Edicién 2020

Microscopia Raman, AFM y
Difraccion de Rayos X

Dr. Ricardo Faccio
Facultad de Quimica
Universidad de la Republica

rfaccio@fg.edu.uy

Noviembre de 2020

frasme C:"” 5 . CiENCIAS
. \\Cursa de grado y postgrado regional
“Nanomateriales aplicados a la biomedicina:
sintesis, cafbcterizacién y evaluacion biolégica”
X /'I 24/11al 11/12 UNIVERSIDAD
FACULTAD DE —— Montevideo, Uruguay DE LA REPUBLICA

LRI IAY

Punteo

O Introduccion

O Técnicas de Imagenologia.
® Microscopia de Fuerza
Atémica
® Microscopia Raman

O Difraccion de Rayos X
= Alto y Bajo Angulo

O Conclusiones

Noviembre de 2020

27/11/20




27/11/20

Microscopia Raman

Confocal
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1. Modos Vibracionales
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1. Reglas de Seleccion

O IR: Absorciéon de fotén por dipolo (4) del modo normal de

vibracion.

O Raman: Dispersion inelastica mediada por momento
dipolar inducido (polarizabilidad «) generado por la OEM.
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1. Reglas de Seleccion: IR vs Raman
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1. El efecto Raman

The Raman Effect ‘WQWM' 7
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1. El efecto Raman
The Raman Effect o

- non-resonant excitation (Stokes) or annihilation (Anti-Stokes)
of a vibrational quantum /

- energy shift between the exciting and scattered photon is characteristic
for the molecules involved in the scattering process L
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fig. 1. Energy level diagram for Raman scattering 1000 ° 1000 e )
wavenumber (1/cm)

o~

-theoretical prediction 1923 by A. Smekal ’
- experimentally discovered 1928 by Sir Chandrasekhara Raman, Nobel Prize 1930
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1. Infrarrojo vs. Raman

wavelength (Um)

2.5 3 35 4 455 55 6 657 8 9 101112 1416

100

80 /N\
o
ﬂ WW
E 60
é
= 40
g
&

20

0
4000 3500 3000 2500 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

wavenumber (cm™!)

Noviembre de 2020 Paracetamo' " 2 A 9

|
o

9
1. Esquema Tipico de Experimento
Sample
Objective
Lens
Notch/Edge Filter
|_| Spectrometer
’Rayleigh - 106X ’Raman
N\ ||
]
~
Noviembre o X¢ypical integration times: seconds - several minutes w0
10

27/11/20



1. Espectroscopia Raman

300 600 900 1200 1500
rel. 1/em

1800

Noviembre de 2020 . . . 11
chemical, but NO spatial resolution
11
1. Identificacion de Band
. cn cacClon dc bandas
Functional Group/ Vibration Region Raman InfraRed
Lattice vibrations in crystals, LA modes 10 - 200 cm’ strong strong
§(CC) aliphatic chains 250 - 400 cm™' strong weak
v(Se-Se) 290 -330 cm”’ strong weak
v(S-S) 430 -550 cm™ strong weak
v(Si-0-Si) 450 -550 cm”’ strong weak
v(Xmetal-O) 150-450 cm’’ strong med-weak
v(C-l) 480 - 660 cm™ strong strong
v(C-Br) 500 - 700 cm™ strong strong
v(C-Cl) 550 - 800 cm™” strong strong
v(C-S) aliphatic 630 - 790 cm™” strong medium
v(C-S) aromatic 1080 - 1100 cm’ strong medium
v(0-0) 845-900 cm”! strong weak
v(C-0-C) 800 -970 cm! medium weak
v(C-0-C) asym 1060 - 1150 cm™ weak strong
Noviembre de 2020 12
12
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v(CC) alicyclic, aliphatic chain vibrations 600 - 1300 cm™' medium Medium
v(C=S) 1000 - 1250 cm’* strong weak
v(CC) aromatic ring chain vibrations *1580, 1600 cm' strong medium
*1450, 1500 cm”' medium medium
*1000 cm”' strong/medium weak
— 8(CH3) 1380 cm™ medium strong —
5(CH2) ) . ' .
5(CH3) asym 1400 - 1470 cm medium medium
5(CH2) ) . ' .
5(CH3) asym 1400 - 1470 cm medium medium
v(C-(NO2)) 1340 - 1380 cm’’ strong medium
v(C-(NO2)) asym 1530 - 1590 cm”’ medium strong
v(N=N) aromatic 1410 - 1440 cm medium -
v(N=N) aliphatic 1550 - 1580 cm’ medium -
8(H20) ~1640 cm! weak broad strong
v(C=N) 1610 - 1680 cm”’ strong medium
v(C=C) 1500 - 1900 cm”’ strong weak
v(C=0) 1680 - 1820 cm”’ medium strong
v(C=C) 2100 - 2250 cm’™” strong weak
v(C=N) 2220 - 2255 cm”! medium strong
v(-S-H) 2550 - 2600 cm’” strong weak
v(C-H) 2800 - 3000 cm’” strong strong
v(=(C-H)) 3000 - 3100 cm’’ strong medium
v(=(C-H)) 3300 cm™ weak strong
Noviembre de 2020(N-H) 3300 - 3500 cm’” medium medium 13
v(O-H) 3100 - 3650 cm’ weak strong
1. Métodos Teori
. ctodos 1eoricos
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1. Microscopia (/)ptica Clasica

What is the resolution limit of a classical optical microscope?

