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RESUMEN/RESUMO/ABSTRACT
1 Resumen/Resumo/Abstract

1.1 Resumen

En este Trabajo de Fin de Grado se han preparado nanoparticulas magnéticas estabilizadas con
silice y se ha comenzado su funcionalizacién para ser utilizadas en deteccién de patdgenos.
Para la caracterizacién de los productos sintetizados se han utilizado técnicas de difraccion de
rayos X de polvo cristalino (DRX), espectroscopia infrarroja (IR), analisis termogravimétrico

(ATG), microscopia electrdnica de transmision (MET) y dispersién de luz dindmica (DLS).

Por una parte se sintetizaron nanoparticulas magnéticas (MNP) de Fes0, con morfologia
relativamente esférica, didmetros entre 10-20 nm (rango ideal para presentar comportamiento
superparamagnético) y tendencia a formar aglomerados. Estas MNPs se recubrieron
posteriormente por un material biocompatible (silice), disminuyendo su tendencia a

aglomerarse, y fueron funcionalizadas exitosamente con un aminosilano (APTES).

Por otra parte se llevd a cabo la sintesis de silice mesoporosa (MCM-41), obteniendo particulas
con morfologia esférica cuyos didmetros se encuentran entre 100-250 nm, y con poros de
didmetro en torno a 3 nm. Se modificaron las condiciones de reaccién para comprobar el
efecto de éstas sobre el tamano de las particulas obtenidas, dando como resultado una gran
dispersion en el diametro y la morfologia de las mismas. Se hicieron reaccionar las esferas
mesoporosas de este material con las nanoparticulas magnéticas, obteniendo composites

Fes04-Si0O; mesoporoso viables para la funcionalizacion con APTES en una etapa posterior.
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1.2 Resumo

No presente Traballo de Fin de Grado prepararonse nanoparticulas magnéticas estabilizadas
con silice e comezouse a sua funcionalizacion para seren empregadas na deteccidon de
patdéxenos. Para a caracterizaciéon dos produtos obtidos, empregdronse as técnicas de
difraccion de raios X de po cristalino (DRX), espectroscopia infravermella (IR), analise
termogravimétrico (ATG), microscopia electronica de transmisién (MET) e dispersidon de luz

dindmica (DLS).

Por una parte sintetizdronse nanoparticulas magnéticas (MNP) de Fes304 con morfoloxia
relativamente esférica, diametros entre 10-20 nm (rango ideal para presentar comportamento
superparamagnético) e tendencia a formar aglomerados. Estas MNPs foron recubertas
posteriormente por un material biocompatible (silice), diminuindo a sua tendencia a

aglomerarse, e foron funcionalizadas exitosamente cun aminosilano (APTES).

Por outra parte levouse a cabo a sintese de silice mesoporosa (MCM-41), obtendo
nanoparticulas con morfoloxia esférica cuxos didmetros se encontran entre 100-250 nm,
presentando poros de didmetro en torno a 3 nm. Modificaronse as stas condicions de reaccion
para comprobar o efecto destas sobre o tamafio das nanoparticulas obtidas, dando como
resultado una gran dispersién no diametro e morfoloxia das mesmas. Fixéronse reaccionar as
esferas mesoporosas deste material coas nanoparticulas magnéticas, obtendo composites

Fes04-SiO, mesoporoso viables para a sua funcionalizacidon con APTES nunha etapa posterior.
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1.3 Abstract

In this TFG we have prepared magnetic nanoparticles of magnetite (Fes0,) stabilized with silica
(Si03), and we have started their functionalization for the use in pathogen detection. Powder
X-Ray Diffraction (XRD), Infrared Spectroscopy (IR), Thermogravimetric Analysis (TGA),
Transmission Electron Microscopy (TEM) and Dynamic Light Scattering (DLS) were used for

their characterization.

The synthesized Fe;O4 magnetic nanoparticles (MNP) show relatively spherical morphology,
diameters of 10-20 nm (ideal for exhibit superparamagnetic behavior) and a certain tendency
to form agglomerates. These MNPs were coated by a biocompatible material (silica), reducing
its tendency to agglomerate, and they were successfully functionalized with the aminosilane

APTES, allowing its availability for their use in a pathogen detection method.

Synthesis of a mesoporous silica (MCM-41) was carried out, giving particles with spherical
morphology, diameters between 100-250 nm and pores of about 3 nm of diameter. Reaction
conditions were modified to test their effect on the particle size, resulting in an undesired
increase of the size dispersion. We have prepared Fe304,-Mesoporous SiO, composites by
heating a mixture of both particles in a closed vessel. Those composites form quite stable

suspensions and are viable for functionalization with APTES at a later stage.
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2 Introducciéni33

2.1 Relevancia de los siderdforos y las nanoparticulas magnéticas en la
deteccion de patégenos

En los ultimos afos se ha producido un aumento constante en el consumo de pescado a nivel
mundial. Por ello, tanto la produccién pesquera como la acuicultura han aumentado para
satisfacer esta demanda, de tal modo que se espera que la acuicultura supere a la pesca de

captura en los préximos anos.

Sin embargo, en el desarrollo de sistemas de acuicultura surge una limitacién que es necesario
atacar: las enfermedades causadas por agentes bioldgicos. Las enfermedades infecciosas
derivadas de bacterias patégenas constituyen una de las causas mas importantes de pérdidas
econdmicas a nivel mundial. Por ello, la busqueda de nuevos tratamientos contra estas

bacterias constituye una linea de investigacién prioritaria en el sector.

La supervivencia de la mayoria de las bacterias depende de su capacidad para competir
eficazmente por los nutrientes clave con el organismo infectado. El hierro es un nutriente
esencial para la mayoria de los organismos, ya que participa en reacciones enzimaticas
fundamentales, siendo especialmente importante su papel fisiolégico en la quimica redox
celular. Este ion metalico esta implicado en multiples fendmenos bioldgicos que son
fundamentales para la vida, como el transporte de oxigeno y respiracién, procesos de
transferencia electrénica, sintesis y reparaciéon de ADN, y metabolismo primario. El hierro se
encuentra habitualmente en los estados de oxidacién +2 (ferroso) y +3 (férrico) en los sistemas
bioldgicos, pudiendo alcanzarse estados de oxidacidén transitorios mas elevados durante
procesos de catdlisis enzimatica. Los organismos obtienen este importante nutriente

empleando mecanismos de adquisicidn, transporte y almacenamiento de hierro.

Sin embargo, a pesar de su abundancia en la tierra, la disponibilidad del hierro es limitada, ya
que a pH fisioldgico el hierro no se encuentra disponible para ser aprovechado por estos
microorganismos. Para superar esta extrema indisponibilidad de Fe(ll), las bacterias han
disefado varios mecanismos para conseguirlo del entorno, como su obtencién a partir de
glicoproteinas y hemoproteinas, la adquisicién en forma de Fe(ll) [mas soluble que Fe(lll)], o la

produccién de unos agentes que “secuestran” el Fe(lll) llamados sideréforos.
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Los sideroforos abarcan una familia de compuestos de bajo peso molecular capaces de
guelatar hierro que son producidos y exportados por bacterias, hongos y plantas durante
periodos de privacién de nutrientes. La mayoria de sideréforos presentan una extraordinaria
afinidad y selectividad hacia el hierro (lll). Con algunas pocas excepciones, los sideréforos
aportan esferas de coordinacion hexadentadas para la complejacion del Fe(lll) con
estequiometria 1:1. Los catecolatos, hidroximatos y a-hidroxicarboxilatos (Figura 1) son
ligandos bidentados comunmente empleados por los sideréforos. Estas moléculas, que se
producen en el citoplasma, son excretadas al medio extracelular y alli son capaces de quelatar

el Fe(lll) de tal forma que se facilita su solubilidad e introduccion en la célula.

- Ri~.,.O

O 1 I\Il O
Cs -

O_ R2/ \O O

R
OH

Figura 1: Formulas generales de los ligandos bidentados mds comunes empleados por los siderdforos. De izquierda a
derecha: catecolatos, hidroximatos, a-hidroxicarboxilatos.

Los sideréforos son transportados al ambiente extracelular por mecanismos especificos.
Después del secuestro extracelular del hierro, los complejos hierro-sideréforo resultantes son
capturados por receptores especificos de membrana, proporcionando un medio para el
consumo de hierro. Las estructuras y mecanismos de los sistemas de consumo de hierro varian
para bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Tanto la biosintesis como el transporte de los
siderdforos son regulados por proteinas represoras que son sensibles a la concentracion de

hierro.

El aprovechamiento de la alta afinidad que hay entre los sideréforos y los receptores de los
mismos que se encuentran en la superficie celular bacteriana es un método de deteccién de
patdgenos que resulta muy prometedor. Los receptores de sideréforos muestran especificidad
para uno o varios siderdéforos y se enlazan a estas pequefias moléculas con constantes de
disociacion en el rango nanomolar. Esta especificidad, unida a la capacidad que presentan los
receptores para enlazarse con una gran afinidad a los sideréforos, resulta atractiva para el
desarrollo de tecnologias de identificacion y captura especificas para cada especie de
bacterias. Ademas, desde la perspectiva de la deteccion de patdgenos, el empleo de las
proteinas receptoras de sideréforos como dianas farmacolégicas es de gran interés porque la

expresion de bombas funcionales de captacién de sideréforos es esencial en la proliferacién y
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la virulencia de las bacterias dentro del vertebrado en que habitan. Por tanto, esta estrategia
permitiria la deteccidn rapida y altamente sensible de patégenos sin ningln tipo de proceso de
proliferacién por parte de éstos, lo que constituye, como ya se ha dicho, uno de los mas

importantes objetivos en las industrias de alimentacidn y salud.

Desde este punto de vista, la estrategia de preparar sideréforos enlazados a particulas
magnéticas puede facilitar y acelerar la velocidad de deteccidon y de eliminacién de las
bacterias. De esta manera se aprovechan la especificidad y afinidad de los sideréforos por las
bacterias para unirse a éstas, y una vez unidos se pueden retirar del medio facilmente
aplicando un campo magnético externo, que atraera al complejo formado por las particulas

magnéticas unidas al siderdforo.

De hecho, puede observarse en la bibliografia® que el interés de las particulas magnéticas de
tamafio nanométrico (nanoparticulas magnéticas) para su uso en deteccién de patdgenos ha
aumentado considerablemente en los Ultimos tiempos, debido a que conjugan una serie de
caracteristicas: por una parte su comportamiento magnético (se magnetizan facilmente al
aplicarles un campo magnético externo pero se desmagnetizan espontdneamente al alejar
dicho campo); por otra parte su pequefio tamafio, tipicamente alrededor de 2 érdenes de
magnitud mas pequeno que una bacteria, que permite la unién de multiples nanoparticulas a
cada célula bacteriana; y en tercer lugar su capacidad para ser funcionalizadas y unirse a

diferentes biomoléculas, tales como anticuerpos, aptameros, bioproteinas, carbohidratos, etc.

Es interesante hacer hincapié en que, ya que el medio bioldgico carece de componentes
magnéticos en su estado natural, las magnificas propiedades de las nanoparticulas magnéticas
pueden ayudar no sélo a detectar patégenos, sino también a controlar la posicién y el
movimiento de los mismos, y a separarlos de manera selectiva, con una especificidad
excelente y con un bajo ruido de fondo. Ademas, la integracién de nanoparticulas magnéticas
bioconjugadas con diferentes métodos analiticos abre nuevas oportunidades para el andlisis

bacteriano.

