yPenicillium sp., las cuales se sembraron en agar Patata

Dextrosa incubandose a 28 °C por un lapso des3 dia

3.3 Seleccion de la cepa con capacidad de reducitratos

La selecciéon de la cepa con capacidad de redudgadnitratos se realizé tomando las
cepas dlternaria sp, Curvularia sp, Aspergillus niger Fusariumsp yPenicilliumsp de la
coleccién de Hongos del Laboratorio de Biotecnaadg la Facultad de Ciencias Quimicas,
conservadas en agar Patata Dextrosa. Las cepas fp@viamente aisladas y se sembraron
en el medio de cultivo (ver Tabla 1) los cualestgri@mente se incubaron a 28 °C por un

tiempo de 3 dias.

Tabla 1

Composicion del Medio de Cultivo para la selecciode la cepa

Extracto de Levadura 11.70%
Nitrato de Potasio 0.78%
Agua Destilada 100mL
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3.4 Mantenimiento y Viabilidad del microorganismo

Una vez determinado el microorganismo a partir & pruebas de reduccion de
nitratos, se prosiguié con el mantenimiento y labilidad del mismo con el propdsito de
mantener viable el cultivo puro, realizando resieasbmensuales para el mantenimiento de la
cepa pura. Cabe aclarar que todos los microorgasidoneron previamente obtenidos de

ecosistemas contaminados con metales pesados.

3.5 Obtencion de la biomasa

3.5.1 Propagaciéon del Hong®enicillium sp.

Se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer que contdéd@mL del medio (ver tabla 2)
los cuales fueron esterilizades autoclave a 121°C por 15 minutos a 15 fofiosteriormente
se dejaron enfriar y se inocularon coff &6lulas del cultivo, en condiciones de asepsie pa

después llevar a cabo la propagacion del hongé@ 2200 rpm.
Tabla 2.

Composicion del Medio de cultivo MGYP modificado

Sacarosa 1.00%
Extracto de malta 0.3%
Peptona 0.5%
Extracto de levadura 0.3%
Agua Bidestilada 100.0mL
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2.4.3 Produccion de la biomasa

El micelio obtenido fue separado por filtraciénteése lavd con agua destilada estéril
en condiciones de asepsia, guardando el micelionatraces cerrados para su posterior

utilizacion.

3.6 Preparacion de las disoluciones de Ni(N®, NiCl,-6H,0O y K,TiF¢

Las disoluciones de 2.54 x 1 fueron preparadas a partir de sus sales pesaf@ifig Ge
NiCl,-6H0, 0.03g de KTiFs aforando a 500mL con agua destilada. Las solusione

preparadas se guardaron para ser posteriormelitadds.

3.7 Produccion de las Nanoestructuras de Ti&y TiNi

En matraces Erlenmeyer se resuspendiéo 10g de maabi en 100 mL de la disolucion
2.54 x 10'M que contenia las sales de Titanio y de Niqueletation 1:1 y se colocaron en
agitacion a temperatura ambiente por un lapso @arii, tomandose alicuotas de 5 mL cada
20 minutos , éstas se filtraron y el sobrenadaetaralizd por espectroscopia UV-visible,
posteriormente se separd la biomasa del sobremadamtteniendo las nanoestructuras, y se
evapord para obtener un polvo fino el cual sezdtipara el andlisis por Difraccion de Rayos
X (DRX). Posteriormente, se realizaron probetateszadas en forma de pelicula y pastilla,
bajo tratamientos térmicos de 250°C y 500°C en sfered de aire. Estas muestras se utilizaron

para realizar ensayos de Microdureza, ademas digaréss un analisis microestructural y
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morfologico por Microscopia de Electrénica de B#wrpor Emision de Campo (FESEM) y
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM). Asi mismo,assprobetas fueron sujetas a ensayos

de Bioestabilidad.

3.8 Caracterizacion

3.8.1 Anadlisis de Espectros de Infrarrojo (IR).

La identificacion de los grupos funcionales presenen la pared celular del
microorganismo tiene un papel importante en laesiatde las nanoestructuras de Iy iNi.
Por lo que se llevd a cabo analisis por IR, pata &stomé el micelio de los microorganismos
antes y después de la produccion de las nanoestscel cual se secO y pulverizd. Posteriormente
este polvo se compacto6 y se mezclé con KBr en elagion en peso de 1:100 formando una pastilla la
cual fue analizada en un equipo de FTIR, connaliiad de confirmar el mecanismo extracelular de
biosintesis, asi como de descartar mecanismosi@dtate reaccion. Este andlisis se realiz6 en un
Espectrofotémetro de Infrarrojo con Transformadagdurier marca Perkin-Elmer FTIR Spectrometer

Paragon 1000 P& en un intervalo de 1000 a 4000tm

3.8.2 Andlisis de Espectros de Ultravioleta vigie.

Se tomaron 10g de biomasa, éstos fueron puestosrgacto con las disoluciones de
las sales en agitacion por 160 min. Se tomaroruatts de 5 mL y se filtraron. Al
sobrenadante se le midié la absorbancia en un &sfmometro Perkin Elmer modelo
Lambda 12. Ademas se realizo previamente el asdlesia disolucion tanto deLKiFg como

del Ni(NGs), y del NiCk - 6H,0.
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3.8.3 Andlisis de Difraccion de Rayos X.

El sobrenadante obtenido se evapord y se obtuymlwo el cual se colocé en un
mortero de agata y se trituro finamente. Esta maisst analizo por Difraccion de Rayos X
en polvos en un equipo Siemens D5000 usando radiacionocromada de CuK

(x=1.5406&), el tiempo de paso fue de 30 minutos en el raleg® de 0-70°.

3.8.4 Andlisis por Calorimetria Diferencial deBarrido (DSC).

El polvo finamente obtenido se comprimié formandw yastilla, la cual se llevo a
analizar en el DSC con el fin de determinar laspenmaturas de transformacion de fase de
martensita a austenita del TiNi obtenido. Este isisake llevdO a cabo en un equipo de
Calorimetria Diferencial de Barrido Perkin-Pyrisbncuna rampa de calentamiento de

10°C/min bajo una atmdsfera de Nitrogeno de acugtdanorma ASTM F 2004 [44].

3.8.5 Andlisis por Microscopia Electronica de Bado de Emisién de Campo FESEM).

Se realiz6 un analisis por microscopia electrédieaarrido tanto del polvo obtenido de la
biosintesis, como de las muestras obtenidas desjridgs tratamientos térmicos aplicados. Estos
analisis se realizaron en un equipo JSM6510LV maEfaL Scanning Electron Microscopgdemas
dichos andlisis se volvieron a analizar en unpEmHElI Nano SEM acoplado con una microsonda

EDAX modelo DX prime.
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3.8.6  Andlisis por Microscopia de Fuerza Atoma

Las nanoestructuras sintetizadas se analizaroMpwoscopia de Fuerza Atomica,
esto con el fin de proveer una imagen topografielndaterial y asi poder determinar la
distribucion del tamafio de las nanoestructurasnodds. Esto se llevo a cabo preparando la
muestra en forma de pelicula delgada sobre ungimeti@s y se analizd en un equipo de AFM
Nanoscope Il Multimode de Veeco Inc. Se utilizéreddo de no contacto, realizando barridos

de Jum. Para este andlisis se utilizé una punta de Sitleto RTESP, marca Veeco.

