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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio la sintesis de nanoparticulas de éxido de hierro por
medio de ultrasonido o sintesis sonoquimica, con el objetivo evaluar su potencial como

técnica de fabricacion.

Las reacciones se desarrollaron, a partir de pentacarbonilo de hierro y acido oleico,
utilizando diferentes tiempos de reaccion y temperaturas, posteriormente las muestras
se sometieron a lavados con alcohol y tolueno con el objetivo de eliminar los reactivos

sobrantes y precipitar las nanoparticulas.

Se utilizaron diferentes técnicas para caracterizarlas y observar el comportamiento de
su crecimiento, entre dichas técnicas se encuentran: Dispersion de Luz Dinamica
(DLS), Microscopia Electronica de Transmision (TEM) para la parte morfoldgica,
Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR) y Espectroscopia de Rayos X de energia
Dispersiva (EDS) para la caracterizacion quimica.

En los resultados obtenidos se demostré una distribucion de tamafio uniforme, con
variaciones significativas de tamafio entre muestras a diferentes temperaturas, el
espectro FTIR demostré la presencia de nanoparticulas de 6xido de hierro con un
complejo Oleato-Oxido de Hierro que se espera obtener en la superficie de la

nanoparticula.

Xi



l. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



.1. Justificacion

Se ha descubierto que a escala nanomeétrica, (10° metros) los materiales suelen
comportarse de manera diferente a como lo harian en estado macroscoépico.
Estas nuevas propiedades han generado un interés particular en varias
disciplinas tales como la catalisis, la biomedicina/biotecnologia, generacion de
imagenes de resonancia magnética, el almacenamiento de datos y la

remediacion ambiental, entre otras.

Particularmente en el area de la biomedicina los compuestos magnéticos y
poliméricos han generado un particular interés, esto es debido a sus excelentes
propiedades y respuestas a campos magnéticos, estabilidad y biocompatibilidad,
que los hacen candidatos ideales para su uso como catalizadores
magnéticamente recuperables, agentes transportadores de medicamento y

potenciales anticancerigenos.

Esta clase de materiales incluye nanoparticulas metéalicas, bimetalicas y 6xidos
metalicos como las nanopatrticulas de 6xido de hierro. Particularmente para este
trabajo se buscé el uso de las nanoparticulas de 6xido de hierro, las cuales en
estas dimensiones exhiben un comportamiento superparamagnético, el cual se
explicara més adelante. La finalidad de estos materiales esti basada en su
aplicacibn como agente transportador de medicamento hidrofébico, motivo por

el cual se busca producir una nanoparticula que pueda ser hidrofébica por igual.

Existen una serie variada de métodos para sintetizar nanopatrticulas, la mayoria
de ellas requiere de procesamientos en atmosferas controladas, altas energias

como temperaturas y/o agitacion.

En este trabajo se plantea sintetizar nanoparticulas de O6xido de hierro
recubiertas de acido oleico por medio de la técnica de sonosintesis. Esta técnica
se basa en el uso de la energia producida por la cavitaciéon de ondas sonoras de

alta frecuencia en medio liquido a temperaturas muy cercanas a la ambiental.



1.2.

Objetivo general.

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con acido

oleico utilizando ondas de ultrasonido (sintesis sonoquimica). Para posibles

aplicaciones biomédicas como transporte de medicamentos y tratamientos in

situ.

El proceso consiste en la sonicacién de una solucion preparada a partir

de una solucién de pentacarbonilo de hierro y acido oleico, para producir una

suspension de nanoparticulas, seguido de la purificacion de la misma mediante

lavados utilizando un precipitante y un solvente en intervalos; para eliminar el

exceso de reactivos. Se busca evaluar las mejores condiciones para que la

sintesis se lleve a cabo.

Objetivos Particulares.

Produccion de nanoparticulas de 6xido de hierro mediante sintesis
sonoquimica, utilizando como precursores, pentacarbonilo de Hierro y

Acido Oleico a diferentes temperaturas y tiempos de reaccion.

Caracterizar las nanoparticulas sintetizadas por sonosintesis a diferentes

rangos de temperatura: 4°C, 25°C y 40°C.

Caracterizar las nanoparticulas sintetizadas por sonosintesis a diferentes

tiempos de reaccion: 30 minutos, 1 hora, 1 hora 30 minutos, 2 horas.

Observar morfolégicamente la estabilidad de las nanoparticulas
sintetizadas.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA.



I1.1. Nanomateriales

El termino nanomaterial es relativamente nuevo. Por contener el prefijo “nano”
es facil asociarlo a la escala métrica correspondiente a 1x10°m, el nanémetro.
Segun la Institucion Britanica de Estandares (BIS) se considera como
nanomateriales aquellos en los que al menos una de sus dimensiones cuenta
con un tamafio de 100nm o menos (1). Estos materiales, pueden dividirse en 3
tipos: nanomateriales discretos, materiales para dispositivos a nanoescala y

nanomateriales en bulto (2) (3).

Dependiendo del nimero de dimensiones que se encuentran dentro de la escala

de 0-100nm, se puede decir que el nanomaterial es: mono, di o tridimensional

(4).

[1.2.2. Nanomateriales 1D

En estos materiales dos de sus dimensiones no se encuentran dentro de la
escala correspondiente y una si, lo cual les confiere una forma aplanada.
Ejemplos de materiales con esta forma son: peliculas delgadas,

nanorecubrimientos y membranas.