Ernst Abbé (1840-1905): diffraction theory

Ax20,61x(A/NA)

(€]
NA=n Sin®

air: NA<0,95 (340nm @ 532nm exc.)
water: NA<1.2 (270nm @ 532nm exc.)

oil: NA<1,4 (230nm @ 532nm exc.)

J resolution limit = A /2
Noviembre de 2026-

1. Microscopia Contfocal

confocal microscopy
detector
pinhole
classical
beamsplitter
[faser |
confocal

- 3-D information

objective

- much smaller background

- slightly higher resolution possible

Noviembre de 2020 spatial, but NO chemical informatior
sample Mfoca/ plane P !
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1. Microscopio Confocal +
Espectroscopia Raman

3-D Imaging with chemical sensitivity

» take a complete Raman spectrum at every image pixel

« extract the relevant information (peak intensity, width, position etc.)

« display this information as image

Parque Cientifico y Tecnolégico de Pando (PCTP) /
wwinstituto Polo Tecnologico de Pando (IPTP) 17
ANII- Proyecto EQC_X_2012_1_14

17

1. Microscopio Confocal +
Espectrometro Raman

Imaging with chemical sensitivity

Noviembre de 2020 18

18
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1. Esquema

Multi Mode Fiber
UHTS 300 Confocal Pinhole

Upto 70% Transmission
EMCCD - 0.7 ms Integration Time

High efficient
Filter

Single Mode -ﬁ ’
Fiber i
. [

H __I Optimized

Requirements: -

+ Highest Sensitivity

Raman Optics

* True Confocal '

» Fast Acquisition of Spectra u

+ Easy Change from Confocal to AFM -

Noviembre de 2020 ' ' 19
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1. Disposicion

- m

20
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1. Aplicaciones

Microscopia Raman Confocal

Noviembre de 2020 21
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Imagen Raman: dispersion agua-aceite

H20

™~ | T s i
. J itg: @
° o 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 * »
Taman st [1/cm] ‘ ‘ s

Body lotion, imaging parameters: »
2 mW excitation @ 532nm, 100x oil, NA=1,25 b. » .
20 x 20 um, 180 x 180 pixels (= 32400 spectra) oAy

oviembre de 2020 " . . 2
5?5ms/spec rum 2 - 's

22
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Reconstruccion Imagen Raman 3D

Sample: Oil/Water Emulsion

3-D Reconstruction

Evaluated Band: CH-Stretching
Excitation: 532nm

Scan Range XY: 100x100 um
Scan Range Z: 30 um/32 layers

Total number of Spectra: 517 500
Total Acquisition Time: 23 min

23

23

Blend PMMA+SBR 1~ A

Fig. 5: Overview AFM Tmage of 3 PMMA-SBR blend.

sBR Honeaitonoraran)

Al J

T 24

Fig.9: Color coded Raman image of SBR resulting from the Fig.10: Color coded Raman image of PMMA resulting from the  Fig.m: Corresponding spectra: SBR (blue) and PMMA (red).
integral intensity of each spectrum, integral intensity of each spectrum.

12



fat |

aqueous p

SIS e fatll

emulsifie

500 1000 1500 2000 2500 3000
el tlem

ig. 2b: Corresponding spectra of the compounds contained within the emulsion.

o

Fig. 2a: Raman Image of an emulsion used in food
production. Scan range: 30 m x 30 um, 120120 pixels
(=14400 spectra, 532 Nd:Yag Laser for excitation, 100 x oil
objective (NA=1.25). Red + green: fatty matrix, blue:
aqueous phase, yellow: emulsifier PGPR
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Células Bacterianas

Characterization and Detection of Metabolic Compounds

Bacillus Cereus
Three cellular components

Yellow: vegetative cells

Green: incorporation traces of PHB
Magenta: spores after stationary growth
phase

- Diagnostic power to identifying
phenotypic heterogeneity

Courtesy A. Hermelink, RKI, Berlin: Hermelink et al (2009)
The Analyst, 134, 1149-1153

27
e ° /
Células Vivas: células
epiteliales de Rata
Wite Light Video Image
Single Spectrum, 0.1 s Integration Time
. CH2
Proteins:
1450/cm g
1660/cm
Lipids: éﬁ 1440
1070/cm 2 water
1300/cm &
1440/cm
: 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
rel. 1/cm
28
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Células epiteliales en Buffer

Intensity in the CH 2 stretching band
8 ‘ (2800 - 3000/ cm)

100 x 100 pixel = 10000 spectra
. | objective: 60x, NA = 1.0 water
. “ N il o, 532 nm excitation, 5 mW
% 100 ms / spectrum => 17 min.