Este Trabajo de Fin de Grado se centra en la preparacion de complejos formados entre
particulas magnéticas y sideréforos, que puedan ser usados en la deteccion y eliminacién de
bacterias. La preparacidn de dichos complejos se plantea en varias etapas: en primer lugar, la
sintesis de nanoparticulas magnéticas (MNP) de magnetita, FesO4, con las caracteristicas

adecuadas en cuanto a tamafio, morfologia y comportamiento en suspensién. En segundo
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lugar, la unidn estable de estas nanoparticulas a un material que permita la funcionalizacién de
las mismas como es el SiO,; éste se funcionalizard en una tercera etapa con APTES [(3-
aminopropil)trietoxisilano], que posteriormente se unird a un determinado sideréforo, para
finalizar estudiando su interaccidn con las bacterias. En este TFG se abordaran las tres
primeras fases, y las etapas que incluyen la unién al sideréforo y el empleo de este compuesto

final en la deteccion de patdgenos, se abarcan posteriormente a la realizacién de este TFG.

O o e}

N H
O:Si N
(e} N N”{Siderophore analogous]
(@]

Figura 2: Esquema del complejo formado por la MNP funcionalizada y unida a un siderdforo.

A continuacién se presenta una introduccién que ayude a comprender algunos de los aspectos
mas importantes de las nanoparticulas magnéticas que se usaran en el TFG y de las estrategias

de funcionalizacién de las mismas, centrandose en el uso de SiO,, "normal" y mesoporoso.

2.2 Nanoparticulas magnéticas

En general, las nanoparticulas magnéticas resultan muy interesantes para los investigadores de
un gran rango de disciplinas, incluyendo fluidos  magnéticos, catalisis,
biotecnologia/biomedicina, imagenes de resonancia magnética, almacenamiento de datos y
recuperacidon ambiental. Los tipos de nanoparticulas magnéticas mas importantes al nivel de

aplicacion en estos ambitos se resumen en el siguiente esquema:
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(2 -

Nanoparticulas
magnéticas

Las mas
estudiadas

Oxidos
metalicos MnFe,0,
Otras CoFe,0,
ferritas NiFe,0,

CuFe,0,

Figura 3: Descripcion de los tipos de nanoparticulas magnéticas mds empleadas en aplicaciones biomédicas.

En la mayoria de las aplicaciones previstas, las nanoparticulas funcionan mejor cuando su
tamafio se encuentra por debajo de un tamafio critico, que depende del material (como se
explicard mas adelante) pero que se encuentra tipicamente en torno a 10-20 nm. Su aplicacion
exitosa en los campos citados anteriormente depende en gran medida de la estabilidad de las
particulas frente a largos periodos de tiempo frente a un amplio rango de diferentes

condiciones.

Por una parte, estas pequefias particulas tienden a formar aglomerados para reducir la energia
asociada a la elevada relacién entre el area de la superficie y el volumen de las particulas
nanométricas. Esto es especialmente critico en aplicaciones biomédicas, ya que los
aglomerados pueden obstruir pequefios capilares o impedir su paso a través de membranas
bioldgicas., aunque es menos critico en otros ambitos. Por ejemplo, en deteccidon de
patdgenos, cuanto menor sea el tamafo de los aglomerados formados, mayor serd su

superficie especifica, y sera mas eficiente su funcionalizacidn y su actuacion.

Ademas, las nanoparticulas magnéticas de metales (Fe, Co o Ni) son quimicamente muy
activas, y se oxidan facilmente al aire, dando como resultado de manera general una pérdida
de magnetismo y capacidad de dispersidn. Este problema es menos acusado en los dxidos de

hierro, tanto en y-Fe,0s; (maghemita) y Fes04 (magnetita) como en el resto de las ferritas. De

14
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estos Oxidos de hierro, aquellos que contienen Fe?* son susceptibles de que este se oxide a
Fe®*, aunque no son tan sensible a la oxidacidon como los metales. Es crucial, por tanto, para
muchas aplicaciones que se desarrollen estrategias de proteccion para estabilizar
guimicamente estas nanoparticulas magnéticas frente a la degradacion. Estas estrategias
consisten habitualmente en el recubrimiento de las MNPs con especies orgdnicas, que incluyen
surfactantes o polimeros, o recubrimiento con una capa de silice o carbono. En muchos casos
este revestimiento logra no sélo proteger las nanoparticulas de la oxidacién, sino que puede

evitar o reducir su aglomeracién y ademas puede usarse para una posterior funcionalizacion.

2.2.1 Propiedades magnéticas de las nanoparticulas

Una consecuencia de la gran proximidad de los &tomos en un sélido es que las propiedades de
los atomos individuales pueden interactuar de manera cooperativa produciendo efectos que
no se encuentran en los fluidos. El magnetismo cooperativo es uno de estos efectos: se
presenta en atomos o moléculas con electrones desapareados, es decir, que presentan
momento magnético, y cuyos momentos magnéticos estan alineados. En funcién de las
propiedades magnéticas que presentan, los materiales se clasifican segin la respuesta a un
campo magnético externo en cuatro formas basicas de magnetismo cooperativo:

paramagnetismo, ferromagnetismo, antiferromagnetismo y ferrimagnetismo (Figura 4).

Paramagnetismo T & - / ¥ \ e ;( N~
S N
Antiferromagnetismo T J' T J’ T J' T wlr T l' 1

Ferrimagnetismo T v 1‘ y T v T \ T \ T

Figura 4: Representacion de la alineacion de los momentos magnéticos de los materiales magnéticos que presentan
fenomenos cooperativos.
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Los materiales cuyos momentos magnéticos atdmicos no estdn apareados muestran
paramagnetismo; en éstos, el momento magnético es diferente de cero y adquieren una
magnetizacién cuando se encuentran en un campo magnético (Figura 7, color verde). Los
materiales paramagnéticos no presentan una magnetizacion remanente ya que, en un campo
magnético, los espines se orientan en la direccién del campo; sin embargo, en ausencia de
campo magnético, la agitacion térmica fuerza a los espines a disponerse en una orientacién
aleatoria. Por esta razén, a bajas temperaturas no se observa paramagnetismo, debido al
comportamiento cooperativo entre los espines, que se produce por debajo de una
temperatura de transicidn especifica (temperatura de Curie o temperatura de Néel, segun el
tipo de material). Por debajo de dicha temperatura, el acoplamiento de los espines produce

uno de los tres tipos restantes de magnetismo cooperativo.

Los materiales que poseen ferromagnetismo (por ejemplo, el hierro, niquel y cobalto)
presentan, por debajo de la temperatura de Curie, momentos magnéticos atdmicos de igual
magnitud y alineados de manera paralela debido a que sus estructuras cristalinas permiten un
acoplamiento directo entre los momentos. Los electrones interaccionan mediante un
mecanismo de intercambio en el caso de los metales (superintercambio en el caso de éxidos
metalicos, ya que interaccionan a través de los atomos de oxigeno), provocando un aumento
fuerte de la densidad de flujo magnético. Los fuertes acoplamientos de los espines persisten
después de eliminar el campo magnético externo, dando lugar a una magnetizacion
permanente (Figura 7, color negro). Los materiales que conservan una magnetizacion

permanente en ausencia de un campo magnético aplicado se conocen como imanes duros.

A diferencia de éstos, los materiales que tienen momentos magnéticos atdmicos de igual
magnitud pero dispuestos de manera antiparalela muestran, por debajo de la temperatura de
Néel, un comportamiento conocido como antiferromagnetismo, caracterizado por poseer una
magnetizacién neta nula. Por encima de la temperatura de Néel, la energia térmica es
suficiente para producir que los momentos magnéticos atémicos alineados de manera opuesta
fluctien de manera aleatoria, provocando la desaparicién de su ordenacion de largo alcance.

En este estado, los materiales exhiben comportamiento paramagnético.

Si los momentos magnéticos, por debajo de la temperatura de transicion, estan alineados de
forma antiparalela, pero el momento magnético resultante no se anula, el material es
ferrimagnético. Por encima de esta temperatura de transicidn, estas sustancias se comportan

también como paramagnéticas.
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Figura 5%7: Representacion de la variacion del comportamiento magnético en funcion de la temperatura en
materiales (a) paramagnéticos, (b) ferromagnéticos y (c) antiferromagnéticos.

Una caracteristica de todos estos materiales es que su estructura sélo estara energéticamente
favorecida si estan divididos en dominios magnéticos. Un dominio magnético es un volumen
de material en el que todos los momentos magnéticos se alinean en la misma direccion (es
decir, presentan magnetizacion uniforme). Dentro de cada dominio los espines estan
orientados en la misma direccidon pero aleatoriamente con respecto a los otros dominios
magnéticos (Figura 6). Aunque se genere energia interfacial de unos dominios con otros, esta

configuracion multidominio es la mas favorable desde el punto de vista energético.

Movimiento de la
pared de dominio

Dominio

Pared de T

dominio Dominio

Figura 628: Representacion del movimiento de la pared de dominio de un material bajo la aplicacion de un campo
magnético externo.

Al aplicar un campo magnético, los momentos magnéticos rotan gradualmente, haciendo que
las paredes de dominio que separan un dominio del adyacente se muevan y se produzca un

crecimiento de unos dominios a expensas de sus vecinos.
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La respuesta de los materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos a la accion de un campo
aplicado queda definida por la existencia de un ciclo de histéresis (Figura 7). En estos ciclos se
representa la variacion de la densidad de flujo magnético, o de la magnetizacidon (B y M,
respectivamente), en funcién del campo magnético aplicado (H), a una temperatura dada. Si se
parte inicialmente de una muestra “desmagnetizada”, con M=0 en ausencia de campo (H=0),
los momentos magnéticos de los distintos dominios estan “desordenados” de manera que se
anulan entre si. La aplicacion de un campo magnético creciente hace que los momentos
magnéticos de los dominios tiendan a alinearse de manera gradual en la direccién de dicho
campo, hasta alcanzar el valor maximo, que es la denominada magnetizacion de saturacion,
Ms. Gran parte de esa magnetizacién se mantiene tras inversiéon del campo y la desaparicion
completa del mismo (H=0): es la denominada magnetizacion remanente, Mg Para eliminar esta
magnetizacién remanente, es decir, hacer que los momentos magnéticos de los diferentes
dominios vuelvan a anularse por completo, el campo debe ser invertido hasta alcanzar el valor
denominado coercitivo, Hc, o coercitividad. Al continuar aumentando la magnitud del campo
invertido, los dominios se orientan en el sentido de este campo invertido y se alcanza de nuevo
una magnetizacién de saturacion, de signo opuesto a la primera. Asi, el ciclo de histéresis
representa un camino completamente reversible que puede ser recorrido continuamente
mientras el campo continle aumentando y disminuyendo ciclicamente entre los extremos

indicados.

Mro Msat-__

/r Mg, = Saturation
magnetization
I M, = Remanence
magnetization
M He. }/
= H, = Coercive field

Magnetization

—— Ferromagnetism
—— Diamagnetism

Applied field — Paramagnetism
— Superparamagnelism

~——

H —

Hysteresis loop

Figura 7?°: Ciclo de histéresis caracteristico de nanoparticulas ferromagnéticas y superparamagnéticas. Se muestra
también el comportamiento paramagnético y diamagnético como comparacion.

La capacidad de un material para magnetizarse o desmagnetizarse esta relacionada con la

movilidad de las paredes de dominio, y ésta, con el tamafio de particula.
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Cuando el tamafio de la particula de material disminuye, el niUmero de dominios magnéticos
dentro de cada particula decrece hasta que el elevado valor de la energia asociada con la
pared de los dominios es termodinamicamente desfavorable, y el material se convierte en
monodominio. Esto se debe a que al disminuir la dimensién de las particulas, las paredes de
dominio se acercan, aumentando las interacciones entre ellas. El comportamiento de una
particula monodominio puede describirse como si todos los momentos magnéticos atdmicos
estuvieran rigidamente alineados como un espin Unico gigante. La variacidon observada del
campo coercitivo al ir disminuyendo el tamafio de las particulas, refleja bien este

comportamiento, como puede observarse en la Figura 8:

Multi
domain

Coercitivity

Figura 839: Esquema de la relacion entre el tamafio de las nanoparticulas y el campo coercitivo necesario para
desmagnetizarlas.

