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1. Materiale si metode

11 Sinteza Fe3O4

Utilizand metoda co-precipitarii, descrisa in cele ce urmeaza (figura 1), a fost realizata
sinteza nanoparticulelor de magnetita:

In vederea obtinerii a 3 g magnetita se cantiresc 3,6 g FeSO4*7H20 si 4,2 g FeCls care
se solubilizeaza in 600 mL apa ultrapurad, sub agitare magnetica continud. O alta solutie bazica
este obtinuta prin solubilizarea a 4.5 g NaOH in 300 mL apa ultrapura, asigurand astfel un pH
adecvat procesului de coprecipitare. Prima solutie, ce contine ioni de fier se adaugd peste
solutia bazica, in picaturd, cu debit constant, cu ajutorul unei pompe peristaltice. La finalul
picurdrii, cu ajutorul unui magnet, se efectueaza decantarea accelerata a nanoparticulelor de
magnetita prin plasarea paharului care contine suspensia deasupra magnetului. Dupa decantare,
mentindnd magnetul sub pahar, In aceeasi pozitie relativa fatd de acesta, faza lichida este
indepartatd. Precipitatul este spalat cu apa ultrapura in vederea indepartarii produsilor de reactie
secundari $i materiilor prime nereactionate, pand la obtinerea unui pH neutru. Dupa spalare,

nanoparticulele sunt uscate n etuva cu vid, la temperatura de 60°C pentru 24 h.
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Figura 1. Schema de obtinere a nanoparticulelor de magnetita (Fe3Oa)



1.2 Sinteza FesOs@acid glutamic

Sinteza nanoparticulelor de magnetitd acoperitd cu acid glutamic (figura 2) a fost
realizata prin metoda co-precipitarii modificate (figura 3) astfel:

Pentru obtineria a 3 g magnetitd acoperitd cu acid glutamic se cantaresc 3,6 g
FeSO4*7H20 si 4,2 g FeCls care se solubilizeaza in 600 mL apa ultrapurd, sub agitare
magnetica continua. O alta solutie bazica este obtinuta prin solubilizarea a 4.5 g NaOH 1n 300
mL apa ultrapurd, asigurand astfel un pH adecvat procesului de coprecipitare. In solutia bazica
astfel obtinuta se dozeaza acidul glutamic 1n raport molar 1:2 fatd de magnetitd. Prima solutie,
ce contine ioni de fier se adauga peste solutia bazica, in picatura, cu debit constant, cu ajutorul
unei pompe peristaltice. La finalul picurarii, cu ajutorul unui magnet, se efectueaza decantarea
acceleratd a nanoparticulelor de magnetitd prin plasarea paharului care contine suspensia
deasupra magnetului. Dupa decantare, mentindand magnetul sub pahar, in aceeasi pozitie
relativa fata de acesta, faza lichida este indepartata. Precipitatul este spdlat cu apa ultrapura in
vederea indepartarii produsilor de reactie secundari si materiilor prime nereactionate, pana la
obtinerea unui pH neutru. Dupa spalare, nanoparticulele sunt uscate in etuva cu vid, la

temperatura de 60°C pentru 24 h.
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Figura 2. Formula structurala a acidului glutamic
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Figura 3. Schema de obtinere a nanoparticulelor de magnetita (Fe3Os@AG)

2. Tehnici specifice de caracterizare

2.1 Difractia de raze X (XRD)

Analiza XRD a fost realizatd in scopul caracterizarii materialelor sintetizate din punctul
de vedere al cristalinitd{ii acestora, precum si al fazelor componente, pentru anticiparea
ulterioara a proprietatilor aferente in cazul utilizarii lor ca sisteme cu eliberare controlatad in
terapia cancerului.

Analiza de difractie de raze X a fost efectuata utilizdnd un echipament PANalytrical
Empyrean in geometrie Bragg-Brentano echipat cu un tub de raze X cu anod de Cu
(ACuKo=1.541874 A) cu focalizare in linie, fantd divergenta programabila pe partea incidenta
si fanta anti-imprastiere programabild montat pe detector PIXcel3D pe partea difractata.
Spectrul a fost achizitionat pe domeniul de unghiuri 20-80° 26, cu pas de achizitie de 0.02° si
timp de achizitie pe pas de 100s.

2.2 Microscopia electronica de baleiaj (SEM)

Microscopia electronica de baleiaj s-a realizat cu in vederea evidentierii aspectelor
referitoare la morfologia probelor sintetizate, respectiv a dimensiunii particulelor, a gradului
de cristalinitate existent. Achizitia de imagini a fost realizata cu ajutorul microscopului

electronic de baleiaj de inalta rezolutie, Inspect F50, 1a 30KeV si diverse magnificatii.



