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RESUMEN

Este trabajo de investigacion comprende la sintesis de nanoparticulas de
magnetita (FezO4) y nanoestructuras compuestas de magnetita@silice
mesoporoso (Fe;04@mSiO,). La fabricacién de las nanoparticulas de magnetita se
realizd6 mediante dos métodos: el de co-precipitacion asistido por tratamiento
hidrotermal y por el método hidrotermal. Para la fabricacion de las nanoestructuras
compuestas de Fe;0,@mSiO, se utilizé el método Stober modificado (sol — gel).
La morfologia y cristalinidad de las muestras se estudié por medio de microscopia
electrénica de barrido (SEM), microscopia electronica de transmision (TEM),
difraccion de rayos-X (XRD) y espectroscopia microRaman. Las propiedades
magnéticas se estudiaron mediante curvas de magnetizacion obtenidas a través de
un magnetémetro de muestra vibrante (VSM). La porosidad y su naturaleza en las
nanoestructuras compuestas, mediante el analisis de isotermas de adsorcion—
desorcion de N,. Las pruebas de biocompatibilidad de las nanoparticulas
compuestas se realizaron in vitro en las células de cancer de mama, linea MCF-7 y
células de cancer de ovario linea SKOV3. La capacidad de carga y liberacion de
farmaco de las nanoestructuras compuestas de Fe;O0,@mSiO, se estudiaron por
medio de espectroscopia de absorcién UV-Vis utilizando ibuprofeno como farmaco

modelo.

El analisis de los resultados obtenidos mostré6 que se pueden sintetizar
nanoparticulas de magnetita de diferentes tamafios mediante el método
hidrotermal variando solo un parametro en la sintesis (la concentracion de acetato
de sodio). Todas las nanoparticulas de magnetita mostraron comportamiento
superparamagnético con altos valores de saturacion de magnetizacion (hasta 77
emu/g). Variando la concentracion del precursor de silice (TEOS), es posible variar
el espesor de la capa mesoporosa de las nanoestructuras de Fe;O,@mSiO,. La
capacidad de carga de farmaco en las nanoestructuras compuestas depende del
espesor de la capa mesoporosa. En un medio similar al de la sangre humana, se
pudo liberar hasta un 80% de farmaco en un lapso de 72 horas. Las
nanoestructuras compuestas fabricadas en este trabajo mostraron potencial para
ser aplicadas como sistemas para entrega dirigida de medicamentos.



ABSTRACT

This research work involves the synthesis of magnetite (Fe;O,4) nanoparticles and
composite nanostructures of magnetite@mesoporous silica (Fe;0,@mSiO;). The
synthesis of magnetite nanoparticles was performed using two methods: the co-
precipitation method assisted by hydrothermal treatment, and hydrothermal
method. The modified Stoéber method (sol — gel) was used for the synthesis of
Fes0,@mSiO, composites nanostructures. The morphology and crystallinity of the
samples were studied using scanning electron microscopy (SEM), transmission
electron microscopy (TEM), X-ray diffraction (XRD) and microRaman spectroscopy.
The magnetic properties were studied from the magnetization curves obtained
through a vibrating sample magnetometer (VSM). The porosity and pore nature in
the nanostructures were studied using their N, adsorption-desorption isotherms.
The biocompatibility of the composite nanostructures was studied in vitro in breast
cancer cell line MCF-7 and ovarian cancer cell line SKOV3. The drug loading and
release capacity of the composite structures were tested through optical absorption

spectroscopic studies utilizing ibuprofen as a model drug.

The analysis of the obtained results demonstrate that it is possible to synthesize
magnetite nanoparticles of different sizes through hydrothermal method varying
only one synthesis parameter, sodium acetate concentration. All the magnetite
nanoparticles had superparamagnetic behavior, with high saturation magnetization
(up to 77 emul/g). Varying the concentration of the silica precursor (TEOS), it is
possible to vary the thickness of mesoporous layer of the Fe;O,@mSiO,
nanostructures. The drug loading capacity of the composite nanostructures
depends on the thickness of the mesoporous layer. In a medium similar to human
blood, the composite nanostructures can release up to 80% of loaded drug in 72
hours. The composite nanostructures fabricated in this work have potential for
application as guided drug delivery systems.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La nanotecnologia es el estudio y habilidad para manipular materiales en
escalas atomicas y moleculares, con fin de fabricar materiales y dispositivos a
escala nanométrica’®. Los materiales nanoestructurados se pueden definir
como aquellos materiales cuyos elementos estructurales (cumulos, cristalitos o
moléculas) tienen dimensiones de tamafo nanométrico y presentan
propiedades fisicas diferentes a las de sus contrapartes en bulto. La razon
principal de estas caracteristicas distintas de los nanomateriales es que tienen
un gran numero de atomos en las fronteras de grano o superficies, que influyen
fuertemente en sus propiedades fisicas>®. En el caso de las nanoestructuras
magnéticas, la reduccion de tamano trae consigo un cambio en el
comportamiento magnético del material, ya que pasa a ser de ferro/ferri
magnético (campo coercitivo, alta magnetizacion de saturacién, y
magnetizacién remanente)’ a superparamagnético (campo coercitivo y
magnetizacion remanente nulos) donde, debido al efecto de la energia térmica,
el momento magnético de cada particula fluctua aleatoriamente, siendo el

momento magnético igual a cero®°.

En las ultimas décadas, la nanotecnologia ha avanzado a pasos
agigantados debido al amplio rango de aplicaciones que los materiales
presentan al ser sintetizados a escala nanométrica. En el caso de las
nanoparticulas (NPs) magnéticas de Oxidos metalicos, como la magnetita
(Fes0as), las propiedades magnéticas tales como la temperatura de Curi, campo
coercitivo, magnetizacion de saturacion, magnetizacion remanente y muchas
otras, varian de acuerdo al tamafo del material (volumétrico o nanométrico).
Las nanoparticulas de magnetita (NPM) mantienen una alta magnetizacion de
saturacién apenas debajo de 92 emu/g correspondiente a su contraparte en
bulto”"". EI cambio en estas propiedades es de vital importancia para un amplio
rango de aplicaciones donde se utilizan estas NPM, como en almacenamiento
magnético de datos'?, separacién de hidrégeno del agua (water splitting)'?,

catalisis', etc. Actualmente, en aplicaciones biomédicas como la resonancia

1



INTRODUCCION

magnética de imagen (MRI, por sus siglas en inglés, magnetic resonance
imaging)'®, hipertermia’® y entrega dirigida de medicamentos'’, se ha puesto
mucho interés ya que ademas de sus propiedades magnéticas, se ha
demostrado que la magnetita es biocompatible con el cuerpo humano'®. Cabe
mencionar que para cada una de estas aplicaciones, se requieren propiedades
especificas de las NPM; por ejemplo, ademas de requerirse que posean un
comportamiento superparamagnético, para aplicaciones en MRI, es necesario
que tengan un tamano de 10 — 20 nm'® mientras que para la entrega dirigida
(diana) de medicamentos es necesario que posean una alta magnetizacion de
saturacién y un tamafio no mayor a 300 nm?. Para producir estas
caracteristicas especificas de las NPM, el método de sintesis es muy
importante. En este sentido, existen diversos métodos para producir
nanoparticulas de magnetita, como el método de descomposicion térmica?’,

1, co-precipitacion®, hidrotermal®®, etc.

sonoquimico??, microemulsion?®, sol-ge
Cada método tiene sus ventajas y desventajas, los dos ultimos son los mas
utilizados, ya que se pueden producir NPM con una alta cristalinidad
controlando a su vez el tamafo y la morfologia, ademas de que no implica el
uso de reactivos caros o toxicos, que es algo de vital importancia para el

campo de la biomedicina.

Otra caracteristica importante que deben de poseer las NPM para ser
suministradas dentro del cuerpo humano es su tiempo de vida media en la
sangre, el cual debe de ser el mayor posible para que éstas puedan llegar y
actuar en la parte del cuerpo humano de interés. Este tiempo de vida media es
una de las principales limitaciones que poseen las NPM, ya que al ser
inyectadas en el torrente sanguineo, son reconocidas como un patégeno y las
proteinas del plasma se unen a su superficie en un proceso llamado
opsonizacién”. Una vez opsonizadas, las particulas son fagocitadas por los
macrofagos del higado en mayor medida y por los macréfagos del bazo, siendo
eéstos los responsables de su posterior eliminacion del cuerpo humano. El
tiempo de vida media en sangre de las NPM depende tanto del tamafio de las
particulas como del tipo de recubrimiento que éstas tengan28. Asi, cuanto
menor sea el tamafio de la NPs, mayor sera el tiempo de vida media de éstas

en la sangre. Sin embargo, la reduccion del tamafio de las NPM va en
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detrimento de las propiedades magnéticas del material'®?°

, ademas de que
para el caso de la entrega dirigida de medicamentos, la capacidad de
almacenamiento de drogas es limitada; por lo que es preferible recubrir las NPs
con materiales nobles que sean no toxicos y biocompatibles para ser

incorporadas al cuerpo humano.

Otro material utilizado para aplicaciones de entrega de medicamentos
son las NPs del silicio mesoporoso, ya que posee una gran capacidad de
captaciéon de farmacos vy, al igual que la magnetita, no presentan ningun riesgo
para el cuerpo humano. Sin embargo, una gran desventaja de este material
consiste en que, para que el medicamento se libere adecuadamente en el sitio

de interés, las NPs deben funcionalizarse correctamente®®>',

Por todo lo anterior, el objetivo general de este trabajo de tesis es
sintetizar y caracterizar nanoestructuras compuestas de diferentes tamafios de
Fe;04@mSiO, para aprovechar las propiedades de ambos materiales, tanto la
capacidad de dirigir las NPM al sitio de interés mediante la aplicacion de un
campo magneético externo como la capacidad de cargar el material con una
cantidad significativa de farmaco y, por lo tanto, crear un material de mayor

interés en la entrega dirigida de medicamentos.

Se decidié realizar la sintesis de las nanoparticulas de magnetita
mediante dos metodologias diferentes. La primera mediante un método de co-
precipitacion asistido por un tratamiento hidrotermal y la segunda empleando el
método hidrotermal, para producir diferentes tamanos de NPM variando
algunos parametros en la metodologia utilizada. El recubrimiento de las NPM
con silicio mesoporoso se realizd mediante el método sol-gel (Stéber
modificado). Para la creacion de los mesoporos en el silicio se decidié utilizar
un templete suave que es un surfactante catiénico de cadena larga, como
CTAB (por sus siglas en inglés, Cetyltrimethylammonium Bromide), que se
extrajo posteriormente del material mediante un tratamiento con una solucion

acida.

Para la caracterizacion estructural y morfologica de las particulas se
utilizaron las técnicas de difraccién de rayos-X (XRD, por sus siglas en inglés,

X-ray diffraction), micro-Raman, microscopia electrénica de barrido (SEM, por

3
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sus siglas en inglés, Scanning Electron Microscopy) y microscopia electronica
de transmision (TEM, por sus siglas en inglés, Transmission Electron
Microscopy). Para el estudio del area superficial y tamafio de poro, se utilizo la
técnica de adsorcion—desorcion de nitrogeno. Para determinar las propiedades
magnéticas de los materiales se usé un magnetometro de muestra vibrante

(VSM, por sus siglas en inglés, vibrating sample magnetometer).

La tesis se estructura de la siguiente manera: en el primer capitulo se
mencionan las caracteristicas generales de la magnetita. En el capitulo dos se
describen los antecedentes en el uso de la magnetita asi como del silicio
mesoporoso. En el capitulo tres se describen los procesos utilizados para la
sintesis de las nanoparticulas, tanto de la magnetita como del recubrimiento
con silicio mesoporoso. En el capitulo cuatro se da una descripcién de las
técnicas utilizadas para la caracterizacion de los materiales sintetizados por los
diferentes métodos de sintesis. Finalmente, en el capitulo cinco, se presentan
los resultados obtenidos y se realiza una discusién de los mismos para finalizar

con las conclusiones de este trabajo de tesis en el ultimo capitulo.
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Los oxidos de hierro son los compuestos mas comunes que se encuentran
esparcidos en la naturaleza y que se han sintetizado en los laboratorios. Entre
dieciséis 6xidos de hierro existentes, se encuentran el 6xido de hierro (lll) —
que tiene cuatro polimorfos: a-Fe,O3 (hematita), y-Fe,O3 (maghemita), B-Fe,0s3,
e-Fe,O3—; el FeO (wustita) y el Fe;04 (magnetita). Sin embargo, entre éstos,
uno de los mas estudiados hasta el momento debido a que presenta buenas
propiedades magnéticas a escala nanométrica y buena biocompatibilidad' es Ia
magnetita. Por ello en esta tesis se propuso sintetizar y caracterizar
nanoparticulas de magnetita para futuras aplicaciones en biomedicina. A

continuacion se presentan algunas propiedades importantes de la magnetita.

1.1. PROPIEDADES QUIMICAS Y FiSICAS

La magnetita es el mineral magnético de mayor abundancia sobre la tierra, y es
el unico mineral que actua como magneto natural. Esta constituido por un
atomo de hierro con estado de oxidacion 2%, dos atomos de hierro con estado
de oxidacion 3" y 4 atomos de oxigeno. Su energia estandar de formacién es
de -1012.6 kJ/mol, punto de fusion 1583 °C, y su calor de descomposicion de
605 kJ/mol.? Como se puede observar en la figura 1.1, la magnetita presenta
un color negro grisaceo con una diafanidad opaca, una densidad de 5.2 g/cm?,

y lustre metélico. La dureza de Mohs de este material es de 5.5%,
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Figura 1.1 Fotografia de un mineral de magnetita.

1.2 PROPIEDADES ESTRUCTURALES

Los detalles principales de la estructura de la magnetita fueron establecidos en
1915. Como se puede observar en la figura 1.2, posee una estructura en forma
de espinel inversa4, con una celda unitaria cubica centrada en las caras (fcc,
por sus siglas en inglés, face-centered cubic) basada en 32 iones de O%. La
longitud del parametro de red a es de 0.839 nm, con 8 unidades férmula por

celda unitaria®.

La magnetita difiere de los demas 6xidos de hierro en que contiene tanto
iones divalentes (Fe?*) como iones trivalentes (Fe**). Su férmula quimica se
escribe Y[XY]O., donde X = Fe?*, Y = Fe* y los corchetes representan sitios de
octaédricos (de coordinacién 6), es decir, la mitad de los iones Fe*" se
encuentran en sitios octaédricos y la otra mitad en sitios tetraédricos (de
coordinacion 4), dejando a todos los iones Fe?* en sitios octaédricos. El grupo

espacial al que corresponde la estructura de la magnetita es fd3m?>°.
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Figura 1.2 Estructura cristalina FCC en forma de espinel inversa correspondiente a la

magnetita (Fe;0y,).

1.3 PROPIEDADES MAGNETICAS

A temperatura ambiente, la magnetita presenta un comportamiento
ferrimagnético y una temperatura Curie (T;) de 850 K. El comportamiento
ferrimagnético se debe principalmente a los dos diferentes sitios catidénicos que
presenta la estructura — sitios tetraédricos (A) ocupados por iones Fe>* y sitios
octaédricos (B) ocupados por iones Fe>* y Fe?* (seccion 1.2) — ya que por
debajo de T, los espines correspondientes a los sitios A y B se encuentran
alineados de forma anti-paralela, por lo que las magnitudes de los espines de
los iones Fe*" se anulan, resultando un magnetizacién neta >> 0 debida a la
magnitud de los espines de los iones Fe?, lo que causa el comportamiento

ferrimagnético®.
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Figura 1.3 (a) Esquema representativo del momento magnético de un material
ferromagnético y un material superparamagnético (b) Curvas de magnetizacion tipicas

para materiales ferrimagnéticos y superparamagnéticos.

Cuando el tamafo de la magnetita es menor a 20 nm, ésta presenta un
mono-dominio magnético exhibiendo un comportamiento superparamagnético
(figura 1.3 (a)); es decir, su curva de magnetizacion no presenta un ciclo de
histéresis (figura 1.3 (b)) lo que significa que, en ausencia de un campo
magnético externo, las NPs presentan tanto una magnetizacién de saturacion
como un campo coercitivo igual a cero y por lo tanto una menor tendencia a
aglomerarses. Esto es una propiedad clave para aplicaciones de magnetita en

bio-medicina®®
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Como ya se menciond en el capitulo anterior, cuando se sintetiza la magnetita
a nivel nanométrico, sus propiedades magnéticas cambian de manera
importante, pasando de un comportamiento ferrimagnético a uno
superparamagnético1’2. Debido a este cambio en sus propiedades magnéticas,
en las ultimas décadas la magnetita ha atraido mucho la atencién y ha sido
estudiada por su amplio rango de aplicaciones en diferentes campos, como
catalisis, dispositivos de almacenamiento de datos, produccidn de hidrégeno
mediante la descomposicion del agua, resonancia magnética de imagen (RMI),

hipertermia, entrega dirigida de medicamentos'>”

, etc. Sin embargo, para cada
una de estas aplicaciones es necesario que las nanoparticulas de magnetita
posean cierto rango de tamafnos, un comportamiento magnético especifico y
caracteristicas de superficie especificas. Por ejemplo, para aplicaciones
cataliticas es deseable que las nanoparticulas sean porosas con un alta area
superficial especifica®, sin embargo para RMI| es necesario que las
nanoparticulas tengan un rango de tamano de 10 a 50 nm con excelente
comportamiento superparamagnético’; para el caso de la entrega dirigida de
medicamentos es importante que las nanoparticulas no excedan los 300 nm en
tamafio'®"", etc. Empero, la induccidon de estas caracteristicas en las
nanoparticulas magnetitas depende mucho del método que se adopte para su

sintesis.

La entrega de medicamentos/farmacos en un sitio especifico del cuerpo
humano mediante portadores magnéticos es un método muy eficiente, ya que
muy altas concentraciones de agentes quimioterapéuticos o radioldgicos
pueden alcanzar el sitio objetivo sin danar al tejido sano que rodea al tumor, lo
que si sucede en un tratamiento quimioterapéutico convencional. La figura 2.1

muestra el concepto de la focalizacion magnética comparada con la entrega de
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farmacos sistémica (que afecta a todo el cuerpo). En la focalizacion magnética,
un farmaco o radiois6topo terapéutico se enlaza a un compuesto magnético el
cual, a su vez, es inyectado al sistema circulatorio del paciente y
posteriormente detenido mediante un campo magnético externo en el area
objetivo (flecha en figura 2.1)'?. Por lo tanto, es posible remplazar grandes
cantidades de farmaco circulando libremente por el cuerpo humano, con
cantidades muchos menores focalizados magnéticamente al sitio especifico
donde se encuentra la enfermedad, alcanzando asi mayores niveles de

efectividad.

Sistema de entrega de medicamentos Focalizaciéon magnética

Figura 2.1 Concepto de entrega de medicamento dirigida magnéticamente.

Los primeros ensayos para terapias contra el cancer utilizando
nanoparticulas magnéticas fueron desarrollados por Lubbe y cols. en Alemania
para tratar a 14 pacientes con cancer avanzado'®. Esas nanoparticulas eran de
alrededor de 100 nm de diametro y se llenaron con 4 -epidoxorubicina. La fase
| del estudio mostré claramente la baja toxicidad del método y la acumulacion
de las nanoparticulas en el area de interés. Sin embargo, mediciones por MRI
indicaron que mas del 50% de las mismas terminaron en el higado. Esto se
debid a la baja susceptibilidad magnética de las NPs utilizadas, lo cual limité la
capacidad de permanecer en el drgano objetivo'?. Posteriormente, la compafiia

FeRx en San Diego desarrolld6 microparticulas de hierro con forma irregular y

14
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de 0.5-5 um de didmetro, cubiertas con una capa de carbén con muy alta
susceptibilidad magnética, para usarlas en un estudio clinico fase | para el
tratamiento del cancer de higado inoperable’. Investigaciones subsecuentes
llevaron a Jordan y cols.' y Chan y cols.'® a la aplicacion de nanoparticulas de

magnetita recubiertas de dextrano en tumores.

Sin embargo, debido a que las nanoparticulas de magnetita presentan
un area superficial especifica considerable, al estar desprotegidas, pueden
facilmente formar agregados y reaccionar con el medio que las rodea. Se ha
demostrado que la reactividad de las particulas de o6xidos de hierro se
incrementa conforme se reduce su tamafo y pueden ser biodegradadas
rapidamente al ser expuestas a sistemas bioldgicos'’. Por el contrario, si las
particulas son demasiado grandes (> 300 nm), el sistema reticulo-endotelial
(RES, por sus siglas en inglés, reticuloendothelial system) del ser humano
actua rapidamente, extrayendo las particulas de la sangre y eliminandolas
rapidamente’®. Por esto el tiempo de vida media de las nanoparticulas en la
sangre depende de su tamafio y la naturaleza de su recubrimiento'®; asi,
resulta esencial un recubrimiento apropiado para prevenir tales limitaciones. En
este sentido, existen varias estrategias para recubrir a las nanoparticulas de
magnetita, de las cuales la mayoria resulta en nanoestructuras magnéticas tipo
nucleo — capa (core — shell), donde las nanoparticulas de magnetita fungen
como nucleo y son cubiertas por una capa que aisla y protege a las
nanoparticulas del medio que las rodea. Estas estrategias pueden dividirse en
dos grupos: recubrimientos con capas organicas, incluyendo surfactantes y

19-22

polimeros ~““, o bien recubrimientos con componentes inorganicos, incluyendo

carbon? vy silice®.