El tamafio de monodominio varia segun el tipo de material, pero por ejemplo el valor critico
para los metales Fe, Co y Ni es 14, 70 y 55 nm, respectivamente, mientras que para la
maghemita (y-Fe,03) es de 166 nm y para la magnetita (Fes0,4) (objeto de este TFG) es de 128

nm.%’

Cuando las dimensiones de las nanoparticulas de estos materiales son inferiores al tamafio de
monodominio, se observa en ellas un comportamiento superparamagnético, de manera que
en presencia de un campo magnético, se orientan con facilidad a favor de dicho campo, pero
pierden inmediatamente su orientacion al eliminar el campo (siempre y cuando se encuentren
a una temperatura superior a la denominada temperatura de bloqueo), de manera que deja
de existir una magnetizacion remanente y un campo coercitivo (Figura 7, color azul), es decir,

se pierde la histéresis. Esto es lo que les confiere a las nanoparticulas la capacidad de
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magnetizarse facilmente en presencia de un iman externo, y de volver al estado no magnético
cuando deja de actuar el iman, evitando el comportamiento activo de las mismas cuando no
hay ningun campo aplicado. Introducidas en sistemas vivos, estas particulas seran magnéticas
sélo en presencia de un campo externo, y este hecho representa una excepcional ventaja al

trabajar, como ya se ha mencionado, en entornos bioldgicos.

Ademas de la influencia sobre las propiedades magnéticas de tamafo de particula y la
temperatura, se debe tener en cuenta la cristalinidad de las particulas, interfiriendo de forma
muy significativa la anisotropia morfolégica sobre el magnetismo. El ordenamiento de los
espines no es igual en la superficie que en el interior de las particulas (Figura 9). Este efecto se

acentua en el caso de las nanoparticulas, debido a su gran relacién superficie / volumen.
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Figura 931: Representacidn del efecto de superficie producido por el desorden en la ordenacion de los momentos
magneéticos en la superficie de una particula magnética.

El efecto de la superficie, tanto por el desordenamiento de momentos magnéticos como por la
forma de las particulas, tiene una gran repercusién sobre la magnetizacion, siendo mas
susceptibles a experimentar dicho desorden determinadas direcciones cristalograficas a causa
de la anisotropia magnetocristalina. En cualquier caso, al mejorar la cristalinidad de las
particulas se disminuye la anisotropia, mejorando la magnetizacion del material. De ahi la gran
importancia de lograr sintetizar particulas que aun siendo muy pequefias, tengan una elevada

cristalinidad, no sélo en su interior, sino incluso cerca de la superficie.
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2.3 Nanoparticulas de magnetita

De todos los tipos de MNPs, las mas usadas son las de magnetita, Fes0a, éxido elegido para el
presente trabajo. Ello se debe no sdélo a su bajo coste y buen comportamiento magnético, sino
también a la ya comentada relativa estabilidad en comparacién, por ejemplo con la
maghemita, y-Fe,03 que sélo contiene Fe(ll). Se hace a continuaciéon una breve presentacion
de la estructura de este 6xido, asi como de la estrategia de sintesis de nanoparticulas utilizadas
en este TFG, y algunos sistemas para su estabilizacion y funcionalizacion, basados en la

formacién de compuestos con SiO,.

2.3.1 Estructura cristalina y magnética de la magnetita

La magnetita puede considerarse como una ferrita que contiene Unicamente hierro como
catién metdlico. Su estructura se corresponde con una espinela inversa (Figura 10). Presenta
una celda unidad cubica centrada en las caras en las que 32 iones 0% se empaquetan siguiendo
un empaquetamiento cubico compacto (ccp) a lo largo del plano [111]. El valor del pardametro
de red a (a=b=c, a=8=y=902) que describe el tamafio de la celda unidad es 8,396 A, y le

corresponden 8 férmulas por celda unidad (Z=8).
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Figura 10%2: Estructura de la magnetita. (a) Modelo poliédrico que representa las capas octaédricas y tetraédricas.
(b) Modelo de bolas, sefialada la celda unidad. (c) Detalle de la disposicion octaédrica y tetraédrica mediante el
modelo de bolas.
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La magnetita se diferencia del resto de o6xidos de hierro porque contiene tanto iones
divalentes como trivalentes. Los iones Fe*> y Fe™ se ordenan siguiendo la férmula
Fel*[Fe?*,Fe3*],04, representando t las posiciones tetraédricas y o las posiciones octaédricas.
En cada celda unidad hay el mismo numero de sitios octaédricos como de iones de oxigeno, es
decir, 32 y dos veces la cantidad de sitios tetraédricos, es decir, 64. Los cationes de Fe*?y de
Fe** llenan la mitad de las posiciones octaédricas disponibles y una octava parte de las
posiciones tetraédricas disponibles. Esto significa que hay 8 sitios tetraédricos ocupados y 16
sitios octaédricos ocupados en una celda unidad. Los iones en posiciones octaédricas
interactian a través de los oxigenos con los iones en posicién tetraédrica, alineando sus
momentos magnéticos de forma antiparalela a éstos y generando un comportamiento

ferrimagnético (Figura 11) por la incompleta cancelacién de los momentos magnéticos.
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(Z)(/) Posicién tetraédrica. Momentos paralelos entre si.
) (@) Posicion octaédrica. Momentos paralelos entre si.

(/)@ Cancelacién parcial de los momentos magnéticos.

Figura 11: Estructura magnética en espinelas inversas.

2.3.2  Sintesis de nanoparticulas de magnetita por coprecipitacién en medios
orgdnicos

Como ya se ha indicado, el tamafio tipico reportado de monodominio de la magnetita es de
128 nm. De ahi el interés de preparar nanoparticulas con tamafios inferiores para conseguir su

comportamiento superparamagnético.

22



INTRODUCCION

Considerando el enorme numero de potenciales aplicaciones para nanoparticulas de
magnetita de gran calidad, no es sorprendente que ya se hayan descrito numerosas rutas
sintéticas con distinto nivel de control en el tamafo, dispersidon, morfologia y cristalinidad. Es
posible preparar MNP de magnetita con gran rendimiento y buen control en cuanto a
morfologia y tamafo, siendo estas sintesis fuertemente influenciables por las condiciones de

reaccion.

Las rutas sintéticas mas ampliamente utilizadas en la preparacién de nanoparticulas de éxidos
de hierro se basan en la precipitaciéon a partir de una disolucién que contenga cationes de
hierro. En estos procesos, la fase de nucleacidn se ve seguida de una fase de crecimiento,
permitiendo un buen control sobre el tamafio y la dispersién de las particulas: para la
obtencidn de nanocristales es necesario que la fase de nucleacién sea rapida, y la de
crecimiento debe ser lo mas corta posible. La gran mayoria de MNPs de magnetita disponibles
hasta la fecha se preparan mediante alguna variacion de la técnica de coprecipitacién acuosa.
Habitualmente, la magnetita precipita a partir de una disolucidén acuosa basica de sales de
hierro (Il) y hierro (lll). A pesar de que se puede ejercer cierto control en el tamafio y la
composicion de las particulas modificando la naturaleza y la relacidn entre las sales
férricas/ferrosas (por ejemplo empleando cloruros), o variando parametros de la reaccion
(como el pH, el tipo de agitaciéon o la temperatura), los procesos de coprecipitacion
normalmente dan como resultado suspensiones de nanoparticulas polidispersas debido a la

gran tendencia a formar aglomerados.

Para superar las limitaciones que conllevan las reacciones de precipitacion acuosa, muchos
grupos de investigacion han desarrollado enfoques no acuosos para la produccion de
nanoparticulas de éxido de hierro monodispersas y monocristalinas de gran calidad. En estos
procedimientos, precursores de hierro se descomponen en disolventes organicos calientes en
presencia de tensioactivos tales como oleilamina, acido oleico, y dacido estedrico. Los
precursores de hierro incluyen acetilacetonato de hierro, cupferronatos de hierro, y carbonilos
de hierro. Sin embargo, estos enfoques no estdn exentos de inconvenientes: el uso de
surfactantes presenta problemas medioambientales, a lo que se afiade que las particulas
obtenidas estan recubiertas de grandes cantidades de estos productos, que pueden dificultar

las posteriores modificaciones de la superficie de las nanoparticulas

Estas limitaciones pueden superarse usando alcohol bencilico como disolvente y ligando al

mismo tiempo, en lugar de las mezclas de disolventes y ligandos empleadas habitualmente. De
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hecho, el alcohol bencilico es respetuoso con el medioambiente y se utiliza habitualmente en

la industria alimenticia.

La reaccion one-pot entre alcohol bencilico y Fe(acac)s, acetilacetonato de hierro(lll), da como
producto nanocristales de magnetita de elevada pureza. La principal ventaja de esta técnica es
gue las nanoparticulas pueden recubrirse tras la sintesis con cantidades minimas de ligandos y

volver a dispersarse en disolventes tanto polares como apolares.

En este TFG se ha realizado una pequefia variacion de la sintesis propuesta por Pina et al.2® Se

ha partido de Fe(acac); en alcohol bencilico, actuando éste como disolvente y agente reductor.
El mecanismo de formacién de éxidos como la magnetita alin no esta demostrado, aunque se
han formulado diversas hipdtesis que justifican de manera razonable los resultados obtenidos.
La formacién de nanoparticulas se acompafia habitualmente de procesos que implican
principios bdsicos de quimica organica y, por lo tanto, la informacién en cuanto a los
mecanismos de reaccidn puede encontrarse identificando los productos secundarios de la
reaccion, que pueden estar presentes en el producto final de la sintesis o bien escapar del
medio de reaccién en forma de gas. La realizacién de un analisis retrosintético permite ver la
relacion entre la reaccién que sufren los compuestos organicos y los mecanismos de formacion
de los 6xidos. Entender este proceso es un paso importante hacia el disefio de una sintesis

racional de nanoparticulas inorganicas. Se muestra a continuaciéon el mecanismo propuesto

por Niederberger.*
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Figura 1214: Mecanismo propuesto para la obtencion de magnetita a partir de alcohol bencilico y Fe(acac)s
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La reacciéon comienza con la solvdlisis (reaccion de sustitucién en la que el disolvente actua
como nucledfilo) del acetilacetonato de hierro, seguida de una condensacion alddlica: se
produce un ataque nucledfilo del alcohol bencilico sobre el grupo carbonilo del acetilacetonato
(1). La alcohdlisis produce el enolato y libera acetato bencilico (2). En la siguiente etapa, el
alcohol bencilico se coordina con el centro Fe, liberando acetato bencilico en una reaccion de
intercambio de ligandos. Es entonces cuando el enolato ataca al alcdéxido coordinado mediante
condensacion alddlica (3,4) y se libera 4-fenil-2-butanona (5). El grupo hidroxilo ligado al Fe se

une a otro centro Fe, representado el punto inicial de la formacién de la nanoparticula.

En el producto final de reaccidn se identifican también un gran nimero de productos
secundarios, como la 4-fenil-3-buten-2-ona, presente en pequefias cantidades, que es un
producto de la oxidacién de la 4-fenil-2-butanona. Segun este mecanismo, un tercio del Fe(lll)
de partida se reduce a Fe(ll) para obtener magnetita. Por tanto, se propone la formacidon de 4-
fenil-3-buten-2-ona a partir de la oxidacion de 4-fenil-2-butanona, reduciendo
simultdaneamente dos centros Fe, lo que significa que el alcohol bencilico que actia como
disolvente también conlleva la reduccién parcial del hierro y proporciona la correcta

estequiometria del producto oxidado.

2.3.3  Estabilizacion y funcionalizacién de las nanoparticulas de magnetita usando silice

2.3.3.1 Composites nucleo-coraza Fes;0,@Si0;

A pesar de que se han producido avances significativos en la sintesis de nanoparticulas
magnéticas, como ya se ha adelantado, mantener la estabilidad de estas particulas durante un
largo periodo de tiempo sin que se produzca su degradaciéon ni la aglomeracién o el

precipitado de éstas es una cuestion importante.