3.8.7 Formacion de las probetas sinterizadas

Con la finalidad de estudiar el efecto de bioesitidnl de las muestras biosintetizadas, se
realizd un proceso de sinterizacion. Para estmsgactaron muestras del nanocompadsito en
modo isostatico uniaxial bajo una carga de 8 Tatesl@obre un area de 1%naplicando una
presién de 4000 kgfndurante un tiempo de 60 segundos. Obteniéndadgetas con un
espesor de 2.5 micras. Una vez prensadas las asobetsometieron a tratamientos térmicos
de sinterizacion a temperaturas de 250°C y 500°Geepos de 60 min bajo atmésfera de
aire. Para esto se utilizé una prensa CARVER modigh®), asi como una mufla Thermolyne

modelo 47900 con control de temperatura.
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3.8.8  Procedimiento para los Ensayos de Micradeza.

Los ensayos de microdureza se realizaron en pbpetaiamente sinterizadas. Para
el procedimiento de este ensayo se utilizo en wnaaurometro Vickers, marca Future Tech,
se aplicé una carga de 2509 perpendicular a lafstipaedel material y se mantuvo durante un
tiempo de 15 segundos, de acuerdo a la norma AS3AVBY [90] Se realizaron al menos cinco

identaciones por muestra, con el fin de obtenepremedio de microdureza en cada muestra

sinterizada.

3.8.9 Determinaciéon del Andélisis de Bioestahiad.

En el andlisis de la literatura la determinacional®iocompatibilidad es reportada por De
Aza y cols. [90] los cuales realizan las pruebashideompatibilidad y bioestabilidad en sueros
fisiologicos, con la finalidad de simular los floil corporales y asi monitorear la transformaciéon o
estabilidad de las faces. Por lo que en este estalirealizaron analisis de bioestabilidad de las
probetas sinterizadas a 250°C y 500°C. Para estansergieron las probetas obtenidas en un suero
fisiologico artificial (SFA), cuya composicion seupstra en la tabla 3. Este ensayo se realiz6 a la
temperatura normal del cuerpo humano (36.5°C) deiam periodo de tiempo de incubacion de 7 dias
con agitacién constante. Las muestras sometidataa pruebas fueron posteriormente analizadas por
microscopia electrénica en un SEM N&VaNano SEM 30 en el modo de electrones retrodisgessa

asi como analisis por FTIR en un equipo Perkin-Elgpectrum One.
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Tabla 3

Composicion del Sad-isiologico Artificial

Componentes Concentracion (g/L)

NaCl 8.00

CaCb 0.20

KCI 0.22

NaHCG; 1.00

NaH,PO, 0.05

MgCl, 0.20
3.8.10 Manejo y Disposicion de los Residuos

Los residuos generados durante el transcurso egestecto de tesis se dispondran de

acuerdo a los protocolos establecidos por la Fatule Ciencias Quimicas.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se muestran los resultados olo=uliel la investigacion asi como su

correspondiente discusion.

4.1 Seleccion de la cepa a utilizar

Se realiz6 una experimentacién preliminar de aauatdlisefio experimental descrito en el
capitulo 3, seccion 3.3. Se utilizaron cinco difes cepas de hongos con la finalidad de
establecer cual de éstas presenta la caracteidsticeduccion de nitratos y favorecer asi el
proceso de biosintesis del nanocompodsito dex:Tili. En la tabla 4 se muestran los

resultados de la experimentacion.

Tabla 4

Disefio experimental preliminar para seleccion de raroorganismo

Microorganismo| Reduccién de nitratos
Fusariumsp. )
Penicilliumsp. (+)
Curvulariasp. )

Aspergillus niger )
Alternariasp. )
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La tabla deresultados muestra los cinco génerohatgos utilizados, donde el
Penicilliumsp. fué el que presentd la mejor capacidad de ca&ttlude nitratos en comparacion
con las cuatro cepas de hongos restantes. La deseiom de reduccion de nitratos se llevo a
cabo mediante el procedimiento reportado por Hotiols. [116] en donde con el uso de
granalla de cinc se aumenta la coloracion de lacgm en funcidn de la reduccién de nitratos.
Observandose en nuestros ensayos que este efedema® mas claramente en los que se

utilizé el Penicilliunmsp .

Este resultado se debe a que el hoRegaicilliumsp. ademas de necesitar el agua,
requiere concentraciones de nitratos los cuale®rsicomo fuente de nitrdgeno para sus
funciones vitales y su supervivencia. Esto conauenh los estudios realizados por Moreno y
cols. [117], en donde ciertas cepas de hongoszasala reduccion asimilativa de nitrato a
amonio para su crecimiento celular, proponiendoeasie proceso se realiza en dos pasos. En
el primer paso se realiza la reduccion de lostogra nitritos, dicha reaccion es catalizada por
enzimas llamadas nitrato reductasas (Nas) que sulomovilizaciéon de dos electrones de
acuerdo a la ecuacion 1. Estas nitrato reductésaantun cofactor de Molibdeno (MoCo) en

su centro activo denominados molibdoenzimas.

NOs; + 2 €+ 2H — NO, + H,O (ec. 1)

En el segundo paso se lleva a cabo la reduccionitde® a amonio en donde el
proceso es catalizado por las enzimas denominattét® meductasas (NiR), este proceso

propone la movilizacién de seis electrones de acuaila ecuacion 2.
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NO, + 66 + 8H —NH, + 2H,0 (ec. 2)

En ésta el amoniaco que se genera en el citoplasmabido a la actividad de la nitrito

reductasa dependiente de la nicotinamida adenmecléidtido (NADH).

Lo descrito anteriormente, nos permite inferir dog resultados obtenidos para la
reduccion de nitratos indican que el horRgnicilliunsp. es el candidato adecuado para la

obtencion del compdsito TETiNi.

4.2 Mantenimiento y Viabilidad del microorganismo.

Se resembré el hondeenicilliumsp. mensualmente en Agar Patata Dextrosa a una
temperatura de 28°C y pH 7 durante un lapso deptiede 72 horas logrando asi que el
microorganismo creciera satisfactoriamente en eldionede cultivo, obteniendo una

produccién de biomasa de 2 grhL

4.3 Biosintesis del nanocompésito de Tidy TiNi.

4.3.1 Analisis por Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR).

Con el uso de microorganismos estan reportadosegoscde biosintesis de forma
intra y extracelular, tal como se describiéo enagitulo 2, secciéon 2.2. Con la finalidad de
identificar los posibles grupos funcionales adresid la pared celular, se realizaron analisis
por espectroscopia de infrarrojo en muestras dendsa para el hongo utilizado,

Penicilliumsp., antes y después del proceso de biosintesis.

44



En la Tabla 5 se resumen las vibraciones carafitassde grupos funcionales

identificados en la pared celular del microorgarmism

Tabla 5

Vibraciones caracteristicas de grupos funcionales@sentes en la pared celular del

microorganismo.

Grupo Funcional] Numero de onda

(cm™)

C-O-C 1054

C-C 1534
-CONH- 1656
0O=C=0 2339
CO-CH; 2943
O-H 3473

O-H tension 3899

Los espectros de FTIR obtenidos se presentan €iglaa 9. En éstos se muestran
tanto los espectros de la biomasa previa a lartiemss (a), como la biomasa después de ser

utilizada en los procesos de biosintesis con las sk nitratos (b) y cloruros (c).
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Figura 9. Espectros de infrarrojo para la biomasaPdmicilliunmsp. a) antes, b) y c)
después del proceso de biosintesis.