29
Imagen reconstruida
nucleus endoplasmatic
reticulum
5 a
nucleoli f, - %
X 3
E B =
/' nuclear membrane ':"\\mitochondriae
10 um
30
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Tabletas: API y Excipientes

Confocal Raman Image overlaid Corresponding Spectra
on the topography Red & Blue : API
Noviembre de 2020 Green : Excipient 31
31
Experiencias
|
WITec alpha300RA
Noviembre de 2020 32
32
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Ejemplo 4: Grateno

T v T ¥ T v | v T Y T b T . T ¥ T =
Pristine Graphene

. Eo, phonon at I’ i

<
=2k a
2] D 2D
2
fe % 4
- Graphene with defects
L a .
,mf' D+D" D+D 2D
"y N I N g /\'rﬂguﬁwwr—
Noviembre de 2020 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 13

Raman Shift (cm’')
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Ejemplo 4: Grateno

"Position and fwhm of the G and 2D peak(...)confirm presence of single-layer
graphene”

J

¢ Position of 2D peak depends
Raman shift cm™!) on number of layers

T T
514nm 633 nm

e Additional layers increase
—— A FWHM of 2D peak (more e~
~ A /\\‘ states for resonant scattering)
; 10 layers e Occurence of peaks at 1350
z -#/"/jj\-«« cm~' (D) and 1620 cm~' (D’)
2 A 5layers J\" reveal defects of graphene
= JL oy sample )
- ; 1 layer »—/k.————-
Noviergpis de298% 2800 2600 2700 2800 7] 34

34

27/11/20

17



Ejemplo 4: Grateno y MLG

Optica

Noviembre de 2020
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Ejemplo 4: Grateno
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Ejemplo 4: Grateno
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Ejemplo 5: Nanotubos de Carbono

Fig. 5.1 Different carbon
allotropes with
nanometer-scale phases
ranging from 0D C60
fullerenes, 1D carbon
nanotubes, 2D graphene, to
3D diamond and graphite

Fig. 5.2 The vector Cp

Diamond Fullerene

Single-walled

carbon nanotube

Graphite (graphene)

describes how a sheet of T )
graphene is rolled up to axﬂ
create a carbon nanotube [6]
1 (n,0) zigzag
~
~ C,=na,+ma,
~
~
Noviembre de 2020 AP e 39
.
Ejemplo 4:
.
Cuantificacion de Defect
(a) 60 ) 4
/\_/\ 0.5
_ 50 ', 04
T 3t 03
2 40
z - 0.2
3 N 0.1
3 30 a2t ’ <o
= \ A ~ 0.0
2 20 10100 1000
Qo
E iy
10
o
0 . L L L
1200 1400 1600 0 5 10 15 20 25
Raman shift (cm™!) Ly, (nm)
Figure 3. (a) Evolution of the first-order Raman spectra (using a 2=>514nm laser) taken from a
graphene monolayer sample deposited on an SiOy substrate, subjected to Ar* ion bombardment.
The ion doses are from the bottom to the top, 10'%, 10™, 1012, 10'® and 10'* Ar* cm~2 (Lucchese
et al. 2010). (b) The Ip/I; data points from three different monolayer graphene samples as
a function of the average distance Lp between defects. The solid line is a modelling of the
experimental data with equation (3.1). The inset shows a plot of Ip/Ig versus Lp on a log scale
for Lp for two samples: (i) open points for an approximately 50-layer graphene sample and solid
circles are for a small piece of HOPG near a graphene piece and (ii) solid diamond points, for a
2mm thick bulk HOPG sample, the measured values of which are here scaled by (Ip/Ig) x 3.5
(Lucchese et al. 2010).
Noviembre de 2020 40

Phil. Trans. R. Soc. A (2010)

40
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Ejemplo 5: Nanotubos de Carbono

Fig. 5.3 Typical Raman

spectrum of an individual ™
single-walled carbon -
nanotube recorded with a G+

confocal micro-Raman
spectroscope using a green

532 nm laser. The feature ‘%
marked “*” is the attenuated S M
elastically scattered Rayleigh < R
line. Features marked “**” -
come from the Si support .
G'(2D
. 5 (2D)
CI) 4(‘)0 8(;0 12‘00 16‘00 20’00 24’00 28‘00

Raman shift [cm_1]

Noviembre de 2020 41
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Ejemplo 5: Nanotubos de Carbono

(b)

(a)

C1
WRBM = — + €2

™

Fig. 5.4 Raman-active vibrational modes of carbon nanotubes. (a) The so-called radial breathing
mode (RBM) is a prominent feature of the tubular nanostructure and not present in planar graphite.
The Raman shift of the RBM is approximatively inversely proportional to the tube diameter. (b)
An example of  tangential mode (TM). In analogy to graphitic Raman modes it i often also called
G-mode or high-energy mode (HEM)

Noviembre de 2020

42
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Ejemplo 8:
Interaccion de Bacterias con Ag-NP

Evaluacion de la Interaccion PchNPs-Microorganismo.