En general las estrategias de proteccidn de nanoparticulas magnéticas tienen como resultado
una estructura nucleo-coraza, es decir, la nanoparticula magnética constituye el nucleo
recubierto por una coraza, aislando asi la particula contra el ambiente. De este modo la
nanoparticula estad protegida frente a la oxidacion por el oxigeno, o la erosién por acidos o
bases. Ademas, las particulas protegidas individualmente son libres de dispersarse y son

estables en una gran variedad de materiales debido a la coraza protectora alrededor de éstas.
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Esta capa protectora puede usarse también para una posterior funcionalizacién con
componentes especificos, como especies catalizadoras, medicamentos, posiciones de enlace

especificas u otros grupos funcionales.

La silice (SiO2) ha sido considerada como uno de los mas ideales materiales para la
estabilizacidon de nanoparticulas de Fe304 debido a que presenta una serie de ventajas, como
son su constatada estabilidad quimica frente a disoluciones acuosas (al menos cuando el valor
del pH es lo suficientemente bajo), una superficie facilmente modificable, y un control sencillo
de interacciones entre las particulas, tanto en disolucién como dentro de otras estructuras,
mediante por ejemplo, la variacion del grosor de la coraza de SiO,; todo ello sin sacrificar el

comportamiento magnético de la magnetita.

|18

El método Stéber®™! y los procesos sol-gel'® son las opciones predilectas a la hora de recubrir

nanoparticulas magnéticas con silice.

Para la obtenciéon de composites nucleo-corteza de magnetita con recubrimiento de silice,
Fes0,@Si0O,, en este TFG se recurrid a una variacién de los mismos, derivada del método
propuesto por Li et al.’®, llevando a cabo la hidrdlisis de tetraetilortosilicato (CsH2004Si, TEOS)
en medio acuoso y en presencia de catalizador basico (disolucion de NHs). El grosor de la
coraza exterior puede modificarse variando la concentracidn de amoniaco y la relacion entre
TEOS y H,0. La reaccidn de hidrdlisis (Figuras 13 y 14) se produjo sobre las nanoparticulas de
magnetita anteriormente sintetizadas controlando la temperatura, agitacion y pH. La hidrdlisis
de TEOS da lugar al acido silicico, que posteriormente condensa y polimeriza, formando una

capa alrededor de las particulas de magnetita (Figura 15).
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Figura 13%¢: Hidrdlisis del tetraetilortosilicato, TEOS, mediante catdlisis bdsica.

26



INTRODUCCION

OH OH OH
; |
Si Si ur
IR S U
HO™ HO® "OH HO® OH
Figura 15%¢: Condensacion del dcido silicico.
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Figura 1433: Polimerizacion del TEOS sobre las nanoparticulas de magnetita en medio acuoso, formando una capa de
SiO; sobre las nanoparticulas.

2.3.3.2 Composites Fe304-5i0, mesoporoso

Otra estrategia, planteada como alternativa a la preparacion de composites nucleo-coraza
Fes0,@Si0,, es la formacion de composites entre las nanoparticulas magnéticas y las particulas
de silice porosa previamente preparadas por separado. La ventaja de este método seria la gran
facilidad y reproducibilidad de la sintesis de silice en ausencia de nanoparticulas magnéticas. Si
ademas se forman particulas de silice que sean porosas, su superficie especifica sera mayor y
es de esperar que se vea favorecida la interacciéon de la misma con las nanoparticulas de
magnetita. Dado que al usar nanoparticulas de magnetita (en lugar de nanoparticulas
metalicas), la estabilidad quimica de la misma no es el factor mas critico, no serd

imprescindible que queden recubiertas con la silice.
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Desde el descubrimiento de la silice mesoporosa en 1992 se ha realizado un trabajo exhaustivo
explorando la sintesis, caracterizacion y aplicaciones de esta familia de materiales. Las
nanoparticulas de silice mesoporosa pueden emplearse como una plataforma multifuncional, y
sus aplicaciones biomédicas mas prometedoras abarcan la liberacidon de farmacos enzimas o

ADN, catalisis y procesos de adsorcion, ademas de la deteccidn de patégenos.?23

Esta familia de materiales sintéticos, denominada M41S, posee una distribucion ordenada de
poros, con un tamafio de poro muy homogéneo, cuyo valor promedio esta comprendido en el
rango 2-10 nm (los materiales mesoporosos comprenden un tamafio de poro entre los 2 y los
50 nm) Ademas, estos materiales poseen un elevado volumen de poro, y una superficie

especifica comprendida entre 500 y 1000 m?/g.

La sintesis de estos materiales mesoporosos ordenados requiere el empleo de moléculas de
tensioactivos en disoluciéon acuosa. En esas condiciones, cuando la concentracion de
tensioactivo en disolucidn alcanza un valor umbral, denominado concentracion micelar critica,
las moléculas de éste forman agregados denominados micelas, cuya forma y tamafio
dependen esencialmente de la naturaleza y composicion quimica de la molécula de
tensioactivo, de su concentracién y temperatura, ademds del pH de la disolucién y la fuerza
idnica. En general, a temperaturas moderadas, las micelas se agrupan formando primeramente
una fase hexagonal, que evoluciona a una fase cubica (isotdpica) y posteriormente a una
estructura laminar a medida que la concentracidn de tensioactivo aumenta. Estas tres fases
corresponden a los tres materiales agrupados inicialmente en la familia M41S: MCM-41 (fase
hexagonal, sintetizada en este TFG), MCM-48 (fase cubica), MCM-50 (fase laminar). Todas
ellas se obtienen con la misma molécula de tensioactivo, el hexadeciltrimetilamonio (CTAB), y

esos tres materiales replican las tres fases micelares que puede formar el CTAB.

En el proceso de sintesis de los materiales mesoporosos ordenados constituidos por un
esqueleto de silice, los oligdmeros de silicato presentes en disolucién acuosa condensan entre
si alrededor de las micelas, que actian a modo de “plantilla”. En el caso de tensioactivos
catidnicos, como el CTAB utilizado para la sintesis de MCM-41, se produce una fuerte
interaccion culémbica entre la parte polar hidréfila o “cabeza” del tensioactivo cargada
positivamente en la férmula R-[N(CHs)s]*, siendo R = cadena alquilica o “cola” hidrofébica del
surfactante, y los oligdmeros del silicato cargados negativamente. El proceso se representa en
el esquema de la Figura 16. Finalmente, y como resultado del proceso de ensamblaje de las

especies de silicato en disolucidn y las micelas, se obtiene un producto sélido que contiene una
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elevada cantidad de tensioactivo ocluido en su interior. La eliminacion posterior del
surfactante mediante extraccién del sélido con disolventes adecuados, o mediante calcinacién
en aire a una temperatura elevada, deja en el interior de la matriz silicea un conjunto de
cavidades que constituyen en cierto modo una réplica, un “negativo” de la morfologia de las
micelas incorporadas en el material durante la sintesis. Las dimensiones y la topologia o
arquitectura de esas cavidades vacias y la naturaleza quimica de la superficie del esqueleto

inorganico que las delimita, van a determinar posteriormente las propiedades fisicoquimicas

del material.
Oligéomeros de silice
Micela de Agregados
surfactante cilindricos

Mesofase MCM-41

—> Ay —

Calcinacion

Figura 1634: Mecanismo de sintesis de las particulas de silice porosa.

En este TFG se ha realizado una adaptacion del método de sintesis de silice mesoporosa tipo
MCM-41 propuesto por Cai et al.®, y se ha intentado modificar el tamafio de particula
obtenido variando algunas de las condiciones de reaccidn. Posteriormente se han tomado las
esferas de SiO, mesoporoso asi preparadas y las nanoparticulas magnéticas de Fe304
sintetizadas por el método descrito en el apartado anterior y se han hecho reaccionar en un
reactor cerrado (tipicamente usado para sintesis hidrotermales) para favorecer la interaccion

entre ambas.
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2.3.3.3 Funcionalizacion de los composites Fes0,@SiO, con APTES

Como ya se ha mencionado, se usara la coraza de silice unida a las nanoparticulas magnéticas
no solo para estabilizarlas contra la degradacidn y contra la aglomeracidn, sino también para

una posterior funcionalizacién con sideréforos.

En el presente TFG se ha llevado a cabo una modificacién del método propuesto por Chen et
al.?, haciendo reaccionar los composites Fe30,@SiO, con (3-aminopropil)hidroxisilano
(APTES). La funcionalizacidén con APTES se lleva a cabo mediante una condensacién aldélica. El
extremo amino libre del APTES podra hacerse reaccionar en etapas posteriores de la sintesis

con el sideréforo especifico para poder llevar a cabo la deteccién de patdgenos.

Si—OH Si—0O~
Si—OH + ///\o?—}s/\/\qu —_— Si—o;Si/\/\NHZ
i—OH 0 Condensacién i—O
aldélica
Fe,0,@5i0, APTES MNP funcionalizada

Figura 17%6: Diagrama esquemadtico de la nanoparticula magnética recubierta, Fe30,@SiO; con (3-
aminopropil)hidroxisilano, APTES.
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3 Objetivos

Los objetivos de este Trabajo de Fin de Grado se centran en la preparacién y caracterizacion de
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas que puedan ser empleadas en la deteccién de

patégenos. Con este propdsito se han abordado los siguientes aspectos:

= Busqueda bibliografica sobre deteccién de patdégenos y nanoparticulas magnéticas,

incluyendo su estabilizacidn y funcionalizacion.

= Sintesis de nanoparticulas de magnetita, recubrimiento de éstas con silice y

funcionalizacion de las mismas con un aminosilano (APTES).

= Preparaciéon de nanoesferas de silice mesoporosa, y estudio del efecto de las

condiciones de reaccion en el producto obtenido.

= Prueba de concepto de la reaccién entre las nanoparticulas magnéticas preparadas y

las esferas de silice mesoporosa.

= Caracterizacion estructural y morfoldgica de todos los materiales preparados mediante
difraccion de rayos X de polvo cristalino, espectroscopia infrarroja, analisis
termogravimétrico, microscopia electrénica de transmisidn y dispersién dindmica de

luz laser.

= Interpretacién vy discusion de los resultados obtenidos.
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4 Instrumental y métodos

4.1 Preparacion de nanoparticulas magnéticas de Fes0a4 estabilizadas con SiO, y

funcionalizadas con APTES

4.1.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas de Fesz04 (KC-01)

Para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas magnéticas de Fes0, se realiza una modificacion
del método propuesto por Pinna et al. * descrito en la introduccidn. Para ello se pesan, en 6
viales de vidrio de 20 mL con tapa de teflén, las siguientes cantidades de Fe(acac)s(Aldrich,

97%):

Tabla 1: Cantidad de Fe(acac)s afiadida a cada vial de sintesis.

Fe(acac)s/g 0,581 0,522 0,565 0,459 0,485 0,460

Se afaden 10 mL de alcohol bencilico (Panreac, 98%) a cada vial y se someten a ultrasonidos
durante 5 minutos para favorecer la suspensidn. Se colocan en el bloque térmico a 180 2C
durante 72h. Se dejan enfriar a temperatura ambiente y se recupera el producto precipitado
mediante varios ciclos de centrifugacidon y lavado con etanol (Panreac, 99%), llegando a

realizarse mas de 100 lavados.
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Figura 18: (a) Viales con la disolucidn precursora. Los viales 4, 5 y 6 contienen sélo Fe(acac)s.Al vial 3 se le acaba de
afiadir alcohol bencilico. Los viales 1 y 2 han sido agitados manualmente. (b) Viales dispuestos en el bloque térmico
para llevar a cabo la reaccion. (c) Producto final de la sintesis (KC-01), tras todos los lavados.

Tras los lavados, se traspasan a un vial donde se dejan secar durante 24h en un desecador y se

almacenan hasta la siguiente etapa.