El objetivo principal de realizar este andlisis, ed de identificar posibles grupos
funcionales adheridos a la pared celular, tal y@donreportd Garza y cols [118], en cuyo
trabajo, relacionado con la biosorcion de metalgbkzando cepas de microorganismos,

observaron una banda de absorcion a 756 canacteristico de la unién Ni-O. El cual no se
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aprecié en ninguno de los analisis por FTIR obtenien sobre la biomasa utilizada en todos
los experimentos, lo que permite deducir que etgso de biosintesis se da extracelularmente,
como consecuencia a que el horgenicilliumsp genera un mayor nimero de enzimas
reductoras extracelularmente debido a que posiliamen su ciclo de vida tiene como

mecanismo principal la produccion de metabolitosusdarios intracelularmente teniendo

entonces la generacion extracelular de enzimast@@s, las cuales son las responsables de
la biosintesis de nanoparticulas metalicas, hecl® sg comprobé mediante experimentos

adicionales, los cuales se presentaran y discugimda seccion 4.3.3.

4.3.2  Espectroscopia de UV-Vis.

Después de realizar los experimentos de biosintdsis acuerdo al disefio
experimental planteado en el capitulo 3, secci@n Se realizaron analisis del sobrenadante
por UV-Vis. Los analisis se realizaron cada 20 nfiasta 160 min. Estos espectros se

muestran en la Figura 10.

En estos espectros se identificaron las longitulie®nda de absorbancia maxima
correspondientes al Tien tamafio nanométrico. Pues al tener nanoestasctier TiQ con
tamafos menores al radio del exciton de Bohr, al es solamente de 1.5 nm [119], se
denotan efectos de confinamiento cuantico, caligttays con un corrimiento hacia el azul de

las bandas de absorbancia, tal y como se apretis espectros de la Figura 10.

Por lo que en base a esto se puede determinarlal da la Energia de banda

prohibida (Eg), mediante la ecuacion de Planck fieatia (Ec. 3)[120].
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1240

= = (Ec. 3)

En donde\ es la longitud de onda en nandmetros correspotedaéeta extrapolacion

de una linea recta a partir de la curva de absurtaécual se convierte en unidades de energia

en electron volts (eV).

Realizando entonces el analisis de los espectrob\d¥/is de las muestras del
sobrenadante, se determinaron los valores de l@iange banda prohibida, obteniendo un
valor de 3.26 eV para el caso en donde se parsalds de cloruros y de 3.40 eV para el caso
en el cual se parte de sales de nitratos, cuya ealacide con el reportado en literatura para
TiO, por Tuesta y cols. [121], quienes obtuvieron pidis delgadas de T¥xon espesores
menores de 500 nm en fase rutilo y un tamafio décpkr de 40 nm, pero cabe aclarar que

este reporte es a partir de un proceso de simesistado sdlido.

Ahora bien, de acuerdo a lo reportado en literafl®], respecto a la relacion
inversamente proporcional entre la energia de barm@bida y el radio de la particula (ec.
4), es posible inferir la obtenciéon de un menora@mde particula en funcion del tiempo de
exposicion, debido a los corrimientos de absorlaaheicia el azul de estos experimentos

conforme aumenta el tiempo.

1
Ego 2 (ec. 4)

Lo cual indicaria la recombinacion de los ionesyTNi para la formacion de la
aleacion TiNi. Esto se pudo corroborar mediantarglisis por difraccion de Rayos X en

polvos (DRX).
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Figura 10. Espectros UWds del seguimiento de la produccién de nanopdascobtenide
extracelularmente por el hongenicilliumsp. En presencia d§ K;TiFg y Ni(NO3), 2.5¢
x 10*M, b) K,TiFs y NiCl,'6H,02.54 x 10'M
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4.3.3 Difraccion de Rayos X (DRX).

En la Figura 11 se muestra uno de los espectratifdecion de Rayos X obtenido
bajo las condiciones de sales de NigyQy K;TiFg llevada a cabo mediante el proceso de

biosintesis, descrito en la seccion 3.8.3 del ohkp&.

s o M-TiNi111)
1 * A-TINi(201)
1800 < = R-TiD2(110)
: ¢ A-TIO2(101)
1600 4 o NiO  (111)
o s Ni (200
E 1200 ~
= 1000
z ]
£ 800-
= !
00
400: ; g |
. = © _—
200 SR8 0000 o
D [ T I T ! T | T l T I T H
10 20 3 40 50 EQ 70
2 Teta

Figura 11. Espectro de difraccion de Rayos X palamanocompdsito obtenido a partir de las sal
K,TiFs y Ni(NO3), sintetizados poiPenicilliummsp., y cuyas reflexiones corresponden a
martensita (JCPDS 35-1281), TiNi austenita (JCAD850), TiQ rutilo (JCPDS 211276), TiO
anatasa (JCPDS 211272) ademas de las fases NiOSIEB35) y Ni (JCPDS 4-850).

En éste se observan las reflexiones caracteristiea®s polimorfos del Ti@asi
como de dos de las fases que presenta el TiNi, ammda Austenita y la Martensita, ademas,

se observan la presencia de otras fases como 8060 ¢l de impurezas como el Ni que quedo

sin reaccionar.
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En la tabla 6 se resumen los parametros de reasdades presentes, asi como de los

planos correspondientes a cada una de las refexinipservadas.

Tabla 6

Intensidades y planos asociados a las reflexiones ks fases presentes en el

nanocompésito obtenido mediante el proceso de bintdsis analizadas por Difraccion de

RayosX

Fase 20 (rad) | Intensidad (u.a)
o A-TiO, 12.36 426.57
o A-TiO, 18.91 280.97
o A-TiO, 22.68 313.23
o A-TiO, 24.82 400.11
0 R-TiO, 29.39 422.36
o R-TiO, 30.88 192.36

¢ NiO 36.02 153.62
m A-TiNi 37.34 137.45
m A-TiNi 38.28 135.42
A M-TiNi 39.44 145.53
AM-TiNi 43.24 137.45
A M-TiNi 47.59 145.57
AM-TiNi 48.75 131.05

@ Ni 51 94.33
o A-TiO, 54.43 88.27
o A-TiO, 55.21 84.22
o A-TiO, 56.51 85.74

¢ NiO 57.46 86.3
A M-TiNi 60.84 76.62
o R-TiO, 64-71 73.23
o R-TiO, 65.5 73.8

51



En la Figura 12 se muestra un espectro de difracde Rayos X de una muestra
expuesta a sales de'KFs y NIiCl, - 6HO por un tiempo de 160 minutos. En éste se aprecia
las reflexiones caracteristicas del 7&h sus dos polimorfos rutilo y anatasa, el prinmsgo
encuentra en mayor cantidad. Esto es similar ébtenido por Shabalovskaya y cols. [123]
quienes reportan mayor presencia de;Tée rutilo en la superficie de TiNi, lo cual ebide
a un proceso de pasivacion del TiNi, cabe aclava ejlos utilizaron sintesis por estado

solido.

Por otro lado, en el mismo espectro de difracci@é rdyos X, se denotan las
reflexiones del TiNi, entre las que se encuent@mulistenita, Martensita, y la fase R,

encontrandose la fase Martensita en mayor proparcio

2000 ¥ R-TiNi(101)
1800_' m A M-TiNi(111)
i A M-TiNi(101)
1600 m A-TiNi(201)
1400_' oR-TiO, (110)
) AN_TiO_ (1N
= 1200
3 i
;’ 1000
® J
©
B 800 -
E J
= 600 -
400 - A s AL
0 ] .
2 Teta

Figura 12. Espectro de difraccién de Rayospdra el nanocompésito obtenido a partir de las
de K;TiFg y NiCl, sintetizados poPenicilliumsp y cuyas reflexiones corresponden a TiNi marta
(JCPDS 35-1281), TiNi austenita (JCPDS 19850),,Titilo (JCPDS 211276), TiDanatas
(JCPDS 211272) ademés del TiNi fase R (JCPL-1379)
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En base a este espectro, se determind el tamaiparteula teorico utilizando la
ecuacion de Scherrer (Ec. 5), que relaciona el eli@nde la particula cristalina con el ancho

del pico de mayor reflexion del espectro de Difréccde Rayos X.