[1.2.3. Nanomateriales 2D

Los nanomateriales bidimensionales son aquellos en los que solo una de sus
dimensiones difiere del intervalo de 0-100nm, de manera que adoptan formas

“‘lineales”. Tal es el caso de: los nanotubos, nanocables y nanobastones.

[1.2.4. Nanomateriales 3D

Como su nombre su nombre lo indica ninguna de sus dimensiones se encuentra
fuera del rango de 0-100nm, lo cual nos lleva a que en esta clasificaciéon solo

entren materiales muy pequefios: nanoparticulas, puntos cuanticos y coloides

(4).

En la siguiente imagen se puede apreciar el diagrama tridimensional para la

clasificacion de los nanomateriales.



3-D Todas sus dimensiones a nancescala

2-D Dos dimensicnes a nanoescala

1-D Una dimension a nancescalao

0-100 nm

1D

Una dimension (t) a nanoescala,
otras dos dlmensmnes (Lx,Ly) no

;i t< 100 nm

2D

Dos dimensiones (x,y) a nanoescala,
una dimensién (L) no

3D

Todas sus dimensiones (x,y,z) a nanoescala
2Tt +d*_: 100 nm

o L]
ad

ﬂoo
o Yo

se 2

e
oll‘

Figura 1. Diagrama tridimensional que muestra las relaciones entre nanomateriales 1D, 2Dy 3D.
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Figura 2. Ejemplos de nanomateriales 1D, 2D y 3D. a) Nanoparticulas Ag-Au, b)Nanoalambres de Si/Ge,
¢) Nanocapa de platino.



[I.2. Nanoparticulas

Como se menciono en la clasificacidén anterior las nanoparticulas son entidades,
de materiales organicos e inorganicos, cuyas tres dimensiones son menores a
100nm; a esa escala los materiales presentan propiedades diferentes a su forma

macroscopica (5).

Las principales caracteristicas que pueden variar en ellos son los
comportamientos de superficie, presion de vapor, solubilidad, y propiedades
fisicas y Opticas. Cuentan con una gran area superficial especifica, esto las hace
buenas candidatas para ser utilizadas en agentes antibacteriales, catalisis y
sensores. Lamentablemente esta caracteristica también las hace sensibles a
adsorberse o reaccionar con otros materiales en el medio ambiente, tienden
también a aglomerarse en estado seco, o flocularse cuando estan en

suspension.

Cuando el tamafio de una nanoparticula es lo suficientemente pequefio, puede
presentar caracteristicas Unicas en su estructura electrénica, autoensamblaje,
propiedades fisicas y reactividad quimica. Por ejemple, en algunas
nanoparticulas puede apreciarse el cambio de la banda prohibida de
conductividad al variar la temperatura, haciendo que el mismo material se

comporte como semiconductor (6).

Debido a su variedad de propiedades, multiples areas de estudio se interesan
por estos materiales, especialmente en el caso de la biomedicina donde las
nanoparticulas metalicas, oxido metéalicas y poliméricas han sido vistas como
plataformas que pueden ser cargadas con diferentes tipos de medicamento, una

opcion para el tratamiento de diferentes enfermedades (7).

I1.2.1. Nanoparticulas Poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas son entidades entre 0 y 100nm, las cuales son
constituidas de polimeros tales como: dextrano, quitosana, derivados de

celulosa, poly(acrilatos), poly(anhidridos), poly(acrilamidas) y poly(ésteres) (8).



Pueden ser tanto nanoesferas como nanocapsulas. Las nanoesferas son
esferas hechas de una matriz de polimero que pueden contar o no, con
moléculas atrapadas o adsorbidas en ellas. Las nanocpsulas consisten en un
nucleo liquido rodeado por una membrana polimérica, son estudiadas por su
utilidad como encapsulantes donde se pueden confinar sustancias. Una de sus

principales propiedades estudiadas es su biocompatibilidad y carga (9).

Encapsulated Adsorbed

Nanospheres

Nanocapsules

Figura 3. Tipos de nanoparticulas poliméricas.

[1.2.2. Nanoparticulas Metalicas

Las nanoparticulas metélicas pueden encontrarse como sistemas puros o
mezclas de diferentes metales. Estos han demostrado ser sistemas interesantes,
que pueden ser sintetizados y modificados quimicamente. Sus propiedades
eléctricas son muy similares al material en bulto y sus procesos de carga de
superficie y de transporte de electrones pueden entenderse con expresiones

relativamente simples.

Las nanoparticulas metalicas han sido estudiadas principalmente por las
coloridas soluciones coloidales que producen. Su caracteristica mas destacada
es su comportamiento optico. Cuando una nanoparticula metalica se irradia con
un haz de luz, se genera una excitacion de sus electrones de conduccion. La

vibracion de estos electrones puede generar un cambio en el campo eléctrico de



la luz en el entorno de la particula: un cambio de color segun la luz incidente (10)
(11).

Debido a sus propiedades oOpticas se propone su uso en aplicaciones biomédicas

como agentes de contraste Optico, magnético, sensores, terapia fototérmica (12).