4.1.2 Sintesis de Fes04@Si0O; (KC-02)

El recubrimiento de las nanoparticulas de magnetita con silice se prepara a partir del método
descrito por Li et al. 2 Para ello se vierten 0.500 mg de nanoparticulas magnéticas de FesO4 en
un balén de fondo redondo de 50 mL. Se afiaden 20 mL de isopropanol (Panreac, 99%) para
formar una suspensién y se afiaden, por este orden, los siguientes reactivos: 1 mL de
disolucién de NH; al 21% (preparada a partir de NH3, 30%, Panreac ACS), 1.9 mL de agua
destilada y 0.14 mL de TEOS (tetraetilortosilicato, Aldrich, 99.999%). Se calienta a 402C con

agitacién magnética y se mantiene durante 2 horas de reaccién.

Se somete el baldn a ultrasonidos durante 1 hora y se decanta el sobrenadante. Se redisuelve
en 15 mL de isopropanol y se repite el procedimiento. Se lava el producto de reaccién 3 veces

con etanol y se deja secar.
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Figura 19: (a) Montaje empleado en la reaccidn de recubrimiento. (b) Producto final (KC-02).

4.1.3 Funcionalizaciéon de Fe30s @ SiO2 con APTES (KC-03a y KC-03b)

Para la funcionalicion con APTES se han seguido dos procedimientos ligeramente diferentes,
con el fin de seleccionar el que lleve a mejores resultados. A la muestra KC-03b se le afiadié
una proporciéon de APTES:DMF = 1.5:1, en lugar de la proporcidon 1:1 correspondiente a la

muestra KC-03a.

Procedimiento (a), para obtener KC-03a: Se suspenden 0.260 g de Fes0, en 5 mL de DMF
(Fluka Analytical, 98%) en un balén de fondo redondo de 25 mL. Tras 30 minutos de
ultrasonidos, se afiaden 5 mL de APTES (Sigma-Aldrich, 99%) y se calienta a 602C con agitacion

magnética durante 18 horas. Se lava el producto de reaccién con etanol.

Procedimiento (b), para obtener KC-03b: Se suspenden 0.260 g de Fes04 en 5 mL de DMF en
un baléon de fondo redondo de 25 mL. Tras 30 minutos de ultrasonidos, se anaden 7.5 mL de
APTES vy se calienta a 602C con agitacidn magnética durante 18 horas. Se lava el producto de

reaccion con etanol.
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Figura 20: (a) Montaje de la reaccion de funcionalizacion. (b) Producto final, en este caso KC-03a.

4.1.4 Sintesis de SiO2 mesoporoso

Se parte del método descrito por Cai et al.* para obtener las nanoparticulas de silice
mesoporoso. Para ello se afiaden 70 mL de NH; (Panreac ACS, 30%) a un balén de fondo
redondo de 250 mL que contiene 150 mL de agua destilada. Manteniendo agitacién constante
y calentando a 80 9C, se afiaden 0,7396 g de CTAB (Sigma, 98%). Tras obtener una disolucion
homogénea se afladen 3.5 mL de TEOS gota a gota, y se deja reaccionar durante 2h. Una vez
frio, se filtra el producto de la reaccidon a vacio y se lava varias veces con agua. El precipitado se

seca en una estufa a 1102C durante 24h y posteriormente se calcina durante 4h a 5502C.
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Fiaura 21: (a) Reaccion de obtencion de silice mesoporosa. (b) Producto final de la sintesis.

Se intentd obtener particulas de SiO, mesoporoso con tamafos diferentes, variando las
condiciones de reacciéon, con el objetivo de ver la influencia de esta variable en las etapas
posteriores. Se realizaron 3 experimentos en los que se modificaron cantidades de reactivos y
tiempo de reaccidn, siguiendo la siguiente tabla:

Tabla 2: Relacion de cantidades de reactivos y disolvente empleados en las tres modificaciones del método
realizadas.

Experimento

H,0 (mL) 75 75 150
NH3 (mL) 70 55 70
Reactivos
CTAB (g) 0.3640 0.3635 0.7238
TEOS (mL) 1.75 1.75 3.5
t dereac./h 2 2 24
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4.1.5 Reaccion de SiO; mesoporoso con FesOs

En el bloque térmico se coloca un vial con tapa de teflon que contiene 0,0669 g de Fes0,,
0,0340 g de SiO.mesoporoso y 10 mL de agua destilada, previamente sumergido unos
segundos en el bafio de ultrasonidos para favorecer la suspension. Se deja reaccionar durante

24 ha 120¢°C.

Figura 22: (a) Aspecto de la suspension precursora, antes de la sintesis. (b) Aspecto del producto obtenido,
almacenado en el laboratorio.

4.2 Caracterizacion estructural y morfoldgica

4.2.1 Caracterizacion estructural

4.2.1.1 Difraccion de Rayos X de polvo cristalino (DRX)

El equipo empleado para realizar la difraccion de rayos X de polvo cristalino es un
difractémetro Siemens D5000 (Figura 23) con radiacién de Cu (Ka)= 1.541874 A, de geometria

de Bragg-Brentano y goniémetro de dos circulos theta/2theta y diametro de 500 mm. Consta
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de un monocromador secundario de grafito y un detector de centelleo. Este equipo se
encuentra disponible en la Unidad de Andlisis Estructural (UAE) de los Servicios de Apoyo a la

Investigacion (SAl) de la Universidade da Corufia.

Figura 237: Difractometro D5000 Siemens.

La difraccidn de rayos X es la técnica no destructiva mas empleada y menos ambigua en la
determinacidn de las posiciones de los &tomos en moléculas y sélidos. Los rayos X interacttdan
con los planos de dtomos en las redes cristalinas tridimensionales, lo que muestra la simetria
traslacional de la estructura. Cada plano es un miembro representativo de un conjunto
paralelo de planos igualmente espaciados, y cada punto de la red debe caer en uno de esos

planos.

Las etiquetas usadas para describir esos planos se conocen como indices de Miller, y se
identifican como h, k y I, cuyos valores corresponden a numeros enteros (positivos o

negativos) o cero. La separacion entre planos se indica habitualmente como dhx.
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Fuente Detector
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Figura 24°: Dispersion de rayos X en un conjunto de planos paralelos.

Para que el experimento de rayos X proporcione datos Utiles es necesario que el haz de rayos X
dispersado desde los puntos X y Z produzca haces difractados que estén en fase (Figura 24).
Esto sdlo es posible si la distancia extra que recorre el foton de RX desde W a Xy desde Xa Y es
un numero entero de longitudes de onda (A). La diferencia de recorrido es dependiente del
espaciado de la red, dwy, y del angulo de incidencia del haz de RX, 6. Esta diferencia de

recorrido responde a la ecuacién:
Diferencia de recorrido = WX + XY = 2 dnwsen = nA

Donde n es un numero entero y A es la longitud de onda de los rayos X (las longitudes de onda
empleadas en los experimentos de difraccién de RX se encuentran habitualmente entre 0.6 y

1.9 A, equiparables a las distancias interplanares). Esta ecuacién se conoce como Ley de Bragg.

De acuerdo con la ley de Bragg, las interferencias constructivas tienen lugar solo para aquellos
planos cristalinos que cumplan la anterior relacion, y seran las que den lugar al difractograma
del material. Este patron de difraccion de rayos X consiste en una serie de maximos de
difraccién de diferentes intensidades (/) que se presentan a un determinado angulo 2(26). Los
factores que afectan a la intensidad y al nimero de picos (reflexiones) de un difractograma
incluyen: clase de cristal, tipo de red, simetria, parametros de celda unidad y la distribucion y

el tipo de atomos en la celda unidad.

Como resultado del enorme rango de diferentes estructuras que los materiales pueden
adoptar, practicamente todos los sdlidos cristalinos tienen un difractograma Unico en términos

de posicidn e intensidad en las reflexiones mostradas. Incluso en mezclas de compuestos, cada
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fase tendrd su propio conjunto de reflexiones, por lo que la intensidad relativa de un conjunto
de reflexiones comparada con otro depende, hasta cierto punto, de la cantidad presente en la
muestra de cada fase. Las aplicaciones de la técnica abarcan, ademas de la identificacidon
cualitativa de las fases cristalinas de un material, la obtencién de informacién sobre el tamafio
de particula, simetria del cristal, asignacién de distancias entre planos atdmicos, obtencion de

pardmetros de celda e incluso la determinacion de posiciones atémicas.

La técnica de RX permite, por tanto, determinar si el producto sintetizado es o no cristalino, si
las fases cristalinas obtenidas se corresponden con las esperadas, y si hay otras fases
cristalinas presentes. Al proporcionar también informacién sobre el tamafo de particula, se
puede comprobar si se han obtenido o no particulas nanométricas. En este caso se espera
obtener informacion sobre la fase cristalina de Fes04, eventualmente una fase semi-cristalina

de SiO,, y también sobre los mesoporos de la silice mesoporosa.

4.2.1.2 Espectroscopia infrarroja (IR)

Se ha empleado el equipo Thermo Scientific Nicolet iS10 con mddulo FT-IR Thermo Scientific™
Nicolet iZ™10 externo (Figura 25), disponiendo de un intervalo espectral de 400 a 7500 cm™.
El software empleado para visualizar y tratar los espectros obtenidos es Thermo Scientific™
OMNIC™ Specta, instalado en el equipo por la casa comercial. El equipo se encuentra
disponible en la sala de espectroscopia 2 del Centro de Investigaciones Cientificas Avanzadas

(CICA) de la UDC.

Las condiciones en las que obtuvieron los espectros fueron: 32 barridos, resoluciéon 4

(espaciado de 0.482 cm™) en un rango de 4000 a 600 cm™™.
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Figura 25: Espectrofotéometro Thermo Scientific Nicolet iS10 con médulo FT-IR Thermo Scientific™ Nicolet iZ™10
externo

La espectrometria infrarroja es un tipo de espectrometria de absorcion que utiliza la regién
infrarroja del espectro electromagnético. Como las demas técnicas espectroscdpicas, puede
ser utilizada para identificar un compuesto o investigar la composicién de una muestra. La
espectrometria infrarroja se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de las sustancias
tienen frecuencias de vibracidn especificas, que corresponden a los niveles de energia de la
molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la superficie de energia potencial de la
molécula, la geometria molecular, las masas atémicas y, posiblemente, el acoplamiento

vibracional.

Gracias a las bandas de tension propias de los grupos funcionales de las moléculas organicas
empleadas a lo largo de todas las sintesis, esta técnica permite comprobar la presencia de
éstas en los productos caracterizados, pudiendo determinar si la funcionalizacién ha sido

efectiva, o si los lavados han sido o no eficientes.
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4.2.1.3 Andlisis termogravimétrico (ATG)

El equipo empleado es un analizador simultdneo ATG-ATD, modelo SDT2960 (Figura 26),
perteneciente a la casa comercial ThermalAnalysis, y disponible en la Unidad de
Espectroscopia Molecular (UEM) de los Servicios de Apoyo a la Investigacion (SAl) de la

Universidade da Corufia.

Figura 267: Analizador simultdneo ATG-ATD Thermalanalysis SDT2960

Las condiciones en las que se realizaron los andlisis termogravimétricos de las muestras
preparadas son: rampa de 10°C/min desde temperatura ambiente a 800°C para las
nanoparticulas magnéticas, y rampa de 52C/min desde temperatura ambiente hasta 9002C
para el recubrimiento y la funcionalizacidn de éstas. En todos los casos el analisis se realizd

bajo atmdsfera de N, para evitar la posible oxidacién del Fe30a.

El analisis termogravimétrico o termogravimetria es una técnica empleada para determinar la
variacion en la masa de una muestra al ser sometida a un programa de temperaturas bajo
atmoésfera controlada. La pérdida o ganancia de masa en funcion de la temperatura aporta
informacién sobre la estabilidad térmica y composicién de una muestra. La técnica consiste en
la monitorizacién de la variacién de masa de una muestra en funcién de la temperatura. La
pérdida de agua o de volatiles como el oxigeno se muestra como pérdida de masa, asi como la
descomposiciéon de materia orgdnica o de la propia muestra. La oxidacién o la adsorcién de

gases se muestra como ganancia de masa.