Aunque el recubrimiento de magnetita con capas organicas produce una
buena estabilizacion de las nanoparticulas en suspensiones bioldgicas con un
pH alrededor de 7.4, provee grupos funcionales en la superficie para una
derivatizacion posterior y evita la sustracciéon inmediata por el RES, uno de sus
inconvenientes es su limitada capacidad para almacenar los farmacos.
Consecuentemente, algunos investigadores han tratado de usar materiales
inorganicos porosos con una gran area superficial y un diametro de poro

grande para la obtencion de materiales compuestos y encapsular asi las
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nanoparticulas de magnetita, lo cual inhibe su aglomeracion y mejora la
estabilidad®®*?’. Estas particulas ofrecen un alto volumen especifico del poro y
una gran area superficial, lo cual constituye una ventaja en la carga de mayor
cantidad de farmacos, y en el control de la liberacién de los mismos, crucial

para la eficacia de las diversas aplicaciones de entrega28.

Desde los primeros reportes del uso de nanoparticulas de silice
mesoporosa (NSM) como sistemas de entrega de medicamentos, en 2001%°, en
los ultimos afos se ha incrementado de manera exponencial la investigacion de
estas nanoparticulas en el campo de aplicaciones biolégicas. Como
nanoportadores, se han explorado las NSM con una estructura mesoporosa
unica como sistemas efectivos de entrega de farmacos para una variedad de
agentes terapéuticos para combatir varios tipos de enfermedades, como

2830 " inflamaciones®!, ingenieria de tejido de huesos/tendones®™° y

diabetes
cancer’®, y han mostrado un gran ventaja sobre sistemas tradicionales, en

especial en los tratamientos contra el cancer.

Sin embargo, a pesar de los grandes esfuerzos realizados en los ultimos
30 afos en la investigacion para desarrollar nuevas formulaciones a base de
nanomateriales para la entrega de medicamentos, solo se han aprobado muy
pocas por la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en
inglés, Food and Drug Administration) para aplicaciones clinicas, tales como el

tratamiento con Doxil®’

(que es doxuribicina (farmaco anti-cancerigeno)
encapsulada en nanoparticulas compuestas por lipidos y polietilenglicol de
aproximadamente 100 nm, fue aprobado por la FDA en 1945 para tratar el
sarcoma de Kaposi, el cancer de mama recurrente y el cancer de ovario) y el
tratamiento por Abraxane (que es paclitaxel (farmaco anti-cancerigeno)
enlazado a albumina con un diametro promedio de 130 nm, aprobado por la

FDA en 2005 para el tratamiento de cancer de mama metastasico).

Desde un punto de vista cientifico, existen varias barreras clave que
impiden el paso de los nanodispositivos desarrollados en el laboratorio a la
medicina®“°. El primer y principal obstaculo es la dificultad de desarrollar
nanoportadores que encapsulen suficientes agentes terapéuticos con liberacion

activada. El segundo es la dificultad de entregar las nanoparticulas
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eficientemente en la localizacién deseada en el contexto de multiples barreras
fisiologicas en vivo. Tercero, la toxicidad de los materiales. Cuarto, el costo
efectivo de los nanomateriales y la produccién escalable de nanoparticulas
monodispersas. Debido a todas estas limitaciones, los cientificos buscan
nuevos nano-portadores basados en nanomateriales inorganicos con
propiedades fisicoquimicas y estructuras especiales Optimas para su
aplicacion. Entre todos los materiales inorganicos, las nanoparticulas de silice
mesoporosa poseen una alta area superficial especifica y un gran volumen de
poro, propiedades que aportan a estas nanoparticulas ventajas unicas para
encapsular y liberar una gran variedad de farmacos de manera sencilla. Otra
ventaja de este material es que el proceso de su fabricacion es simple,
escalable y se puede fabricar de manera controlada*’. Asi mismo, esta
distribuido abundantemente en la naturaleza, el silice tiene muy buena
compatibilidad y es aceptado y reconocido como seguro por la FDA, por lo que
se usa ampliamente en cosméticos y aditivos para alimentos con la aprobacién
de la FDA**,

Por todo lo anterior, en este trabajo de tesis hemos decidido combinar
las propiedades de estos dos tipos de nanomateriales (en lo que se refiere a
las particulas de magnetita y las de silice mesoporosa) lo cual da las ventajas
tanto de un gran area superficial para almacenar una gran cantidad de
farmacos como una buena susceptibilidad magnética para dirigir el
medicamento al area de interés, para producir nanoestructuras compuestas de
Fe;0,@mSiO, como un material de sumo interés en aplicaciones de entrega

dirigida de medicamentos.
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CAPITULO III

PREPARACION DE NPs DE Fe;0, y Fe;0,@mSiO,

En este capitulo se abordan de manera general los diferentes métodos

quimicos de sintesis de materiales nanoestructurados. Se detallan los

diferentes métodos de sintesis utilizados en la fabricacion de Fe3O4 y

Fes0.,@mSiO,. Finalmente se discute la metodologia utilizada para cargar las

nanoestructuras de Fe;0,@mSiO, con ibuprofeno como droga/farmaco modelo

y su liberacion in vitro. Los reactivos utilizados en la sintesis de las diferentes

muestras se enlistan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Reactivos utilizados en la sintesis de las diferentes muestras de Fe;O, y

Fe;0,@mSiO,.
Reactivo Férmula Pureza Proveedor
Cloruro férrico hexahidratado FeCl;+6H,0 97% Sigma — Aldrich
Cloruro ferroso tetrahidratado FeCl,*4H,0 99% Sigma — Aldrich
Acido clorhidrico HCI 37% J. T. Baker
Hidréxido de tetrametilamonio N(CHs),OH 25% Sigma — Aldrich
Acetato de sodio anhidro (NaAc) CH3;COONa 99.9% J. T. Baker
Etilenglicol (EG) HOCH,CH,OH 99.8% J. T. Baker
Tetra-etil-orto-silicato (TEOS) SiCgH2004 >99% Fluka
Bromuro de ((:gflilt-\téi)metil-amonio C1gHiBIN > 99% Sigma — Aldrich
Hidréoxido de amonio NH,OH 28% Sigma — Aldrich
Acido acético glacial CH3;COOH 99.8% Sigma — Aldrich
Etanol desnaturalizado (EtOH) C,HsO 99.75% J. T. Baker
Agua desionizada H,O 18.2 MQ-cm
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3.1 METODOS DE SiNTESIS DE MATERIALES

Los métodos de sintesis de materiales nanoestructurados se dividen en dos
grandes categorias: los métodos fisicos y los métodos quimicos'. Los métodos
fisicos involucran el uso de plasma, haces moleculares, evaporacion térmica,
electrodeposicion y molienda mecanica. Entre los métodos fisicos también se
encuentra la erosién catddica (sputtering), que consiste en la expulsidon de
atomos/moléculas de la superficie de un material por el bombardeo con
particulas energéticas cargadas positivamente. Por otro lado, la evaporacion
quimica en fase vapor (CVD, por sus siglas en inglés, chemical vapor
deposition), consiste en el cambio de fase de un precursor a la fase gaseosa;
posteriormente éste se descompone a presion baja o a presién atmosférica
para generar particulas nanométricas. Estos productos se transportan por un
gas y se recolectan en un sustrato. La condensacion quimica en fase vapor
(CVC, por sus siglas en inglés, chemical vapor condensation) es un método
utilizado para la fabricacion de fibras de metales, materiales compuestos,

materiales ceramicos e intermetalicos®>.

Los métodos quimicos ofrecen la ventaja de su mayor versatilidad en el
disefio y la sintesis de nuevos materiales. Si entendemos cémo la materia se
ensambla a nivel atébmico y molecular, y los efectos que tienen a nivel
macroscopico, resulta factible disehar un material con propiedades especificas.
Entre los métodos quimicos mas utilizados para la sintesis de materiales
nanoestructurados destacan el hidrotermal/solvotermal, el sol-gel y el de co-

precipitacion®.

Hablando especificamente de la magnetita, se han reportado diferentes

meétodos quimicos utilizados para su sintesis:

¢ Microemulsién, donde se usa una microemulsion agua/aceite para la
obtencidn de nanoparticulas de magnetita de tamafno alrededor de 10
nm con una magnetizacién de saturacién de ~ 33 emu/g.°

e Meétodo sonoquimico, mediante este método Marchegiani et al. lograron
sintetizar nanoparticulas de magnetita de 10 — 30 nm de diametro con

una magnetizacién de saturacién de ~ 70 emu/g.°
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e Descomposicion térmica, donde mediante un complejo de Fe-oleato en
disolventes organicos, se puede obtener de manera precisa un tamafo
de nanoparticulas de magnetita alrededor de 10 nm de didmetro’.

e Co-precipitacion, que es probablemente la mas simple y eficiente para
obtener particulas magnéticas mediante el uso de dos precursores de
hierro en solucién acida y un compuesto alcalino como catalizador; con
este metddo se pueden obtener NPs con una amplia variedad de
tamafios®.

¢ Hidrotermal/solvotermal, mediante el cual con un solo precursor de
hierro es posible obtener aglomerados esféricos de NPs de un mayor
tamano (200-500 nm), con propiedades magnéticas deseables para

aplicaciones biomédicas®°.

Sin embargo, de todos estos metddos, los métodos de co-precipitacion e
hidrotermal son los mas comunes, por ser economicos y permitir, variando

ciertos parametros, controlar facilmente el tamafo de las NPs magnetitas.

3.2 METODO DE CO-PRECIPITACION

El método de co-precipitacion es probablemente la ruta quimica mas simple
para obtener particulas de 6xidos metalicos a partir de soluciones acuosas de
sales. Esto se hace por la adicion de una base bajo una atmdsfera inerte desde
la temperatura ambiente hasta elevadas temperaturas''. En la figura 3.1 se
presenta esquematicamente el método en general para la sintesis de las
nanoparticulas de 6xidos metalicos por co-precipitacion. Un ejemplo de estas
particulas metalicas son las nanoparticulas de o6xido de hierro en fase
magnetita. En este trabajo se obtuvieron a partir de la reaccidn entre los iones
Fe** y Fe* en una solucién acida de FeCly*4H,0 y FeCl3*6H,0 y la posterior
precipitacion del Fe;O4 (magnetita) por la accion de una segunda solucion de
N(CH3)4OH (base).
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‘ M2+

+
. 2M3+

Figura 3.1 Presentacion esquematica del proceso de co-precipitacién para obtener

Base

nanoparticulas de 6xidos metalicos.

3.3 METODO HIDROTERMAL/SOLVOTERMAL

La sintesis hidrotermal/solvotermal agrupa una serie de técnicas en las que
se calienta un liquido en un recipiente cerrado por encima de su punto de
ebullicién, lo que genera una presion superior a la atmosférica (normalmente
moderada). El liquido habitual es el agua, y de ahi el nombre de —sitesis
hidrotermal” con el que en la literatura suele aparecer descrita; sin embargo,
cada vez se han utilizado con mayor frecuencia otros medios liquidos:
disolventes organicos, amoniaco liquido, hidracina, etc., por lo que conviene
utilizar una denominaciéon mas general como —sitesis solvotermal’’?. De este
modo se ha preparado una gran variedad de nuevos materiales y conviene
recordar que un numero bastante grande de minerales se ha formado por via
hidrotermal/solvotermal, es decir, con el uso de presién superior a la
atmosférica y temperatura por encima del punto de ebullicion del solvente en
uso. La base de la técnica es mejorar la solubilidad del precursor en el solvente
bajo algunas condiciones que produce estructuras de morfologia controlada, lo
que representa una gran ventaja sobre las rutas de sintesis en solucion. Otra
de las ventajas del método hidrotermal/solvotermal sobre las rutas en solucién
es que el producto final se forma faciimente a bajas temperaturas sin
calcinacion posterior y se ha utilizado para sintetizar NPs de 6xidos metalicos
altamente cristalinas. Ademas, solventes como el etilenglicol (C;HgO2) en
condiciones solvotermales suelen actuar como agentes reductores (liberando
oxigeno), por lo que cabe esperar también variaciones en el estado de
oxidacion de los elementos implicados en la sintesis. Por ejemplo, la sintesis
solvotermal aplicada a sales de Fe®* suele generar magnetita (Fe;O,), al

convertir una cantidad importante de Fe®" a Fe?".
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La sintesis de las nanoparticulas de magnetita (Fe3O4) en este trabajo
de tesis se llevd a cabo empleando la técnica de co-precipitacién asistida por
un tratamiento hidrotermal (serie de muestras C-1) y mediante la técnica
hidrotermal/solvotermal, sintetizando tres series de muestras (S-1, S-2, S-3, S-
4 y S-5) de magnetita variando unicamente la concentracion de acetato de
sodio usado en la sintesis. Para simplicidad de nombrar el método
solvotermal/hidrotermal en adelante se nombrara solamente método

hidrotermal.

3.4 SINTESIS DE NPs DE MAGNETITA MEDIANTE LA TECNICA DE CO-PRECIPITACION
ASISTIDA POR TRATAMIENTO HIDROTERMAL (METODO 1; MUESTRA C-1)

Para sintetizar las nanoparticulas de magnetita por el método de co-
precipitacion (muestra denominada C-1), previamente se prepard una solucion
de HCI 1M.

La figura 3.2 muestra los pasos que se siguieron para realizar la sintesis
de la muestra de magnetita C-1. En un matraz volumétrico de tres bocas
(capacidad de 100 mL) con 30 mL de HCI de una concentracion de 1 mol/L, se
disolvieron 1.19 gr de FeCly*4H,O (6 mmol) y 3.24 gr de FeCl3*6H,O (12
mmol); posteriormente se calenté la disolucién hasta alcanzar los 70°. A
continuacion, se agregaron 30 mL de hidréxido de tetrametilamonio
(N(CH3)4sOH) al 25 %wt; esta adicidn se realizé gota a gota. Después de 30 min
de agitacion, la solucion resultante fue transferida a un par de vasos de teflon
de 30 mL de capacidad, que se introdujeron en autoclaves de acero inoxidable
para realizar el tratamiento hidrotermal, que se llevé a cabo a 190° C durante
24 h. Todo el proceso de sintesis se realizé bajo flujo de Ar para evitar la
oxidacién de los iones de Fe** a Fe®'. La muestra resultante fue separada
magnéticamente, lavada con etanol y agua en varias ocasiones y finalmente
secada en una mufla a 65° C durante 12 h. La muestra se almacend en un vial

bajo una atmodsfera de Ar y se etiqueté como C-1.
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Figura 3.2 Esquema de sintesis de magnetita utilizando el método de co-precipitacion

asistido por tratamiento hidrotermal (muestra C-1).

El método de co-precipitacion para la obtencion de magnetita haciendo
reaccionar iones de Fe?* y Fe** en condiciones alcalinas ha sido extensamente
investigado''®. El proceso general de la formacién de las nanoparticulas de

magnetita a partir de este método se representa por las siguientes reacciones:
FeCl; « 6H,0 + HCl — Fe3* + 4Cl™ + 6H,0 + H* Ec. 3.1a
FeCl, « 4H,0 + HCl - Fe?* + 3Cl™ + 4H,0 + H* Ec. 3.1b

Fe3* + Fe?* + 5N CH; ,OH — Fe(OH); + Fe(OH), + 5N CH; ,* Ec.3.2
2Fe(OH)3; + Fe(OH), — Fe30, | +4H,0 Ec. 3.3

Primero, los precursores de hierro se disocian, produciendo los iones
Fe* y Fe®" (ecuacién 3.1). Posteriormente, al agregar la solucién alcalina de
N(CH3)4OH, cuya funcion es generar grupos hidroxilo (OH") en exceso y formar
hidréxidos de hierro 2" y 3" (ecuacion 3.2). Finalmente, estos hidroxidos de

hierro reaccionan entre si para formar la magnetita (ecuacién 3.3).

La reaccion general para la formacion de la magnetita se puede apreciar

en la ecuacion 3.4.

2FeCl; » 6H,0 + FeCl, » 4H,0 + HCl + 9N (CH3),0H — Fe;0, L +9N(CH5),Cl +
H,0 Ec. 34
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3.5 SINTESIS DE NPS DE MAGNETITA MEDIANTE LA TECNICA HIDROTERMAL (METODO
2; MUESTRAS S-1, S-2, S-3, S-4 y S-5)

La sintesis de magnetita mediante el método hidrotermal actualmente se ha
explotado con gran interés, ya que en este método no se necesitan dos
precursores de hierro para la formacién del material, como en la mayoria de los
otros métodos, ya que, al utilizar un poderoso agente reductor como solvente,
la formacion de la magnetita se da de manera controlada y con muy buena

dispersion, resultando en un método sencillo y de bajo costo.

En este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de magnetita empleando
el cloruro férrico hexahidratado (FeCl3;*6H,0) como unico precursor de iones de
hierro y, para reducir los iones Fe**, se procedié a utilizar etilenglicol como
agente reductor de alto punto de ebullicion. A continuacién se describe el

procedimiento de sintesis de esta serie de muestras.

En la figura 3.3 se puede observar el esquema que se siguid para la
sintesis de magnetita mediante este método. Primero se prepard una solucién
en etilenglicol (EG) 0.6 mol/L (M) de FeCl3*6H,0 y se agregdé a un matraz de
tres bocas con 40 mL de EG bajo flujo de Ar y agitacion magnética. Después
de 30 min de agitacidén, se afadieron lentamente 10 mL de una solucién de
acetato de sodio (NaAc) en EG (gota a gota). La concentraciéon de esta
solucion de NaAc se varié en 5 ocasiones (0.9, 1.05, 1.2, 1.35 y 1.5 M) para
generar diferentes muestras. Antes de adicionar el NaAc, se cambio la
agitacion de la solucion a agitacion vigorosa. Estas condiciones de agitacion y
flujo de Ar se mantuvieron durante 3 h. Posteriormente, la mezcla se transfirio a
un par de vasos de teflon de 30 mL de capacidad, los cuales fueron
introducidos en autoclaves de acero inoxidable para realizar el tratamiento
hidrotermal en condiciones de 190° C durante 24 h. La muestra resultante fue
separada magnéticamente, lavada con etanol y agua en varias ocasiones y
finalmente secada en una mufla a 65° C durante 12 h. Las muestras se
almacenaron en un vial bajo una atmdsfera de Ar y se etiquetaron como S-1, S-
2, S-3, S-4 y S-5 (muestras sintetizadas con una concentracién de NaAc de
0.9, 1.05, 1.2, 1.35 y 1.5 M respectivamente).
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Figura 3.3 Esquema de sintesis de magnetita utilizando el método hidrotermal.

Aunque existen varios reportes sobre el mecanismo de reaccion
involucrado en la formacion de magnetita sintetizada mediante descomposicién
térmica'®, co-precipitacion™ y otros procesos, el mecanismo de reaccion
involucrado en la sintesis hidrotermal no esta bien claro aun, por lo que,
considerando el comportamiento del EG como agente reductor de altas
temperaturas, de acuerdo con Blin y colaboradores®® se ha propuesto en este

trabajo de tesis el siguiente mecanismo de reaccion:

FeCly o 6H,0 + 3CH;COONa + C,H,0, — Fe(OH)5 + 3NaCl + 3CH;COOH +

C,Hs0, + 3H,0 Ec. 34

A
Fe(OH); + C,Hs0, Fe(OH), + C,H,0 + H,0 + OH™ Ec. 3.5
2Fe(OH)5 + Fe(OH), - F30, | +4H,0 Ec. 3.6

Inicialmente, cuando disolvemos el cloruro férrico hexahidratado y el
acetato de sodio en etilenglicol, se produce Fe(OH)s;, como se muestra en la
ecuacion 3.4. Posteriormente, al elevar la temperatura hasta 190° C, el
etilenglicol actua como un poderoso agente reductor y se produce Fe(OH),
(ecuacion 3.5). Finalmente, al alcanzarse una relacion molar 2:1 entre los dos
hidroxidos de hierro (Fe(OH); y Fe(OH), respectivamente), éstos reaccionan

entre si para formar la magnetita (ecuacién 3.6).
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3.6 RECUBRIMIENTO DE LAS NANOPARTICULAS DE MAGNETITA CON SIiLICE

MESOPOROSO (Fe304@mSiO;) (METODO 3; MUESTRAS M-1, M-2 Y M-3)

3.6.1 Generalidades

Segun la IUPAC, los materiales porosos se pueden clasificar segun el tamafio

de sus poros®"?%;

e Microporoso: diametro de poro menor a 2 nm
e Mesoporoso: diametro de poro entre 2 nm y 50 nm

e Macroporoso: diametro de poro mayor a 50 nm

Los materiales mesoporosos poseen atractivas propiedades intrinsecas
debido a la gran area superficial especifica que poseen y al tamafio de sus
poros. Estas tamafos, que se encuentran entre la escala molecular y la
micrométrica?®, producen fenémenos que no pueden ser explicados
unicamente por las leyes moleculares o del continuo, ya que en estos casos
juega un papel muy importante el confinamiento dentro de los poros, que

pueden utilizarse, por ejemplo, como nanorreactores.