11.2.3. Nanoparticulas Oxido Metalicas

Las nanoparticulas de 6xidos metdlicos, especialmente de metales de transicion,
suelen albergar propiedades electronicas y magnéticas Unicas, debido a las
estructuras cristalinas que pueden adquirir y su enlace metal-oxigeno. Entre

dichas propiedades destacan el comportamiento ferro, ferri y antiferromagnetico.

Las nanoparticulas coloidales de hierro con una distribucion de tamafio de 8nm
suelen presentar comportamiento superparamagnético. Cuando a un material se
le aplica un campo magnético sus momentos magnéticos se alinean con este
campo, cuando la magnitud del campo decrece, el momento magnético de los

atomos deja la alineacion.

Generalmente en los materiales ferromagnéticos puede conservarse esa
alineacion y el material queda con una magnetizacién residual. Cuando el
namero de atomos por particula es reducido el nUmero de puntos magnéticos
con los que cuenta es menor, esto le da la facilidad de responder
espontaneamente al cambio del campo magnético, de esta forma no se produce
magnetizacion residual y se dice que se comportan de forma

superparamagnetica (13).

En la Figura 4, se presenta la variacion de la magnetizacion del material (B) en
presencia de un campo magnetico variable (H). En la ausencia de magnetizacién

residual no hay histéresis (linea AB).
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Figura 4. Diagrama de Histéresis Magnética

[1.3. Sonosintesis 6 Sintesis sonoquimica

La sonoquimica puede definirse como un &rea de investigacion la cual se enfoca
en el uso de ondas de ultrasonido (20KHz — 10MHz), para inducir reacciones
quimicas. En las ultimas dos décadas se ha estudiado su uso en la sintesis de

nanoparticulas (15).

Directamente las ondas de ultrasonido son incapaces de producir reaccion
alguna, debido a que sus longitudes de onda son mas grandes que las
dimensiones moleculares. Sin embargo son capaces de infligir la energia
suficiente para producir cavitacion. El liquido al ser irradiado con ondas de
ultrasonido experimenta un movimiento expansivo y compresivo alternado, las
bajas de presion localizadas pueden hacer descender la presion debajo de la
presion de vapor actual del liquido, lo cual produce la formacién de burbujas las
cuales comienzan a oscilar y crecer mientras acumulan energia. Alcanzado
cierto tamafio (decimas de mm) la burbuja tiende a implotar, liberando energia
instantaneamente. La teoria afirma que al implotar se generan temperaturas que
pueden variar entre 5000 a 25000K, y que duran menos de un nanosegundo,
con una velocidad de enfriamiento y calentamiento de aproximadamente 10°

K/s, a esta etapa se le conoce como “Hot Spot” (16) (15).
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Figura 5. Comportamiento de la burBujé en el proceso de cavitacion.

Se cree que las condiciones anteriormente mencionadas son las causantes de
la reaccion quimica, sin embargo aun no se han establecido mecanismos de
reaccion que describan a detalle lo que ocurre en esta etapa. Teorias afirman
que la formacién de productos nanométricos se debe a una cinética demasiado
rapida que no permite el crecimiento del nucleo. En el caso de precursores no

volatiles se lleva a cabo en un radio cercano a la burbuja.

La sonoquimica ofrece ventajas sobre otros métodos como son una mejor
distribucion de tamafio, sintesis a bajas temperaturas y tiempos cortos de
reaccion.

Esta técnica de sintesis es capaz de producir nanoparticulas esféricas, ha sido
comprobado que también puede producir nanoparticulas de éxidos de hierro con

propiedades superparamagneticas (6).

Sus caracteristicas magnéticas las hacen candidatas para aplicaciones en
sensores, electrénica, almacenamiento de energia, transportadores de

medicamento y agentes de contraste magnético, entre otras (14).
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[1.3.1 Equipos de ultrasonido

Como se habia mencionado anteriormente las frecuencias necesarias para la
cavitacion se encuentran entre los (20KHz — 10MHz). Un equipo sonicador de
laboratorio cuenta con una antena generalmente de titanio que genera las ondas
debido a un piezo eléctrico, esta barra se introduce en un reactor de cristal y es
capaz de operar entre 20 y 40kHz con un poder de alrededor de 700W. Los
bafios ultrasonicos comerciales suelen estar en el rango de los 40kHz aun poder
de alrededor de 80W, éstos pueden suelen tener menor intensidad que los
sonicadores de laboratorio pero son Utiles para reacciones liquido-solido.

1.4 Interacciones Coloidales

Para obtener una solucion coloidal estable generalmente es necesaria la
modificacién o funcionalizacién de la superficie de las nanoparticulas con el
objetivo de crear una barrera de energia que evite que se aglomeren. Esto puede
ser modificando la carga de la superficie o cubriéndola con otro material. Para
esto Ultimo suelen utilizarse compuestos organicos que actian como

surfactantes o polimeros que se adsorben a su superficie.

[1.4.1 Surfactantes

También llamados tensoactivos, son compuestos generalmente consistentes en
una cabeza polar y una larga cadena alquilo apolar que, dependiendo de su
afinidad se orientan en una interface. En la sintesis de nanoparticulas se alinean
y adsorben en su superficie, creando una capa organica que las estabiliza en la
suspension y pueden llegar a controlar la morfologia y tamafio de la
nanoparticula. Suelen ser moléculas pequefias y dependiendo de su naturaleza
pueden brindar a la particula tres comportamientos diferentes en suspension:
Lipofilico, Hidrofilico o Anfifilico (17).
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Comportamiento Lipofilico

Se dice que una nanoparticula funcionalizada es lipofilica cuando las moléculas

del recubrimiento tienen una atraccion débil por el solvente polar del entorno,

por ser grupos hidrofobicos tales como acidos grasos o alquil fenoles con

cadenas de 6 a 10 carbonos pueden “nadar” libremente en solventes grasos

similares a ellos.