45



INSTRUMENTAL Y METODOS

El andlisis termogravimétrico permite obtener informacién sobre la estabilidad térmica de los
materiales sintetizados. Permitira, por ejemplo, determinar si tienen agua adsorbida y/o agua
de hidratacién, el contenido en materia organica (bien adsorbida en la superficie de las
particulas o en los poros, bien enlazada a las particulas), o la posible ganancia de peso por

oxidacion de los productos al elevar la temperatura.

4.2.2 Caracterizacion morfoldgica

4.2.2.1 Microscopia electrdénica de transmision (MET)

Se ha empleado el microscopio de transmisién modelo JEOL JEM 1010 (Figura 27) situado en la
Unidad de Microscopia (UM) de los Servicios de Apoyo a la Investigacion (SAl) de la

Universidade da Corufia.

Las muestras, dispersadas en isopropanol con ayuda de agitacion ultrasdnica, se depositaron

sobre una rejilla de cobre recubierta por una capa fina de carbono.

Figura 277: Microscopio electrénico de transmision JEOL JEM 1010
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El principio basico que rige la microscopia electrdnica es similar al de un microscopio dptico,
excepto en que se usa un haz de electrones acelerados en lugar de luz visible. Los microscopios
de transmision electrdnica (METs) proporcionan una resolucion significativamente mayor que
un microscopio convencional gracias a la gran energia de los electrones generados. Se pueden
llegar a alcanzar resoluciones de menos de 0.1 nm y aumentos de 50 millones. Un MET
produce una imagen directa de un sélido con un gran aumento debido a la transmisién de
electrones a través de una muestra ultrafina, usando un haz de electrones de densidad de
corriente uniforme y un ensamblado de lentes electromagnéticas bajo alto vacio. El
microscopio electrénico de transmision emplea la transmision/dispersion de los electrones
para formar imdgenes, la difraccion de los electrones para obtener informacidn acerca de la
estructura cristalina y la emisiéon de rayos X caracteristicos para conocer la composicion

elemental de la muestra.

Gracias a las imagenes obtenidas, se pueden observar tanto el tamafio como la morfologia de
los productos sintetizados, asi como la dispersion de estos o su mayor o menor tendencia a

formar aglomerados.

4.2.2.2 Andlisis de tamafio de particula mediante dispersion de luz dindmica (DLS)

Se ha empleado el equipo 90Plus/BI-MAS, Multi Angle Particle Sizing Option (Figura 28), de la
casa comercial BROOKHAVEN INSTRUMENTS CORPORATION, que pertenece al grupo
QUIMOLMAT 1, y esta ubicado en el laboratorio del mismo nombre en el Centro de

Investigaciones Cientificas Avanzadas (CICA) de la Universidade da Corunia.
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La preparacién de las muestras consiste en la suspension de éstas en etanol mediante
agitacion ultrasénica durante 15 min. Se introducen las muestras suspendidas en cubetas de
plastico de cuatro caras transparentes y se dejan reposar durante 10 min dentro del equipo
antes de la medida para minimizar las fluctuaciones debidas al movimiento Browniano de las

particulas en suspension y a las corrientes parasitas que se pueden producir dentro del equipo.

Figura 28: Analizador de tamafio de particula 90PLus/BI-MAS

El analizador de tamafio de particula (Particle Size Analyzer) es un equipo automatico para la
determinacidn de tamafos de particula de muestras en suspension o disoluciones de
macromoléculas, pudiendo realizar mediciones en el rango de 2 nm a 3 um. Ademas de
facilitar el tamafio promedio de particula o agregados, ofrece informacidn sobre la dispersién

de tamafios en la muestra.

El fundamento de este equipo se basa en la utilizacién de un haz laser que impacta sobre una
suspension de particulas y se dispersa, corrigiendo las fluctuaciones debidas al movimiento de
las particulas en suspensién, movimientos Brownianos, a través de un correlador, y recogiendo
la informacién, de forma hidrodinamica, mediante un detector que envia los datos a un

ordenador y los procesa a través de un software especifico.
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Con esta técnica se puede observar el comportamiento en suspensién de los productos
sintetizados, es decir, la mayor o menor tendencia de éstos a formar aglomerados cuando
estdn en una suspensién de un liquido determinado, a través de datos de distribucién de

tamafios. Aporta, por tanto, informacién complementaria a la de MET.
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5 Resultados y discusién

5.1 Nanoparticulas magnéticas de FesO4 estabilizadas con silice y
funcionalizadas con APTES
5.1.1 Nanoparticulas magnéticas de Fe304 (KC-01)

5.1.1.1 Difraccion de rayos X (DRX)

En la figura se muestra el difractograma correspondiente a las nanoparticulas de Fe3O4
sintetizadas. En azul se observa el difractograma experimental, comparado con el de

referencia (en rojo) de la biblioteca del programa Match!®.

Intensity
1000

Experimental pattern: KC-01 (16_10044_kc-01.raw)

950 [01-088-0315] Fe3 04 Iron Oxide (Magnetite, syn)
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Figura 29: Difractograma experimental de la muestra KC-01 (Fe304) comparado con el patron de difraccion de la base
de datos del programa Match!.
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A la vista del difractograma obtenido, y tal y como se observa en la coincidencia de los picos,
tanto en posicién como en intensidad, se puede afirmar que el producto obtenido es Fe30.. La
presencia de ruido en el difractograma es indicativa de que la muestra no estd bien molida o
gue no se ha depositado perfectamente sobre el soporte previamente a su andlisis por DRX. El
fondo, o background, que se observa, sobre todo a angulos inferiores a 25 220, es debido al
soporte de vidrio usado durante la medida (que no ha quedado bien recubierto) y
posiblemente también a la presencia de materia organica, lo que hace pensar que no se han
eliminado por completo los productos secundarios de la reaccidn o los disolventes empleados
en la sintesis y sucesivos lavados. La anchura de los picos se debe al tamafio nanométrico de

las particulas.

5.1.1.2 Espectroscopia infrarroja (IR)
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Figura 30: Espectro IR obtenido para la muestra KC-01 (Fe30,4)

En el espectro de IR de las nanoparticulas magnéticas, la banda mas intensa, que aparece en el
limite del espectro recogido, en torno a 600 cm™, se corresponde con la vibracién de los

enlaces Fe-O. Aparecen ademas bandas propias de las vibraciones de tensién C=C y C=0 (entre
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1500-1600 cm?), y de tensién O-H propias de alcoholes (banda ancha a 3300 cm™), que se
atribuyen a la presencia de los restos orgdnicos y productos secundarios de la reaccién, asi

como del etanol utilizado en los lavados.

5.1.1.3 Andlisis termogravimétrico (ATG)
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Figura 31: Termograma de la muestra KC-01 (Fes0y4). A la derecha se muestra una ampliacion para poder observar
mejor la pérdida de masa.

El termograma refleja una pequefia pérdida de masa en torno a 100 2C correspondiente a la
evaporacién de agua que pueda haber sido adsorbida por la muestra durante la manipulacién
(o incluso en los primeros momentos del andlisis por termogravimetria, si el equipo no estaba
en condiciones totales de ausencia de humedad, como parece indicar la pequefa ganancia
inicial de masa). Luego se produce una pérdida de masa de en torno al 10% en el intervalo
[200-325]2C aproximadamente. Esto se corresponde con la eliminacion de materia organica,
gue puede provenir tanto de los disolventes empleados como de los productos secundarios de
reaccion. En el intervalo [325-600]2C se completa la descomposicion de materia organica,

reflejandose en una pequefia y muy gradual pérdida de masa.
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5.1.1.4 Microscopia electrdnica de transmision (MET)

Figura 32: Imdgenes de MET de la muestra KC-01 (Fe30,4). A la derecha se muestra una ampliacion de la
primera imagen, en la que se pueden observar los diagmetros de las particulas marcadas.

A la vista de las imagenes, se observa que se han obtenido particulas con tamafios en el rango
de 10-20 nm, claramente por debajo del tamafio de monodominio, y adecuado por tanto para
asegurar un comportamiento superparamagnético. En cuanto a su morfologia, tienden a
presentar forma esférica, aunque se distinguen algunos bordes angulosos. Aunque no se llega

a alcanzar la dispersidn completa, no se percibe una tendencia a formar grandes aglomerados.

Se debe indicar que el microscopio electronico de transmisién permite focalizar el haz de
electrones sobre una pequefisima region de cada nanoparticula y ver el efecto de la difraccidn
de electrones provocada por la estructura mas o menos cristalina de las particulas, aportando
interesante informacidn sobre la cristalinidad de las muestras a nivel local. Al realizar
difraccidon de e  sobre esta muestra de Fes04 se observd una difraccion que dio lugar a anillos
concéntricos perfectamente definidos, cada uno correspondiente a una familia de planos, lo
que es indicativo del buen orden cristalino de la estructura. Lamentablemente no ha sido

posible registrar estas imagenes de difraccién de electrones.

Gracias al programa ImageJ, se pueden realizar medidas en las fotografias de MET. Si se mide
una porcién representativa de particulas (entre 50 y 100), se puede extrapolar la informaciony

determinar cual es el didmetro de particula mas comun en el producto obtenido.
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Figura 33: Distribucion en los diagmetros de particulas medidos en las imdagenes de MET para la muestra KC-01.

Tras medir 66 particulas en las imagenes de MET, se observa que la mayor parte de éstas
tienen un tamafio comprendido entre 10-15 nm, confirmando la tendencia observada en las

imagenes de la pagina anterior.

5.1.1.5 Andlisis de tamafio de particula mediante dispersion de luz dindmica (DLS)
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Figura 34: Dispersion de tamaiios de la suspension de la muestra KC-01 (Fes0.). El nimero de particulas se muestra
normalizado, otorgdndole a la frecuencia maxima el valor de 100.
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Tal y como se puede observar en la grafica se aprecia un maximo en torno a 30-40 nm que
corrobora lo observado mediante MET, pudiendo atribuirse a particulas dispersas o a
agregados de un numero reducidisimo de particulas, y un maximo correspondiente a
aglomerados de entre aproximadamente 250 y 500 nm de tamafio, cuya intensidad relativa
indica que la mayor parte del material estda formando este tipo de aglomerados. Es
fundamental sefalar que los resultados aqui presentados son los obtenidos en dispersiones
preparadas segun se describe en la parte instrumental, ya que se observa una tendencia de las

nanoparticulas a formar aglomerados mas grandes si se prolongan los tiempos de medida.

A la vista de los resultados obtenidos con estas técnicas de caracterizacién, se puede afirmar
que se han obtenido nanoparticulas de Fes;04, pero no se han podido eliminar por completo los
disolventes y productos secundarios de la reaccion. El tamafio de las nanoparticulas aisladas
esta dentro de los rangos deseados (10-20 nm), y tienden a formar aglomerados de unos 300-

400 nm.

5.1.2 Fe304@Si,0 (KC-02)

5.1.2.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Se ha empleado el programa Match!® para comparar el difractograma experimental obtenido

para la muestra KC-02 con el de referencia de FesO4 que contiene la biblioteca del programa.
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Intensity
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Experimental pattern: KC-02 {16_11266_kc-02.raw)
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Figura 35: Difractograma experimental de la muestra KC-02 (Fe30.@Si0;) comparado con el patrdn de difraccion
de magnetita de la base de datos del programa Match!.