La sintesis de 6xidos mesoporosos se obtiene a partir de la formacion
del 6xido en presencia de un agente moldeador (surfactante) o templete. En
estas sintesis se combinan dos técnicas: las reacciones de tipo sol — gel y el
autoensamblado de surfactantes. La primera, mediante el control de la
hidrolisis y condensacion del precursor inorganico, da lugar al 6xido y la
segunda, a partir de la formacion de micelas, forma el molde del arreglo

poroso®*?°.

La sintesis de 6xidos mesoporosos se puede resumir como se muestra
en la figura 3.4. En una primera etapa se forma un sistema hibrido organico —
inorganico que contiene al surfactante rodeado por el 6xido (sistema
mesoestructurado). En segundo paso, se elimina el surfactante, dando lugar a
la estructura porosa. La eliminacion del surfactante puede ser por calcinacién o

extraccion fisica o quimica.
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Figura 3.4 Esquema general de sintesis de 6xidos mesoporosos.

3.6.2 El proceso Sol — Gel

Los procesos Sol — Gel involucran una ruta coloidal que se utiliza para
sintetizar materiales ceramicos, en la cual existe una etapa intermedia que
incluye el paso por los estados sol a gel. Un sol se define como una suspension
estable de particulas coloidales en un liquido y un gel como una red porosa

sélida tridimensional continua, que se expande a lo largo de un medio liquido
26,27

Una de las ventajas mas importantes de la sintesis Sol — Gel es que se
realiza a bajas temperaturas®. Esto permite la sintesis de materiales hibridos
organico — inorganico, asi como un control mas eficiente y simple de la cinética
de las reacciones involucradas, y de la nucleacion y el crecimiento de las

particulas?’.

Para la formacion del 6xidos es necesaria la interconexion de los centros
metalicos M (éstos pueden ser metales, o un semimetal, como el Si) mediante
puentes oxo M-O-M o hidroxilo M-(OH)-M?’. Para esto se parte del precursor
inorganico MX, (donde X puede ser, por ejemplo, un anién o grupo alcoxido —
OR), que se pone en contacto con agua a fin de lograr su hidrdlisis. Este paso

es similar al inicio en una reaccién de polimerizacion organica (ecuacion 3.7).

M — OR + H,0 » HO — M + ROH Ec3.7
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Luego, la especie hidrolizada M—-OH pasa a una segunda etapa, la
condensacion (de los centros M), que permite la generacion de la red de o6xido.
Esto puede ocurrir a través de una reaccion de oxolacién (condensacién a
través de puente oxo, ecuacion 3.8) o a través de una reaccién de olacion

(condensacion a través de un puente hidroxilo, ecuacion 3.9).

HO-M+AO0-M->M—-0—-M+A—-0OH Ec. 3.8
HO-M+AO0—-M->M—- OH —M—-0A Ec. 3.9
A=HOR

Las velocidades de las reacciones de hidrélisis y condensacion
dependen del precursor inorganico. Por ejemplo, para alcéxidos de silicio,
como el TEOS (Si(OC2Hs)4), la hidrdlisis es lenta.

Como se esquematizé en la figura 3.4, en la sintesis de Oxidos
mesoporosos, aparte del precursor inorganico y el solvente, se agrega un

agente surfactante a partir del cual se generara el arreglo poroso.

Los surfactantes poseen una estructura quimica caracteristica que los
hace anfifilicos, es decir, que dentro de su estructura molecular hay uno o
varios dominios hidrofilicos y uno o varios dominios hidrofébicos®®. Cuando la
concentracion del surfactante en el medio es baja, estas moléculas anfifilicas
se mantienen sin interactuar entre ellas y estan disueltas en el solvente. Al ir
aumentando su concentracién, éstas comienzan a interactuar e intentan
organizarse para disminuir la energia del sistema. Esto significa que en un
solvente polar, los dominios hidrofobicos se repliegan entre si y los dominios
hidrofilicos quedan expuestos. Esta conformacién se denomina micela y, a
partir de la concentracién micelar critica (CMC, por sus siglas en inglés, critical
micelar concentration), comienzan a aparecer. A medida que la concentracion
se incrementa, las micelas pueden empezar a interactuar entre ellas,
originando uno o mas arreglos regulares, denominados cristales liquidos

liotrépicos (figura 3.5).
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Figura 3.5 Variacion de la conformacion del surfactante con la concentracién en un

solvente polar.

Para el recubrimiento de las nanoparticulas magnetitas con silice
mesoporoso se empled el método sol — gel, utilizando TEOS como precursor
de silice, y como templete para la creacion de los mesoporos se utilizé el
surfactante cationico CTAB (cetyl-trimethyl-ammonium bromide, por sus siglas

en inglés).

3.6.3 Sintesis de nanoestructuras compuestas de Fe;0,@mSiO;

Para la sintesis de Fe;04@mSiO,, se escogieron las nanoparticulas de Fez04
sintetizadas con una concentracién de NaAc igual a 1.2 M (muestra S-3). En la
figura 3.6 se puede apreciar el esquema que se siguio para realizar las sintesis
de las nanoestructuras compuestas de Fe;O4@mSiO,. Primero se dispersaron
10 mg de magnetita (muestra S-3) en 50 mL de etanol mediante agitacion
ultrasénica. Posteriormente, estas nanoparticulas se agregaron a una solucién
etanol/agua (EtOH/H,0) de 200 mL en una relacion 4:1 respectivamente bajo
agitacion mecanica. Una vez dispersadas las nanoparticulas, se agregaron 5
mL de una solucion de NH4OH (28 %wt). Después de 30 min de agitacion, se
adicionaron 150 mg (0.41 mmol) de CTAB y se mantuvo la soluciéon en
agitacion 30 min. mas. Pasado este tiempo, se agregaron tres diferentes
cantidades de TEOS (0.05, 0.07 y 0.10 mL) para crear tres diferentes tipos de
muestras (diferentes espesores); la adicion del TEOS se realizé gota a gota
(0.005 mL cada 10 min). Después de 24 h de agitacibn mecanica a temperatura

ambiente, las nanoestructuras fueron separadas magnéticamente; se lavaron
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con etanol y agua y fueron re-dispersadas en 100 mL de una solucidn
etanol/acido acético en una proporcidén 95/5 (v/v) respectivamente, para extraer
el CTAB de la muestra. Luego de 30 minutos de agitacion, las nanoestructuras
fueron separadas magnéticamente, lavadas con etanol y agua en varias
ocasiones y finalmente puestas a secar en una mufla a 80° C durante 12 h. Las
nanoestructuras compuestas de Fe;04@mSiO; resultantes se nombraron como
muestras M-1, M-2 y M-3 para las muestras sintetizadas con una cantidad de
TEOS de 0.05, 0.07 y 0.10 mL, respectivamente.

0.01g Fes0y 5l 0l5g 0.XmL
NH4OH 28%w CTAB TEOS 005

: IS [ =x

200 . A g1tacxon Ag1tac1on

F 1] 30 4@ CTAB

EtOH /H,0 1 5 min Solucidén 30 T
(4:1 v;v) ' Fe304 l 1
= - Agitacidn
7 \L 24h

95mL
Separacion magnética EtOH Separacion magnética
lavade % lavado
H,0 & EtOH SmL

H,0 & EtOH

scido acético j

L e
» ®

FE3O4 @ meO;

Figura 3.6 Esquema de sintesis de las nanoestructuras compuestas de
Fe3O4@mSi02.

3.7 CARGA Y LIBERACION DE LAS NANOESTRUCTURAS COMPUESTAS, CON
IBUPROFENO COMO FARMACO MODELO

Las muestras utilizadas en las pruebas de carga y liberacion de farmacos
fueron M-1, M-2 y M-3. Asi mismo, para determinar la carga y liberacion,
previamente se realizé un perfil de concentracién de ibuprofeno (Fig. B7,
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apéndice B). Para esto, se prepararon varias soluciones con diferentes
concentraciones de ibuprofeno, de las cuales se obtuvo su espectro de
absorciéon UV-Vis y conforme a la intensidad del pico a 263 nm de las

diferentes soluciones, se logré obtener el perfil de concentracion de ibuprofeno.

3.7.1 Carga de farmaco

Las pruebas de la capacidad de carga de farmacos en las nanoestructuras de
Fe;0,@mSiO; se realizaron conforme el esquema de la figura 3.7. Primero se
dispersaron 30 mg de muestra Fe3;0,@mSiO, en wuna solucidon
ibuprofeno/hexano de 10 mL (30mginu/mLnex). Posteriormente, la solucion se
mantuvo en agitacion 24 h en un vial sellado para evitar la evaporacion del
hexano. Después de las 24 h de agitacion, la muestra fue separada
magnéticamente y se tomo6 una alicuota de 0.03 mL (solucién restante) para
obtener su espectro de absorcion UV-Vis y determinar la cantidad de
ibuprofeno cargada sobre la muestra de acuerdo con el perfil de concentracion
obtenido previamente. La muestra de Fe;0,@mSiO,/ibu separada de la
solucion de ibu/hex se lavo cuidadosamente con hexano y se seco en vacio a
60 °C durante 24 h.

Las diferentes muestras cargadas con ibuprofeno se nombraron de la
siguiente manera: M1/ibu, M2/ibu y M3/ibu para las muestras utilizadas M-1, M-

2 y M-3, respectivamente.
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300 mg,, /10 mL,,, ]
(30mg/mL)

30 mg
Fe 0, @mSiO,

d(1,2)=10.285 A

d(23)=52374
Agitacidn espectro UV-Vig
24 h
Lavado con A
hexano
Secado \
vacio 2
60°

Figura 3.7 Esquema representativo de la carga de ibuprofeno sobre las

nanoestructuras de Fe;O,@mSiO..

3.7.2 Pruebas in vitro de liberacion de farmaco

Para las pruebas de liberacion in vitro de las muestras cargadas con
ibuprofeno, previamente se prepard un fluido corporal simulado (SBF, por sus
siglas en inglés, simulated body fluid) de la misma manera que reporta Chavan

y colaboradores?®, esta preparacion se esquematiza en la figura 3.8.
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Tabla 1. Reactivos para preparar una solucion

Agua DI SBF (pH7.40, 1L)
500 mL -~ ;
= . Vidrio de reloj
(‘*-—.-,-_:=:_—;.—=- ’ Vaso de precipitado 1 NacCl 7.996¢
polietileno
2 NaHCO; 0.350¢g
3 KCl 0.224¢g
4 K,HPO,:3H,0 0.228¢g
5 MgCl,-6H,0 0.305¢g
6 HCl-1M 40 mL
7 CaCl, 0.278¢g
Transferir la solucion del 3 Na-SO. 0.071g
vaso de precipitado a un ol -
matraz volumétricode 1 L 9 (CH,OH);CNH, 6.057g
10 HCl-1M AjustarpHa 7.4
Ajustar el volumen total
de lasolucionall > Guardar el recipiente
Transferir la solucién del con SBF en un

matraz a un recipiente de refrigerador 2 5-10°C
polietilenc o poliestireno

Figura 3.8 Esquema para la preparacién de un fluido corporal simulado, SBF.

En un vaso de teflon de 1 L de capacidad se agregaron 500 mL de agua
desionizada y se puso en agitacion magnética tapandose con un vidrio de reloj.
Posteriormente se agregaron uno a uno los reactivos en el orden estricto que
se encuentran en la tabla de la figura 3.8 (uno después de haber sido disuelto
completamente el reactivo anterior). Inmediatamente después se ajustd la
temperatura de la solucion a 36.5 °C mediante bafio maria y se ajustoé el pH a
7.4 mediante la adicion de HCI 1M. A continuacion, se transfirié la solucion a un
matraz volumétrico de 1 L donde se aford la solucién con agua desionizada.
Finalmente la solucién resultante se pasd a un recipiente de polietileno el cual
fue almacenado a una temperatura menor a 10 °C para su uso posterior en las

pruebas de liberacion de farmaco.

Una vez preparada la solucion SBF, se procedio de la siguiente manera
para realizar las pruebas de liberacién de medicamento/farmaco. Primero, se
sumergieron las muestras cargadas con ibuprofeno en 60 mL de SBF (pH=7.4)
a 37° C y bajo agitacion moderada. La razén de SBF respecto al ibuprofeno
adsorbido (anteriormente cuantificado) fue de 1 mL/mg. A ciertos intervalos de
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tiempo, se tomaron alicuotas (0.5 mL) de la solucion e inmediatamente la
solucién extraida fue remplazada por SBF nueva. Finalmente, se estimé la
cantidad de ibuprofeno liberado de las muestras monitoreando la banda de

absorcion en 263 nm en el espectro UV-Vis correspondiente a las alicuotas.
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CAPITULO IV

TECNICAS DE CARACTERIZACION UTILIZADAS

En este capitulo se describen las principales técnicas que se aplicaron para
caracterizacion de las muestras (Fe3O4 y Fes04@mSiO,) sintetizadas en este

trabajo.

4.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

El microscopio electrénico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés, Scanning
Electronic Microscope) es uno de los instrumentos mas versatiles disponibles
para el examen y analisis de las caracteristicas microestructurales de
materiales. Proporciona informacion relacionada con las caracteristicas
topograficas, morfologicas, de distribucion de fases, de homogeneidad en
composicién, orientacion del cristal, etc. La ventaja o utilidad principal del SEM
es la alta resolucion que puede obtenerse cuando se examinan los materiales;
generalmente, se citan valores del orden de 5 nm para instrumentos
comerciales. Otra caracteristica importante del SEM es la apariencia
tridimensional de la imagen de la muestra, que es un resultado directo de la

gran profundidad de campo.

4.1.1 Principios del SEM

La formacion de imagenes en el SEM depende de la sefal de adquisicion
producida por el haz de electrones, que es una sonda enfocada de electrones
acelerados a energias moderadamente altas (desde cientos de eV a 50 KeV),
que rastrea o barre la superficie de la muestra mediante campos

electromagnéticos. La columna Optica se utiliza para garantizar que los
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electrones entrantes tengan energia y trayectoria similar. Estos electrones del
haz interactuan con los atomos de la muestra, generando una variedad de
efectos cuando inciden en un punto de la superficie de la muestra. Las
interacciones de los electrones en SEM con materiales se pueden dividir en

dos categorias principales: interacciones elasticas e inelasticas.

La dispersidon elastica es el resultado de la desviacibn de un haz
incidente de electrones por el nucleo atdmico del material o por los electrones
externos con energia similar. Los electrones incidentes dispersados
elasticamente a un angulo mayor de 90° se denominan electrones
retrodispersados (BSE, por sus siglas en inglés, back scatterd electrons) y se
utilizan para obtener las imagenes de la muestra. La dispersion inelastica
ocurre a través de una variedad de interacciones entre los electrones
incidentes y los electrones o atomos de la muestra, como resultado el haz
primario de electrones transfiere energia a este atomo. La cantidad de energia
perdida depende si los electrones de la muestra son excitados uno a uno o
colectivamente, y de la energia de enlace entre los electrones y el atomo.
Como resultado, los electrones de la muestra durante la ionizacion de sus
atomos permiten generar electrones secundarios (SE, por sus siglas en
inglés, secondary electrons), definidos como aquellos que poseen energias
menores de 50 eV y se usan para formar imagenes o analizar la muestra.
Ademas de estas sefales utilizadas para la formacién de imagenes por SEM,
existen otro tipo de sefales producidas cuando el haz de electrones interactua
con la muestra, como son la emision de rayos-X caracteristicos, electrones
Auger y catodoluminiscencia. La figura 4.1 muestra las regiones donde se
obtienen las diferentes sefales en una muestra cuando se irradia con un haz

de electrones’.
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Haz de electrones
primario

Electrones retrodispersados (BSE)

Electrones
secundarios (SE)

Fotones de

o ) rayos-x
Catodoluminiscencia

Electrones Auger

Supertficie de la
muestra

Electrones secundarios

Electrones retrodispersados

Rayos-X caracteristicos

Rayos-X continuos
Fluorescencia secundaria

Resolucion espacial BSE
“ » Resolucion espacial de rayos-X

Figura 4.1 Sefales generadas por la interaccion del haz de electrones y la muestra, y

las regiones donde se puede detectar.

El limite tedrico de resolucion de un SEM esta determinado por las
longitudes de onda del haz de electrones y la apertura numeérica del sistema. El

poder de resolucién, R, de un instrumento se define como:
R = — Ec.4.1,

donde A es la longitud de onda de los electrones usados y NA es la apertura

numeérica indicada sobre el objetivo.

4.1.2 Electrones secundarios

Los electrones secundarios son los mas utilizados en el SEM; se producen por
una interaccion del haz primario de electrones con la muestra. Cuando el haz
primario golpea la superficie de la muestra, se produce la ionizacién de los
atomos de ésta. Los electrones que estan débilmente enlazados son emitidos,
(son los llamados electrones secundarios). Como tienen poca energia,

alrededor de 3.0 — 5.0 eV, solo pueden escapar de una regidn a uno pocos
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nanometros en la superficie del material. Los electrones secundarios nos dan
informacion sobre la topografia de la superficie del material con una buena

resolucion.

4.1.3 Electrones retrodispersados

La deteccion de sefal de BSE no solo genera imagenes en microscopia
electronica de barrido, sino también nos brinda informacion topografica y de la
composicion. Un electron retrodispersado se define como aquel que presenta
uno o multiples eventos de dispersion y escapa de la superficie con una
energia mayor a 50 eV. Aproximadamente el 10.0 — 15.0 % de los electrones
del haz incidente son retrodispersados. Los elementos con numeros atdomicos
mayores tienen mas cargas positivas en sus nucleos, por lo que sus electrones
sufren mayor dispersion, lo cual causa un incremento en la sefial de BSE. El
porcentaje de electrones retrodispersados esta relacionado con los electrones
incidentes re-emitidos por la muestra, dicha re-emision depende del numero
atémico del material, y asi se forma una imagen por contraste de numero

atomico.

4.1.4 Rayos-X caracteristicos

El analisis de rayos-X caracteristico para proporcionar informacién quimica, es
una de las herramientas mas utilizadas en la microscopia electronica de
barrido. Cuando una colisiéon desplaza a un electron de la capa interna de un
atomo por colision con un electron del haz primario, un electréon de las capas
externas puede ocupar su lugar para restablecer el equilibrio de cargas en ese
orbital, por lo que ocurre una ionizacion. Al emitir un fotén de rayos-X, el atomo
ionizado regresa a su estado base. Lo que se observa en SEM entonces son
los picos de rayos-X caracteristicos de los atomos que constatan el material del

que se trata’.
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4.1.5 Construccion de un SEM

La parte principal de un microscopio electrénico de barrido es la columna de

electrones, que esta constituida por los siguientes elementos (Fig. 4.2):

e Un canon de electrones con un filamento (tungsteno o LaBg) que actua
como emisor o fuente de emision.

e Un sistema de lentes electromagnéticas encargado de focalizar los
electrones para producir un haz de un diametro muy pequefo (5-200
nm).

e Bobinas de barrido que hacen recorrer el haz de electrones ya
focalizado por la superficie de la muestra.

e Uno o varios sistemas de deteccién (detector de electrones secundarios,
detector de electrones retrodispersados, detector de rayos-X, etc.) que
permiten captar el resultado de la interaccion del haz de electrones con
la muestra y transformarlo en sefal eléctrica.

e Una salida conectada a una o varias bombas que producen el vacio
necesario para que el conjunto funcione adecuadamente. Ademas el
microscopio posee sefales eléctricas procedentes de los detectores, en
forma de imagenes en un monitor de TV, fotografia, espectro de

elementos, etc.
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Figura 4.2 Diagrama esquematico del microscopio electrénico de barrido.

Se estudido la morfologia de las muestras de Fe3O,4 utilizando un
microscopio electronico de barrido de alta resolucion AURIGA marca ZEISS
con una fuente de emisidn térmica tipo Schottky. Las muestras se analizaron
en forma de polvo, dispersando éste en agua y colocandolas sobre un sustrato

de silicio. El voltaje de aceleracion utilizado fue de 10 kV.