3 _ ’ ’

Oor

LS &
3 -

/
Nucleos magnéticos

Surfactante + solvente

& /
—
&

Nanoparticulas cubiertas

Surfactante

0 0

| &
Pk

Nucleo magnético

Figura 6. Uso de surfactante en el recubrimiento de nanoparticulas.

Comportamiento Hidrofilico

Aquellas nanoparticulas funcionalizadas que contienen en su superficie grupos

quimicos que presentan una fuerte atraccion por el medio solvente polar como

sal de amonio, poliol o licina.
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Figura 7. Esquema del comportamiento de dispersién de particulas coloidales con respecto al surfactante.
a) Comportamiento hidrofilico del surfactante, b) comportamiento lipofilico.

Comportamiento Anfifilico

Una superficie anfifilica contiene grupos quimicos tanto hidrofilicos como
lipofilicos, la cadena principal de este tipo de moléculas cuenta con porciones
que incluyen las dos caracteristicas, haciendo a las nanoparticulas solubles en
ambos medios (6).

[1.4.2 Polimeros

Los polimeros se adsorben efectivamente en interfaces y son buenos
manteniéndolas separadas, en comparacidbn con pequefias moléculas de

recubrimiento suelen ser mas efectivos.

Cuando el polimero se adsorbe en la superficie lo hace de una forma que consta
de tres partes: trains que son segmentos lineales directamente adheridos a la
superficie, loops son los segmentos que se separan de la superficie y estan
delimitados por dos trains, y tails que son segmentos sujetos solo por un lado,
guedando el otro libre. Estos segmentos son capaces de crear puentes entre

particulas en el caso de que se encuentren dispersos en la superficie.

Sin embargo es normal que las capas de recubrimiento las nanoparticulas

tiendan a repelerse, esto es un efecto de la fuerza osmética. Cuando dos
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superficies cubiertas se acercan la concentracion de polimero entre ellas

aumenta, creando una fuerza osmotica que las repele y mantiene dispersas (18).

Colloidal
Surfaces

+

4
B

Polymers

Figura 8.
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Depletion Attraction

= ]

Steric Repulsion Bridging Flocculation

Interacciones entre particulas recubiertas con polimeros.

Los surfactantes o polimeros adheridos a la superficie de nano cristales pueden

intercambiarse después, permitiendo la modificacion quimica de la superficie

brindandole diferentes propiedades, reactivas o de dispersion en diferentes

solventes (15).
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MATERIALES Y METODOS.
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I11.1. Materiales.

Para la sintesis se utilizan los siguientes reactivos:

a) Pentacarbonilo de hierro (Fe(CO)s) (I). Marca SIGMA-ALDRICH
b) Acido oleico purificado (C1eH3402) (I). Marca FERMOT

c) Octiléter (C16H340) (l). Marca SIGMA-ALDRICH

d) Tolueno A.C.S (C7Hs) (). Marca FERMONT

e) Alcohol etilico absoluto (C2HsO) (]).

[ll.2. Metodologia.

l11.2.1. Procedimiento para la sintesis

La seleccion del pentacarbonilo de hierro como fuente metélica para la sintesis
de nanoparticulas ha sido estudiada anteriormente. Suslick et al. Utilizaron la
sonoquimica de compuestos metal carbonilicos como, Fe(CO)s, Co(CO)sNO,
Mo(CO)s, y W(CO)s con el mismo objetivo. Segun su teoria los compuestos
metalcarbonilicos tienden a disociar sus ligandos CO dentro de la burbuja
producida en la cavitacion. Creando la aglomeracién de atomos metalicos.
Segun la misma, cambiando las condiciones de la sonicacion se puede lograr
obtener diferentes materiales, tal es el caso que, cambiando la atmosfera inerte
por una con oxigeno en la sonicacién de pentacarbonilo de hierro puede pasar
de obtenerse nanoparticulas de magnetita a nanoparticulas de oxido de hierro

(111) como hematita o0 maghemita.

Sonication

3Fe(CO)s + 170, ——— Fes0, + 15C0,

o
F8304, —2) F3203

18



Si hay presencia de un estabilizador organico o polimérico se obtienen
nanoparticulas coloidales. Los estabilizadores atrapan los nucleos de hierro u
oxido de hierro y los recubren antes de que puedan aglomerarse y sigan

creciendo (17).

En el caso particular del acido oleico éste se convierte en oleato y forma un
compuesto coordinado con el metal de la superficie de la particula de la forma

descrita a continuacion.

R R R R
o G0 €6 &8
. vV
M* M* M* M* M*
lonica Unidentada Bidentada Puente
o Carbono . Oxigeno R Cadena de Hidrocarburo

Figura 9. Modos de coordinacién de Metal-Carboxilato.

Siendo el 6xido de hierro propuesto (magnetita) un compuesto con un atomo de
hierro divalente y dos trivalentes tal como se muestra en la Figura 10, es posible
asumir que la interacciéon de oleato con el doble enlace oxigeno-hierro presente
en los atomos trivalentes de su estructura formaran un complejo coordinado tal

como se presenta en la Figura 11.