Lo mas destacable en este difractograma es, por un lado, que se mantienen los maximos
correspondientes a la fase FesQ,, y por otro, el aumento de la intensidad de la gran banda que
aparece a bajos angulos (10-15 226). Esta gran intensidad podria ser atribuible a una capa de
SiO, que, presumiblemente, rodea las nanoparticulas magnéticas. Pero también puede ser
debido a que el soporte de vidrio usado durante la medida sea mas visible, dado que la
cantidad de muestra que se analizé fue demasiado pequefia. En todo caso, el recubrimiento
con SiO, de las MNPs no repercute en una variacidon en la cristalinidad de la fase de la

magnetita.
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5.1.2.2 Espectroscopia infrarroja (IR)

o ""‘wv\-“‘

2970‘98‘_(\:(‘:
-._‘\_'/}
—
|
e
e
>

@
=
h
2359,89

«:\.n
-
.

1539,84
// -
.
<
814,78 <
e

% Transmitancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Ondas (cm-1)

Figura 36: Espectro IR obtenido para la muestra KC-02 (Fe;0,@SiO0;)

La banda que aparece en torno a 600 cm™ presenta mas sub-bandas en este espectro que en el
correspondiente a KC-01, debido a las interacciones Si-O presentes ahora en la muestra y la
formacién de los enlaces Fe-O-Si. La banda en torno a 1100 cm™ con un hombro a
aproximadamente 1200 cm™ corresponde con la vibracién de tensién asimétrica de Si-O-Si
Caracteristica del SiO; es, también, la banda a 800 cm™ correspondiente a la flexién de ese
enlace. Se puede considerar evidencia directa de la formacidn de la coraza de silice. La banda

a 2350 cm corresponde a CO,.

Es muy importante tener en cuenta que, aunque ya no se aprecien, las bandas
correspondientes a alcoholes y demds productos de reaccién no han desaparecido. La
apariciéon de la banda de Si-O (1100 cm™) tan intensa, hace que disminuya la intensidad

relativa del resto de bandas.
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5.1.2.3 Andlisis termogravimétrico (ATG)
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Figura 37: Termograma de la muestra KC-02 (Fes;0,@Si0;). A la derecha se muestra una ampliacion para poder
observar mejor la pérdida de masa.

En este termograma se observa una pérdida de masa (en torno a un 1.5%) antes de 100 2C,
debido probablemente a la pérdida de agua adsorbida en la superficie de las particulas. Entre
los 100 y los 5002C, aproximadamente, se pierde mas o menos un 10% de masa, debido a la
eliminacion de materia organica. Esta pérdida es mas gradual que en el caso de las

nanoparticulas, debido a que ahora se eliminan materiales diferentes, subproductos de la

sintesis de SiO,.

5.1.2.4 Microscopia electrdnica de transmision (MET)

Figura 38: Imdgenes de MET de la muestra KC-02 (Fe;0,@Si0;).
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En comparacidon con las imagenes de la muestra KC-01, en el producto recubierto con SiO; no
se llega a observar un aumento del tamafio de las nanoparticulas, ni tampoco una diferencia
en la opacidad de los bordes de las particulas, como seria de esperar, indicando la formacidn
del recubrimiento. Los diametros medidos se mantienen dentro del rango de 10-20 nm. Sin
embargo, mirando en detalle se percibe que los bordes de las particulas son ligeramente
menos angulosos, adquiriendo un aspecto general mas redondeado. Se sigue apreciando una
importante tendencia a formar aglomerados, pero con tamafos similares a los de las

nanoparticulas magnéticas.

Lo mas destacable es que, al realizar la difraccién de e en la muestra de MNPs recubiertas con
silice, se siguen observando los anillos de difraccion, pero claramente mas difuminados que en
las MINPs sin recubrir. Y este efecto se observa en todas las nanoparticulas en las que se ha
intentado. Se interpreta este resultado como una evidencia de que se ha producido el

recubrimiento de materia amorfa (presumiblemente silice) sobre las particulas de magnetita.

Se midieron también los diametros de las particulas en las imdgenes de esta muestra. Tras

medir 82 particulas, estos son los resultados obtenidos:
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Figura 39: Distribucion en los didmetros de particulas medidos en las imdgenes de MET para la muestra KC-02.
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Como ya se indico al ver las fotografias, no se aprecia una gran variacién en la distribucion de
tamafio de las particulas: la mayor parte de las nanoparticulas tienen didmetros entre 10-15
nm, como en la muestra KC-01. Sin embargo, es interesante resaltar que en esta muestra hay
un ligerisimo aumento de la frecuencia de particulas con didmetros entre 15-20 nm con

respecto a las nanoparticulas de magnetita.

5.1.2.5 Andlisis de tamafio de particula mediante dispersion de luz dindmica (DLS)
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Figura 40: Dispersion de tamarios de la suspension de la muestra KC-02 (Fe;0,@Si0;). El numero de particulas se
muestra normalizado, otorgdndole a la frecuencia mdxima el valor de 100.

Esta grafica muestra la tendencia a formar aglomerados de unos 110-160 nm, mucho mas
abundantes que los aglomerados de 400-550 nm. Este resultado es sumamente interesante, ya
demuestra que al recubrir las nanoparticulas magnéticas con SiO,, éstas tienden a dispersarse
mas y de manera mas permanente. Sin embargo, el comportamiento de esta suspension fue
mas errdtico que el de la muestra de magnetita, presentando mayor variacién de tamafio

durante el tiempo de realizacion de la medida. Aldn a pesar de ello, no se observa una mayor
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tendencia a formar aglomerados grandes con el paso del tiempo (para tiempos superiores al

de la medida DLS) que en la muestra de magnetita.

513 Fe30;@SiO,@APTES (KC-03a y KC-03b)

En esta muestra no se realizd un analisis por rayos X, ya que al no esperarse la formacién de
una fase cristalina nueva, lo Unico que se apreciaria seria un aumento del efecto presentado en
la muestra KC-02: una disminucién de la intensidad de las sefales asociadas al FesOs y un
aumento del fondo y de la elevacidn presente a bajos dngulos debida a la presencia de materia

amorfa. Para la caracterizacién de esta muestra, se emplearon las técnicas de IR, ATG y DLS.

5.1.3.1 Espectroscopia infrarroja (IR)

A continuacién se muestran los dos espectros de IR correspondientes, solapados en la misma

imagen (KC-03a en rojo, KC-03b en azul). La muestra KC-03b contiene una mayor proporcion
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Figura 41: Espectro IR de las muestras KC-03a (color rojo) y KC-03b (color azul).

61



RESULTADOS Y DISCUSION

de APTES, como se explico en la pagina 37.

En la muestra recubierta con APTES, de nuevo la banda correspondiente al Si-O es tan intensa

que minimiza el resto de sefiales. La gran banda ancha en torno a 3200 cm™ podria atribuirse

al extremo amino del 3-aminopropiltrietoxisilano, indicativo de que la funcionalizacién con

APTES ha sido exitosa. Aparece de nuevo una banda a 1600 cm™ que no se apreciaba en la

muestra KC-02 pero si en la muestra KC-01. (Figura 42). Puede ser debido a la tensién C=0 (en

el caso de KC-01 atribuible a la formacién de benzaldehido, en este caso puede deberse a DMF

presente en el medio de reaccidn).
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Figura 42: Representacion de los espectros IR obtenidos para todas las muestras.

5.1.3.2 Andlisis termogravimétrico (ATG)

Es interesante comprobar si el comportamiento térmico de las dos muestras es distinto. Para

poder observar si hay diferencias, se representan en la misma gréfica los termogramas de

ambas muestras.
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Figura 43: Termograma de la muestras KC-03a y KC-03b (Fe;0,@SiO,@APTES). A la derecha se muestra una
ampliacion para poder observar mejor la pérdida de masa.

La pérdida de masa en el caso de KC-03b es ligerisimamente mayor (un 8% aproximadamente

para KC-03a y un 9% en el caso de KC-03b). El comportamiento, en todo caso, es andlogo al de

la muestra KC-02, con la diferencia de que la pérdida de masa atribuida a la materia orgdnica

(descomposicién de los grupos propilamina) se presenta en torno a 3102C, un poco antes que

en la muestra KC-02).
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Figura 44: Representacion de los termogramas ampliados de todas las muestras.
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Al comparar las cuatro muestras, como cabe esperar, la mayor pérdida de masa se produce en
las muestras KC-03, produciéndose la menor en la KC-01. A medida que se realizan el
recubrimiento y la funcionalizacidn, los restos organicos de las sucesivas sintesis conllevan un
mayor peso, ademas de la contribucidn orgdnica de la propia funcionalizacién. Ademas, en las
muestras con recubrimientos la pérdida de masa es mas gradual, y comienza ya desde la
temperatura ambiente, mientras que en la magnetita la pérdida de masa es mads brusca, sobre
todo a partir de 2002C. Esto indica que en las muestras con recubrimientos deben de quedar
restos de disolventes y reactivos mas débilmente unidos (que se eliminan ya desde el inicio del

calentamiento). En general, el comportamiento térmico global observado es el previsto.

5.1.3.3 Andlisis de tamafio de particula mediante dispersion de luz dindmica (DLS)

Fe,0,@Si0,@APTES
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Figura 45: Dispersion de tamaiios de la suspension de la muestra KC-03a (Fe;0,@SiO,@APTES). El nimero de
particulas se muestra normalizado, otorgdndole a la frecuencia mdxima el valor de 100.

En el caso de las nanoparticulas funcionalizadas no existe un amplio rango en la distribucién de
tamanios de los aglomerados formados: la tendencia a formar aglomerados de entre 435 y 440
nm es clara. Tampoco se observa la formacién de aglomerados de distinto tamafo, como en

los casos anteriores. A pesar de aumentar de nuevo el tamafio de los aglomerados formados,
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el comportamiento es homogéneo en toda la suspensién. Su comportamiento durante las
medidas fue el mds constante de las tres muestras, Fes0s, Fe3s0,@Si0; y Fe;0,@SiO,@APTES,
manteniendo el mismo valor de tamafio medido durante todo el analisis. La tendencia a

formar aglomerados mas grandes con el paso del tiempo es menos clara en este producto.

5.1.4 SiO; mesoporoso

Para la sintesis de SiO, mesoporoso se utilizaron diferentes condiciones de reaccién con el
objetivo de obtener particulas de diferentes tamafios, como se indicé en la Tabla 2 (pag. 38).
Esta bateria de productos sélo se caracterizd por MET. Para la caracterizacién de la muestra

etiquetada como “M2”, siguiendo el procedimiento de Cai et al 4, se utiliz6 DRX y MET.

5.1.4.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Debido a la ausencia de difractogramas para este tipo de material en la biblioteca del
programa Match!®, para identificar la estructura del producto obtenido se compara su

difractograma experimental con el proporcionado en la bibliografia.*

. 1|
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Figura 46: A la izquierda, difractograma experimental del SiO; obtenido, M2. A la derecha, difractograma
proporcionado por Cai et al. El espectro correspondiente a MCM-41 sintetizado en las condiciones reproducidas es
elc.
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Como se puede observar, el difractograma de la muestra preparada es idéntico al obtenido en
la referencia consultada para llevar a cabo la sintesis, con un maximo centrado a 26 = 2.55¢2
debido a la familia de planos (100), lo que indica que se ha formado una estructura con poros
de 3.00 nm de didametro (segun la aplicacion directa de la ley de Bragg). También se observan
claramente los picos caracteristicos menos intensos debidos a las familias de planos (110) y
(200). Por tanto se puede afirmar que se ha obtenido una muestra mesoporosa y con buena

cristalinidad.

5.1.4.2 Microscopia electrdnica de transmision (MET)

Fiaura 47: Imdaenes de TEM de la muestra de silice borosa M2.

Como puede observarse en las imagenes, se obtuvieron particulas con forma relativamente
esférica, y con cierta tendencia a formar aglomerados, aunque muy inferior al de las MNPs. En
las microcrafias realizadas con mayor aumento, se distingue claramente la formacién de poros

bien alineados y de tamafio muy regular en el interior de las nanoparticulas de silice
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Figura 48: Ampliacion de las imdgenes de MET de silice mesoporosa M2 para apreciar mejor los poros de la
superficie.