4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Los microscopios de electrones generan imagenes de microestructuras de
materiales con mucha mayor magnificacion y resolucion que los microscopios
Opticos. La alta resolucion de los microscopios de electrones se debe a la
longitud de onda corta de los electrones. La longitud de onda de los electrones
en un microscopio electronico es alrededor de 10,000 veces mas pequefia que
la luz visible. La resolucion de los microscopios electronicos alcanza 0.1 nm
aproximadamente. Esta caracteristica hace a los microscopios electréonicos

muy utiles para el estudio de la morfologia, la estructura y el ordenamiento
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atdbmico de los materiales. Existen dos tipos principales de microscopios
electronicos: el microscopio electrénico de transmision (TEM, por sus siglas
en inglés, Transmission electron microscope) (Fig. 4.3)° y el microscopio
electrénico de barrido. Un TEM tiene los siguientes componentes a lo largo del
camino optico: una fuente de electrones, lentes condensadores, porta-
muestras, lentes objetivos y lentes para proyectar. La principal diferencia entre
un microscopio oOptico y uno de transmision consiste en que la luz visible es
remplazada por un haz de electrones y que los lentes de vidrio son sustituidos
por lentes electromagnéticos. Ademas de esto, es necesario un ambiente de
alto vacio para evitar colisiones de los electrones de alta energia con las

moléculas de aire, ya que estas absorben energia.

Fuente de
electrones

Lentes
Haz de condensadores
electrones
Muestra

Lentes
objetivo
Apertura del

Magnificacion objetivo

Pantalla
fluorescente

Figure 4.3 Diagrama esquematico de un microscopio electrénico de transmision.

Un filamento trabaja como fuente de electrones, en la cual los electrones
son emitidos de un catodo y acelerados por un alto voltaje (Vo) para formar un
haz de electrones de alta energia. Para lograr una alta resolucion, el
microscopio se opera en voltajes de aceleracion mayores a 100 kV; en la

practica, 200 kV es lo mas usado. La fuente de electrones esta constituida por
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tres partes principales: el catodo, el electrodo Wehnelt y un anodo. El electrodo
Wehnelt, localizado entre el catodo y el anodo, conduce unos cientos de voltios
negativos para estabilizar el haz de electrones contra fluctuaciones de voltaje,
al reducir la corriente de electrones en caso necesario. Existen dos tipos de
fuentes de electrones: por emisidn termoionica y por emision de campo. La
primera utiliza filamentos de tungsteno o de hexaboruro de lantano. Durante la
operacion, el filamento se calienta a alta temperatura mediante corriente
eléctrica; la alta temperatura provee la energia cinética para que los electrones
se desprendan de la superficie del filamento; un alto voltaje eléctrico entre el
filamento y el anodo acelera la fuga de los electrones de la superficie. La
intensidad del haz de electrones esta determinada por la temperatura del

filamento y el voltaje de aceleracion.

En la emision de campo no es necesaria la energia térmica para que los
electrones abandonen la superficie del catodo. Los electrones salen
expulsados al aplicar un alto campo eléctrico a la superficie del metal, lo que

produce tunelamiento en lugar del efecto termoionico®.

En este trabajo de investigacion se utilizé un TEM de marca JEOL
modelo JEM-2100F para la caracterizacion morfologica de los nanocompuestos

de Fe304@mSiO,, utilizando un voltaje de aceleracion de 200 kV.

4.3 DIFRACCION DE RAYOS-X

La difraccion de rayos-X (XRD, por sus siglas en inglés, X-ray diffraction) es
una de las técnicas de caracterizacion mas efectivas para determinar la
estructura cristalina de los materiales. Los métodos de difraccion incluyen la

difraccion de rayos-X, la difraccion de electrones y la difraccion de neutrones.

Los rayos-X poseen una longitud de onda pequenia, del orden de 0.5-2.5
A? por lo que son altamente energéticos. Los producen electrones con alta
velocidad acelerados por un alto voltaje que colisionan con un blanco metalico.
La rapida desaceleracion de los electrones en el blanco permite que la energia
cinética de los electrones se convierta en rayos-X. El proceso de difraccion de

rayos-X se basa en el fendmeno de interferencia de ondas, es decir, dos ondas
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de luz con la misma longitud de onda que viajan en la misma direccién pueden
reforzarse (interferencia constructiva) o cancelarse (interferencia destructiva)
entre ellas, dependiendo de la diferencia de fase. Cuando tienen una diferencia
de fase de nA (n es un numero entero), ocurre la interferencia constructiva.
Cuando tienen una diferencia de fase de nA/2, las ondas estan fuera de fase y
ocurre la interferencia destructiva; los haces de rayos-X que inciden en un
solido cristalino seran difractados por los planos cristalograficos (Fig. 4.4)°. Dos
haces incidentes, haz 1 y haz 2, son desviados por dos planos cristalinos, A y
B. Las ondas desviadas no estaran en fase excepto cuando se satisfaga la

siguiente relacion:
nl = 2d sen @ Ec. 4.2

La ecuacion 4.2 es la ley basica para la difraccion, llamada ley de Bragg,
que se obtiene calculando la diferencia de caminos de dos haces de rayos-X
que se propagan. La diferencia de caminos depende del angulo incidente (0) y
el espacio entre dos planos cristalinos paralelos (d). Para que los haces se
mantengan en fase, la diferencia de caminos (SQ + QT = 2d send) tiene que

ser igual a uno o un multiplo de la longitud de onda de los rayos-X (n1).

Haz
Haz difractado

incidente

S e TEST SR SRS SR D

Figura 4.4 Difraccion de Bragg por planos cristalinos. La diferencia de caminos entre
los haces 1y 2 es SQ + QT = 2PQ sené.
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La difraccion de rayos-X es una de las técnicas mas usadas para
caracterizacion de materiales; inicialmente se utilizo para determinar la
estructura cristalina de una muestra en polvo, por lo que también se le conoce
como difraccion de rayos-X en polvo. En el equipo de XRD, llamado
difractometro, se usa un haz de rayos-X de una sola longitud de onda
(monocromatica) para examinar muestras policristalinas; cambiando
continuamente el angulo de su incidencia, se obtiene un espectro de la
intensidad de difraccion contra el angulo entre el haz incidente y el reflejado. El
patrén de difraccion obtenido nos permite identificar la estructura cristalina y su
calidad, al analizar y comparar los espectros con la base de datos conocida
(PDF files)

La funcién basica de un difractometro es detectar el haz de rayos-X
difractado por los diversos materiales y registrar la intensidad de difraccién
como funcién del angulo de difraccion (26). La figura 4.5 muestra un arreglo
geométrico de la fuente de rayos-X, de la muestra y del detector®. La radiacion
de rayos-X generada por un tubo de rayos-X atraviesa las aperturas, las cuales
coliman el haz de rayos-X. Dicho haz colimado pasa a través de la muestra y
es difractado. Los rayos-X difractados pasan a través de un monocromador

antes de ser recibidos en el detector.

Detector

20

Tubo de
rayos-

Muestra

Circulo de medicion

Figura 4.5 Arreglo geométrico de un difractémetro de rayos-X.

52



CAPITULO IV
TECNICAS DE CARACTERIZACION UTILIZADAS

La mayoria de los difractbmetros usan un arreglo tipo Bragg-Brentano,
en el cual los rayos-X incidentes estan fijos y la muestra rota alrededor de un
eje para cambiar el angulo de incidencia; el detector también rota, pero su
velocidad angular es el doble de la rotacién de la muestra, con la finalidad de
mantener la correlacion angular 6-20 entre la muestra y la rotacion del

detector®.

La caracterizacion estructural de las muestras de Fe3O4 se realizé en un
difractometro Discover-D8 marca Bruker utilizando una fuente de emisién Ko de

cobre (A = 1.5406 A), con una velocidad de barrido de 2°/min.

4.4 ESPECTROSCOPIA RAMAN E INFRARROJO

Las principales técnicas espectroscopicas empleadas para detectar las
vibraciones de las moléculas se basan en procesos de absorcion infrarroja y
dispersion Raman. Estas técnicas se usan ampliamente para recabar
informacion de los grupos funcionales que forman un compuesto y para
identificar sustancias, y poseen ademas la ventaja de que las muestras se

pueden examinar en forma liquida, sélida o gaseosa.

El fendmeno de dispersion inelastica de la luz fue postulado por primera
vez por Smekal en 1923 y observado experimentalmente en 1928 por Raman y

Krishnan. Este fendmeno ha sido referido como espectroscopia Raman.

Cuando la luz interactua con la materia, los fotones que componen la luz
pueden ser absorbidos, dispersados, o no interactuar con el material y pasar
directamente a través de éste (transmitidos). Si la energia de un fotén incidente
corresponde a la brecha de energia entre el estado base de una molécula y su
estado excitado, el fotdbn puede ser absorbido y la molécula promovida a un
estado de energia mayor (estado excitado). Este cambio se monitorea en
espectroscopia de absorcion por la deteccion de la energia perdida de la

radiacion de la luz.

La radiaciéon electromagnética tiene una longitud de onda (A)

caracteristica de acuerdo a la regidon espectral de que se trate. Sin embargo, en
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espectroscopia Raman e infrarrojo se estudia la interaccion de la radiacidon con
los estados energéticos de las moléculas y es mas comun usar frecuencia (v) o

numero de onda (»), que estan relacionadas con la energia por las ecuaciones:

A =clv Ec. 4.3
v = AE/h Ec.4.4
o =vlc=1/A Ec. 4.5,

donde h es la constante de Planck con un valor de 6.62608x10734 J s.

De las ecuaciones 4.3 — 4.5 se constata que la energia es proporcional
al reciproco de la longitud de onda. La manera en la cual se usa la radiacién en
las espectroscopias Raman e infrarrojo es diferente. En la espectroscopia
infrarrojo, la energia que abarca un rango de frecuencias se dirige a la muestra.
La absorcion ocurre cuando la frecuencia de la radiacion incidente coincide con
la frecuencia natural de vibracibn de una molécula, por lo que ésta es
promovida a un estado excitado. Se detecta la pérdida de la frecuencia de la
radiacion del haz después de pasar por la muestra. Por otro lado, en la
espectroscopia Raman, se elige una sola frecuencia de radiacién para irradiar
las moléculas; esta radiacion dispersada por las moléculas tendra valores
diferentes de energia con respecto del haz incidente y esto es lo que se

detecta.

4.4.1 Dispersion Raman

En la dispersion Raman, la luz interactua con la molécula y polariza la nube de
electrones alrededor del nucleo para formar un estado temporal llamado estado
virtual. Este estado no es estable y el foton es rapidamente re-irradiado. Si el
proceso de dispersion de luz por las moléculas es elastico, esta dispersion se
denomina dispersion Raleigh. Sin embargo, si se induce el movimiento de los
nucleos atomicos durante el proceso de dispersién, la energia se transferira de
los fotones incidentes a la molécula, en este caso el proceso de dispersion es

inelastico y la energia del foton dispersado es diferente a la del incidente. Este
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proceso se denomina dispersion Raman. La figura 4.6 muestra los procesos
basicos que se producen por una vibracion. A temperatura ambiente, la
mayoria de las moléculas estan en su estado de minima energia vibracional.
Los estados virtuales no son estados reales de la molécula, sino que se crean
cuando la fuente de radiacion electromagnética (laser) interactua con los
electrones y causa la polarizacion. La energia de este estado esta determinada
por la frecuencia de la fuente de luz utilizada. El proceso Raleigh es el mas
intenso, ya que la mayoria de los fotones son dispersados de esta manera, y
no involucra ningun cambio de energia, por lo que la luz retorna al mismo

estado energético.

Si la luz es dispersada inelasticamente, tendremos el fendmeno de
dispersion Raman, que incluye dos tipos: en uno de ellos la luz dispersada
tiene mayor energia que la luz incidente, y se llama dispersion Raman anti-
Stokes; en el otro la luz dispersada tiene menor energia que la incidente (la que
tiene menor frecuencia) y el efecto se llama dispersion Raman Stokes (Fig.
4.6)". Debido a que la mayor parte de las moléculas estan en su estado base a
temperatura ambiente, sélo se toman en cuenta las lineas Stokes, y por lo tanto

éstas son las que conforman el espectro Raman de una muestra.

Estados de energia em m m e mem s - - - p— - -
virtuales

—Al———— 1p—— 1————

Estados de energia

vibracionales
E: -
v i v

Absorcion Dispersion  Dispersion  Dispersién
mfrarroja  Raleigh Raman Raman
Stokes anti-Stokes

Figura 4.6 Diagrama de los procesos de dispersion infrarroja, Raleigh y Raman.
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La dispersion Raman debe expresarse como el cambio en la energia de
radiacion con la cual excitamos la muestra y es referida como A cm™, pero se

expresa simplemente como desplazamiento Raman en cm™.

Los estudios micro-Raman realizados a las muestras se efectuaron en
un equipo OLYMPUS BX 41, marca Horiba JOBIN-YVON, acoplado con un
detector CCD (por sus siglas en inglés, charge coupled detector) utilizando un

laser de He-Ne con longitud de onda de 332.8 nm.

4.4.2 Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de absorcion en la regién infrarrojo tienen lugar a consecuencia
de que los atomos enlazados vibran a frecuencias dentro de esta region. Estos
cambios de energia se producen por las transiciones energéticas de los grupos
atomicos al cambiar de unos estados vibracionales y rotacionales a otros. Cada
grupo atdmico o molécula tiene un espectro de absorcion caracteristico,
compuesto por distintas bandas de absorcion, cada una de ellas debidas a un
tipo de enlace determinado (caracterizado por la fuerza de enlace y los atomos

que lo forman) y a su modo de vibrar® (Fig. 4.7).

TENSION SIMETRICA TENSION ASIMETRICA FLEXION EN EL PLANO
(BALANCEO)

RN
N NS

FLEXION EN EL PLANO FLEXION FUERA DE PLANO FLEXION FUERA DE PLANO
(TERETEO) (ALETEO) (TORSION)

Figura 4.7 Distintos modos de vibracion de una molécula triatomica.
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Para que una vibracion se registre en el espectro debe haber un cambio
neto en el momento dipolar de la molécula o grupo atémico, es decir, en el
espectro infrarrojo no se pueden registrar los modos de vibracién de moléculas
diatdmicas formadas por el mismo atomo, tales como H, y N»,. La frecuencia a
la que aparece cada vibracion es inversamente proporcional a la masa
reducida de los atomos que lo forman y directamente proporcional a la fortaleza
del enlace®. Las energias a las que suelen aparecer los enlaces mas comunes

de las moléculas se muestran a continuacion en la figura 4.8.

¢=0 c=0
F-H N-H O-H Sen L2 Huella digital
XH widos a eterodtomos | §H gy Tripks Dobles Sencillos m
TR U S N N N T YT ST N N AT AT A A O
I x i ] 1 | i 1
4000 3000 2000 1000

Figura 4.8 Energia a la que se encuentran los modos de vibracion de los enlaces

entre atomos mas comunes.

4.4.2.1 Espectrofotometro de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-
IR)

Un espectrofotometro de FT-IR contiene una fuente de radiacion infrarroja, la
cual pasa a través de un interferometro de Michelson (elemento seleccionador
de frecuencias) antes de incidir en la muestra. Este interferometro esta
constituido por un divisor de haz y dos espejos, uno fijo y uno movil. Asi, el haz
incidente se divide en dos haces perpendiculares de igual energia, uno incide
sobre el espejo movil y el otro sobre el espejo fijo. Generandose por lo tanto,
dos ondas que viajan en fase en direcciones distintas hacia los espejos y una
vez reflejadas las dos ondas se recombinan produciéndose una interferencia

entre ambas. Este haz resultante es el que atraviesa la muestra (Figura 4.9)°.
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Espejo fijo

Espejo mévil

Detector

Divisor del haz

—

Figura 4.9 Representacion esquematica de los componentes de un espectrofotdmetro

Fuente de luz Muestra

de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR).

Una vez que se ha obtenido un interferograma, es necesario convertirlo
en un espectro. Esto se consigue a través del algoritmo de la transformada de
Fourier (FT, por sus siglas en inglés, Fourier Transform). Tras la aplicacion de
la transformada de Fourier y la correccién de la fase a los datos, se obtiene un
unico espectro de la muestra, que dividido por un espectro tomado en ausencia
de muestra, da lugar a una representacion del espectro de absorcion como una
medida de intensidad (absorbancia infrarroja) frente a frecuencia (0 numero de

onda).

El efecto del tratamiento con acido citrico realizado a las muestras de
Fe;0,@mSiO, se estudi®6 mediante la espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FT-IR) utilizando un espectrofotometro Vertex 70

Bruker, en el rango de 4000-400 cm™', en modo de transmision.

4.5 CARACTERIZACION MAGNETICA (MAGNETOMETRO DE MUESTRA VIBRANTE (VSM))

En el electromagnetismo clasico, el parametro fundamental del magnetismo es
el momento magnético, el cual esta asociado a un dipolo magnético originado
por una distribucion de corriente alrededor de una determinada area. En la

materia, este momento magnético esta asociado con cada uno de los
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electrones de los atomos, originandose por los momentos orbitales angulares y

de spin del electrén, cuando este gira alrededor del nucleo del atomo.

El momento magnético fundamental es el magneton de Bohr pg, el cual
tiene una magnitud de 9.27 x 10 A-m?. Para cada electrén en un atomo el
momento magnético del spin es +ug ("+" para el spin hacia arriba y "-" para el

spin hacia abajo). Por otro lado, la contribucion del momento magnético del

orbital es igual a Mg, siendo M, el numero cuantico magnético del electron.

El hierro, algunos aceros y el mineral "lodestone" son ejemplos bien
conocidos de materiales que exhiben propiedades magnéticas. Sin embargo,
es un hecho que todos los materiales son influenciados de un grado u otro por

la presencia de un campo magnético (H)"".

Las propiedades magnéticas de los materiales se caracterizan no solo
por la magnitud y signo de su magnetizacion (M) sino también por la manera en
que M varia con respecto a H. La magnetizacion M esta definida como el
momento magnético por unidad de volumen y se mide en emu/cm® o emu/g y
esta relacionada con la susceptibilidad magnética mediante la siguiente

relacion,
X = % Ec. 4.6

donde H es el campo magnético macroscopico el cual se mide en Oe en el
sistema CGS y en A/m en el Sl. La susceptibilidad magnética mide la facilidad
de un material a ser magnetizado y es adimensional, tato en el sistema CGS y
sI'2,

La figura 4.10, muestra curvas tipicas de M vs H, llamadas curvas de
magnetizacion, de diferentes tipos de materiales, Las curvas (a) y (b) hacen
referencia a materiales que tienen susceptibilidades de =2 x 10° y +20 x 107°,
respectivamente. Estos materiales (dia—, para—, o antiferromagnéticos) tienen
un comportamiento lineal (M vs H) bajo circunstancias normales y no retienen
magnetismo cuando el campo es removido. EI comportamiento mostrado en la

curva (c) de un material tipico ferro— o ferrimagnético, es completamente
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diferente. La curva de magnetizacion es no lineal, por lo que y varia con H

llegando a un valor maximo. Apareciendo dos fenémenos:

1. Magnetizacion de saturacion (Mg). A valores suficientemente grandes de

H, la magnetizacion se vuelve constante hasta su valor de saturacion.

2. Histéresis. Después de la saturacion, la disminucion de H hasta cero no
reduce el campo M a cero. Por lo tanto los materiales

ferro/ferrimagnéticos pueden convertirse en magnetos permanentes .

s M
| "
0.4 = &’/7
T ©
= pa2
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= 0.1 / H, s
’ //
01
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Figura 4.10 Curvas de magnetizacion tipicas de un material (a) diamagnético, (b)

paramagnético o antiferromagnético y (c) ferro/ferrimagnético.

Las técnicas utilizadas para la medicidn de las propiedades magnéticas

de materiales pueden ser divididas en dos:

a) La medicion de la fuerza experimentada por una muestra inmersa en un
campo magnético no uniforme. En este caso se usa la Balanza de
Faraday o el Magnetdmetro de Gradiente de Campo Alternado (AFGM

por sus siglas en inglés).

b) Medicion de la induccion magnética debido al movimiento relativo entre
un arreglo de bobinas detectoras y una muestra, por ejemplo el
magnetémetro de muestra vibrante (VSM, por sus siglas en inglés,

Vibrating Sample Magnetometer).

Un VSM consta de un electroiman (para campos menores de 3T) o una

bobina superconductora (para campos magnéticos altos) que se encargan de
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generar el campo magnético sobre la muestra; dos bobinas de deteccion que
son las encargadas de registrar la fuerza electromotriz generada por el
movimiento de la muestra; una camara de temperatura rellena de He (protegida
por una camisa de N, para evitar su rapida evaporacion) que se ocupa de
alcanzar y mantener la temperatura deseada en la medida; un dispositivo de
vibracion de la muestra que se ocupa de hacerla vibrar a una frecuencia y
amplitud deseadas; un amplificador de sefal para aumentar la sensibilidad de
la medida y, por ultimo, un ordenador desde el cual se controla el estado del
magnetometro, el tipo de experimento a realizar, las variables de éste y el

registro de las distintas medidas llevadas a cabo por el magnetémetro'® .