B (Ec.5)

Dco<@

Donde B es la anchura del piéoes la longitud de onda empleada, D es el diangetro
la particula, k es un parametro dependiente de defoingia y co8 es el valor para la
difraccién de la reflexiéon considerada. Calculandatamafo de particula de 14.2 nm para el
TiNi en fase martensitica. Asi mismo, en base adfiexiones correspondientes al 6xido de

titanio (TiOy), se determind éste con un valor promedio dequéatide 21.15 nm.

En estos andlisis, es evidente que existe unaedifex en resultados respecto al tipo de

solucion al que fue expuesto el microorganismo.

Por lo que, analizando la quimica de las reaccidedas sales utilizadas, se proponen

las siguientes ecuaciones, segun sea el caso:

2K,TiFs+ 3Ni(NOs),—TiNi + TiO, + NiO + Ni  (Ec. 6)

2K,TiFg + NiCl, - 6HO— TiNi + TiO; (Ec. 7)
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Cabe recordar que las condiciones de temperatym&sion utilizadas para estos
experimentos son de temperatura y presion ambilenteial potencializa esta ruta de sintesis

como un proceso de quimica verde.

Ademas, estos resultados concuerdan con lo obteoidOltravioleta-visible, debido
a que por este analisis se detecto la presenda fdse TiQ, por lo que se confirma que el

hongoPenicilliumsp. llevo a cabo la obtencion del nanocompositmigeés.

Es importante denotar en el proceso de biosintesis cloruros, (Fig. 12) la
obtencion de la fase R. Esta fase esté reportada ooa fase intermedia entre la martensita y
austenita [124-125]. Por otro lado, en la muestatada con nitratos se denota Ni metalico y
oxido, lo cual valida la reaccion [ec. 7] propudsdgo estas condiciones, pero esto delimita su
uso para la preparacion de un biocompdsito [128jjdb a la toxicidad del Ni y del NiO. Asi
gue en base a esto, y a lo obtenido por difracd@Rayos X es claro que el microorganismo
es una fuente de enzimas capaces de proporciomao@dso de Oxido-reduccion necesario

para obtener las fases de interés.

Por otro lado, cabe aclarar que por procesos dmoldn por estado solido de TiNi,
la fase que se obtiene es austenita, y la faseensdtd se obtiene a mayor temperatura [125-
126] y si ésta es enfriada bruscamente se aseglarasa fase. Por lo que en funcion de esto
asi como de la presencia de la fase R en los exgetds llevados a cabo, nos permite
determinar que a 160 min, el microorganismo se @&mtca en proceso de transformaciéon entre

la fase austenita y martensita.
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El conjunto de resultados presentados y analizadtsriormente nos indica que el
Penicilliumsp. tiene la capacidad de sintetizar nanocompésides TiG: y TiNi
extracelularmente debido a un proceso enzimatioo.|® que se propone que el posible
mecanismo por el cual el hongo es capaz de siatetianocompdsitos de TiQy TiNi
involucra un transporte de electrones durante agso de reduccion, de acuerdo al esquema

mostrado en la Figura 13.

&= ©] €

S

HADH redactasa

Figura 13. Posible mecanismo de la reduccion del metalfgrtaacion de TiNi.

En este esquema, se propone que la formacion delcampdsito se inicia por la
transferencia de electrones provenientes del NAD¢éu@ es inducido por la enzima NADH
reductasa que actia como transportador de elestrdfsta propuesta concuerda con lo
reportado por He y cols. [127], quienes indican lgubrmacion de nanoparticulas de Au es
debido a una transferencia de electrones y seijalarel cofactor NADH y la enzima NADH

reductasa son factores importantes en el procebmsdimtesis.
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Con la finalidad de sustentar lo anterior, se zeatin experimentos de sintesis
adicionales del nanocomposito, utilizando para kld-cisteina, HQCCH(NH,)CH,SH, la
cual tiene propiedades para la formacion de enlanetilicos de péptido, proteinas
estructurales y enzimas [128]. Se ha reportada@repos bacterianos la coordinacion de uno
0 mas atomos de azufre unidos al Ni, y este arsfiroporcionado por la cisteina [129]. Este
aminoacido es parte importante en las enzimas debld formacion de enlaces azufre-azufre,

caracteristico de la estructura terciaria de laseams [129].

Debido a la presencia de grupos sulfhidricos, easswctura puede tener reacciones
de acomplejamiento con iones metéalicos tales cord®[130], H¢f'[131] y Zrf[132].
También existen reportes en literatura de la forémacle ligandos en mezclas de iones
metéalicos metalicos Kii, CUf* y Zr** con la |-cisteina [133]. Ademas, se ha reportadg®lg I-
cisteina esta presente en las enzimas reductolaBedeiliunsp [134-136], por lo que es
factible utilizar la I-cisteina para validar el peso de biosintesis de TiNi y Ti@e nuestro

sistema.

Estos experimentos se llevaron a cabo bajo las asisrandiciones en que se trabajo
con el hongo; utilizando sales de NiCLos polvos obtenidos después de la filtraciéon y

evaporacion se caracterizaron por DRX, cuyo redalse muestra en la figura 14.

En el espectro de difraccion de rayos X se idesatitin las reflexiones caracteristicas
del TiO, en fase anatasa y rutilo (JCPDS 211272 y 211Z&pectivamente), asi como las
reflexiones caracteristicas para el TiNi en lagdade austenita y martensita (JCPDS 19850 y
35.281, respectivamente). Esto es similar a loratdbepor el microorganismo, lo que permite

corroborar el proceso enzimatico de biosintesipyesto en esta tesis.
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Figura 14. Espectro de difraccién de Rayos X de una muestenw@a por biosintesis utilizando la I-

cisteina.

4.3.4 Calorimetria Diferencial de Barrido OSC

Las muestras obtenidas por el proceso de bio&rgesaracterizaron por calorimetria

diferencial de barrido con la finalidad de deteranifas temperaturas de transicion entre las

fases Martensita y austenita del TiNi.
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La Fig. 15 muestra dos termogramas en el ciclo alentamiento para muestras

obtenidas a partir de las sales de cloruros yttdatos para el nanocompasito obtenido.

- - Nitrato
—-Cloruro

-0.5

DSC (W/g)

-1.0

L T X T X T ¥ T
o 100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Figura 15. Termogramas para muestras obtenidas por biosirdesastir de las as diferente
sales bajo estudio.

En ésta se observa la presencia de dos picos emitmis a las temperaturas de 40°C

y 90°C para la muestra sintetizada en sales dsastrAsi mismo se aprecian dos endotermas,
una a 95 °C y otra a 200°C aproximadamente, eruéstma sintetizada con sales de cloruros.
Estos picos endotérmicos pertenecen a la transébdmae martensita a austenita, ya que en
literatura se reporta esta temperatura de inicia [gatransformacion alrededor de 70°C [137-
138] y puede modificarse en funcion de metales emtes [139], lo cual justifica el

corrimiento de estas temperaturas en las muesta@iadas, debido a que en éstas existen
ademas metales de Ni y Ti. Al exceder esta temperate transformacion, se asegura una

total transformacion de la fase [137-138].
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Ademas, la diferencia observada entre el tipo deusbzado, concuerda con lo
encontrado por difraccion de rayos X, ya que emugstra obtenida bajo sales de nitrato se
denotaron bajas intensidades de reflexion paraNg) Ib cual indica tamafos de cristal muy
pequefio, por lo que en funcién de ello se espexaidamientos de la temperatura de
transicion austenita-martensita a temperaturastemagranas, tal y como lo observado en las

endotermas de este tipo de muestra.