Figura 10. Estructura quimica del FesO4
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Fe(CO)s +
Ultrasonido

Acido oleico

“\\\\

—2 4 ,/ -

m o ”In

Figura 11. Representacion de la unién superficial del acido oleico en la superficie de la nanoparticula.

Para la sintesis de las nanoparticulas se prepard una solucién con una relacién
de 0.002mol Fe(CO)s y 0.006mol de Acido Oleico con 10mL de octiléter. Donde
el Fe(CO)s ocuparia el papel de fuente metalica, el &cido oleico de surfactante y

el octileter como solvente, Figura 11 (19).

Figura 12. Preparacion de la solucion precursora.
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Volumenes pequefos fueron manejados para evitar la descomposicion de la
solucion, debido a la sensibilidad del Fe(CO)s.

El bafio ultrasonico se prepardé con agua deionizada, la cual se adapt6 a la
temperatura necesaria (4, 25 o 40°C) segun fuera el caso, para 4°C se utilizd

agua con hielo.

Una alicuota de 2mL solucién se coloc6 en tubos tipo falcon de 15mL. Cada uno
de los tubos se sometio a un tiempo de sonicacion de 30, 60, 90 y 120 minutos.
El equipo utilizado fue un bafio ultrasénico Branson modelo 2800 capaz de
alcanzar una frecuencia de 40KHz, Figura 13.

Figura 13. Experimentacion. a) Distribucion en tubos falcon, b) Tratamiento de muestras en el bafio
ultrasoénico.

Durante la sonicacion se pudo apreciar el cambio de color de la solucion, de un
amarillo claro a un tono negro, aumentando el tinte durante el tiempo, Figura 14.
El diagrama de flujo para la sintesis de las nanoparticulas se puede observar en
la Figura 15.
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Figura 14. Muestras de nanoparticulas obtenidas a 4°C.

Preparar solucién
Fe(CO)s(0.001mol) +
Acido Oleico (0.003mol) +
Octil Eter

\z

Ajustar temperatura
(4°C, 25°C, 40°C)

{}

Agitar en bafio ultrasonico
(30 m, 1 h, 1h 30 m. 2h)

RV

Lavado

Figura 15. Diagrama de flujo para la sintesis de nanoparticulas

de 6xido de hierro.
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[11.2.2. Procedimiento para la purificacién

De acuerdo a los comportamientos descritos en la seccion 11.4, es claro que las
nanoparticulas recubiertas pueden manipularse dependiendo del medio en el
gue se encuentran; pueden precipitarse agregando un solvente no polar, o
también pueden ser dispersadas en solventes orgénicos apolares, formando
suspensiones coloidales. Este comportamiento es aprovechado para llevar a

cabo la purificacion de la muestra (16).

Para la purificacion, las muestras se trataron de la siguiente manera:
primeramente, a cada tubo se agregd 2mL de alcohol etilico absoluto el cual
actuaria como agente precipitante. Después de homogenizar la muestra se
centrifugd a 7800RPM por 15 minutos con el objetivo de descartar el
sobrenadante consistente en un exceso de aceite, octiléter y pentacarbonilo de

hierro sin reaccionar, Figura 16.

Figura 16. Lavado con etanol absoluto antes de centrifugar.
El sedimento de nanoparticulas se suspendié de nuevo con 0.171mL de &cido

oleico y 1.353mL de tolueno por tubo, para después ser centrifugado

nuevamente a 7800RPM por 10 minutos.

El sobrenadante obtenido se transfirié a otro tubo con el objetivo de aislar las
particulas mas pequefias que la centrifugacion no sediment6. A este nuevo
sobrenadante se le agregé 2mL de alcohol absoluto, se agitdé en vortex durante
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un minuto y se repitio el lavado con el objetivo de eliminar el exceso de aceite,
Figura 17.

Figura 17. Imagenes de la secuencia de purificacion. a) Sedimento de nanoparticulas pesadas
después del segundo lavado, b) Transferencia del sobrenadante con nanoparticulas pequefias a
un nuevo tubo, c) Lavado del nuevo sobrenadante con alcohol etilico.

Se descartd con cuidado el sobrenadante y al fino sedimento obtenido se le
agrego 1mL de tolueno, se homogenizo para obtener la suspension coloidal. Las
nanoparticulas se almacenaron en refrigeracibn para su posterior
caracterizacion. El diagrama de flujo del procedimiento anteriormente descrito se

puede observar en la Figura 18.
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Figura 18. Diagrama de flujo del procedimiento para purificacion de nanoparticulas.
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I11.3. Métodos de Caracterizacion

[11.3.1. Dispersion de Luz Dinamica (DLS)
Esté técnica se basa en el movimiento Browniano de las particulas en la solucion,
un laser incide en la solucion, se miden las variaciones en la cantidad de luz
dispersada mediante un arreglo 6ptico. Dependiendo de las variaciones de la
luz el equipo calcula el coeficiente de difusion translacional y en base a este el
radio hidrodindmico. Utilizandose un equipo Zetasizer Nano ZS, En los

laboratorios NICDET de Rubio Pharma.