Para obtener la medida del momento magnético de la muestra, ésta se
sitia entre las bobinas de deteccion, vibrando a una frecuencia y amplitud
caracteristica. Al aplicar un campo magnético perpendicular (en el caso del
electroiman) o paralelo (para bobina) al movimiento de la muestra, se genera

un cambio de flujo magnético segun rige la ley de Faraday (ecuacion 4.6):
V,=N%L Ec. 4.6
dt

donde V; es el voltaje inducido, N el numero de vueltas que posee la bobina y

dg/dt es el cambio de flujo.

Este cambio de flujo genera una fuerza electromotriz en las bobinas de
deteccion proporcional al momento magnético de la muestra. La figura 4.9

muestra el esquema general de un VSM.
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Figura 4.11 Esquema general del magnetometro de muestra vibrante.

Las curvas de magnetizacion de las muestras de Fe3O,4 se tomaron en
un magnetémetro de muestra vibrante (VSM) MicroSense EV7 a temperatura

ambiente.
4.6 POROSIMETRIA, ADSORCION — DESORCION DE NITROGENO

Una manera de determinar el area superficial, tamano y volumen de poro en

materiales mesoporosos es utilizando la adsorcion de nitrégeno™'°.

Cualquier atomo o molécula que se aproxime a una superficie
experimenta un potencial neto atractivo debido a la deficiencia de enlaces que
presenta la superficie respecto al bulto. Por este motivo, las moléculas de N, se
adsorben sobre la superficie de los 6xidos mesoporosos por interacciones de

Van der Waals.

Como se observa en la figura 4.10, la adsorcién se produce en etapas, y
de cada etapa, aplicando la teoria correspondiente, se puede extraer
informacion de la superficie especifica, volumen, tamafio y distribucion de

tamanos de poro y porcentaje de porosidad.
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Figura 4.12 Etapas de fisisorcidén de un gas (N2) en un sdlido, con el aumento de la

presion.

En una primera instancia, el N, se adsorbe en los microporos, que son
los que poseen mayor energia de adsorcion. Luego se continua adsorbiendo
hasta completar una monocapa; a partir de este punto se puede calcular el
area superficial. La adsorcién sigue formando multicapas que concluyen en la
condensacion capilar (fase final del proceso de adsorcion de N;); este punto
permite conocer la distribucion de tamafios de poros en sélidos mesoporosos a

través de la ecuacion de Kelvin.
De acuerdo con la IUPAC, existen 6 tipos de isotermas (Fig. 4.11 A)'®:

e Tipo I, son isotermas reversibles tipo Langmuir, caracteristicas de
solidos microporosos; el limite de la adsorcidon es gobernado por el
volumen de los microporos mas que por el area superficial interna.

e Tipo Il, son caracteristicas de soélidos poco porosos, con meso y
macroporosidad. El punto B (fig. 4.11) es donde el cubrimiento de la
monocapa es completo y esta por empezar la adsorcién en multicapa.

e Tipo lll, son isotermas reversibles, caracteristicas de solidos no porosos
0 macroporosos; las interacciones adsorbato — adsorbente son débiles;

no se observa el punto B.
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(Cantidad adsorbida

Tipo IV, son caracteristicas de sélidos mesoporosos. Presentan ciclo de
histéresis, asociado con la condensacion capilar que toma lugar en los
mesoporos. A bajas presiones, la parte inicial de la isoterma tipo IV se
atribuye a una adsorcidon monocapa-multicapa, ya que sigue un camino
similar al correspondiente en la isoterma tipo Il.

Tipo V, son similares a las tipo Ill, pero con histéresis; son
caracteristicas de sélidos poco porosos con meso y/o macroporos. Las
interacciones adsorbato — adsorbente son débiles.

Tipo VI, el proceso de adsorcidon es por capas; la adsorcidon es
escalonada en multicapa sobre una superficie uniforme no porosa. La
altura del escaldn representa la capacidad de la monocapa para cada

capa adsorbida. Es una adsorcién en parches energéticos.

I I
B
m A4
[5x4
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-
=
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~
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Presion relativa —» Presion relativa e——p

Figura 4.13 A) Tipos de isotermas de adsorcion. B) tipos de histéresis.

Los ciclos de histéresis se pueden clasificar como se muestra en la

figura 4.11 B. En la histéresis H1, las ramas de adsorcion y desorcion son casi

verticales y aproximadamente paralelas, esto es caracteristico de materiales

porosos con una distribucion muy estrecha de tamafo de poro, como también
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de materiales que poseen poros de geometria cilindrica y tamafio de poro

uniforme.

La histéresis H2 es mas dificil de interpretar, se puede deber a poros de
tipo cuello de botella o a efectos de percolacion debido a la interconexion en la
red de poros; también se puede presentar en materiales con tamafio y forma de

poros no uniforme.

La histéresis H3 es caracteristica de materiales porosos formados por
aglomerados de particulas formando placas, que originan poros en forma de

rendijas. La distribucion de tamafo de poro no es uniforme.

Por ultimo, la histéresis H4 es caracteristica de materiales porosos con
poros estrechos en forma de rendijas. La distribucion de tamafio de poros es

uniforme.

4.6.1 Método Brunauer-Emmet-Teller (BET) para el calculo del area

superficial

Para calcular el area superficial (o superficie especifica) se puede utilizar el
método de Langmuir' o el método BET (S. Brunauer, P. H. Emmet, E.

Teller)'®.

El método Langmuir, en general, no es valido para la fisisorcion de
gases sobre solidos, ya que en la mayoria de los casos se produce adsorcion
de multicapas, aunque puede aproximarse para isotermas tipo I. Suele ser una
buena aproximacién en muchos casos de quimisorciéon. En cambio, el método
BET (ecuacion 4.7) es mas acorde para el calculo de area superficial. Este
método supone que, en equilibrio termodinamico, la superficie puede ser
considerada como una coleccion de sitios, cada uno de ellos cubierto con 0, 1,
2,..., m,... monocapas de moléculas. La energia de adsorcién es E para la
primera capa y E” para cualquier otra capa. No existen interacciones laterales
adsorbato — adsorbato. A partir de la ecuacidén 4.7 se puede calcular el area
superficial (Sger) utilizando la ecuacion 4.8.
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P

P 1 c-1
= —4— P, Ec.4.7
ng 1- Py nnC nmC 0

donde n, es el numero de moles de adsorbato por gramo de adsorbente, n, es
el numero de moles de adsorbato para formar una monocapa por gramo de
adsorbente y C =(exp® #)/KT con E’ = 4H, del adsorbato.

SBET - nmAmN EC 48

donde n,, se obtiene de la ecuacién 4.7; A, es el area que ocupa una molécula

de adsorbato y N es el numero de Avogadro.

4.6.2 Método Barret-Joyner-Halenda (BJH) para determinar Ia

distribucion y tamano de poro

Barret, Joyner y Halenda propusieron un meétodo para calcular la distribuciéon de
poros y el tamafio medio de poros (método BJH, Fig. 4.12). Este método utiliza
los datos de presion relativa (P/Py) y el volumen adsorbido, aplica la ecuacion
de Kelvin para el radio de poro (ry) y la ecuacién de Halsey para el espesor de
la capa adsorbida (t), y tiene en consideracién que los poros de diferentes
tamanos vuelven a fase gaseosa a diferentes presiones relativas. Por lo tanto,
midiendo el volumen de gas inyectado o evacuado (rama de adsorcién o
desorcién, respectivamente) a varias presiones relativas, se llega a una
estimacion del volumen de poros en un cierto rango de tamafio. Debido a las
ecuaciones utilizadas y las suposiciones del método, es conveniente aplicarlo
en la rama de desorcion, ya que se considera que esta en equilibrio; siempre y

cuando no haya desorcion por percolacién (histéresis tipo H2).
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e = _Ll_: Radio de Kelvin en nm para el N, (ecuacién de Kelvin)
tog ()
4 Po
=T+t Radio de poro. Donde t es el espesor del film adsorbido sobre la superficie
500 |73
t =3 54[ ’ Espesor de la capa adsorbida en nm (ecuacion de Halsey)
n(P/p)

=1

. 2
Von = [p—anl - [AW, = At, 1] Z Ac;  Volumen de poro a distintas presiones relativas
Tin +

AV Variacion de volumen por la desorcion o la adsorcién

j=1

At  Variacién del espesor por la desorcién o la adsorcion

Ac  Area
2V,

Ap =— Area de cada poro (geometria cilindrica)
"

Graficando V,»/Ar, vs. 7, promedio (entre dos puntos consecutivos)
se obtiene la curva de distribucién de tamafio de poro

Figura 4.12 Método BJH, ecuaciones involucradas en la determinacién de la

distribucién de tamaio de poro.

Para determinar el area superficial y la distribucion de tamafo de poro
de las muestras se utilizé el método BET y el método BJH respectivamente,
utilizando las isotermas de adsorcion — desorcién de N, obtenidas mediante un
equipo Autosorb-1 Quantachrome Instrument sorbtometer; las muestras fueron

previamente degasificadas durante 12 h a 150° C.

4.7 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION UV-VIs

Las medidas de absorcion en rangos espectrales de ultravioleta y visible
encuentran una enorme aplicacion en la determinacion cuantitativa de una gran
variedad de muestras, tanto organicas como inorganicas. La espectroscopia de
absorcion molecular se basa en las medidas de transmitancia (T) o de
absorbancia (A). Generalmente, la concentracion de un analito (elemento
compuesto o ion de interés) absorbente esta relacionada linealmente con la

absorbancia como:
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A=—logT = log% = ebc Ec. 4.9
donde:

A = absorbancia (densidad 6ptica)

P y P, = energia de la radiacion que incide en el detector, por cm? y por

segundo

b = camino o6ptico de la radiacion

¢ = coeficiente de extincion molar

¢ = concentracion expresada en mol/L

Normalmente, la transmitancia y la absorbancia de una muestra en
forma de polvo o coloidal no pueden medirse en el laboratorio, ya que la
disolucién del analito debe mantenerse en algun tipo de recipiente
transparente, llamado celda o cubeta, fabricado de cuarzo, vidrio o plastico.
Como se observa en la figura 4.13, en las dos interfaces aire/pared de las
celdas, asi como en las dos interfaces pared/disolucion tienen lugar

reflexiones™.

A

<] _—
2 _ Pérdidas por dispersién
o en la disolucion
Haz incidente, Po = Haz emergente, P
. - e_ 4 e_
Pérdidas por reflexion —> = >

: Pérdidas por reflexion
en las interfaces

en las interfaces

Figura 4.15 Pérdidas por reflexion y dispersion de un haz de luz que incide sobre un

analito.
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La atenuacién del haz resultante es de aproximadamente el 85 %
debido a la reflexién del haz de luz cuando pasa a través de una celda de vidrio
rellena con agua. Ademas, la atenuacion del haz puede ocurrir como
consecuencia de la dispersion causada por moléculas grandes y, a veces, de la
absorcion por las paredes del recipiente. Para compensar todos estos efectos,
la potencia del haz transmitido por la disolucion del analito se compara,
generalmente, con la potencia del haz transmitido por una celda idéntica que
solo contiene el disolvente. Con las siguientes ecuaciones se obtienen
resultados de la transmitancia y la absorbancia que se aproximan
estrechamente a transmitancia/absorbancia experimentales.

T — Pdisolucion ~ i EC_ 410

Pgisolvente Py

A=logleog% Ec. 4.11

disolucion

La ecuacién 4.9 representa la ley de Beer; esta relacidon puede
explicarse si consideramos el bloque de material absorbente (sélido, liquido o

gas) que se muestra en la figura 4.14".

Figura 4.16 Atenuacion de una radiacién con una potencia inicial P, por una disolucion
que contiene ¢ moles por litro de solucién absorbente y con un camino éptico de b cm.
P<P,.

Un haz de radiacibn monocromatico paralelo de potencia Py choca
contra el bloque de manera perpendicular a la superficie; después de pasar a
través de una longitud b de material, que contiene n atomos, iones o moléculas

absorbentes, su potencia disminuye hasta un valor P como resultado de la
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absorcion. Consideremos ahora una seccion transversal del bloque de area Sy
espesor infinitesimal dx. Esta seccién contiene un numero de particulas
absorbentes dn; asociada a cada particula podemos imaginar una superficie en
la cual tendra lugar la captura de un fotdn. Es decir, si un fotdn incide sobre el

area de una particula, tendra lugar la absorcion.

La proyeccion del area total de estas superficies de captura dentro de la
seccion se designa como dS. La relacion entre el area de captura y el area total
sera entonces dS/S. La potencia del haz que entra en la seccién, Py, es
proporcional al numero de fotones por centimetro cuadrado y dP4representa la

cantidad absorbida en la seccidn; la fraccion absorbida sera entonces —dP,/Py.

La absorcion de la radiacion ultravioleta o visible de un analito resulta de
la excitacion de los electrones de enlace; los picos de absorcion pueden
correlacionarse con los tipos de enlace de las especies objeto de estudio. Los
electrones que contribuyen a la absorcién por una molécula organica son:
aquellos que participan directamente en la formacién del enlace entre atomos y
los electrones no enlazantes o electrones que no participan en ningun enlace
que estan en gran parte, localizados alrededor de atomos como oxigeno,
halégenos, azufre y nitrogeno. La espectroscopia de absorcidén molecular es

valida para identificar grupos funcionales en una molécula.

Los equipos utilizados para medir la absorcién de radiacion ultravioleta,
visible y de infrarrojo cercano estan compuestos por: una fuente, selectores de
longitud de onda, recipientes para la muestra, detectores de radiacion y

procesadores de sefal y dispositivos de lectura.

Muchos fotometros y espectrofotémetros presentan disefio de doble haz.
La figura 4.15 ilustra un espectrofotdmetro de doble haz en el que, mediante un
espejo en forma de V, llamado divisor de haz, se forman dos haces. Uno de
ellos pasa a través de la disolucion de referencia (blanco) y continia hasta un
fotodetector; simultaneamente el segundo haz atraviesa la muestra hasta un
segundo detector contrastado. Las dos sefales de salida se amplifican y su
cociente se determina electronicamente; finalmente, se visualiza el espectro de

absorcién mediante un dispositivo de lectura’.
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Fuente

Obturador

Filtro o
monocromador

Espejo

Fotodetector

Celda de |
referencia
Divisor Fotode- | Amplificador [
de haces tcoc(oocm e diferencias
A
>

Celda de
la muestra

L Sistema de lectura

0(27$

Figura 4.17 Disefio instrumental de un espectrofotdmetro de doble haz.

El estudio de la capacidad de carga liberacion de medicamento sobre las

muestras de Fe;0,@mSiO; se llevd a cabo utilizando espectroscopia 6ptica de

absorcidén en el rango UV-Vis, para lo que se empled un espectrofotometro

Cary 7000.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos de la
caracterizacion morfolégica, estructural, magnética, etc. de las diferentes
muestras sintetizadas en esta investigacion. El capitulo se divide en tres partes,
la primera presenta los resultados y el analisis correspondiente de las muestras
sintetizadas mediante el método de co-precipitacion asistido del tratamiento
hidrotermal. En la segunda parte se presentan los resultados y su discusion
para las muestras sintetizadas mediante el método hidrotermal. Finalmente en
la tercera parte se analizan los resultados obtenidos de la caracterizacion de

muestras compuestas de Fe;0,@mSiO..

5.1 MUESTRAS DE Fe30,; PREPARADAS POR EL METODO DE CO-PRECIPITACION

ASISTIDO POR TRATAMIENTO HIDROTERMAL (METODO 1)

La caracterizacion de la muestra obtenida por el método 1 se dividié en dos
partes: antes de aplicar el tratamiento hidrotermal y después del tratamiento

hidrotermal.

5.1.1 Caracterizacion morfolégica

En la figura 5.1 se muestran las imagenes SEM tipicas de las muestras de
FesO4 preparadas mediante el método 1, antes (a,b) y después (c,d) del
tratamiento hidrotermal. Como se observa, las nanoparticulas obtenidas antes
del tratamiento hidrotermal (Fig. 5.1 (a,b)) presentan una morfologia cuasi-
esférica de tamafo muy pequefio, ademas de una extremada aglomeracion.

Debido al tamafio tan pequefio de estas nanoparticulas, no se pudo obtener un
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histograma de distribucion de sus tamanos. Por otro lado, las nanoparticulas
obtenidas después del tratamiento hidrotermal (Fig. 5.1 (c,d)) presentan mayor
tamano, con una morfologia cuasi-esférica y, al igual que las nanoparticulas
sintetizadas antes del tratamiento hidrotermal, una fuerte aglomeracién. El
tamafno promedio de estas nanoparticulas fue de 29 nm aproximadamente,
como se observa en el histograma de distribucién de tamafo presentado en la

figura 5.2.

fias- ] r—

Figura 5.1 Imagenes tipicas SEM de Fe;0, sintetizadas a través del método 1.
Muestra antes del tratamiento hidrotermal (a,b) y posterior al tratamiento hidrotermal
(c,d).
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Figura 5.2 Histograma de distribucion de tamafio correspondiente a la muestra

sintetizada por el método 1 (muestra H-1).

Para determinar la composicion de las muestras obtenidas, se procedio
a realizar el analisis mediante espectroscopia de dispersién de energia (EDS,
por sus siglas en inglés, energy-dispersive spectroscopy) mediante un sistema
Bruker adaptado al microscopio electronico de barrido que se utilizé. Como se
observa en la figura 5.3, ambas muestras (muestra antes y después del
tratamiento  hidrotermal) estan conformadas por oxigeno y hierro
principalmente, con una proporcion muy cercana a la de la magnetita (Fe:
42.86 %a,, O: 57.14 %,), lo que sugiere que ambas muestras corresponden al
oxido de hierro en fase magnetita. El pico transparente (de mas alta intensidad)
no se tomoé en cuenta en el analisis, ya que corresponde al sustrato de Si

utilizado para soportar las muestras durante su analisis.
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cps/eV

Fe

)
<
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N
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N

SRR G kL B T LG DRV SRR L] B | |I| | R T3 l W OO, G R . L,

T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
keV

Element Series unn. C norm. C Atom. C Compound Comp. C Error K fact. 2 corr.
A corr. F corr
[wt.%] [wt.$] [at.%] [wt.%] [wt.$%]
Oxygen K-series 23.61 23.61 51.89 23.61 0.8 1.000 0.962
0.604 1.006
Iron K-series 76.39 76.39 48.11 76.39 1.9 1.000 0.000
1.024 1.000
Total: 100.00 100.00 100.00
cps/eV
s1 b)
4

T o o T L SO ) Y P [y R JERR FE o R et T T S5 [ [T S S Ry [ [ R T L P R PR PN SR L

3 4 5 6 7 8 9 10

spectra

Element unn. C norm. C Atom. C Compound Comp. C norm. Comp. C Error

[wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%] [wt.%] [wt.%]
Ooxygen 20.53 27.78 5732 27.78 20.53 6.1
Iron 53.36 72.22 42.68 12522 53.36 5.9

Figura 5.3 Resultados de la caracterizacion por EDS correspondientes a las muestras
sintetizadas por el método 1. a) Muestra antes del tratamiento y b) después del

tratamiento hidrotermal.
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5.1.2 Caracterizacion estructural

5.1.2.1 Analisis XRD

Para determinar la estructura de las muestras sintetizadas a través del método
1, antes y después del método hidrotermal, se analizaron por difraccion de
rayos-X. En la figura 5.4 se observan los difractogramas correspondientes a
ambas muestras. Todos los picos de difraccion detectados fueron indexados de
acuerdo a la ficha JCPDS No. 89-0691 (Fig. A1, apéndice A) que corresponde
a la estructura espinel inversa FCC de magnetita. Como se ve, ambas
muestras corresponden a la magnetita; sin embargo, la muestra sintetizada
antes del tratamiento hidrotermal presenta picos de menor intensidad y mas
angostos (Fig. 5.4 (a)) que aquellos pertenecientes a la muestra obtenida
después del tratamiento hidrotermal (Fig. 5.4 (b)), lo que nos dice que la
muestra antes del tratamiento hidrotermal presenta menor cristalinidad y sus

granos cristalinos son de menor tamafno.