Escherichia coli.
Microscopia Raman Confocal

200 nm

Corrimiento
Raman (cm™) Asignacién de

Comparacién con
células tratadas con
(4cm?) bandas PchNPs

Acidos nucleicos Disminuye

810 Aminoacidos Disminuye
982 Polisacdridos Igual

1186 Polisacéridos Disminuye
1243 Polisacéridos Disminuye

1308 Aminodcidos o Disminuye
4cidos nucleicos

1302 A'rrTmoaados o Igual
acidos grasos

1593 Acidos grasos Disminuye

ignacion segun De Gelder et al., J Raman Spectroscopy, 2007, 38(9), 1133-1147

43

Ejemplo 8:

Interaccion de Bacterias con Ag—NP

Evaluacidn de la Interaccidn PchNPs-
Microorganismo. Staphylococcus aureus.

Microscopia Raman Confocal

CoRIEnto Asignacion de paracién con
Raman ian das células tratadas con
(cm) (£4cm?) PchNps
663 Acidos nucleicos Disminuye
790 Aminoacidos Disminuye
879 Aminoacidos Disminuye
929 Polisacéridos Disminuye
1116 Polisacéridos Disminuye
1325 Aminodcidos o Disminuye
4cidos nucleicos
I 1538 Acidos grasos Disminuye
1 um
44

ignacion segun De Gelder et al., J Raman Spectroscopy, 2007, 38(9), 1133-1147

44
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Ejemplo 8:
Interaccion de Bacterias con Ag-NP

Table 1. Raman band assignment of microbial cells, control and treated cells with PchNPs. The band
assignment was made based on previous work [26].

Raman Shift (m™) __ Band Assi Effect on Treated Cells
E. coli 624 Nucleic acids Diminishes
810 Aminoacids Diminishes
982 Polysaccharides No changes
1186 Polysaccharides Diminishes
1243 Polysaccharides Diminishes
1508 Aminoacids or nucleic Diminishes
acids
13 Aminoacids or fatty No changes omm
acids
1593 Fatty acids Dimini
C. albicans 670 Nudleic acids Diminishes
788 Aminoacids Diminishes
885 Aminoacids Diminishes
999 Polysaccharides Diminishes
1100 Polysaccharides Diminishes
1319 Aminoacids or nucleic Diminishes
acids
159% Fatty acids Dimini

1um

M. B. Estevez, S. G. Mitchell, R. Faccio, S. Alborés,
Mater. Res. Express 6 (2019) 1250

M. B. Estevez, S. Raffaelli, S. G. Mitchell, R. Faccio, S. Alborés,
Molecules 2020, 25, 2023

45

Example 9: Nanocrystals

o Formulation of API + Poloxamer
= API: FBZ o FBZ
m Excipient: Poloxamer ’ /
m Preparation of Nanocrystals
Wet Milling F
Spray Drying

o Evaluation:
m Solid Dispersion (SD)
m Nanocrystals (NC)

46

27/11/20
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Example 9: Raman for PM vs

o PM:

= Well defined
regions for API and
Excipient.

o SDNC:

= Very good
distribution and
homogeinity.

= It is not possible to

Poloxameﬂf |

g;mjwuﬁw

\MMMJMWWULMEE%W

diferentiate them ] " /“
tical limit). : L \m
opticatfmit “ \W"““““""WW«" WWV\WW Mt
Noviembre de 2020 47
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Example 9: Raman for PM vs NC

o Dissolution Profile (in-vitro)

1007

— 3

EQUIPMENT
Disolutor USP tipo 2
(paletas)
SOLVENT
900 mL of HCI 0.1 N
—~ SDNC1 TEMP.
—— Suspensién Comercialde FBz 37 °C
Y FBZ VELOCITY
-® Mezcla Fisica FBZ_P 188 1_1 50 RPM
5 y SAMPLE:
° ' ' T 1 5 mg OF FBZ (SINK)

0 15 30 45 60

FBZ disuelto (%)

Tiempo (min)

o Markedly increased dissolution rate compared with the
simple mixture of the components.

48
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Example 9: Nanocrystals

o Conclusions

= We obtained Nanocrystals (NC)
m FBZ keeps cristallinity
m Poloxamer reduces cristallinity.
m Better dispersions API/EXC in NC
= Improvement in Dissolution Rate Profile.
Nanocrystals of Novel Valerolactam-Fenbendazole Hybrid with Improved
in vitro Dissolution Performance AAPS PharmSciTech  (2020) 21:237
DOI: 10.1208/512249-020-01777-y
27/11/20  Maria Elisa Melian,' Alejandro Paredes,” Beatriz Munguia," Maximiliano Colobbio,* Juan Carlos Ramos,’

Ramiro Teixeira,l Eduardo Manta,s’4 Santiago Palma,2 Ricardo Faccio,” and Laura Dominguezm