En relacion a la muestra obtenida con sales dardolas temperaturas de transicion
tienen mayor coincidencia con lo reportado enditaa, lo cual concuerda también con lo
encontrado por difraccion de rayos X, ya que easestuestras se determinaron solo las fases

de TiNi y TiO,.

En funcién de lo anterior, se decidié estudiar m&tetalle las muestras utilizadas
bajo sales de cloruro. En la Figura 16 se muesamrturvas obtenidas tanto en el ciclo de
calentamiento como en el enfriamiento. Este asadisirealizé en un rango de temperatura de
23°C a 160°C con la finalidad de determinar lasptraturas de inicio y final para la

transformacién de fases martensita — austenita.
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Figura 16. Curvas déDSCde las muestras sintetizadas en el proceso det@alento y enfriamiento.

Las temperaturas de transformacion medidas poricetiia diferencial de barrido
(DSQO, las cuales son M- 45.16°C, M= 117.55°C y A= 46.53°C, A= 109.3°C. El hecho de
gue las temperaturassM As no sean iguales se debe a la energia extra niecpaea nuclear
la primera capa de martensita. El valor para lasfamacion de histéresis-Ms es de 12°C,
cuyo valor es menor a lo reportado en literaturea pesta transformacion, la cual es

aproximadamente de 20°C para el TiNi en tamafioamiétrico [139].

Por otra parte, la anchura de los picos correspatglicon la diferencia entre las
temperaturas My Mg la cual es de 72.3°C y entrg YAA¢ la cual es de 62.7°C, indica que el
TiNi posee un ciclo de histéresis mayor, por camsigte el tamafio de particula es pequefio y
esto cambia de manera drastica las propiedaddsNidb que implica que se requiere de una
mayor temperatura para regresar a su forma orjgaéeniéndose asi un material mucho mas
duro.
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4.3.5 Microscopia Electrénica de Barrido por Emision de @mpo (FESEM).

En la Figura 17 se muestran las micrografias othtesnpoFESEMpara la biomasa antes
del proceso de biosintesis (a), y para el nanoceitgpobtenido después de los tratamientos

térmicos a 250°C (b) y 500°C (c).

Cabe recordar que el nanocompdsito se obtuvo desieuévaporar el sobrenadante.

c)

Figura 17. Imagenes de FESEM para la biosintea)sy( el nhanocompésito obtenido después d
someterlo a tratamientos térmicos de 25@9)G/(500°C ¢).
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La Figura 17 (a) muestra la micrografia del poNmeoido después del proceso de
evaporacion, en ésta se observan microestructip@sdjuelas denotando arreglos alineados,
asi también se sefialan zonas de aglomeramientcstdectaras poligonales en tamarios
menores a 1um. En la Figura 17 (b) se muestramilaegrafias de FESEM después de llevar
a cabo un tratamiento térmico a 250°C en dondéstaglie la obtencién de nanoparticulas de
morfologia poliédrica bien definida en un rangotdmafo de 20-200 nm. En la imagen

mostrada en la Figura 17 (c) se denota la sin@dmaotal del material después de haberlo

sometido a un tratamiento térmico de 500°C.

Con el propésito de verificar la obtencion del ramoposito se llevd a cabo un

microanalisis puntual por EDS, cuyos resultadasigestran en la Figura 18.

En la Figura 18 (a) se muestra una micrografiacere se aprecian nanoestructuras de
tamafios que van desde 20 nm a 250nm, asi misnést@&me denotd la zona analizada, cuyo
resultado se muestra en el gréfico de barras (&igy@n(b)), en donde se muestra el porcentaje

en peso de Ti, Ni y O, los cuales dan como baselpdormacion del Ti@y TiNi.

Quantitative results

b)

80

60

40

Weight%

20

0

C o Ti Ni
Figura 18. Micrografia FESEM &) del compuesto de TiNi/TiQ b) Analisis EDS del
nanocomp@ésito obtenido por el hor@enicilliumsp.
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Por otro lado, con la finalidad de seguir tambikarglisis de las fases obtenidas con la
I-cisteina por medio de FESEM, se presenta en dar&i19 una micrografia. En esta se
denotan arreglos morfologicos alineados, simildo @btenido por el microorganismo (ver
Figura 17 a), lo cual corrobora de nueva cuenfaaleso enzimatico extracelular seguido por
el hongo para la biosintesis de las fases de Y¥i@el TiNi. En la Figura 19 se muestra la
micrografia obtenida después de la sintesis, ededse denotan los arreglos morfolégicos
tipo hojuelas, similar a lo observado del sobrentaldel proceso de biosintesis (ver Figura 17

a).

Figura 19. Micrografia FESEM del compuesto obtenido por l&steina.
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4.3.6  Microscopia De Fuerza Atdmica

Con el propdsito de analizar con mayor resolucasrhuestras del nanocompdésito
de TiG, y TiNi, se procedié a realizar analisis de Micysa de Fuerza Atomica. En la
Figura 20 se muestra una imagen para el nanocotopdbtenido por biosintesis sin
tratamiento térmico. En ésta es posible aprecimagrados de particulas con morfologia
esférica, esta caracteristica permite comprobaudea cuenta que el proceso de biosintesis
se llevo a cabo extracelularmente debido a queaestiésis se realizé sobre una muestra del
sobrenadante preparado por evaporacion sobre tempgastras de vidrio. En esta imagen
se denotan claramente las nanoestructuras de sfawomlal claramente aglomeradas,

acomodandose en forma poligonal.
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Figura 20. Micrografia de Fuerza Atdmica para una muestraittigtizada.
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4.3.7 Microdureza

Los datos de microdureza obtenidos en las muesingsrizadas a 250°C y 500°C
fueron graficados y se presentan en la Figura Aledta misma figura se muestran los datos
de TiNi y de TiQ de muestras obtenidas por estado sélido, sintrsza 900°C por un tiempo
de 15 min las cuales fueron compactadas bajo uga de 9 toneladas aplicando una presion
de 4600 kg/mdurante 60 segundos como referencia [140-142krterior se realizé con la
finalidad de tener un mayor entendimiento sobrec@hportamiento de los resultados

obtenidos para el compdsito biosintetizado desgadss tratamientos térmicos realizados.

Como se muestra en el gréafico de la Figura 21 sevolun valor promedio de 363
HV en las muestras tratadas térmicamente a 250D, walor promedio de microdureza de
432 HV para las muestras tratadas a 500°C. Eslosesason caracteristicos de materiales
ceramicos [142-144], lo cual concuerda con lo egperpues pasamos de un material suave a
un material duro. Aunque cabe aclarar que se hal@gperado un valor promedio similar al
TiO,, en funcion de que esta fase es la mayoritaridasnmuestras biosintetizadas, sin
embargo, el tamafio de particula también tiene act@fen esta propiedad, pues al tener un

tamanfo de particula en nanoescala se tendria @ ohareza del material [140-142].
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Figura 21. Graficas de microdurez¥ickers para el material obtenido por biosintesatatia
térmicamente a 250°C y 500°C, también se muestiarodgnrezas para TiNi [88] y TiO[145]

sinterizados.