(311) —— JCPDS 89-0691
_ Fe304
©
e (220) 100 (440)
§ (222) ( ) (422) (11) b)
2
£ a)
I I N T B
20 30 40 50 60 70

20 (grados)

Figura 5.4 Patrén de difraccion de rayos-X correspondiente a las muestras
sintetizadas mediante el método 1 (a) antes y (b) despues del tratamiento hidrotermal.
Las barras verticales correspponden a los posiciones de los picos en magnetita
estandar (JCPDS # 89-0691).
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El tamafo promedio de los cristalitos de ambas muestras se calcul6 a
partir de la relacién de Scherrer' (ecuacion 5.1), tomando en cuenta el pico
mas intenso (311). Como se observa en la tabla 5.1, el tamafio calculado
correspondiente a la muestra sintetizada antes del tratamiento hidrotermal (8
nm) fue mucho menor al de la muestra posterior al tratamiento (28 nm), lo que
concuerda con la forma de los difractogramas y corrobora las observaciones

realizadas por SEM.

k2
- Lcos6

Ec. 5.1,

donde:

e D — Diametro calculado del cristalito.

e k=0.9— Correspondiente a la forma del cristal.

e [ — Ancho medio a la mitad de la maxima intensidad del pico (FWHM,
full width at half maximum, por sus siglas en inglés).

e 1 — Longitud de onda de la radiacion incidente (Cu k,= 1.5406 A).

e 09— Angulo de Bragg.

El parametro de red de ambas muestras se calculd mediante las

ecuaciones 5.2 y 5.3 correspondientes a la ley de Bragg para sistemas

cubicos’,
A =2dsenf Ec. 5.2
2 2 2
Lo el Ec. 5.3
d a

Nuevamente tomando en cuenta el pico mas intenso (3 1 1) se obtuvo
un valor de parametro de red a = 8.379 A ligeramente menor al reportado en la
ficha JCPDS No. 89-0691 del apéndice A (a = 8.387 A) lo cual puede ser

debido a una posible oxidacion del material al ser analizado.
5.1.2.2 Analisis micro-Raman

Debido a que el patrén de difraccion de rayos-X de la magnetita es muy similar

al patrén de la maghemita (y-Fe,Os), con la unica diferencia de dos picos de
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baja intensidad que aparecen en 23.7° y 26.1° (Fig. A2, apéndice A), se

recurrio al analisis micro-Raman para confirmar la fase de la magnetita.

A, -, 670cm’
9

Intensidad (u. a.)

P \
\ \ A il ol ( !
‘\Jw‘n’m‘l”‘ﬂ W w\vwwm'w, M W W m M “
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Figura 5.5 Espectros micro-Raman de las muestras sintetizadas mediante la

metodologia 1 (a) antes y (b) después del tratamiento hidrotermal.

Como se observa en los espectros de la figura 5.5, ambas muestras
revelan un pico intenso centrado alrededor de 670 cm™, el cual corresponde al
modo A,, de la magnetita en fase pura. De igual manera, los dos picos de baja
intensidad que se aprecian en el espectro de la figura 5.5 (a) alrededor de 318
y 539 cm”’ corresponden a los modos E;, y Ty, de la magnetita
respectivamente?®. La inexistencia de picos alrededor de 700, 500 o 350 cm™,
que corresponden a los modos fondnicos de la maghemita4, confirma que

nuestras muestras sintetizadas son de magnetita en fase pura.

5.1.3 Caracterizacion magnética

La figura 5.6 muestra las curvas tipicas de magnetizacién asi como el ciclo de
histéresis de las muestras de magnetita sintetizadas por el método 1. Las
magnetizaciones de saturacidn de las muestras antes y después del

tratamiento hidrotermal son de 58 y 75 emul/g respectivamente. Estos valores
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son menores al valor tedrico reportado para la magnetita en bulto (92 emu/g)°.
La disminucion en el valor de la magnetizacion de saturacion es atribuida a la

distribucion de los cationes, la relajacion superparamagnética y la inclinacién
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Figura 5.6 Curvas de magnetizacion tipicas de las nanoparticulas de magnetita
sintetizadas por el método 1. La curva en color negro representa la muestra antes del
tratamiento hidrotermal y la curva en color rojo corresponde a la muestra después del

tratamiento hidrotermal.

de los espines debido a la naturaleza ultra-fina del material®. Por otro lado, la
muestra sintetizada después del tratamiento hidrotermal presenta un campo
coercitivo de 147 Oe, mucho mayor a la muestra sintetizada antes del
tratamiento hidrotermal (20 Oe), lo que es razonable, ya que cuando el tamafio
de las nanoparticulas de magnetita es mayor a 20 nm ésta comienza a

presentar un comportamiento ferrimagnético (v. seccion 1.3).
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Tabla 5.1 Comparacion del tamafio de particula y propiedades magnéticas de las
muestras sintetizadas por el método 1, antes y después de tratamiento hidrotermal.

Muestra Diametro Diametro Magnetizacion Coercividad
Fe;04 promedio promedio de saturacion H.
Método 1 estimacion SEM  estimaciéon XRD M; (Oe)
(nm) (nm) (emu/g)
Antes TH* ——— 8 58 20
Después TH 29 28 75 147

*TH — Tratamiento hidrotermal

5.2 MUESTRAS DE MAGNETITA SINTETIZADAS POR EL METODO HIDROTERMAL (METODO
2)

Por este método se sintetizaron 5 muestras diferentes, variando unicamente la
concentracion de acetato de sodio (NaAc) utilizada en la sintesis (v. seccidn
3.5); las muestras se nombraron S-1, S-2, S-3, S-4 y S-5 para una
concentracion utilizada de NaAc de 0.9, 105 12, 135 y 15 M

respectivamente.

5.2.1 Caracterizacion morfolégica

La figura 5.7 muestra las imagenes tipicas de SEM de las muestras preparadas
mediante el método 2 a diferentes concentraciones de NaAc. Todas las
muestras revelan la formacién de agregados (nanoestructuras) esféricos de
tamanos alrededor de 200-400 nm, formados por particulas primarias, lo que
indica la formacién de las nanoestructuras de magnetita a través de
aglomerados de unidades mas pequefas. De los histogramas de distribucién
de las nanoestructuras (presentados como imagenes insertadas en las
correspondiente imagenes de la figura 5.7), es claro que su tamafo final
depende de la concentracion de NaAc utilizada en la sintesis (figura 5.8).
Usando imagenes de SEM de alta resolucion (figuras B1-B5 del apéndice B),
se pudo determinar el tamafno promedio de las particulas mas pequehfas
(particulas primarias) que conforman las nanopariculas de magnetita. Como se

observa en la figura 5.9 y en la tabla 5.2, tanto el tamano promedio de las
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nanoestructuras como el tamafo promedio de las particulas primarias varian

segun la concentracion de NaAc.

#de particulas

O N
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Diametro’(nm)

# departiculas
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Figura 5.7 Imagenes tipicas de SEM de las muestras a) S-1, b) S-2, ¢) S-3,d) S-4y e)
S-5. En las imagenes insertadas en cada inciso se muestran los histogramas de

distribucion de tamano correspondientes a cada muestra.
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Figura 5.8 Variacion del tamafio de las nanoestructuras de magnetita respecto a la

concentracion de NaAc utilizado en la sintesis.
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Figura 5.9 Variacion de la produccion y el tamano promedio de las particulas primarias

respecto a la variaciéon de NaAc utilizado en la sintesis.

Mientras que la variacion en el tamafio de las particulas primarias
respecto a la variacion de concentracion de NaAc se puede entender del
mecanismo de reaccion ocurrido durante el proceso hidrotermal (v. seccion
3.5), el tamafio de los agregados depende del tamafio de las particulas
primarias que los conforman. Como se observa en las figuras 5.8 y 5.9, el
tamano de los agregados y de las nanoparticulas primarias que los componen
varia inversamente. Debido a que la energia superficial de las particulas
primarias mas pequenas es mayor que la de las grandes, la probabilidad de
aglomeracion de éstas es mas alta y, por lo tanto, se aglomerara un numero

mayor de particulas primarias para formar los agregados.
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5.2.2 Caracterizacion estructural

5.2.2.1 Analisis XRD

La figura 5.10 muestra los patrones de difraccion de rayos-X de las
nanoestructuras de magnetita sintetizadas a diferentes concentraciones de
NaAc. Como se puede ver, todas las muestras revelan picos de difraccion
asociados a la magnetita en fase FCC en forma de espinel inversa (JCPDS No.
89-0691). Se calculé el tamafo promedio de los cristalitos en los aglomerados
mediante de la ecuacion de Scherrer (ecuacién 5.1) utilizando el pico de
difraccion de mayor intensidad en cada una de las muestras (311). Como se
observa en la tabla 5.2, el tamafo promedio de los cristalitos en las muestras
depende fuertemente de la concentracion de NaAc, obteniéndose una variacion
de tamafio promedio entre 19 y 26.3 nm, muy similar al tamafio observado por

SEM de alta resolucion.

— JCPDS 89-0691
311 Fe30 .
(220) (311)

NaAc 0.9M

= (440) (511) (a40)
S
k2 NaAc 1.2M
©
D
C
Q NaAc 1.5M
=
S I I I I
20 30 40 50 60 70

20 (grados)

Figura 5.10 Patrones de difraccion de rayos-X de las nanoestructuras de magnetita
preparadas con diferentes concentraciones de NaAc. Las barras verticales
corresponden a los posiciones de los picos estandares de magnetita (JCPDS#89-
0691).
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El parametro de red obtenido mediante las ecuaciones 5.2 y 5.3
tomando en cuenta el pico mas intenso (3 1 1) fue de a = 8.387 A mismo que
se reporta en la ficha JCPDS No. 89-0691del apéndice A correspondiente a la

magnetita.

5.2.2.2 Analisis micro-Raman

Para confirmar la fase estructural de las nanoestructuras sintetizadas, se
analizaron las muestras por espectroscopia micro-Raman. Como se observa en
la figura 5.11, todas las muestras revelan un pico intenso centrado alrededor de
670 cm™, que corresponde al modo A14 de la magnetita. El pico Raman de baja
intensidad que aparece alrededor de 318 cm™ corresponde al modo Eg de la
magnetita®®. La ausencia de picos Raman cerca de 700, 500 y 350 cm™
correspondientes a los modos fondnicos de la maghemita4, confirma que todas
las muestras preparadas por el método 2 corresponden a la magnetita en fase
pura. Estos resultados concuerdan con el mecanismo propuesto (seccién 3.5),
que favorece la formacién de nanoparticulas de magnetita sobre nanoparticulas
de maghemita en presencia de etilenglicol en exceso, lo que garantiza la
reduccion de iones Fe** a Fe2+, manteniendo la razén de la concentracion 2:1,

necesaria para la formaciéon de magnetita.
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Figura 5.11 Espectros micro-Raman de las nanoestructuras de magnetita preparadas

por el método 2 a diferentes concentraciones de NaAc.

5.2.3 Caracterizacion magnética

Las curvas de magnetizacién de las muestras sintetizadas a concentraciones
de NaAc 0.9, 1.2 y 1.5 M se muestran en la figura 5.12, donde todas las
muestras revelan comportamiento superparamagnético con valores de
magnetizacion de saturacion (Ms) de 74.3 — 77.4 emu/g. Estos valores son mas
altos que los valores reportados por varios grupos de investigacion que han
sintetizado magnetita por diferentes métodos’°. Aunque algunos otros grupos
de investigacion han reportado valores hasta de 81 emu/g al sintetizar
magnetita por el método hidrotermal’™"*, el proceso de temperatura que han
utilizado ha sido mas alto (= 200° C) que el usado en nuestro proceso
hidrotermal, lo cual sugiere que a mayor temperatura utilizada en el proceso
hidrotermal mejor cristalinidad obtendran las nanoparticulas. Se sabe que las

nanoparticulas crecidas a altas temperaturas alcanzan una alta magnetizacion
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Figura 5.12 Curvas de magnetizacion de la nanoestructuras de magnetita sintetizadas
por el método 2, con concentraciones de NaAc 0.9, 1.2y 1.5 M. En la imagen

insertada se presenta la coercividad de las muestras correspondientes.

de saturaciéon’. Otro factor que influyd en la disminucion de Ms en nuestras

muestras es la impureza de NaCl presente, que se confirmé por mediciones de
EDS (Fig. 6, apéndice B).

Como se observa en la imagen insertada en la figura 5.12, asi como en
la tabla 5.2, la coercividad de las muestras preparadas a diferentes
concentraciones de NaAc varia entre 15 y 49 Oe. Aunque la mayoria de los
trabajos publicados no reporta valores de coercividad para sus respectivas
muestras de magnetita, Zhu and Diao'® han reportado coercividades de 35.5
Oe para agregados de magnetita conformados por particulas primarias de 12
nm. Nuevamente, la fluctuacién de la coercividad en nuestras muestras puede

asociarse a las impurezas en las nanoestructuras.
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Tabla 5.2 Variacién del tamano de nanoestructuras y particulas primarias de Fe;04
crecidas a diferentes concentraciones de NaAc y sus propiedades magnéticas.

Tamaiio prom. Tamaifio prom. de las Lty
Conc. de prom. ano prom. ¢¢ prom. del M H
Muestra NaAc de los particulas primarias cristalito 5 8
agregados SEM HRSEM (emu/g) (Oe)
(mol/L) XRD
(nm) (nm)
(nm)
0.9 300 19 14 74.3 15
1.05 228 243 154 77.3 27
Fe;04 1.2 208 26.3 20.5 77 48
1.35 217 26 18.1 76 49
1.5 381 21 17.8 77.4 35

5.3 MUESTRAS DE MAGNETITA RECUBIERTAS CON SiLICE MESOPOROSO
(Fes04@mSiO;) SINTETIZADAS POR EL METODO 3

Debido a que las muestras sintetizadas por el método 1 presentaron gran
aglomeracion, lo que obstaculiza el recubrimiento de las NPs con silice
mesoporoso de manera dispersa, y ya que de las muestras sintetizadas por el
meétodo 2 (muestras S-1, S-2, S-3, S-4 y S-5) la que presenté un menor tamafno
fue la muestra S-3 (208 nm en promedio), se determiné que el mejor grupo de
muestras para realizar el recubrimiento con diferentes espesores de silice
mesoporoso era el grupo de muestras S-3 (concentracion de NaAc = 1.2 M),
sintetizandose asi tres diferentes grupos de muestras compuestas de
Fe;04@mSiO; (muestras M-1, M-2 y M-3).

En la figura 5.13 se muestran las imagenes tipicas de SEM de la
muestra S-3 que se utilizaron como nucleo para realizar la sintesis de las
diferentes nanoestructuras compuestas tipo nucleo@coraza de Fe;0,@mSiOs.
Las imagenes muestran la formacién de nanoestructuras esféricas bien
dispersadas entre 100 y 300 nm de diametro, con un tamafio promedio de 208
nm. Como se discutié en la seccion 5.2, estas nanoestructuras estan formadas
por particulas primarias de tamafo promedio de 20 nm, y corresponden a la
estructura FCC de la magnetita en forma espinel inversa (Fig. 5.10 y Fig. 5.11).
La curva de magnetizacion de la muestra presenta un comportamiento

superparamagnético, con una magnetizacion de saturacion de 77 emu/g. Estas
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Figura 5.13 Imagenes tipicas de SEM de las nanoestructuras de Fe304 (muestra S-

3). Su histograma de distribucion de tamafo se encuentra como imagen insertada.

propiedades hacen que estas nanoestructuras sean adecuadas para

aplicaciones en entrega dirigida de medicamentos.

5.3.1 Caracterizacion morfolégica

Como se ve en las figuras 5.14 — 5.16, las muestras sintetizadas mediante el
método 3, con una concentracion de TEOS utilizada en la sintesis de 0.05, 0.07
y 0.10 mL (muestras M-1, M-2 y M-3), presentan la formacién de
nanoestructuras de Fe;04s@mSiO, con espesores de la capa de silice de 15,
25 y 40 nm, respectivamente. Asi, el tamafio promedio de las nanoestructuras
de Fe3;0,@mSiO,, como se puede ver en la tabla 5.3, fue de 238, 258 y 288

nm para las muestras M-1, M-2 y M3, respectivamente.
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Figura 5.14 Imagenes tipicas de TEM de la muestra M-1 sintetizada con una
concentracion de TEOS de 0.05 mL, mostrando la formaciéon de nanoestructuras

Fe;0,@mSiO, con un espesor de 15 nm.

Figura 5.15 Imagenes tipicas de TEM de la muestra M-2 sintetizada con una
concentracion de TEOS de 0.07 mL, mostrando la formacidon de nanoestructuras

Fe;0,@mSiO, con un espesor de 25 nm.

Figura 5.16 Imagenes tipicas de TEM de la muestra M-3 sintetizada con una
concentracion de TEOS de 0.10 mL, mostrando la formacion de nanoestructuras
Fe;0,@mSiO, con un espesor de 40 nm.
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5.3.2 Caracterizacion de la porosidad

Como se menciond en la seccion 3.6.3, para crear los mesoporos en las capas
de silice, se utilizé el surfactante cationico CTAB como templete suave, y para
eliminar este surfactante de las nanoestructuras compuestas se usé una
solucion acida de etanol/acido acético (95:5, v/v). La completa eliminacion de
CTAB del compuesto nanoestructurado durante el proceso de eliminacion se

demostré mediante la caracterizacion de las muestras por FT-IR.

5.3.2.1 Analisis FT-IR

La figura 5.17 muestra el espectro FT-IR de las nanoestructuras de
Fe;0.,@mSiO, con diferentes espesores de la capa de silice. Como se puede
observar, aparte de las bandas de absorcion correspondientes al enlace Fe—O
de la magnetita (580 cm™), los enlaces Si—-O-Si (1090, 1200 cm™), Si—-O-H
(961 cm™) y Si—O (802 cm™) de las capas de silice y los enlaces O—H (1630 y
3430 cm'1) correspondientes al agua adsorbida en la superficie, aparecen dos
bandas de absorcién alrededor de 2921 y 2851 cm™ en la muestra no tratada
con la solucién acida (espectro (a); en color negro), las cuales corresponden a
los enlaces —CH,— asociados al CTAB presente en la muestra’. En las
muestras M-1, M-2 y M-3 tratadas con la solucién acida (espectros (b), (c) y (d);
lineas roja, azul y verde respectivamente), estas bandas (2921 y 2851 cm™)
desaparecen completamente, lo que indica una completa remocién del CTAB,

formando asi los canales de poros en el silice.

Las bandas a 1090 y 961 cm™ corresponden a vibraciones asimétricas de los
enlaces Si—O y Si—OH respectivamente. El hombro que se observa alrededor
de 1200 cm™ corresponde a vibraciones asimétricas del enlace Si-O. Las
bandas de absorcidon que aparecen a 800 cm™ corresponden a vibraciones
simétricas del enlace Si—O. Las bandas que aparecen alrededor de 3430 y
1630 cm™' son asignadas a los modos stretching y bending del agua adsorbida
sobre la superficie de las nanoestructuras'®'®. Finalmente, el pico que aparece
alrededor de 580 cm™ corresponde a la deformacion del enlace Fe—O de la
magnetita?’. Por todo lo anterior, el espectro FT-IR tomado a las muestras
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compuestas confirma la presencia de capas de silice sobre los nucleos de

magnetita, como se esperaba.
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Figura 5.17 Espectro FT-IR de las nanoestructuras compuestas de Fe;0,@mSiO,
antes del tratamiento con acido acético (a) y muestras M-1, M-2 y M-3 posterior al

tratamiento con acido acético (b-d).

5.3.2.2 Adsorciéon — desorcion de nitrogeno (analisis BET y BJH)

El area superficial y la porosidad de las muestras S-3, M-1, M-2 y M-3 se
estudiaron mediante andlisis de sus isotermas de adsorcion — desorcion de
nitrégeno. Estas isotermas se obtuvieron a 77 K; se presentan en la figura 5.18.
Mientras que las isotermas de adsorcion — desorcion de la muestra de
magnetita pura (figura 5.18 (a)) revela isotermas tipo Il y tipo IV (Fig. 4.11)
caracteristicas de materiales porosos (clasificacién IUPAC?') debido a una
distribucion de poros no homogénea, todas las muestras compuestas revelan
caracteristicas de isotermas tipo |V, caracteristica de materiales mesoporosos,
lo que corrobora la presencia de capas mesoporosas de oxido de silicio en
ellas. Ya que las nanoestructuras de magnetita estan formadas por particulas

primarias interconectadas entre si de aproximadamente 20 nm de tamano (v.
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figura B3 del apéndice B) aglomeradas sin algun orden particular, se entiende
la naturaleza macro- y mesoporosa de la muestra. Por otro lado, la naturaleza
mesoporosa de las nanoestructuras compuestas proviene de los huecos
columnarios formados en las capas exteriores de silice por el efecto de la
las nanoestructuras de

eliminacion del templete CTAB, creadas sobre

magnetita.