49

Resumen: Micro Raman Confocal

O No Destructivo

O Identificacion Quimica Directa

O Identificacion de Propiedades de Materiales
O Preparacion sencilla de muestra

O Solidos y Liquidos

O Deteccidon 3-dimensional

O Combinacioén de deteccion quimica con AF

Noviembre de 2020 50

50
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Microscopia de Fuerza
Atomica

Noviembre de 2020

51
2. Introduccion
O Historia
Microscopio de efecto tunel (STM)
Microscopio de fuerza atémica (AFM)
Premio Nobel Fisica 1986
Noviembre de 2020 G. Binnig H. Rohrer 52
52
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2. Introduccion
rT—

Video camera system
Beam deflection unit
LED white light illumination

AFM objective with cantilever
Scan-stage
Active vibration-isolation table
Segmented Zstage for focusing ‘
Photodiode .

O Esquema

DX] SIMULTANEOUS CANTILEVER AND SAMPLE VIEW

Beam deflection laser spot

Noviembre de 2020

53

2. Introduccion: Raman & AFM Dual

T B

27/11/20
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2. Introduccion

O Partes relevantes:
= Sustrato
= Cantilever
= Probo
» Fotodiodo

Substrate

e 4
.

WJ- /
Noviembre de 2020 .
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2. Modos de Medida

o Contacto Continuo entre Punta y Muestra
= Modo Contacto (contact mode)
= Medida de Fuerzas (Curva de Fuerza)

o Contacto intermitente entre punta y muestra
= Contacto Intermitente (Tapping Mode)
= Contraste de Fase (Phase Contrast mode)

o Otros Modos:

Fuerza Magnética (MFM)

Fuerza Eléctrica (EFM)

Potencial de Superficie (SPM)

Fuerzas Quimicas (CPM)

Noviembre de 2020 56

56
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2. Modo Contacto

o Topografia

O Afectada por la respuesta mecanica del material

O Permite distinguir zonas con diferente comportamiento
mecanico

Tip is in hard contact
with the surface; (" )
repulsive regime

Tip is far from the
. FEEDBACK
surface; no deflection o

«

g
e °7
\ Tip is pulled toward the
surface - attractive regime )
Probe Distance from Sample (z distance) E
Noviembre de 2020 57
http://virtual.itg.uiuc.edu/training/AFM_tutorial/
57

2. Modo No Contacto e Intermitente

o Contacto Intermitente (Force
Modulation):
= El cantilever oscila,
interaccionando con la muestra
o No Contacto

= El cantilever oscila, sin Interaccion
con la Muestra

LASER PATTERN

2%, 5
L A
Ly 2

Noviembre de 2020
Tapping Mode True Non-Contact Mode
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2. Modo No Contacto e Intermitente

O Eleccién del Cantilever:

= Tapping Mode (Force Modulation):
Resonancia: 65-85 kHz
Constante k=2.8 Nm-!
Algo de Interaccién con la muestra

= Modo No Contacto
Resonancia: 230-300 kHz
Constante k=42 Nm-t
Muestras muy “blandas”

(ej.: Polimeros, geles,
microorganismos, etc). El Objetivo
es la Phase Constrast image.

®= Imagenes de Fase:
Propiedades Viscoelasticas. .
Noviembre de Jodgotencial de Adhesion. 59

2. Modo No Contacto e Intermitente

o Seleccion del Modo de
M ed id a free cantilever oscillation amplitude

air damping
o Ajuste del Set-Point:
= Amplitud amortiguada del
tip, debe ser inferior a la
de la amplitud libre.

tip touches the sample

24

TSmaH Tip-Sample Force

phase shift during approach!
at contact with the sample the
phase shifts significantly

18

E& Setpoint selection range

12

lLarge Tip-Sample Force

Amplitude [V] \ Phase [arb. Units]

06

o Tapping Mode

(Intermitente) .
[ 3 3 05 12 5 18
- Set P0|nt J« Tip-Sample Distance [um]
Fig.1: Phase (green) and Amplitude (blue) as a function of tip—ssample distance. The effect
0 Modo No Contacto B eluntonof ol e T
= Set Point 7
Noviembre de 2020 60
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2. EFM & MFM

Z - scanner

W Conductive Tip

Conductive Sample I

(- scanner

Noviembre de 2020 61
61
2. Medidas de Fuerza y Adhesion
o La adhesién se determina localmente mediante
curvas de Fuerza.
o Topografia mecanico.
Fuerza de adhesion Fuerzas de adhesion |
elevadas pequenas 3
Muestra rigida Muestra blanda
Presencia de fuerzas [T Presencia de fuerzas [T
repulsivas de largo atractivas de corto it il
alcance alcance [0
Noviembre de 2020 62
62

27/11/20

31



ubber;

A) Topography image acquired
in AC mode revealing a three
level fine structure.

B) Simultaneously recorded
phase image showing different
viscoelastic properties at each
topographic level.