4.3.8 Andlisis de Bioestabilidad

Las muestras sinterizadas fueron sometidas a @nales bioestabilidad para

determinar su potencial aplicacion como biomaterain el fin de inferir acerca de los

cambios estructurales que sufre el compdsito despige haber sido expuesto a suero

fisiologico. La Figura 22 muestra los resultados$ aealisis por FTIR de las muestras

sinterizadas.
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Figura 22. Espectros de FTIR para muestras del compdsitoriziato a 250°C (SFA 250) y 500°C (SFA 500)
después del contacto con el suero fisiologico, E@idroxiapatita.

El andlisis se realizé sobre muestras del compdsitterizado a 500°C y 250°C,
identificados como SFA 500 y SFA 250 respectivametdéspués de estar en contacto con el
suero fisioldgico durante 7 dias, siguiendo copretedimiento reportado en literatura por De
Aza y cols [89-90] y propuesto en la seccién 3deDcapitulo 3 de esta tesis. Ademas, se
agregaron en la Figura 22 los espectros para &iidroxiapatita. Para la hidroxiapatita, los
datos para el espectro se obtuvieron de la baskatds del equipo. En el caso del 7iGe
realizé un analisis para Ti@omercial marca DEGUSA el cual es una mezcla 7ari@asa —

rutilo.
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Para su andlisis y la clarificacion del espectroealizé un suavizado de la curva de

acuerdo al método Savitzky — Golay con regresiosedgindo orden y ventana de 101 puntos.

Se pueden obtener evidentes diferencias de esfmxctens. En primer lugar, se
observa que la muestra SFA 500, la cual correspahd®mpdsito sinterizado a 500 °C,
presenta sefiales caracteristicas a la hidroxiap#titcual se evidencia por la sefial que se
presenta cerca de los 1000 tmdemas, se pueden observar sefiales entre los-1800 cm
! las cuales concuerdan con sefiales de, 86tas presentan bajo porcentaje de transmitancia.
Lo anterior indica, que tal y como lo reportado le@ratura [90], la muestra al estar en
contacto con el suero fisiolégico presenta unaciéaade oxidacion que permite la aparicion
de la hidroxiapatita sobre la superficie expueBta.lo que el compdsito sinterizado a 500 °C
es deseable para su aplicacion médica, ya que tpelaniormacion de compuestos con alta

compatibilidad en ambientes semejantes a los piessen organismos vivos [89-90].

En el caso de las muestras sinterizadas a 25@ {ilieden observar en su mayoria
sefiales que corresponden al espectro dep, TaOn una sefial de baja intensidad para la
hidroxiapatita. Lo anterior, se puede traducir enguado de conversibn menor para esta
muestra comparandola con su similar sinterizad@0a°&. Esto pudiera deberse a que estas
muestras presentan aun contenidos de compuestériang provenientes del proceso de
biosintesis, por lo que el proceso de oxidaciégual fue sometido permite primeramente el
atague y eliminacion de dichos compuestos, papwdéerior transformaciéon de la superficie

del compdsito.
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Ademas, como se menciono anteriormente, el espeetmiQ fue realizado para una
muestra comercial que contenia una mezcla 70:3@sma rutilo. El espectro de la muestra
SFA 250 presenta sefales similares a las del espesta TiQ, por lo que se puede inferir
que en la muestra identificada como SFA 250 exastdien una mezcla de fases aun después
del calentamiento a 250 °C. En el caso de la mu&dtA 500, se pueden observar solamente
algunas sefales correspondientes g,TliiOcual puede manifestar una menor cantidad sksfa
cristalograficas presentes. Esto indica que edrmanto térmico trasforma la anatasa presente

en el sistema a rutilo.

Para corroborar los resultados obtenidos por FHR,realizaron analisis por
Difraccion de Rayos X y microscopia electronicabderido, para las muestras sinterizadas a

250°C y 500°C después de estar en contacto coer@ fsiologico.

En la Figura 23 se muestra el patron de difracd@éiha muestra sinterizada a 500 °C
después de estar en contacto con el suero fistapgn donde se observan ademas de las
reflexiones del TiQ y del TiNi en sus diferentes arreglos cristaloga, las reflexiones

caracteristicas de la Hidroxiapatita.

La presencia de esta ultima fase, comprueba qoengbdsito sinterizado a 500°C es
un material altamente inerte y con gran resistead¢éacorrosion lo que lo hace ser un material
biofuncional, pues permite inducir la formacionaenpuestos como la Hidroxiapatita que lo
hace ser un material potencialmente biocompatgule)o tanto puede ser utilizado en el area

médica, para reemplazar tejidos duros que hanssideramente dafiados.
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Figura 23. Espectro de difraccion de Rayos X para el nanpésito en presencia del su
fisiolégico. TiO, (JCPDS 21-1272 y JCPDS 21-1276), TiNi (JCPDS 10381), hidroxiapatit

(JCPDS 001-1008).

En la Figura 24 se muestra una imagen de micrés@pctronica de barrido para una

muestra identificada como SFA 500. En ésta se mpotsramente un efecto de sinterizacion,

ademas de mostrar fases con morfologia de agwgeagteristico de la hidroxiapatita [146-

147].
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Figura 24. Micrografia de FESEM para la muestra SFA 500, camposito calcinado a 500°C después de estar
en contacto con el suero fisioldgico.

Para corroborar esto se realiz6 un microandlisisgDS sobre esta muestra, cuyo
espectro se muestra en la Figura 25, en éste dblepadentificar como elementos
mayoritarios al fésforo y calcio, los cuales confan el compuesto quimico de hidroxiapatita,

también se denotan las reflexiones para los elesenétalicos de Ti y Ni.
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Figura 25. EDS para la muestra SFA500, nanocompdsito calciaasi@0°C después de estar en
contacto con el suero fisiolégico.

Estos resultados complementan lo analizado y dékcpiara estas muestras por FTIR
y DRX. Ademas de los analisis anteriormente merados, también se realiz6 el analisis de la

distribucion de los metales Ti y Ni para comprodbaiormacion del composito de TiiNi.

En la figura 26 se muestra la distribucion de Niyen el material obtenido a 500°C,
en ésta se aprecia a los metales en el materiatizado y sinterizado, o que nos permite
concluir de nueva cuenta que el composito de,-Tii fue obtenido y es estable bajo

condiciones de potencial aplicacion como biomateria
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Figura 26. Imagenes de la distribucién de los metales Ti yphbiia la muestra SFA 5(
nanocomp@sito sinterizado a 500°C después deastaimtacto con el suero fisiol6gico.

En la Figura 27 se presenta un espectro de difraabe rayos X para una muestra
sinterizada a 250 °C después de estar en contattel suero fisioldgico. En éste se aprecian
las reflexiones tanto del Ty TiNi, encontrandose que hay una mayor propord@iiQ, en
su fase anatasa, asi también se puede aprecigratién de algunas reflexiones de la
Hidroxiapatita. Una caracteristica importante dee espectro es la obtencion de picos mas
anchos lo que nos permite inferir que todavia si@mtran presentes compuestos organicos

provenientes del suero fisioldgico.
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Figura 27. Espectro de difraccion de Rayos X para el nanocsitgpén presencia del su
fisiologico. TiO, (JCPDS 21-1272 y JCPDS 21-1276), TiNi (JCPDS 10351)
hidroxiapatita (JCPDS 001-1008).