[11.3.2. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Genera imagenes bidimensionales de la estructura interna de los materiales. Un
haz de electrones incide sobre una muestra de grosor fino, aquellos que
alcanzan a atravesarla son captados por detectores que se encargan de generar
la imagen. Las pruebas se llevaron a cabo en los laboratorios de Fisica de la
unidad regional centro, en el equipo JEOL-JEM-2010F (Field Emission Electron

Microscope).

[11.3.3. Espectroscopia de rayos-x de energia dispersiva (EDS)
Cuando se incide un haz de electrones con la suficiente energia sobre una
muestra es posible que este acceda a capas internas del atomo liberando
electrones de su Orbita. Para reestablecer su estabilidad los electrones de capas
superiores tienden a saltar de nivel, liberando energia en forma de rayos-x. Estos
rayos-X emitidos tienen una cantidad de energia Unica para cada elemento por
lo cual son aprovechados para la caracterizacion. Se us6 un EDS marca Bruker

acomplado al TEM.
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[11.3.4. Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FT-IR)

Dentro de la regién infrarroja del espectro electromagnético se encuentran las
vibraciones moleculares, en base a esto en el equipo de FTIR se hace incidir un
haz de luz infrarroja a la muestra. Si la frecuencia de excitacion de un enlace
coincide con alguna de las frecuencias en las ondas componentes del rayo, se
produce absorcion. El equipo registra la cantidad de energia absorbida en cada
longitud de onda. A partir de esto, se puede trazar un espectro de transmitancia
0 absorbancia, el cual muestra a cuales longitudes de onda la muestra absorbe
el IR. Como cada compuesto y enlace tiene un espectro de absorbancia
caracteristico esto permite interpretar la muestra. El equipo utilizado fue de la
marca Perkin Elmer, modelo Spectrum Two, localizado en los laboratorios del

departamento de Fisica de la Universidad de Sonora.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

El diametro hidrodindmico de las muestras se midié en el equipo Zetasizer nano
ZS. Los resultados obtenidos por muestra se promediaron y se calcularon sus

desviaciones estandar.

En la tabla | se muestra el registro del promedio de los didmetros obtenidos a
los diferentes tiempos y temperaturas. La grafica en la Figura 18 muestra este

comportamiento.

Tabla I. Diametro hidrodinamico promedio

Diametro hidrodindmico (nm)

Temperatura 30 min 60 min 90 min 120 min
4°C 15,75 16,64 19,44 19,79
25°C 28,73 31,95 34,21 41,13
40°C 24,92 28,40 29,40 29,70

Como se puede apreciar, existe un crecimiento de las particulas respecto al
tiempo. Un curioso comportamiento se presento en la temperatura de 4°C, donde
la variacion del diametro fue muy pequefia, posiblemente a que no se alcanzé la

energia suficiente para acelerar la reaccion.

Ajustando los datos a un comportamiento lineal se puede obtener una funcién
aproximada del comportamiento del tamafio respecto al tiempo para cada

temperatura como se observa en la Figura 20 y Tabla Il.
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Figura 19. Grafico de comportamiento del radio hidrodindmico respecto al tiempo de reaccién a
diferentes temperaturas.
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Figura 20. Ajuste lineal de datos de Didmetro hidrodindmico vs Tiempo.
Tabla Il. Modelos lineales crecimiento obtenidos a diferentes temperaturas.
Temperatura Ajuste lineal
4°C D = 14.339 + 0.0458 xt
25°C D = 25307 +0.1037 *t
40°C D = 2427 +0.0511 = ¢

Donde: D = Diametro hidrodinamico

t = tiempo en minutos
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IV.2 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).

Las muestras se sometieron a Microscopia Electronica de Transmision, en la
Figura 21 se puede apreciar las diferentes imagenes de las muestras obtenidas
a 25°C conforme el tiempo de reaccion aumentaba. Se observé que en cada
muestra la estructura era primordialmente esférica y se comprob6 una alta
monodispersidad, ya observado por el DLS.

Figura 21. Nanoparticulas de 6xido de hierro sintetizadas a 25°C con a) 30 minutos, b) 60 minutos, c) 90 minutos y, d)
120 minutos de reaccion.
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Con las imagenes obtenidas se tomdé una muestra de alrededor de 500
nanoparticulas para cada experimento y se midio su area, utilizando el software
ImageJ de la forma descrita en el Anexo 1. Este dato se utilizé para determinar
el didametro hidrodinamico promedio de la muestra. En las Tablas Ill, IV, V y VI

se pueden apreciarse los resultados obtenidos.

Tabla lll. Datos de area y diametro obtenidos para la muestra 1 (30 minutos de reaccion a 25°C).

30 minutos, 25°C

Area promedio (nm?) 44276498 + 18.1329778
Radio promedio (nm) 3.68129485 + 0.73675023
Diametro promedio (nm) 7.36258969 +  1.47350046

Tabla IV. Datos de area y diametro obtenidos para la muestra 2 (60 minutos de reaccion a 25°C).

60 minutos, 25°C

Area promedio (nm?) 38.090792 + 13.7191365
Radio promedio (hm) 3.42971083 =+ 0.60206667
Diametro promedio (nm) 6.85942166 + 1.20413333

Tabla V. Datos de area y didmetro obtenidos para la muestra 3 (90 minutos de reaccién a 25°C).