PN 300N
DIGITAL PULSED
FORCE CURVES

o i e a5 " 10nN

(AN F %PENETRATION DEPTH 4 sonm

v sl Tdne
(W o
10nm

FORCE DISTANCE CURVES

H 1 ADHESION ENERGY..*

4

63

Micro Raman AFM Dual

O Alpha 300R =» Alpha 300RA
= FSE_1_2014_1 102008 - ANII

Raman Image

Noviembre de 2020

Raman Effect AFM Principle alphazoo RA

64
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2. Ejemplos: Modo No Contacto

o Reduced Graphene Oxide

Noviembre de 2020 65

65

2. Ejemplos: Modo No Contacto

0 GOQD sobre sustrato de silicio
060 nm de diametro y 13 nm de alto

Noviembre de 2020
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2. Ejemplos: Bacterias con Ag-NP

o NC AFM
= Amplitud
m Fase
= Topografia
= Feedback

Noviembre de 2020

67

2. Resumen: AFM/EFM/MFM

O Diferentes Modos de Medida:

u Contacto
u No Contacto e Intermitente (‘Tapping)
u Liftmode

O AFM/EFM/MFM
O Topologia y Propiedades Fisicas:

B Durega
®m Viscosidad
m Adhesion

O Posibilidad de medir en Liquidos

Noviembre de 2020

68

68
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Difraccion de Rayos X

69
Experimento de Difraccion
X-ray
tube
’,t \\
10,000-
40,000 volts
Crystalline solid screen
“\ Spot from incident beam
. Spots from diffracted X-rays
[ Photographic plate
70
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71

0 Conjunto muy numeroso (infinitos) de
cristales microscépicos (infinitesimales)
idénticos (esféricos) ordenados
aleatoriamente.

Ejemplos: Azlcar impalpable, sal fina.
La coherencia interna en cada cristal es la

propiedad a observar, por lo tanto los metales
generalmente son policristalinos.

72
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o Cada cristal en el polvo actua de forma idéntica a
un cristal Unico, generando su propio patron de
difraccién.

o La presencia de infinidad de cristales produce
superposicion de patrones observandose un
nuevo tipo de diagrama.

o La informacidon contenida en el patrén de
difraccién es la misma, pero la superposicién de
muchos cristales. ‘

73

74
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Difraccion de Polvo

75

¢Qué es polvo policristalino?

0 Conjunto muy numeroso (infinitos) de
cristales microscépicos (infinitesimales)
idénticos (esféricos) ordenados
aleatoriamente.

» Ejemplos: Azlcar impalpable, sal fina.
» La coherencia interna en cada cristal es la

propiedad a observar, por lo tanto los metales
generalmente son policristalinos.

76
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Condiciones para XRPD

o Si el polvo policristalino cumple con todas las condiciones
del pricipio (infinidad de cristales uniformes orientados al
azar) no es necesario colectar el total del cono de
difraccion.

77
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Geometrias de Haz de Rayos X

0 Geometria Para 0 Geometria de Haz
focalizante Bragg- paralelo, Cross-
Brentano Beam-Optics CBO

79

Geometria Bragg-Brentano o para-focalizante.

T TT T T T 77T 77T M

rayos X

80
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El Patron de Difraccion

Intensidades
7 relativas
Distribucion
Posicion atomica en la
de picos \I ‘II | IIIIII[IIMIIII [l IIIII!IIIIIIIIIII | 1 red
10 20 y 30 40 .ﬁ_,—___.ﬁ_:__?‘ﬁ
20 h@é!
Celda Dispersién difusa, lLlT. 5 .
unitaria: porta muestra, lr—l — |
simetria matriz, fases Q@
b y amorfas, etc... P
a volumen

81

Informacidon contenida en un

diagrama de difraccion de polvo

o Posiciones de los picos o Intensidades

= Sistema Cristalino = Contenido de la Celda

= Grupo Espacial de Simetria Unidad

= Simetria Traslacional = Simetria Puntual

= Dimensiones de la celda = Fraccidn cuantitativa de
unidad fases

= Informacion Cualitativa de
fases

o Forma y ancho de picos
m Tamafio de cristales (2-200 nm)
m Tensiones internas no uniformes
m Presencia de defectos de cristales (fallas de apilamiento,

dislocaciones, inclusiones, gradientes de fase, etc.)

82
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JNEEE
4

83
Dimensiones y contenidos de la
celda (ejemplo cubico)
a .
dhkl = W n)»=2dhk151n9
2=4.049 A
84
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Dimensiones de la Celda Unidad

_ a

n)\,=2dhleill 9

85

Analisis Cuantitativo

o El diagrama de difraccidon de polvo de una fase es “la
huella digital del compuesto” y puede ser utilizado
para su identificacion cuali-cuantitativa.

o Algoritmos de busqueda-ajuste son utilizados para
comparar diagramas experimentales con otros
almacenados en una base de datos (ICDD) de
compuestos ya estudiados. I;40/I100_corundun

o Puede ser utilizado para mezclas complejas de fases.
= Standard Interno
= Full Profile Pattern Refinement: Rietveld Method

o Puede ser utilizado para identificar polimorfos de un
mismo compuesto.