De la distribucion del tamafio de poros que aparece en las imagenes
insertadas en la figura 5.18 (b-d), se constata que el diametro promedio de poro
en todas las muestras compuestas es constante (= 2.16 nm). El area superficial
BET (analizada en el rango de presiones P/Py, de 0.05-0.30) estimada para las
muestras S-1, M-1, M-2 y M-3 fue de 42.3, 362.2, 493.1 y 543.0 m2/g,
respectivamente, lo que demuestra que el area superficial especifica de las
muestras compositas se puede controlar mediante el control del espesor de las

capas de silice mesoporoso sobre las particulas o cumulos de magnetita.
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Figura 5.18 Isotermas de adsorcién — desorcion de nitrégeno obtenidas de las
muestras (a) S-3, (b) M-1, (c) M-2 y (d) M-3. La distribucién del tamafio de poro se

encuentra como imagen insertada en su correspondiente isoterma de adsorcion.
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El area superficial especifica de las capas mesoporosas se aumenta conforme

el aumento de su espesor.

5.3.3 Caracterizacion magnética

Las curvas de magnetizacion correspondientes a las muestras S-3, M-1, M-2 y
M-3 se pueden apreciar en la figura 5.19. En esta figura se puede ver que la
magnetizacion de saturacion de las muestras compuestas de Fe;O,@mSiO;
disminuyo un poco mas del 25% respecto a la muestra de magnetita pura, este
resultado es de esperarse debido a que con el aumento de la capa de silice
diminuye la fraccién de la masa relativa de la magnetita [disminucion de Ms
respecto a la capa de silice]. Por otro lado, el recubrimiento con silice
mesoporoso sobre la magnetita redujo la coercividad del material (imagen
insertada) mejorando su comportamiento superparamagnético. Por lo tanto, la
alta saturacion de magnetizacion de las muestras compuestas de
Fe;0,@mSiO,, es apropiada para aplicaciones de entrega dirigida de

medicamentos.
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Figura 5.19 Curvas de magnetizacion de la magnetita y de las muestras compuestas

de Fe304@mSiO; con diferentes espesores.
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5.3.4 Carga y liberacion de medicamentos

La figura 5.19 muestra el espectro de absorcion UV-Vis de la solucién de
ibuprofeno/hexano (30 mg/mL respectivamente) antes (linea negra) y después
de realizar la carga de medicamento a las muestras M-1, M-2 y M-3 (lineas
roja, verde y azul respectivamente). Como se aprecia, la intensidad de la banda
de absorcion tipica del ibuprofeno a 263 nm disminuye conforme se incrementa
la capa de silice de la nanoestructura compuesta, lo que indica una mayor
concentracion de ibuprofeno cargado sobre la nanoestructura compuesta con

mayor espesor de la capa de meso-silice.

0.5
—— Sol. ibu/hex
1 —— M1/ibu
04 | —— M2/ibu
‘s 0.3
3
o
< 0.2-
0.1 -
0.0

240 250 260 270 280
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Figura 5.20 Espectro de absorcion UV-Vis de las muestras M-1, M-2 y M-3 después
de haber sido cargadas con ibuprofeno (muestras M1/ibu, M2/ibu y M3/ibu
respectivamente). La linea negra representa la solucion ibuprofeno/hexano antes de la

carga de las muestras.

Usando una curva de calibracion preparada previamente utilizando
espectros de absorcion UV-Vis de soluciones de ibuprofeno/hexano con
diferentes concentraciones de ibuprofeno (ver Fig. B7 apéndice B), se calculd

la cantidad de ibuprofeno cargado sobre cada nanoestructura compuesta. Las
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cantidades estimadas de ibuprofeno cargado en las muestras después de 24 h
de impregnacion fue de 678, 828 y 954 mQinu/Imuestra respectivamente (tabla 5.3).

Por lo tanto, el incremento en el espesor de la capa de silice
mesoporoso sobre los agregados de magnetita, es proporcional a la capacidad
de almacenamiento de la droga, lo cual concuerda con el aumento en el area

superficial especifica del material.

La figura 5.20 muestra los perfiles de liberacion de las muestras M1/ibu,
M2/ibu y M3/ibu después de 72 h en una solucién SBF a 37° C. Se estimo la
cantidad de ibuprofeno liberado en la solucion SBF de los espectros absorcion
de las alicuotas tomadas a diferentes intervalos de tiempo. Como se aprecia en
la figura 5.20, después de 72 h en la solucion de SBF, se habia liberado
alrededor de 81, 79, y 74% del ibuprofeno de las muestras M1/ibu, M2/ibu y
M3/ibu, respectivamente. La velocidad de la liberacion fue considerablemente
rapida en las tres muestras durante las primeras 6 h de tratamiento. La razén
de liberacion fue mas alta en la muestra M1/ibu, con el menor espesor de silice
mesoporoso, asi, conforme el espesor de la capa de silice en la muestra
aumentaba, la razon de liberacion del medicamento disminuia. Los resultados
indican que la razon de liberacidn del medicamento se controla simplemente
controlando el espesor de la capa de silice mesoporoso alrededor de las

nanoestructuras de magnetita.
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Figura 5.21 Perfiles de liberacion de medicamento correspondientes a las muestra
M1/ibu, M2/ibu y M3/ibu.

Tabla 5.3 Propiedades de las nanoestructuras compuestas de Fe;O,@mSiO.,.

Cowa

363.2 1.08 678 81

_ 25 493.1 1.08 828 79
_ 40 543.0 1.08 954 74
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5.3.5 Pruebas de biocompatibilidad de las nanoestructuras compositas de

Fe304@mSi02

Para poder aplicar las nanoestructuras compuestas de Fe;O,@mSiO, como
vehiculos efectivos de entrega dirigida de medicamentos en el cuerpo humano,
éstas deben de ser altamente biocompatibles. Por tanto, se determind la
biocompatibilidad de las muestras S-1, M-1, M-2 y M-3 mediante de pruebas de
citotoxicidad, usando células humanas de cancer de pecho linea MCF-7 vy
células de cancer de ovario linea SKOV3. Se analizaron los potenciales
inhibidores de las muestras S-1, M-1, M-2 y M-3 por conteo de células viables.
Para este propdsito, se sembraron 2x10* células MCF-4 y 1x10* células
SKOV3 en platos separados de 35 mm y se cultivaron durante 2 dias,
utilizando 2 mL de DMEM (para las células MCF-7) y RPMI (para las células
SKOV3). Posteriormente, se trataron las células sin ningun tipo de
nanoestructuras (etiquetadas como control) y con 20 ung/mL de cada una de las
muestras S-1, M-1, M-2 y M-3 por 2 mL del medio celular durante 2 dias. Se
monitored el ensayo celular utilizando un microscopio invertido de contraste de
fase después de dos dias de exposicion a las nanoestructuras magnéticas
(muestras S-1, M-1, M-2 y M-3). Se cont6é el numero de células viables de
MCF-7 y SKOV3 tras los dos dias de exposicion de las muestras compuestas

usando un contador de células automatico ADAM.

Como muestra la figura 5.21, las nanoestructuras magnéticas tienen un
efecto limitado sobre la morfologia celular y la viabilidad de la linea de células
de cancer de pecho después de la incubacion de 2 dias a una concentracion de
20 pg/mL. Después de 48 h de tratamiento, las muestras S-1, M-1 y M-2
causaron una citotoxicidad similar (aproximadamente 20%) en las células MCF-
7. La citotoxicidad inducida por la muestra M-3 fue ligeramente mas alta que las
otras (figura 9 (a,c)). Los ensayos realizados en las lineas celulares de cancer
de ovario (células SKOV3) mostraron resultados similares (figura 9 (b,d)) a los
obtenidos con la linea celular MCF-7. Por lo tanto, los ensayos de citotoxicidad
a través de la evaluacion de la morfologia y la viabilidad celular revelan que las
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Figura 5.22 Comparacion del efecto citotoxico de las nanoestructuras magnéticas en
células de cancer de pecho MCF-7 y células de cancer de ovario SKOV3. (a) y (b)
representan las imagenes del microscopio invertido de contraste de fase mostrando el
crecimiento celular y la morfologia de la colonia de las células. (a) Lineas celulares de
MCF-7 y (b) lineas celulares de SKOV3 después de ser expuestas a las
nanoestructuras magnéticas. (c) y (d) muestran la viabilidad celular de las
nanoestructuras usadas en las células MCF-7 y SKOV3, respectivamente. C
representa la muestra control donde no se han utilizado las nanoestructuras

magnéticas.

nanoestructuras magnéticas son ligeramente citotoxicas para este tipo de
células. El recubrimiento de las capas de silice mesoporoso sobre las
nanoestructuras de magnetita no tiene efectos significativos en su

biocompatibilidad.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

A continuacion se presentan las conclusiones mas relevantes obtenidas de

esta investigacion.

e Por medio del método de co-precipitacion asistido por tratamiento
hidrotermal (método 1) se logré obtener nanoparticulas de magnetita de
diferentes tamafnos. Cuando las nanoparticulas obtenidas sin tratamiento
hidrotermal son de tamafo promedio de 8 nm y cristalinidad inferior, el
tratamiento hidrotermal produce nanoparticulas de magnetita de mayor
tamano promedio (29 nm) con cristalinidad superior. Las nanoparticulas
obtenidas de ambas maneras presentan una fuerte aglomeracion.

e Utilizando FeCl3*6H,O como unico precursor del hierro, se pueden
sintetizar cumulos de magnetita de alta estequiometria y fase FCC pura
por el método hidrotermal (método 2) utilizando etilenglicol como
solvente y acetato de sodio como precipitante.

e Variando la concentracion del acetato de sodio en el proceso anterior, se
logré controlar el tamafio (didametro) de los cumulos de magnetita entre
208 y 381 nm.

e Los cumulos sub-micrométricos obtenidos por el método hidrotermal se
formaron por aglomeracion de nanoparticulas primarias de 19-26.3 nm
de tamano. El tamafo de los cumulos grandes varia de manera inversa
al tamano promedio de las nanoparticulas primarias que las conforman.

e Todas las muestras sintetizadas por el método 2 presentaron
comportamiento superparamagnético, con una magnetizacion de
saturacién hasta de 77.4 emu/g, lo que es de vital importancia para su
aplicaciéon en el campo biomédico como en la entrega dirigida de

medicamentos.
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Por medio del método sol-gel (método 3), utilizando CTAB como
templete suave, se lograron obtener nanoestructuras compuestas de
Fes0.@mSiO, con diferentes espesores de las capas de silice
mesoporoso, controlando unicamente la concentracion del precursor de
silicio (TEOS).

Las nanoestructuras compuestas Fe;0,@mSiO, poseen alta capacidad
de cargar farmaco, pueden almacenar hasta 954 Mmg/gmuestra; @ademas
pueden liberar hasta 80% de este farmaco cargado previamente en un
medio similar al medio sanguineo del cuerpo humano. La razon de
liberacion de farmaco depende del espesor de la capa mesoporosa del
silice.

El recubrimiento de silice mesoporoso sobre las nanoestructuras de
magnetita no afecta su biocompatibilidad, pero apoya para almacenar
farmaco y evita su agregacion o aglomeracion, para ser utilizado en
entrega de farmaco en cuerpo humano de manera dirigida.

Por todo lo anterior, las muestras compuestas de Fe3;0,@mSiO;
sintetizadas en este trabajo de investigacidon tienen potencial para ser

aplicadas en sistemas de entrega dirigida de medicamentos.
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Figura A1 Ficha JPCDS No. 89-0691 correspondiente a la magnetita (Fe3O,).
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Figura A2 Ficha JPCDS No. 39-1346 correspondiente a la maghetita (y-Fe203).
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Figura B1 Imagen tipica de SEM de alta resolucion (HRSEM) correspondiente a la muestra S-1

sintetizada mediante el método 2 con una concentracion de acetato de sodio 0.9 M.

Figura B2 Imagen tipica de HRSEM corresponiente a la muestra S-2 sintetizada mediante el
método 2 con una concentracion de acetato de sodio 1.05 M.
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Figura B3 Imagen tipica de HRSEM correspondiente a la muestra S-3 sintetizada mediante el

método 2 con una concentracion de acetato de sodio 1.2 M.

Figura B4 Imagen tipica de HRSEM correspondiente a la muestra S-4 sintetizada mediante el

método 2 con una concentracién de acetato de sodio 1.35 M.
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Figura B5 Imagen tipica de HRSEM correspondiente a la muestra S-5 sintetizada mediante el
método 2 con una concentracion de acetato de sodio 1.5 M.
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Figura B6 Espectro EDS representativo de las muestras sintetizadas a través del método 2. El

pico correspondiente al Si es debido al sustrato utilizado para realizar el analisis.
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Figura B7 a) Espectro de absorcion UV-Vis de una solucion de ibuprofeno/hexano preparada
con diferentes concentraciones de ibuprofeno, b) perfil de calibracidn de concentracién usado
para estimar la capacidad de almacenamiento en las nanoestructuras compuestas de
Fe;0,@mSiO..

El perfil de concentracion de la figura 7 (b) se prepar6 usando los datos de la figura 7
(@) considerando la intensidad de la banda de absorcion en 263 nm, obteniéndose la

siguiente relacion (ecuacién B-1):

A= —0.0348 + 0.0141C Ec. (B-1)

Donde:
A — absorbancia.

C — concentracién de ibuprofeno en mg/mL.
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Abstract. Magnetite nanoparticles (MNPs) of different sizes were synthesized by solvothermal process
maintaining their stoichiometric composition and unique structural phase. Utilizing hydrated ferric (I11)
chloride as unique iron precursor, it was possible to synthesize sub-micrometric magnetite clusters of sizes in
between 208 and 381 nm in controlled manner by controlling the concentration of sodium acetate in the
reaction mixture. The sub-micrometer size nanoclusters consist of nanometric primary particles of 19 - 26.3
nm average size. The concentration of sodium acetate in reaction solution seen to control the final size of
primary MNPs, and hence the size of sub-micrometric magnetite nanoclusters. All the samples revealed their
superparamagnetic behavior with saturation magnetization (Ms) values in between 74.3 and 77.4 emu/g. The
coercivity of the nanoclusters depends both on the size of the primary particles and impurity present in them.
The mechanisms of formation and size control of the MNPs have been discussed.

Keywords: magnetite nanoclusters; solvothermal synthesis; size control; magnetic properties

1. Introduction

Synthesis of magnetite nanoparticles (MNPs) has attracted much attention in recent years due
to their wide range of applications in different fields such as in magnetic recording (Dai et al.
2010), water splitting (Parkinson et al. 2011), magnetic resonance imaging (MRI) (Jun et al.
2005), targeted drug delivery (Roullin et al. 2002), catalysis (Jung et al. 2008), etc. However, for
each of these applications, MNPs of specific size range, specific magnetic behavior, and surface
characteristics are required. For example, MNPs of 10-50 nm size range with superparamagnetic
behavior are required for MRI applications (Huh et al. 2005, Haw et al. 2010, Song et al. 2011).
On the other hand, for targeted drug delivery and biomedical applications, apart from
superparamagnetic nature, MNPs of 100-300 nm size range with high saturation magnetization
have been utilized (Berry et al. 2003). Although for therapeutic applications, MNPs of a wider size
range (5-1200 nm) could be utilized depending on specific usage, the performance of most of the
MNP-based drug delivery systems depends on the size and shape of MNPs (Devadasu et al. 2013).
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On the other hand, principal characteristics of MNPs required for their catalytic applications are
their porosity and high specific surface area (Zhu et al. 2011). Most of these characteristics of
MNPs depend strongly on the method employed for their synthesis (lida et al. 2007).

Several techniques like thermal decomposition (Park et al. 2004), micro-emulsion (Ha et al.
2008), sonochemical (Wu et al. 2007), sol-gel (Larumbe et al. 2012), polyol (Cai and Wan 2007),
co-precipitation (Zhao et al. 2006) and hydrothermal/solvothermal (Haw et al. 2010), have been
employed to synthesize MNPs. While every method has its advantages and disadvantages, the
latter two are most popular as they produce crystalline MNPs with controlled size and morphology
in reasonable cost and good yield. In addition, no post-synthesis heat treatment is required for the
MNPs produced by these techniques, especially for the MNPs prepared by hydrothermal/
solvothermal technique; which made this method highly desirable as any post-synthesis heat
treatment might result in particle agglomeration (Devadasu et al. 2013), along with a change in
their magnetic behaviors.

In thermal decomposition synthesis, frequently iron pentacarbonyle (FeCOs) is used as iron
precursor (Park et al. 2005), which is toxic and expensive. Some researchers (Chin et al. 2011)
have also reported the use of non-toxic organic precursors for thermal decomposition. However, in
both the cases, synthesized MNPs were below 10 nm size. Using sonochemical method,
Marchegiani et al. (2012) could synthesize MNPs in 10 - 30 nm size range, with saturation
magnetization lower than 75 emu/g. On the other hand, using sol-gel and micro-emulsion
techniques, Larumbe et al. (2012) and Liu et al. (2004) could synthesized MNPs of about 7.5 and
10 nm average size, respectively. However, Cai and Wan (2007) could tune the size of MNPs in
between 5 and 40 nm in their polyol synthesis process.

As can be noted, while thermal decomposition, sol-gel and micro-emulsion techniques can
produce homogeneous MNPs of sizes below 10 nm, sonochemical and polyol synthesis can
produce MNPs of relatively bigger sizes, although the size dispersion in the MNPs produced by
latter methods is often higher.

The solvothermal process normally produces MNPs of bigger sizes in the range of 250-400 nm,
mostly as agglomerate of smaller particles of 9-30 nm sizes, due to their high surface energy and
strong effective surface tension. As these bigger agglomerated clusters contain closely packed
MNPs of smaller sizes, they manifest strong superparamagnetic behaviors and high saturation
magnetization, which are essential requirements for several biomedical applications. As has been
stated earlier, MNPs of a wide size-range are useful for biomedical applications depending on their
specific usage. Therefore, synthesis of superparamagnetic MNP clusters with controlled size and
size dispersion in the 200-500 nm size range is a big challenge for their biomedical and therapeutic
applications. Using solvothermal process, recently Kumar et al. (2013) prepared monodispersed
MNPs of different sizes by varying the concentration of iron precursor in reaction mixture. Using
dodecylamine as surfactant and ethylene glycol as solvent, Chen et al. (2012) could prepare
relatively bigger MNPs (300-700 nm average sizes) through solvothermal process. Through
solvothermal process, Xuang et al. (2011) could prepare MNPs of wider size range (50-200 nm),
utilizing poly (acrylic acid) spheres as template. However, the saturation magnetization M of their
nanoparticles were relatively low. Solvothermal synthesis of highly monodispersed
superparamagnetic MNPs of about 300 nm average size and Mg >80 emu/g has been reported by
Xu et al. (2010) using sodium acetate (NaAc) as precipitating agent and ethylene glycol (EG) as
solvent. Although several routs and a variety of solvents, surfactants, and precipitating agents have
been utilized to synthesize MNPs of different sizes and different surface properties, controlling
their size, dispersion, and magnetic behaviors remain a great challenge for their practical
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applications.

In this article, we report the synthesis of hydrophilic MNPs through a low temperature sodium
acetate mediated solvothermal process, where both their size and magnetic behaviors could be
controlled by controlling reaction conditions. We demonstrate that the size of the magnetite
clusters can be controlled in between 208 and 381 nm using single iron (I11) chloride precursor,
just by controlling the molar ratio of iron precursor and sodium acetate in the reaction mixture.

2. Materials and methods
2.1 Chemicals & solvent

Ferric chloride hexahydrate (FeCl;e6H,0, 97%) and anhydrous sodium acetate (NaAc)
(CH3COONa, 99.9%) were obtained from Sigma-Aldrich, USA. Ethylene glycol (EG, C,HgO,,
99.7 %) was purchased from J. T. Baker, Mexico. E-pure deionized (DI) water (0>18.2 Q0.cm) was
used as solvent for washing. All the chemicals were of analytical grade and used as received.

2.2 Solvothermal synthesis of Fe;O4 nanoparticles

In a typical synthesis process, first a 0.6M FeCl;*6H,0 solution was prepared by dissolving
1.621 g of FeClz*6H,0 in 10 mL of EG. The solution was added to 40 mL of EG in a two-necked
round bottom flask under Ar flow and magnetic agitation. After 30 min of stirring, 10 mL of
sodium acetate solution of a particular molar concentration (0.9 M - 1.5 M, using EG as solvent, M
represents mol/L) was added to the previous mixture under vigorous magnetic stirring. The stirring
process was continued for another 3 h and then the mixture was transferred to a Teflon-lined
stainless steel autoclave and heated at 190°C for 24 h. Finally the autoclave was cooled down to
room temperature and the product was magnetically separated, washed with water and ethanol
several times, dried at 659C for 12 h and stored under Ar atmosphere. All the synthesized samples
(MNPs) were highly hydrophilic, and therefore, could be dispersed in water very easily.