90 minutos, 25°C

Area promedio (nm?) 46.391108 + 19.0692624
Radio promedio (nm) 3.76226824 + 0.7831428
Didmetro promedio (nm) 7.52453647 + 1.56628561

Tabla VI. Datos de area y didmetro obtenidos para la muestra 4 (120 minutos de reaccién a 25°C).

120 minutos, 25°C

Area promedio (nm?) 44.276498 +  18.1329778
Radio promedio (nm) 3.68129485 + 0.73675023
Diametro promedio (nm) 7.36258969 + 1.47350046
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De la misma manera se observaron los tiempos de 1h30m a 40°C y a 4°C,
Figura 21; Tablas VIl y VIII.

Figura 22. Nanoparticulas de 6xido de hierro sintetizadas durante 90 minutos de reacciéon a) 4°C , b) 40°C

Tabla VII. Datos de area y diametro obtenidos para la muestra 5 (120 minutos de reaccion a 4°C).

90 minutos, 4°C

Area promedio (nm?) 37.04664 +  15.48917341
Radio promedio (nm) 3.363789975 +  0.691509319
Diametro promedio (nm) 6.72757995 + 1.38301864

Tabla VIII. Datos de area y diametro obtenidos para la muestra 4 (120 minutos de reaccion a 40°C).

90 minutos, 40°C

Area promedio (nm?) 46.391108 + 16.1374417
Radio promedio (nm) 2.93693059 + 0.66880099
Diametro promedio (nm) 7.8366451 + 1.33760199
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Como puede apreciarse comparando con el resultado obtenido a 90 minutos y
25°C, el didmetro menor corresponde también la muestra sintetizada a 4°C

mientras el diAmetro mayor se presenta a 40°C.
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35 4
.
E 30 -
£
£ 254
@
£
= 20 4
15 4
10 4
5 T T T ?_ T T T T T T !
20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)
Figura 23. Comparacién de datos de didmetro obtenidos mediante DLS y aproximacion de tamafio en
TEM
En la Figura 23, puede observarse que los datos de diametro aproximados para
TEM presentan una variacién casi nula, donde el ajuste lineal genera la recta
D = 0.00267t + 7.029.

La gran variacion de diametro entre las dos lecturas puede deberse
principalmente al fundamento de la técnica de DLS, la cual calcula el diametro
hidrodindmico de las particulas, al verse afectado el movimiento de las mismas
en el medio debido a la concentracidon de las cadenas de acido oleico presentes
en su superficie, la lectura puede resultar diferente a si la particula se sintetizara

libre de recubrimientos.
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IV.3 Espectroscopia de rayos-x de energia dispersiva (EDS)

El analisis de dispersion de energia del TEM demostro la misma composicion
quimica para cada muestra. Conteniendo oxigeno y hierro, pertenecientes al
oxido de hierro; carbono, correspondiente a la cadena de oleato unida a la
superficie de la particula; cobre, perteneciente a la celda utlizada en el
microscopio y silicio posiblemente perteneciente a contaminacion transferida por

manipulacion o generado por el detector del equipo, Figura 24.

X 0.001 cps/eV

500

4001
3001 | Fe
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Figura 24. Espectro de dispersion de energia para la muestra de 25°C y 30min de reaccion.
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IV.4 Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FT-IR)

Se obtuvieron los espectros de FT-IR, donde se caracterizaron el acido oleico y
el compuesto de 6xido de hierro-acido oleico tal como se muestra en la Figura
25. En comparacion con el espectro del acido oleico puro se puede observar

correspondencia en ciertos puntos caracteristicos de la cadena de oleato.

Se puede observar la presencia de los enlaces Fe-O alrededor de 572cm™,
sugerentes a la formacion de enlaces en cristales de FesO4, dato comprobado

con la comparacion de los resultados obtenidos en sintesis similares (20) (21).

Seguido de dos nuevos picos correspondientes a los enlaces metal-carboxilato
entre 1534 y 1406cm, presumiblemente debido a la vibraciéon asimétrica y
simétrica del grupo COO-; ademas de una banda de adsorcién a 1068cm*
generado por el estiramiento del enlace C-O comparado con otros autores (22)
(23).

También puede apreciarse como las bandas correspondientes a la vibracion del
enlace C-H en el acido oleico cerca de los 2900 cm™ se desplazaron a una
frecuencia un poco mas baja en el complejo FeO-AO, lo cual puede indicar que
las cadenas en la superficie de las particulas se encuentren en un

empaquetamiento y su vibracion se vea limitada (24).
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Figura 25. Espectros FT-IR de acido oleico (Rojo) y Nanoparticulas de 6xido de hierro-acido oleico
(Negro).

38



V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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V.1 Conclusiones

V.1.1 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro.

Se logro sintetizar nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas de acido
oleico con cualidades hidrofébicas, a partir de pentacarbonilo de hierro,

mediante sonicacion de bajo poder.

Se comprobaron los efectos en la dispersidad y el crecimiento de las
nanoparticulas dependiendo de los cambios de temperatura y de la

duracioén de las reacciones.

Se demostr6 mediante la caracterizacion morfolégica por Microscopia
Electrénica de Transmision la presencia de nanoparticulas con alta
monodispersidad en tamafo y forma, asi mismo mediante ésta técnica se

obtuvo un dato diferente de radio aproximado de particula.