86
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34-0427
LaB&

#oron Lanthanum

Rad.: CuKat: 1.8

598

Cutoft: 22.1 Int.: Diffract

Ref: Natl. Bur. Stand. (UJB.) Mc

Sys.: Cubic
A 4.15690(5)b

Ref: Ibid.

Dx: 4.711 Dm
Color: Violet-black
Colnbrook Bucks, Englan)
Reimann (1932). B6 Ca

used as an internal stand|
Mwt: 203 77, Volume|CD

© 2001 JCPDS-
PCPDFWIN v

The sample was obtainedlfrom

UK,
Munich, Germany. CAS #f 1200
Wariure was determinedipy

Filter

)

lcor

ono d-sp: Diff.

ogr. 25, 20, 62 {1983)

Pm3m (221)
A c
z1 mp
IFOM: Faq=179(.0056, 24 )

ch-Light Lab@ratories,
nd donated bf Gobel, H
-21-8.0(1 phaf +0.05. The

a #nd
pe. F| silver
PSCQcP7iTa replde 6-401
71.89
ter o 1
2

20 Int

=
=

21,354 54
30.387 100

L I T A O R g Ny N Y TN
CHONENN W4 “ORNNN == ON =0

ta. All rights reserved

P ONN=E - " BO~ON =000 -00=00

velength= 1

5405

“.ll.“.lh "

281

Software: Search-Mathch

18000,

16000 —
14000 —
12000 —
10000 —
8000 —
6000 —
4000 —
2000—

1200 Al I

—— TJOUREA2 data - background
‘ TJOUREA2 peaks

YR |

hotoa i,

b

A

1000 —

800 —

600 —

400 —

200—| .
|
|

—31-1934 Thicurea

howbh,

50.0
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Tarjetas JPCD-ICDD

31-1934 Quality: * CH4NZS

CAS Number.  B2-56-6 Thiourea

Molecular Weight 76,12 Ref: Natl. Bur. Stand. (U.S.) Monogr. 25, 17, 83 (1980)

Volume[CD  360.31

Dx 1403 Dm: A

Sys: Orthorhombic % =

Lattice: Primitive @

S.G.: Pnma [62) TE o

Cell Parameters: X = =

a 7664 b 8559 c 5.492 w | “ ©

] ] TR AT

[ B ¥ T T T T .

SS/FOM: F30=76(.0081, 49) 0 10 20 30 40 50 28

|/lcor: 0.91

Rad: CuKal ] Intf h k || 28 Intf h k || 28 Intf  h k |

Lambds: 1.540538 1919% 9 011 |37.361 1131|5161 11 411

Filter: Graph 19846 70 1 0 1 [38836 3 301 |52 3420

dsp: 20737 100 0 2 0 |39.348 3 230 (53429 1322
23181 60 2 0 0 [41.786 7 21 2 |54.288 1042
25443 55 21 0 |42215 2 040|55062 <1 421
28383 65 2 01 |42781 5 231 |55881 4123
28880 65 1 2 1 |44.439 8 321 (56230 2 051
30262 25 211 |47089 14 1 4 1 [56710 3213
31306 45 2 2 0 |47.400 5 400 |58699 3402
32570 8 00 2 |48702 9 2 40 |53000 4 332
/423 30 0 31 |49871 g 312
|267 30 11 2 |50.968 7013

89

¢Qué sucede en el polvo real?

O Pueden no cumplirse una de las 3
condiciones fundamentales:
= Orientacion aleatoria de los cristales
Orientacion Preferencial.

m Tamano de cristales entre 1 y 10 um.
Ensanchamiento por tamafo (size-broadening)
Intensidad falsa de maximos (spikey peaks)

= Forma regular de los cristales
Ensanchamiento anisotrépico (anisotropic-broad.)

90
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Ensanchamiento por tamano de cristalita

30
25 ] ]
Dos diagramas de Pd metalico
de distinto tamafo de grano
' 20 aprox. 150 nm
S —— aprox. 30 nm
°
8154
‘©
o
= |
5
0
T T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 100
207

91

Esanchamiento: formula de Scherrer

oK

= Constante de valor entre 0.84 y 1
O Bh

= Ancho de pico a media altura (componente

Lorentziana) K

oA Dy, =

= Longitud de Onda By cos 0,
o Validez:

» distancias inferiores a 200 nm

= Considerar simetria y superposicidén de picos

= Ancho instrumental del equipamiento

= Considerar ajuste de Rietveld

92
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Patron de Difraccion

Intensidades
relativas
Distribucion
Posicion atémica en la
de picos || red

10 20 30 40 et
V 20 Tﬁ:‘ ITI:O-TIT
Celda Dispersion difusa, lil_. :
unitaria: porta muestra, II-I:;I ;l

matriz, fases

b simetria y amorfas, etc... _;._%E:—..L__—%g

a volumen

93

Otras plicaciones generales:

T - T T
;= ) o . o 20 — 5 .
Y= Vu |T §_ Z Ly |F hk[| $(26,-26,,): By ;‘!
- —— ) —
funcién que fzclo;]:c BHL factor de factor de funcién de forma factorde  factorde
representa la £5C Lorentz.  estructura de pico orientacion  correccion
linea de base Polarizacion preferencial abs%%on

y
multiplicidad

‘%,
Intensidades
relativas

Distribucion
atémica en la
red

Backgrou

Posicion 3
de picos | N I A !l [T |||||! FEOEEE e |

1
10 20 y 30 40 .ﬁ_—m—ﬁ_——..-_——a?
Celda 20 lele:
itaria: Dispersion difusa, lil—.-i =
c nrtaria: porta muestra, lﬂ“_
simetria y matriz, fases 0 1 l
b volumen amorfas, etc... —.-_—‘EL;_-'_—‘%Q

94
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3. Nano—HAP

. .
HAP @ 40 nm

20004 |
+Int. exp.
in ~— Int. calc.
1500 - i bkg
. . \ —— diferencia
] 1 I fase
E !
o 10004 1
g | 1
2
& 1
£ 500
H
;fﬁ NI L
%9 \ [ r\ LU LI W 0
10 30 50 - §
Otheta ( )
a=9.4517(7) A, b=9.4517(7) A, c= 6.8733(5) A, alpha= 90°, beta=00°, gamma=120° -
At x v z Ocupacién  Ueq*100 (A%) Ab_?f:x
o1 0.3327(9) 0.4897(8) 14 1 1.49(16)
02 0.3836(9)  04634(9) 14 1 1.49(16)
03 033406)  02572(6)  0.0670(6) 1 149(16)
01 o 0 0.1673(12)  0.646(7) 1.49(16)
P03983(5)  03661(6) 14 1 0.2204)
cal 153 23 00003(2) 1 0.26(9)
Ca2 0245045 0.990156 4 1 0.26(9)

Forma de pico

GU GV GW LX prec
7A2(18)  -105(13)  677(22)  2214(4)  7920)
WRp Rp Observaciones Variables  R(F) v

0.0917 0.0707 242 36 0037 1591

95

Dispersion a Bajo Angulo (SAXS)

Generalidades :
Intensidad de dispersion: i
I=¢P(q@)S(q) |

con:

¢ (fraccidn en volumen)

P(q) = [p(r) — ps)? [IF(qr)|*dr (funcion intraparticula)

sen(qr)

S(q) =1+4nn [[g(r) — 1]——=rdr (funcion interparticula)

siendo: g(r) (funcién de distribucién de pares)

96
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Dispersion a Bajo Angulo (SAXS)

Generalidades
1=¢P(q)S(q) : §i
Sistemas diluidos:

S(g) ~1 25 nm
Sin interacciones entre polimeros

Sistemas concentrados:
S(q) =1+4nn [[gr) - ]“"("” rdr %

Interacciones entre polimeros 27
&S
Ej: atractivas, repulsivas, etc.
97
Dispersion a Bajo Angulo (SAXS)
10™ 6=0.20 La curva de SAXS se suaviza
con el aumento de la polidispersion (o)
10" en la distribucién de tamario de los
espacios vacios o fillers
1010
g, 10° Funcion de Guinier:
- ol oo q - 0 (ej: q<0.1nm")
232
10" F I(q)~Ge 3
: : : v (no interactuantes)
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
a (hm”)
98
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Dispersién a Bajo Angulo (SAXS)

Estructura laminar

Dominio “ ’ &)\

_ | laminar
| d~4.2nm LnU@H~—g§i
s
- D ~6.5nm Distancia de
£ ‘ correlacion
g D=2
E Dmax
’ (De:c )
99
Ejemplo: NPs de Ag por
Biosintesis
Tesis de Doctorado de la B.C.
Belén Estevez
100
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Caracterizacion de PchNPs: Tamano

TEM DLS SAXS
43(15) nm
17(7) nm PDI: 0,3 26(1) nm
10000 o
I D ~25.9 nm
TEM | el g N SAXS
.
P £ 1004 \
2 10t a
£
Z gl .
10 o .
0 —_— \
0.1 10000
! o,loz 0,64 0,06 o,los 0:1
101
q(A")
101
Caracterizacion de PeNPs: Tamafio
TEM DLS SAXS
16(4) nm 16(1) nm
32(11) nm PDI: 0,2 40(1) nm
10’E ]
TEM fp ’ ! ~ SAXS |
= | -
n:) 30
L s % )
TN 8
S - ..” :... D,~16nm
et =) L Y
* o
01 ° 0,I1
q(nm’)

102
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Conclusiones

O No hay una unica técnica para analizar
nanomateriales.

O No hay una tnica técnica para concluir sobre
algin aspecto de la caracterizacién de
nanomatetriales.

O Se trata una tarea compleja, de la cual se debe
concluir luego de un analisis amplio y de
consenso.

Noviembre de 2020 103
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