En la Figura 28 se muestra una imagen de FESEM: sofa muestra tipo SFA 250. En
ésta se aprecia una superficie mas difusa, comadgestructuras tipo esféricas, otras de tipo
poligonal y en general se aprecia la conformaciéndiversas fases. Con la finalidad de
identificar las fases presentes se realizé un miglisis elemental, en la Figura 29 se muestra
este espectro. En éste se observa que existe wm praporcion del Ti@Q en comparacion
con la Hidroxiapatita, por lo que se corrobor6 ltemido por DRX y FTIR, evidenciando la

presencia de una gran cantidad de nanocompoésitimay pequefia proporcion de la

Hidroxiapatita.
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lFigura 28. Micrografia de FESEM para una muestra tipo SFA2&fpdés de estar en contacto

el suero fisiolégico.
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Figura 29. EDS para una muestra tipo SFA 250 después de estaontacto con el sue

fisiolégico.
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Asi mismo, en la Figura 30 se muestra el analisimdlistribucion de los compuestos
presentes en el material obtenido a 250°C. Ensésa@recia mayoritariamente la presencia de
Ti a comparacion de la distribucion del Ni, lo ques indica que a esta temperatura se obtiene
mayoritariamente las fases del compdésito de intges menor proporcion la composicion de
los metales que conforman la Hidroxiapatita. Todaahterior, nos indica que el material
sinterizado a 500°C es el que presenté una mayptidad de Hidroxiapatita, por lo que es el

material con mayor potencial para ser utilizado cam biomaterial.

Figura 30. Imagenes de la distribucion de los tales Ti y Ni para la muestra SFA 2
nanocomp@sito sinterizado a 250°C después deastaimtacto con el suero fisiol6gico.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se obtuvieron las fases de 7i@ TiNi a partir de un proceso de biosintesis por

medio dePenicilliumsp.

El andlisis de espectros de infrarrojo sobre lanlai®a utilizada no muestra ninguna
variacion antes y después de la sintesis lo queapie no existe evidencia de algin proceso

alterno durante la sintesis, ademas de ser ungwaoeracelular.

El analisis por UV-Vis muestra corrimiento en banda absorcion hacia longitudes

de onda menores, caracteristicas de la fasgdn@scala nanométrica.

El analisis por difraccion de rayos X muestra laeabion de fases de TiOTiNi,

NiO, Tiy Ni en las muestras realizadas caif Ik y Ni(NO3)a.

El analisis por difraccion de rayos X para las nmassobtenidas bajo condiciones de
K,TiFs y NiCly,-6H,O muestrdas reflexiones caracteristicas para el TiNi enéoatose una
mayor proporcion la fase martensita, teniéndoswaomafio promedio de particula de 14.2 nm

y de TiG de 21.15 nm.
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El nanocompdsito obtenido presenté microdurezas368 HV y 432 HV a

temperaturas de 250 y 500°C respectivamente cesdicte de materiales ceramicos.

Las micrografias de Fuerza Atdmica comprueban ¢alymcion del nanocompdsito

con morfologia esférica y tamafio de particula de B nm.

Las micrografias de FESEM corroboran que la setds nanocompdsito se llevo a
cado satisfactoriamente, mostrando que se tienefologias octaédricas en el caso de ;§O

esféricas para el TiNi.

Los analisis de DRX, FESEM y EDS realizados conamlinoacido L-Cisteina
corroboran que el microorganismo biosintetizo fatisriamente el nanocompésito de TiNi-

TiO, por medio de un proceso enzimatico extracelular.

Los ensayos de bioestabilidad demuestran quengicompuesto calcinado a 250°C
sintetiza en mayor cantidad la Hidroxiapatita lalda hace ser biocompatible y apto para ser

utilizado en el &rea de la medicina.

Se determind que el hondrenicillium sp es capaz de biosintetizar nanoparticulas de
TiNi y TiO, bajo las condiciones utilizadas en este trabagmdsi este una alternativa

sustentable para la sintesis de nanocompuestos.
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CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

Llevar a cabo la optimizacion del proceso de ibtesis evaluando factores como la

concentracion del metal, temperatura, tiempo deciéa mediante el método Taguchi¥(2)

Realizar una voltamperometria ciclica para evaloarprocesos oxidativos de los

compuestos organicos presentes en el microorganismo

Efectuar estudios de biocompatibilidad de lasipalds obtenidas en seres vivos a fin
de utilizarlas como un biomaterial en el campoadeédicina.
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TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y MORBLOGICA.

Existen diversas técnicas para la caracterizacgdmateriales, que utilizan un
haz incidente de electrones, iones o fotones, la@es interactan con la superficie
excitandola, con la subsiguiente emision de conudom@s de haces secundarios de
electrones, iones o fotones, llevando consigo mémion estructural y quimica durante ese

proceso.

A.1 Espectroscopia de Ultravioleta Visible

Los estudios en esta zona de la radiacion elecgoét@a (700-200nm) se ayudan de
las leyes ya estudiadas, como por ejemplo la LeyLaabert-Beer, la cual relaciona la

absorbanci@ con la intensidad de la radiacion de la siguiémtea:

A= IogLO (Ec. 8)

donde § e | son la intensidad inicial y final de la radé@ctelectromagnética, antes y

después de pasar a través de la muestra, respeetitef148-149].
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En algunos casos se requiere la informacién dedashitancia T de una especie en

vez de su absorbancia. La relacion entre estasatiglades fisicas es la siguiente:

A =log (T) (Ec. 9)

La obtencién de un espectro de transmitancia (%Tuecion de la longitud de onda
(L) es de utilidad para el caso de peliculas delgati@soporcionar informacion sobre sus

propiedades opticas.

A. 2 Difraccién de Rayos X

La Difraccion de Rayos X se basa en la interacdéra estructura cristalina de un
sélido con una fuente de rayos X, esta estructustatina esta presente en muchos solidos
tanto naturales como artificiales y consiste erefgeticion periodica de atomos o moléculas

qgue forman el solido en las tres direcciones deh@s[148-150] ver figura 31.

Figura 31. Estructura Cristalina de un Sélido.
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Sobre esta estructura tridimensional se puedeartiafinitos planos paralelos donde

cada uno de los cuales pasara por una serie desgudB-151].

Si tomamos uno de estos planos, a una cierta diataxistira otro plano donde la
distribucion de puntos que corta sera la misma, didtancia entre estos dos planos se llama
distancia interplanar “d”, asi tendremos infinifgleanos paralelos a distancias mdultiplos de
“d”. Si va por estos planos de la estructura se lra@idir un haz de rayos X, se da el siguiente

fendmeno [148-151]:

“Si el frente de ondas que se difracta por el priplano lo hace con un anguly el
frente de ondas del segundo plano también se vactif con un angul@, con esta nueva
trayectoria que se describe si los dos frentes si@re en fase ocurre una interferencia
destructiva y se anula uno al otro, pero si los daden en fase, hay una interferencia

constructiva y el haz difractado no se anula y eecdable [148-149]

Esto ocurre cuando la diferencia de recorrido elosedos frentes es un multiplo de la
longitud de onda. y matematicamente: 2d $ern nk (Ley de Bragg). Como cada familia de
planos tiene una distancia d, vamos a detectars gdamos a diferentes angulos, y los
resultados seran diferentes segun la estructurdo dgie estemos midiendo, por lo que
podemos caracterizar las fases que componen latnawes base a los diferentes “picos” de
deteccién que son en realidad las reflexiones deplanos de cada fase, para una rapida
identificacién se tienen tabulados los valoresadediferentes fases en fichas y se comparan

con los resultados obtenidos [148-151].
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La difraccion de rayos X nos asistird en la caradeion de las nanoparticulas
indicandonos la fase mineralogica de las nanapdats, ademas de poder estimar el tamafo

del cristal.