Se demostrd, por medio de la técnica de Espectroscopia Infrarroja de
Transformada de Fourier, la existencia de enlaces quimicos

correspondientes a 6xido de hierro y a enlaces metal-carboxilato.

El uso de sonicacion, en particular la usada en equipos como el bafio
ultrasonico demostrd ser una alternativa barata, sencilla y eficaz para la
sintesis de nanoparticulas en tiempos cortos y a temperaturas

ambientales.

V.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar analisis de Difraccion de Rayos X, para determinar

la estructura del 6xido de hierro obtenido.
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Realizar estudios de caracterizacion magnética y carga para comprobar

las propiedades superparamagnéticas supuestas de las nanoparticulas.

Desarrollar pruebas en un espectro mas amplio de tiempos vy
temperaturas para obtener una curva de comportamiento de tamafio mas

amplia.

Desarrollar pruebas cambiando el recubrimiento del nicleo metalico por
cadenas poliméricas o probar la adsorcidén de diferentes compuestos en

su superficie.

Realizar cambios en el método de sintesis, especificamente en la
metodologia para obtener una mayor proporcién de muestra asi como
experimentar con diferentes tipos de solventes en busca de un

procedimiento mas econémico con resultados similares.

Desarrollar estudios de biocompatibilidad con cultivos celulares, para
evaluar la citotoxicidad, implantacion tisular, sensibilizacion y mecanismos

de degradacion.
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ANEXO
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VI. ANEXO

A continuacion se presenta el procedimiento utilizado en el programa ImageJ, el
cual es un software de dominio publico para el procesamiento de imagenes

digitales descargable a través del siguiente enlace: http://imagej.nih.gov/ij/

Para obtener el aproximado de &rea de particula a partir de las imagenes
obtenidas en TEM, primeramente debe abrirse el archivo de imagen .dm3 y
establecer la escala marcada. Para esto en el programa se debe seleccionar la
opcioén de linea “Straight” sobre la escala incluida en la imagen, llustracion 1 e

llustracion 2.

T =

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
oo 4] +/x[Ala o]0 e s]s 2| | |

*Straight®, segmented or freehand lines, or arrows (right click to switch)

llustracion 1

llustracion 2. Seleccion de la escala con la opcidn de linea recta.

Seguidamente, en la pestana “Analize” se selecciona la opcion “Set Scale” y en
la ventana emergente se establece el equivalente en nm a la distancia en pixeles

seleccionados. Como se muestra en las llustraciones 3.
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T

Distance in pixels:
kKnown distance:

Pixel aspect ratio; | 1.0

nm|

LInit of length:

Clickto Remove Scale |

[~ Global

Scale: 2.800 pixels/inm

0K | Cancell Helpl

llustracion 3. Ventana de Ajuste de escala

Una vez establecida la escala se ajustan las propiedades de brillo y umbral que

se encuentran en la pestafia “Image > Adjust” bajo el nombre de “Brightness” y

“Threshold”, al ajustar el umbral se busca seleccionar en rojo la mayor cantidad

de particulas de una forma definida, llustracion 4.

( 4 60012.dm3 (25%)

(== = )

263.01x263.01 nm (2048x2048); 32-hit; 16MB

us raC|0n 4. Ajut de bral

¢ Threshold ) =5
kil I
K N | soses

[Default

SRea <]
[ Dark background [~ Stack histogram

ﬁutol Applyl Resetlﬂl
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A continuacion en la pestafia “Analyze” se selecciona la opcion “Analyze

Particles” se ajustan los parametros de tamafio (limites de medida) y circularidad

como se muestra en la llustracifion 5. Finalmente al presionar OK, el programa

genera un conteo de areas de particulas de la imagen. A partir de las areas

obtenidas se calcula el didmetro individual y con ello el diametro promedio y

desviacion estandar, llustracion 6.

4 Results

i— hl
¢ Analyze Particles % ﬂ

Size (nmt2). | 20-80

[ Pixel units
Circularity: [0.08-1.00 |
]
Show:  [Outiines R |
]
[v Display results [v Exclude on edges
| W Clearresults [ Include haoles ]
[ Summarize

[ Record starts "
[ Addto Manager | Insitu Show

Ok | Cancel| Help|

| I— :

— >
llustracion 5. Ventana emergente de Andlisis de Particulas

b
(=B 2 4 Drawing of 60012.dm3 (25%) e

File Edit Font Results

(e e S|

263.01x263.01 nm (2048x2048,‘1;_8-bit; B

|Area

|Mean

i
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201
202
203
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205
206
207
208
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211
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213
214
215
218
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218
218
220

222
223
224

27.081
76.444
40.787
35267
78.044
79.776
70177
40671
35.360
21.886
24211
75125
45372
66.334
23.885
63.724
36.729
29.110
71.067
a7.147
44910
G6.911
43.326
53.140

790408
775 864
786907
783144
TI6 76T
776 603
773513
785248
787 661
789802
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771948
786182
FI5703
791592
778979
785036
784 704
778540
781427
784 882
784 919
786283
773108

745.822
696.659
740.796
718.833
708.549
710,697
705.393
733.722
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748.993
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701.691
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718.047
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731571
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G06 667
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806.594
806 655
G06.623
806.623
806 656
06611
806.652
806.651
06673
806.640
806652

806659
G06 665
806 668
806637
G06.674
806.627

06618
806628 \
LS

806675 -
llustracion 6. Ventanas de resultados
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