2.3 Characterization of MNPs

Field emission high-resolution scanning electron microscopy (FE-HRSEM; Zeiss Auriga 3916)
and high resolution transmission electron microscopy (HRTEM; JEM-ARM200F) were used to
determine the size and morphology of the synthesized nanoclusters. Crystalline phase of the
nanostructrures was studied by X-ray diffraction (XRD) using the CuK, emission (1=1.5406 A ) of
a Bruker Discover D8 diffractometer. Room temperature Raman spectra of the samples were
collected using a microRaman system (Horiba JOBIN-YVON spectrophotometer) utilizing a He-
Ne laser (1=532.6 nm) excitation source and a thermoelectrically cooled charge-coupled device
(CCD). A MicroSense EV7 vibrating sample magnetometer (VSM) was used to record the room
temperature (RT) magnetization curve of the nanostructures. To determine the specific surface area
of the magnetite clusters, their N, adsorption-desorption isotherms at 77K were recorded using
Belsorp-Mini 1l (BEL Japan, Inc) analyzer. The samples were degassed at 150°C for 6 h in vacuum
prior to the measurements.
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Fig. 1 Typical SEM images of Fe;O, clusters prepared Wlth () 0.9M, (b) 1. 05M (c) 1.2M, (d) 1 35M, (e)
1.5M concentrations of sodium acetate in the reaction mixture. The insets present the size distribution

histograms of the corresponding magnetite clusters

3. Results and discussion

Fig. 1 shows the typical SEM images of the magnetite samples prepared at different sodium
acetate concentrations. All the samples revealed the formation of spherical clusters of sub-
micrometer sizes made of nanometer size primary particles, indicating their formation through
agglomeration of smaller units. From the size distribution histograms of the clusters (presented as
insets of the corresponding SEM images), it is clear that their final size depends on the
concentration of sodium acetate in reaction mixture (Fig. 2). Using high-resolution SEM images of
the clusters, the average size of the constituting smaller particles (primary particles here after) in
the clusters of each sample could be estimated (see Fig. 3 and Fig. S1-S5 of the supplementary
information). As can be seen, both the average size of the sub-micrometric clusters and average
size of the nanometric primary particles vary with the concentration of sodium acetate in reaction
mixture. While the size variation of the primary particles with the variation of sodium acetate
concentration can be understood from the mechanism of reactions occurred during the
solvothermal process (discussed later), the size variation of the sub-micrometer clusters is seen to
depend on the size of primary particles. As can be seen from Figs. 2, 3, the size of the sub-
micrometer clusters and their constituting primary particles vary oppositely. As the surface energy
of smaller primary particles is higher than the bigger ones, the probability of their agglomeration is
higher; and hence, a larger number of smaller primary particles agglomerate to form bigger
clusters, and vice versa. However, agglomeration of magnetic particles in solution containing
surfactant is controlled not only by their surface energy, but also by van der Waals, electrostatic,
and magnetic-dipole forces, along with non-DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) steric
repulsion (Ching et al. 2002).
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Although there exist many reports on the reaction mechanism involved in the formation of
magnetite in the thermal decomposition (Ravikumar et al. 2011), co-precipitation (Mascolo et al.
2013), polyol (Cha et al. 2013) and other processes, the reaction mechanism involved in
solvothermal synthesis of MNPs is not yet clear. Considering the reducing behavior of EG at high
temperatures in the polyol process (Blin et al. 1989), the reaction involved in the solvothermal
process while using FeCls*6H,0 as unique iron precursor can be expressed as follows.

Initially when we dissolve iron (111) chloride and sodium acetate in ethylene glycol, the
Fe(OH); is produced following the reaction

FeC|3'6H20(S) + 3CH3COONa(S) + C,H¢O, n— FG(OH)g(S) + 3NaCI(S)
+ 3CH3COOH(|) + C,Hg0, ot 3H20(|)

On heating the reaction mixture at high temperature (190°C, which is close to the boiling point
of ethylene glycol, 197°C), ethylene glycol acts as a reducing agent to produce iron (I1) hydroxide

Fe(OH)s) + CoHsO2 (|)A—> Fe(OH),) + CoH4Og) + HO() + OH (5 (2)

Finally, these iron (111) and iron (II) hydroxides react in 2:1 molar ratio at higher temperature
(190°C) to form magnetite nanostructures following the reaction

2Fe(OH)3) + Fe(OH)yy —  FesOugl + 4H,0 3

In fact, the concentration of sodium acetate in reaction mixture determines the size of primary
particles, and hence the final size of the magnetite clusters, as has been proposed by Yu and Kwak
(2011) for their solvothermally synthesized metal ferrites. A higher concentration of sodium
acetate in reaction mixture produces iron (I11) hydroxide in higher concentration, which during
solvothermal process reacts with iron (1) hydroxide, producing magnetite nanostructures with
yield in between 6-50% (Fig. 3). While the production yield of magnetite increases linearly with
the increase of sodium acetate concentration in the reaction mixture, after a critical concentration,
the size of the primary MNPs decreases (Fig. 3).

The size reduction of the primary MNPs at very high concentrations of sodium acetate is
expected, as the production of Fe(OH); is very high for high sodium acetate concentration. While
both the nucleation and growth rate of primary MNPs increase initially on increasing the Fe(OH),
in the reaction mixture, and hence increasing their average size and the production yield. Presence
of excessive Fe(OH); in the reaction mixture (in excess of Fe**ions) will generate a dielectric
double-layer around the primary particles, restricting their further growth. Therefore, the used
sodium acetate not only acts as a precipitating agent, but also as protecting agent of the primary
MNPs. As both the nucleation and growth rate of the primary particles are very high for a high
sodium acetate concentration, they become more dispersed in size, as has been observed in our
SEM analysis (Fig. 2). However, generation of Fe(OH); in excess in the reaction mixture for high
sodium acetate concentration (which form the protecting layer around the primary particles)
improve their size dispersion by restricting further growth.

The magnetization curves (M vs. H curves) for the samples synthesized at 0.9, 1.2, and 1.5M
concentrations of sodium acetate are shown in Fig. 4. All the samples revealed superparamagnetic
behavior with saturation magnetization (M;) varying in-between 74.3 and 77.4 emu/g. The values
are higher than the Ms values reported by several research groups for the MNPs prepared by
different synthesis techniques (lida et al. 2007, Park et al. 2004, Zhao et al. 2006, Sun et al. 2009).
It should be noted that the Ms reported for bulk magnetite is about 92 emu/g (Han et al. 1994).
Though the saturation magnetization as high as 81 emu/g has been reported by some researchers

M)
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Fig. 3 Variation of production yield and average crystallite size of the primary MNPs with the
variation of sodium acetate concentration in the reaction mixture

(Hu et al. 2009, Deng et al. 2005, Xu et al. 2010, Deng et al. 2008) for the MNPs synthesized by
hydrothermal/solvothermal technique, their process temperature was higher (200°C) than the
temperature (190 °C) we used for solvothermal treatment. The MNPs prepared at higher
hydrothermal/solvothermal temperatre have better crystallinity. As can be seen from the HRTEM
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Fig. 4 Magnetization curves for the magnetite clusters synthesized with sodium acetate concentration
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Fig. 5 Representative HRTEM images of a magnetite cluster synthesized with sodium acetate
concentration of 1.2M. Clear lattice fringes in the high-resolution image clearly demonstrate good
crystallinity of the primary MNPs

image of ours samples presented in Fig. 5, all the primary MNPs in the clusters are highly
crystalline, though not of single-crystalline nature. Therefore, we believe, the lower M;s values in
our samples is associates to arbitrary orientation of the magnetic domains and the presence of
NaCl as impurity formed during the reaction, which was not removed completely during washing.
While a higher M for the MNPs grown at higher temperature is well known (Guardia et al. 2007),
the effect of NaCl impurity was verified by measuring the EDS spectra of a sample after repeated
washing (Fig. S6 of SI). As can be seen from the inset of the Fig. 4 and Table 1, the coercivity of
our samples prepared with different concentrations of sodium acetate vary in between 15 and 49
Oe. Though most of the published works do not report the coercivity values for their synthesized
MNPs, Zhu and Diao (2011) have reported a corecivity of 35.5 Oe for their magnetite clusters
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Fig. 6 XRD patterns of the magnetite clusters prepared with different concentrations of sodium
acetate in the reaction mixture

Table 1 Particle and grain size variation of magnetite nanoparticles grown at different synthesis conditions
Sodium acetate SEM estimated av. HRSEM estimated av. XRD estimated av. M; H.

Sample conc. (mol/L) cluster size (nm) primary particle size (nm) grain size (nm) (emu/g) (Oe
0.9 300 19 14 743 15
1.05 228 24.3 15.4 773 27
Fe;0,4 1.2 208 26.3 20.5 77 48
1.35 217 26 18.1 76 49
15 381 21 17.8 774 35

consisting 12 nm primary nanoparticles. Again, the fluctuation of coercivity in our samples can be
associated to the presence of NaCl as impurity.

Fig. 6 shows the XRD patterns of the Fe3O,4 clusters prepared at different sodium acetate
concentrations. As can be seen, all the samples revealed diffraction peaks associated to magnetite
in cubic phase (PDF #89-0691). The average crystallite size in the clusters was estimated through
Debye-Scherrer equation (D=0.94/£cosé) using the most intense (311) diffraction peak of the
samples (Table 1), where D is the crystallite size, 1 is the radiation wavelength (Cuk,=0.15406
nm), @is the diffraction peak angle, and g is the full width at half maximum (FWHM) of the
diffraction peak. From the Table 1, we can see that the crystallite size of the samples depend
strongly on the concentration of sodium acetate, which vary in between 19 and 26.3 nm.

We must recognize that the XRD pattern of standard Fe;O, (magnetite) is very similar to the
standard j-Fe,O3; (maghemite) sample, with only difference of two low intensity peaks appearing at
about 23.7 and 26.1 degrees in the later. However, these diffraction peaks are not present in our
samples (Fig. 6). However, as the intensity of these peaks in XRD pattern of maghemite generally
appear in very low intensities, we cannot exclude the possibility of the presence of j-Fe,Os in our
samples considering their XRD patterns only. To verify the phase pure nature of our samples, we
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Fig. 7 Room temperature micro Raman spectra of the magnetite clusters prepared at different sodium
acetate concentrations in reaction mixture
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Fig. 8 N, adsorption—desorption isotherms of the magnetite clusters prepared with (a) 0.9M, (b) 1.2M,
(c) 1.5M concentrations of sodium acetate in the reaction mixture

recorded their Raman spectra at room temperature.

To confirm the structural phase of the synthesized nanostructures, we analyzed all the samples
by microRaman spectroscopy at room temperature (Fig. 7). All the samples revealed an intense
peak centered around 670 cm™, which corresponds to the A, mode (Fe-O symmetric stretching) of
pure Fe;O,4. The low intensity Raman peak appeared at about 318 corresponds to the E; mode (Fe-
O symmetric bending) of FesO, (Degiori et al. 1987, Legodi and Waal 2007). Absence of any
Raman peak near 700, 500 or 350 cm™, which correspond to the phonon modes of »Fe,05 (De
Faria et al. 1997), indicates all the samples we prepared are of pure Fe;O, phase. The
observation is also in good agreement with the proposed mechanism that favors the formation of
magnetite over the j»<Fe,O; nanoparticles in the presence of excess EG, which guarantee the
reduction of Fe** to Fe* keeping their concentration ratio 2:1 in the reaction mixture necessary for

producing magnetite.
The specific surface area of the porous magnetite clusters prepared with 0.9, 1.2, and 1.5 M
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concentrations of sodium acetate have been studied by recording their N, adsorption-desorption
isotherms at 77K (Fig. 8). From Fig. 8, we can see that all the samples revealed characteristics of
both type Il and type IV porous materials (IUPAC classification) (Sing et al. 1985). As the
magnetite clusters are formed by the interconnected primary particles of about 20 nm size, without
following any order, both type Il and type IV characteristics of the isotherms indicate the mixed
macro- and mesoporous nature of the samples with inhomogeneous pore size distribution. The
BET estimated specific surface area of the clusters prepared with 0.9, 1.2, and 1.5 M
concentrations of sodium acetate were of 39.87, 42.3 and 35.61 m%g, respectively.

4. Conclusions

In summary, we could synthesize magnetite nanoclusters of different sizes in controlled manner
through solvothermal process, maintaining their stoichiometric composition and unique structural
phase. By varying the concentration of precipitating agent (sodium acetate) in the reaction mixture,
the size and morphology of the nanoclusters could be controlled in between 208 and 381 nm,
utilizing FeCl;e6H,0 as unique iron precursor and ethylene glycol as solvent. The sub-micron size
magnetite clusters are formed by the agglomeration of smaller primary nanoparticles of 19-26.3
nm sizes. While the size of sub-micrometer magnetite clusters depends on the average size of
primary nanoparticles, their surface energy and aggregation behaviors, their magnetic properties
depend on the size of primary particles and impurity content. While an increase of sodium acetate
concentration in the reaction mixture enhances the production yield of the magnetite clusters
linearly, sodium acetate concentration higher than an optimum value reduces the size of primary
nanoparticles.
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ABSTRACT

In the present work, we describe the fabrication of composite nanopatricles containing magnetite-core and
mesoporous silica-shell (Fe;0,@m-SiO,) through wet-chemical synthesis. The composite nanostructures with strong
superparamagnetic behaviors are potential candidates for targeted drug delivery applications. Crystallinity, structure
and magnetic phases of the composite nanoparticles have been studied by X-ray diffraction, scanning electronic
microscopy, and transmission electron microscopy techniques.

Keywords: Fabrication, porous composite hanostructures, drug-delivery.
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1. INTRODUCTION

Magnetic nanomaterials have been widely studied for their applications in magnetic media recording [1], water splitting [2],
magnetic resonance imaging [3], targeted drug delivery [4], and so on. In the field of biomedicine, magnetite (Fe,O,)
nanoparticles have attracted much attention because of their biocompatibility and high magnetic response. However, these
nanoparticles, if not protect correctly against biological mediums where they are transported, get degraded easily. Therefore, it is
important to choose the correct protection for these nanoparticles before applying them in biological media [5]. On the other
hand, mesoporous silica as drug vehicle in drug delivery systems has also been studied for its biocompatibility and the great
capacity to preserve drugs [6,7].

Thereby, in this work, we have synthesized Fe;O,@mSiO, nanocomposites, to exploit the properties of both the materials,

i.e., the excellent magnetic response of magnetite and the high capacity of drug holding of mesoporous-silica. To create the
mesoporous in silica shell layer we used a soft template method [8]. Cationic surfactant cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) has been used to form micelles over the magnetite core particles, which also act as template for the formation of
mesoporous silica layers over the prefabricated magnetite particles. Finally, the CTAB was extracted through of an acid treatment
to obtain the Fe;O,@mSiO, composite particles.

2. MATERIALS AND METHODS

The chemical reagents used were ferric chloride hexahydrate (FeCl;-6H,0), anhydrous sodium acetate (CH,COONa), ethylene
glycol (C,H60,), tetraethyl-orthosilicate (TEOS), ethanol, ammonium hydroxide 28%wt, CTAB, and deionized (DI) water.

Synthesis of magnetite nanoparticles. For the synthesis of magnetite nanoparticles we employed a hydrothermal method.
Firstly, in a three-necked round-bottom flask, a 10 mL solution of FeCl,;-6H,0 (0.6M) was mixed with 10 mL solution of sodium

acetate (0.9M). Both the solutions were prepared in ethylene glycol (EG) under magnetic stirring and Ar flow. To this mixture



another 40 mL was added under magnetic stirring. The obtained homogeneous yellow solution was transferred to a Teflon-lined
stainless-steel autoclave and sealed to heat at 190°C. After 24 hrs of hydrothermal treatment, the autoclave was cooled down to
room temperature. The obtained black precipitate was washed with water and ethanol several times, and then dried in an oven at
65°C for 12 h.

Synthesis of Fe;0,@mSiO, composites.The synthesis process of the composite particles was as following: 100 mg of

magnetite nanoparticles were disperse in 50 mL of ethanol under ultrasonic agitation. After that the nanoparticles were
magnetically separated and dispersed in a solution of 100 mL of water/ethanol (1:4, v/v) and 1 mL NH,OH (28 wt%) mixtures,

which followed by the addition of 0.03 mL of TEOS. After stirring for 6 h at room temperature, the nanoparticles were
magnetically separated, washed with ethanol and water, and redispersed in another solution with 120 mL water/ethanol (4:3, v/v),
NH,OH 28%wt (0.5 mL) and CTAB (0.3 g). This solution was stirred for 30 minutes to form a homogeneous mixture. After that,

about 0.43 mL of TEOS was added drop-wise under mechanical stirring. After 6 h of reaction at room temperature, the
precipitates were separated magnetically, washed with water and ethanol several times, and then dried in an oven at 65°C for 12
h. To extract CTAB from the composite nanoparticles, they were dispersed in an ethanol/acetic acid (glacial) mixture (95/5, v/v)
and stirred for 30 min, after which they were washed with ethanol and water, and finally dried at 80°C for 24 h.

Characterization. Morphology of the magnetite and composite samples were studied using a Jeol JSM-5300 scanning
electron microscope. Average sizes of the nanoparticles were obtained from their size distribution histograms counting over
approximately 50 particles from their SEM images. Transmission electron microscopy (TEM) images of the samples were
obtained using a 2010 F microscope operating at 200 kV accelerating voltage, with a resolution of 0.19 nm. Powder X-ray
diffraction (XRD) patterns of the samples were recorded on a Phillips XxPert diffractometer with a CuKot radiation source (A =
1.5406 A). Finally the Fourier transform infrared (FT-IR) spectra of the samples were collected in a Nicolet 750 spectrometer.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

To determine the structure and structural phase of the synthesized products, we used the XRD technique. Figure 1 shows the
XRD pattern of the Fe,O, sample synthesized by hydrothermal method. As can be seen, all the diffraction peaks correspond to
the magnetite in cubic phase (PDF #89-0691), without any other phase present. Applying the Debye-Scherrer equation (D =
0.91/Bcosb) on the (311) reflection, the average crystallite size of the nanostructures was determinate to be of 16 nm.
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Fig. 1. XRD pattern of the Fe;O, nanoparticles.

On the other hand, Figure 2 (a) presents a representative SEM image, showing the formation of large spherical particles with
an average diameter of 242 nm. The TEM images of the sample presented in Figure 3 suggest that the large particles (242 nm av.
diameter) consist of smaller particles of about 16 nm, same as of the average crystallite size obtained from their XRD analysis.
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Fig. 2. (a) A typical SEM image of Fe;0, nanoparticles and their (b) size distribution histogram.
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Fig. 3. Typical TEM images of Fe;0, nanoparticles at different magnifications.

Typical SEM images of the magnetite nanoparticles covered by mesoporous silica-shell are shown in Figure 4. We can see
that the spherical form of the original magnetite nanoparticles is retained in their composite structures. However, the average size
of these composite particles was estimated from their size distribution histogram to be of 324 nm, which indicate the formation of
about 41 nm thick silica shell over the magnetite particles. The formation of silica-shell around the magnetite nanoparticles is

clear from the contrast difference in their images presented in Figure 4.
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Fig. 4. (a, b) Typical SEM images of Fe;0,@mSiO, particles and their (c) size distribution histogram.

To be sure that CTAB was completely remove from the composite samples, FT-IR analysis was performed over them before
and after the acetic acid treatment over them. In FT-IR spectrum of the sample without acetic acid treatment presented in Figure 5

“

(curve “a”), there appeared two absorption peaks at about 2921 and 2851 cm'. Both the peak correspond to the vibration of -
CH2- bonds of CTABI8], which disappeared after the acetic acid treatment (curve “b”), suggesting a complete removal of CTAB
from the sample on acetic acid treatment.

“, »

We can see in both spectrum of Figure 5 (curves “a” and “b”) there appeared two absorption peaks at about 1085 and 961
cm”', which correspond to the asymmetric vibration of Si-O and Si-OH bonds, respectively. The shoulder peak at about 1200 cm™
! corresponds to an asymmetric vibration of Si-O bond. Another absorption peak appeared at about 800 cm corresponds to the
symmetric vibration of Si-O bond. On the other hand, the absorption peaks around 3430 cm™' and 1630 cm_, correspond to the

stretching and bending vibration modes of water absorbed at the surface of the nanostructures [9, 10]. Finally, the peak appeared
around 580 cm-1 correspond to the deformation of Fe-O bonds of magnetite [11]. The FT-IR spectra of the samples confirm the
presence of silica shells over the core magnetite particles.
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Fig. 5. FT-IR spectra of Fe;0,@mSiO,/CTAB composite nanoparticles (a) before, and (b) after the acetic acid treatment.

4. SUMMARY AND CONCLUSION

We demonstrate the possibility of synthesizing phase pure magnetite nanoparticles through hydrothermal method. In this method,
bigger, spherical magnetite nanoparticles of about 242 nm average size assembling smaller, of about 16 nm magnetite
nanoclusters were formed. Using a modified Stober method, mesoporous silica layers of about 42 nm thicknesses could be
formed over the magnetite nanoparticles. Fabrication of mesoporous silica-shell layer over magnetite nanoparticles has been

demonstrated using CTAB as organic template, which could be removed successfully and easily from the composite structures
using ethanol-acetic acid solution.
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