Con el programa Imagel, se midieron 54 particulas de silice mesoporosa. Estos son los

resultados:
Si0, mesoporoso
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Diametro de las particulas

Figura 49: Distribucion en los didgmetros de particulas medidos en las imdgenes de MET para la muestra M2.
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A pesar de que la distribucidon de tamafios parece bastante homogénea a simple vista en las
imagenes, tras medir de manera individual las particulas se descubre que el rango de tamaiio
que presentan las particulas es bastante amplio (entre 100-250 nm de didmetro),

encontrandose el didametro mas frecuente entre 130y 190 nm.

A continuacién se muestran las imagenes de MET correspondientes al experimento 1 de los
tres realizados modificando las condiciones de reaccién (no se guardaron las micrografias del

resto de experimentos).

Figura 50: Micrografias de MET correspondientes al experimento 1.

Modificando las condiciones de reaccion se ha logrado, efectivamente, aumentar el tamafio de
las particulas, pero la dispersién en los tamafos obtenidos fue demasiado grande, y lo mismo
ocurre con la morfologia: se pueden observar tanto moléculas esféricas como mds alargadas,
algunas con bordes irregulares. Por ello, se decidid centrarse en la caracterizacion y

funcionalizacidn de la silice obtenida siguiendo el método de Cai et al.*

5.1.5 Fe304 con SiO2 mesoporoso

En la caracterizacion de este producto también se emplearon las técnicas de DRX y MET.
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Para caracterizar el producto de la reaccidn de Fe304 con SiO, mesoporoso se compara el

difractograma obtenido para esta muestra con el correspondiente a la muestra KC-02, es decir,

F8304@Si02.
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Figura 51: Representacion de los difractogramas experimentales de las muestras Fe30,@Si0O, (KC-02, en color azul) y

Fe304-Si0; mesoporoso (SHT, color rojo).

Al comparar los difractogramas se observa que son practicamente idénticos, poniendo de

manifiesto la presencia de Fes0q cristalino y también una parte mds amorfa que da una sefial

ancha por debajo de 152 20. Ya no se observan los maximos del SiO, mesoporoso que

aparecian en torno a 2, 4 y 52 20. Esto puede deberse a que se haya vuelto mas amorfa esta

fase tras la reaccion con la magnetita o a que la sefial ancha sea generada por el soporte de

vidrio mal recubierto de muestra, que ocultaria la sefial mas débil del SiO, mesoporoso.
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5.1.5.2 Microscopia electrénica de transmision (MET)

Figura 52: Imdgenes de MET del producto de reaccion hidrotermal entre las esferas de silice mesoporosa y la
magnetita.

En las imagenes de MET se puede apreciar como las grandes esferas de SiO, mesoporoso estan
rodeadas por nanoparticulas de Fes04 que han quedado bien adheridas, o mas bien enlazadas,
a su superficie. No parece que haya nanoparticulas de magnetita dispersas (aisladas de la
silice). A la vista de estos resultados, se puede afirmar que se han obtenido composites con
interacciones entre el SiO; y la magnetita lo suficientemente fuertes como para que la
totalidad de las nanoparticulas de FesO4 se mantengan adheridas a las esferas mesoporosas de

manera estable.

Por otra parte, es destacable que las nanoparticulas magnéticas se mantienen mds separadas
entre si que en los composites Fe;0,@Si0,. Mediante esta férmula, por tanto, se logra
estabilizar las nanoparticulas de magnetita mediante la reduccion de la formacién de
aglomerados entre ellas. Esta afirmacidn se corrobora con el aspecto macroscépico del
producto, ya que simplemente agitando el vial que contiene el producto se observa una

redispersidon muy rdpida y homogénea a simple vista.

Ademas, a pesar de que las nanoparticulas magnéticas estan ancladas a la superficie de las
esferas de silice (al menos la mayor parte de ellas), una porcién importante de dicha superficie
sigue quedando libre para poder ser funcionalizada con APTES, en la siguiente etapa prevista

del trabajo.
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6 Conclusiones/Conclusidons/Conclusions

6.1 Conclusiones

En vista de los resultados obtenidos, en este apartado se resumen las conclusiones mas

destacadas del trabajo que se ha realizado:

1. Se ha llevado a cabo exitosamente la sintesis de MNPs de magnetita, Fes0, (muestra
KC-01), mediante un método de coprecipitacion en disolventes organicos y en recipiente

cerrado.

A la vista de los resultados proporcionados por los métodos de caracterizacion DRX y MET se
confirma que la muestra KC-01 obtenida es FesO, bien cristalizada, que el tamafio que
presentan las nanoparticulas se encuentra dentro de los limites deseados para que tenga un
comportamiento superparamagnético (10-20 nm), que su morfologia relativamente esférica es

la esperada y que tienden a formar aglomerados.

Los resultados de las técnicas de ATG e IR indican que, a pesar de realizar un gran nimero de
lavados sobre el producto KC-01, no fue posible eliminar por completo los restos organicos de

la reaccidn y los residuos de lavado.

2. Estas MNPs fueron recubiertas con silice, formando composites Fe;0,@SiO, (muestra

KC-02), mediante una variacién del método Stober.

Con respecto al recubrimiento de silice, a pesar de que la técnicas de RX e IR permitieron
confirmar la presencia de la fase SiO; en el producto KC-02, las micrografias de MET no fueron
concluyentes, ya que no permiten distinguir el recubrimiento. Sin embargo, la difraccién de
electrones pone de manifiesto que si se han producido cambios en la superficie de las
nanoparticulas magnéticas y el comportamiento observado por DLS permite confirmar que se

han producido estos cambios, pues desciende su tendencia a aglomerarse.

3. Se han funcionalizado con APTES las MNPs recubiertas de silice, formando composites

Fes0,@Si0,@APTES (muestras KC-03a y KC-03b).

Los resultados observados con las técnicas ATG e IR corroboran la presencia de materia

orgdanica atribuible al éxito en la funcionalizacidn.

72



CONCLUSIONES/CONCLUSIONS/CONCLUSIONS

4, Se ha sintetizado silice mesoporosa mediante un método reportado en la bibliografia

para obtener MCM-41.

Los resultados de DRX obtenidos concuerdan con la bibliografia, indicando la formacién de una
fase cristalina y con poros del orden de 3nm de diametro. Las micrografias de MET permiten
observar claramente la formacién de nanoparticulas esféricas muy regulares de unos 100-250

nm de didmetro y estructura porosa.

5. Se han preparado composites Fes04-SiO; mesoporoso haciendo reaccionar en

recipiente cerrado nanoparticulas de ambos previamente preparadas por separado.

La DRX muestra que se mantiene la cristalinidad, al menos, de las nanoparticulas magnéticas.
Las micrografias MET muestran que las nanoparticulas de FesO4 han quedado enlazadas a la
superficie de la silice mesoporosa de manera estable, logrando de este modo reducir su
capacidad para aglomerarse. Ademas, una porcidon importante de la superficie de las esferas
de silice sigue quedando "libre" de nanoparticulas magnéticas para poder ser funcionalizada

con APTES en una siguiente etapa.
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6.2 Conclusiéns

A vista dos resultados obtidos, neste apartado resimense as conclusiéns mais destacadas do

traballo realizado:

1. Levouse a cabo exitosamente a sintese de MNPs de magnetita, FesO4 (mostra KC-01),

mediante un método de coprecipitacion en disolventes organicos e nun recipiente pechado.

A vista dos resultados proporcionados polos métodos de caracterizacion DRX e MET,
confirmase que a mostra KC-01 obtida é Fe304 ben cristalizada, que o tamafio que presentan
as nanoparticulas se encontra dentro dos limites desexados para que tefia un comportamento
superparamagnético (10-20 nm), que a sia morfoloxia relativamente esférica é a esperada e

gue tenden a formar aglomerados.

Os resultados das técnicas de ATG e IR indican que, a pesar de se realizaren un gran nimero de
lavados sobre o producto KC-01, non foi posibel eliminar por completo os restos organicos da

reaccion e dos residuos de lavado.

2. Estas MNPs foron recubertas con silice, formando composites Fe30,@SiO, (mostra KC-

02), mediante unha variacién do método Stober.

Con respecto 6 recubrimiento de silice, a pesares de que as técnicas de RX e IR permitiron
confirmar a presenza da fase SiO, no produto KC-02, as micrografias de MET non foron
concluintes, xa que non permiten diferenciar o recubrimiento. Sin embargo, a difraccién de
electrons pon de manifesto que si se produciron cambios na superficie das nanoparticulas
magnéticas e o comportamento observado por DLS permite confirmar que se produciron estes

cambios, pois a sUa tendencia a aglomerarse diminue.

3. Funcionalizaronse con APTES as MNPs recubertas de silice, formando composites

Fes0,@SiO,@APTES (mostras KC-03a e KC-03b).

Los resultados observados cas técnicas ATG e IR corroboran a presenza de materia orgdnica

atribuible 6 éxito na funcionalizacién.

4, Foi sintetizada silice mesoporosa mediante un método reportado na bibliografia para

obter MCM-41.
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Os resultados de DRX obtidos concordan ca bibliografia, indicando a formacién dunha fase
cristalina e con poros da orde de 3nm de diametro. As micrografias de MET permiten observar
claramente a formacién de nanoparticulas esféricas moi regulares duns 100-200 nm de

diametro e estrutura porosa.

5. Prepararonse composites Fe304-SiO, mesoporoso facendo reacionar nun recipiente

cerrado nanoparticulas de ambos previamente preparadas por separado.

A DRX mostra que se mantén a cristalinidade, polo menos, das nanoparticulas magnéticas. As
micrografias MET mostran que as nanoparticulas de Fes0, quedaron enlazadas 4 superficie da
silice mesoporosa de maneira estable, logrando deste xeito reducir a sia capacidade para
aglomerarse. Ademais, unha porcidon importante da superficie das esferas de silice segue
quedando "libre" de nanoparticulas magnéticas para poder ser funcionalizada con APTES

nunha siguiente etapa.
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6.3 Conclusions

The main conclusions of the work are summarized below:

1. Synthesis of magnetite (FesOs) MNPs (KC-01 sample) has been successfully performed

by a coprecipitation method in organic solvents and in a closed container.

In view of the results provided by XRD and TEM, it was confirmed that the KC-01 sample is
FesO, well crystallized, the size of the nanoparticles is the desired to exhibit a
superparamagnetic behavior (10-20 nm), its relatively spherical morphology is the expected

one and they tend to form agglomerates.

The results of ATG and IR indicate that, despite the large number of washes, it was not possible

to completely eliminate the organic residues of the reaction on KC-01 product.

2. These MNPs were coated with silica by a variation of the Stober method, forming

Fes0,@Si0; composites (KC-02 sample).

Regarding to the silica coating, although RX and IR confirmed the presence of the SiO; in KC-02,
MET micrographs were inconclusive because the coating was not distinguished. However,
electron diffraction shows that some changes have occurred on the surface of the magnetic

nanoparticles, and DLS confirms that their tendency to agglomerate decreases.

3. Silica-coated MNPs had been functionalized with APTES forming Fes0,@SiO,@APTES

composites (KC-03a y KC-03b samples).

ATG and IR corroborate the presence of organic matter attributable to a successful

functionalization.

4. Mesoporous silica was synthesized by a reported method in the literature to obtain

MCM-41.

XRD results agree with the literature, indicating the formation of crystals with pores of around
3nm. TEM micrographs clearly show very regular spherical nanoparticles with a diameter of

about 100-250 nm and mesoporous structure.
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5. Fes04-Si0O, composites were prepared heating both previously prepared nanoparticles

in a closed container.

XRD shows that the crystallinity is maintained, at least, for the magnetic nanoparticles. MET
micrographs show that Fe;04 nanoparticles have been linked to the surface of the mesoporous
reducing their ability to agglomerate. In addition, a significant portion of the surface of the
silica spheres still remains "free" of magnetic nanoparticles, so the functionalization with

APTES could be possible in a next step.
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