B=——— (Ec. 10)
Dcos@

Esta técnica se utilizara en el método de polvos.
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A.3 Microscopia de Fuerza Atomica

El microscopio de fuerza atbmica (AFM) es un instento mecano-6ptico que detecta
fuerzas a nivel atdbmico a través de la medicidmcamdel movimiento sobre la superficie de
un cantilever muy sensible terminado en una punta con un crid¢alforma piramidal,
usualmente duro [152]. La fuerza atémica, evidentndo el cantilever estd muy préximo a

la superficie de la muestra, se detecta a través toesion de aquél.

La direccidon del haz laser reflejado por la pamsterior del cantilever cambia con la
torsién del mismo [152-153]. La longitud del caetiér es de 2Q0n, y tiene una punta muy
aguda en el extremo. La muestra es movida en gtlbagn las tres direcciones, mientras el
cantilever traza la superficie de la muestra eallgetTodos los movimientos son controlados
por una computadora [149-150]. En la figura 32 seestra un esquema basico de la

conformacion de un equipo de MFA.

Folodetector

S
EESPEIO Divisor de haces Dioda

Laser
Lente i

| Canfilever
!

Muasira

Tubo scanner
plezoedécirico

Figura 32. Equipo de MFA.
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La resolucion del instrumento es de menos de 1lni, pantalla de visualizacion permite
distinguir detalles en la superficie de la muestra una amplificacion de varios millones de

magnitud [152-153].

Hay varios modos de trabajo en Microscopia deZauAtoémica: modo de contacto, de

altura constante, sin contacto y modo dinamico.

Modo de Contacto

Este modo de barrido provee retroalimentaciontagio que la repulsion entre el
cantilever y la muestra permanece constante. Dedasidad de la retro-alimentacién se mide

la altura. Este es el modo mas comun de analigidFek (Figura 33) [152-153].

§ 2

Figura 33. Modo de Contacto del Cantilever.
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Modo de Altura Constante

En este modo de barrido la altura del cantilevensntiene constante durante el
barrido. Se mide la torsion del cantilever. Al rabér retroalimentacion, es posible barrer a

alta velocidad (Figura 34) [152-153].

P

Figura 34. Modo de Altura Constante.

Modo Sin Contacto

Este modo de barrido provee retroalimentaciora wgtraccion entre la muestra y el
cantilever (que vibra cerca del punto de resonampaemanece constante. De la intensidad de
la retro-alimentacion se mide la altura. La residln@s un poco menor debido a la distancia

entre el cantilever y la muestra (Figura 35) [153]1
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Figura 35. Modo Sin Contacto.

Modo Dinamico

Este modo provee retroalimentacién, en tanto quespulsion entre la muestra y el
cantilever permanece constante. De la intensidath detroalimentacion se mide la altura.
Dado que hay poco "rozamiento" de la superficite @sodo es ideal para muestras que se

mueven con facilidad (Figura 36) [152-153].

"{7—@/\'

Figura 36. Modo Dindmico del Cantilever.
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A.4 Microscopia Electrénica de Barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM por suglas en inglés
correspondientes &canning Electron Microscopyes una técnica poderosa para el estudio
microscopico de la superficie de una muestra sOlifgtre los detectores disponibles se
encuentran de electrones Secundarios, que perstudia& las caracteristicas topograficas de
muestras a través de recoger estos electronesjaecibargia generados en o cerca de la

superficie en cuestion.

El microscopio electrénico de barrido es un insento disefiado para estudiar, en alta
resolucion la superficie de los sdlidos, obtenefiganes de electrones secundarios, que dan
topografia, ademas de detectar electrones reflejadetrodisopersados, los cuales contienen
informacion quimica y otras numerosas sefales. mB&tescopio puede compararse con el
microscopio optico, donde primero posee una regwmiug profundidad de focos mayores,
debido a un mayor nimero de sefiales que proviemémidteraccion de los electrones con los
sélidos, y que permiten obtener mayor informaci@bre la orientacion cristalina, la
composicién quimica, la estructura magnética o atenrial eléctrico del material en

observacion.

El funcionamiento del SEM esta basado en el heehbadrer la muestra con un haz
electrénico de seccion transversal pequefa y deea#trgia (en un rastreo cuadrado) y generar
una imagen punto a punto de ella, recogiendo difesesefiales generadas por la interaccion
electron-muestra en cada punto. Este haz electrésiE produce por un filamento
(comunmente de tungsteno) cuyos electrones se ggnduor la excitacion termoidnica y se

aceleran a energias que oscilan entre 2 y 40 keV.
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Estos electrones se coliman con lentes condensatlasta un diametro pequefio, de
unos cuantos o decenas de nandmetros el diamemomraknto de incidir sobre la muestra

[154-155].

Cuando los electrones del haz primario inciden esoblr espécimen, se emiten
electrones secundarios, los cuales poseen unaizmerge 0 y 20eV, se atraen a un detector
gue cuenta con el niumero de electrones de bajgiarsgre se emiten de cada punto sobre la
muestra. Los electrones provenientes de la musstenvian a un centellador de pantalla de
fésforo. La luz se transmite a un fotomultiplicadpre convierte a los fotones en pulsos de
electrones. Estos inciden sobre la pantalla coriubn de rayos catddicos que absorbe la
energia cinética de los electrones, reemitiendogéma una frecuencia del espectro visible

[155].

Si se repite la operacion varias veces barriengouestra con el haz, la imagen punto
a punto representara las caracteristicas topogsadie la superficie de la muestra. Por lo tanto,
la imagen en la pantalla de television del micrpgzelectronico de barrido es un mapa de las
intensidades de los electrones emitidos por larfigjgede la muestra en observacion y que
llegan al detector porque algunos son reasorbidodas caracteristicas topograficas de las

muestras [155].
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APENDICE B

Caracteristicas del HongdPenicillium sp.
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APENDICE B

Caracteristicas Morfologicas del HongdPenicillium sp.

B.1 Caracteristicas delPenicillium sp.

Este es un hongo filamentoso distribuido extenséenen el suelo, el aire y en la
vegetacion en putrefaccion. En la Tabla 7 se madatrclasificacion taxondmica de dicho

microorganismo.

Tabla 7

Clasificacion Taxondmica

Reino Fungi
Division Ascomycota

Clase Euascomycetes

Orden Eurotiales
Familia Trichomaceae
Género Penicillium
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El géneroPenicilliumtiene mas de 100 especies, entre las mas comeriaslgyen:
Penicillium chrysogenum, Penicillium citrinum, Pe&hium marneffei y Penicillium

purpurogeniuni156].

B.1.1 Caracteristicas morfoculturales.

Las colonias crecen rapidamente en agar Patatmd3axla temperatura de
crecimiento es de 25° C, éstas son lanosas, algedenfilamentosas, aterciopeladas o planas
gue se pueden separar figura 37. Son inicialmdateas pero conforme trascurre el tiempo
se hacen verde azulosas, verde oliva, amarillasadas, el revés de la placa es generalmente

amatrillento.

Figura 37. Observacion Macroscoépicas del hoigmicilliumsp
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Este género se caracteriza por formar conidiosnanestructura ramificada semejante
a un pincel que termina en células condiogenasiddisl que son observados

microscopicamente ver figura 38

Figura 38. Observacion Microscopicas del hor@enicilliumsp.

n este trabajo se estudiar4 una cepa de Peniciifunaislada de suelo contaminado
con alta tolerancia a la presencia de metales pssammo posible fuente de produccién de un

nanocomposito ceramico-metal.
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