2.3 Spectroscopia n infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR)

Investigarea prin metoda FT-IR a pulberilor sintetizate a presupus analizarea unor
cantitati reduse de proba prin intermediul spectrometrului model Nicolet iSSOR. Masuratorile
au fost efectuate la temperatura camerei, utilizandu-se modulul de atenuare totala a reflexiei
(ATR), fiind efectuate 32 de scandri ale probelor intre 4000 si 440 cm™1, la o rezolutie de 4
cm™'. Inregistrarea spectrald a datelor a fost posibild prin conectarea spectrometrului la o
unitate de preluare si prelucrare a datelor, prin intermediul programului de lucru Omnic.

Valorile energetice reduse ce sunt caracteristice radiatiilor infrarosii determind, Tn urma
interactiei cu un compus, absorbtia radiatiei electromagnetice de cdtre moleculele substantei
iradiate si aparitia unor vibratii specifice gruparilor functionale din moleculele compusului
chimic. Legaturile chimice dintr-o molecula, rezultate in urma absorbtiei radiatiei infrarosii,
pot prezenta diverse tipuri de vibratii precum vibratii de alungire (in care se inregistreaza o
variatie a distantei interatomice) sau vibratii de deformare (in care unghiul de valentd dintre
legaturile covalente ce au in comun un atom suferd modificari in plan sau in afara acestuia).
Grupdrile functionale ale moleculelor prezintd capacitatea de a absorbi radiatia
electromagnetica In infrarosu doar la anumite valori ale lungimii de unda, ceea ce permite
inregistrarea de catre interferometru a unor maxime de absorbtie in infrarosu caracteristice.
Maximele de absorbtie rezultate sunt ulterior analizate.

2.4 Magnetometrie cu proba vibranta (VSM)

Proprietatile magnetice ale nanosistemelor complexe au fost investigate la temperatura
camerei, inregistrand functia de susceptibilitate magnetica a campului magnetic prin

intermediul magnetometrului cu proba vibrantd, model LakeShore 7404.

2.5 Microscopia electronica prin transmisie (TEM)

Imaginile obtinute prin TEM corespunzatoare probelor de magnetita si magnetita
acoperita cu acid glutamic au fost obtinute cu ajutorul unui microscop electronic prin transmisie
de inaltd rezolutie model TecnaiTM G2 F30 S-TWIN echipat cu SAED, achizitionat de la
compania FEI. Microscopul functioneaza in modul de transmisie la o tensiune de 300 kV,
rezolutia punctuali si cea de linie garantate avand valorile de 2 A, respectiv 1 A.

Analiza particularitatilor retelelor cristaline poate fi efectuata prin intermediul difractiei
de electroni pe arie selectata (SAED), in interiorul unui microscop electronic prin transmisie.
Aceasta tehnica de investigare este similard — din punct de vedere al principiului metodei — cu
difractia de raze X, cu urmatoarele deosebiri: radiatia incidenta este reprezentata de un fascicul

de electroni, iar analizarea probei este realizata pe zone cu dimensiuni de ordinul nanometrilor.
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Difractia specifica a fasciculului de electroni permite investigarea complexa a probei de interes:
constatarea naturii cristaline sau amorfe, identificarea sistemului cristalografic, identificarea

eventualelor defecte structurale, precum si determinarea compozitionala.

2.6 Analiza termica complexa (TG/DSC)

Analiza termica complexa (TG/DSC) a fost realizata cu ajutorul unui Sistem de analiza
termica complexa STA (TG/DSC) - FTIR — GCMS, NETZSCH STA 449 F3 Jupiter, efectuand
o incélzire a probei cu viteza constantd pana la 1000°C.

Analiza termogravimetricd (TG) este o tehnica analitica ce permite obtinerea de date
privind stabilitatea termica si continutul compusilor volatili, prin monitorizarea variatiei de
masa a probei ce este supusd unui tratament termic. Evaluarea comportamentului termic al
probei ce se doreste a fi analizatd se realizeaza prin transferarea unei cantitati variabile de
energie termica spre proba si monitorizarea proprietatilor de material ce sunt modificate — Tn
cazul de fata, masa probei.

Analiza termica diferentiald (calorimetria diferentiala, DSC) are la bazd compararea
variatiei temperaturii unei probe cu a unui etalon, care nu prezintd transformari de faza in
intervalul de temperaturi analizat. Metoda evidentiaza transformarile de faza in stare solida,
care au un mic efect termic Insotitor. Suplimentar, coreland pierderile de masa ale probei cu
intervalele de temperatura in care au fost inregistrate, dar si cu natura exo-/endo-terma a
modificarilor probei, analiza termica complexa (TG/DSC) permite obtinerea de date relevante
privind natura si metoda de obtinere a materialului analizat, precum si identificarea probei din

punct de vedere chimic.

3. Rezultate si discutii

3.1 Caracterizarea pulberii de Fe3O4
Spectrul de difractie de raze X Inregistrat pentru proba de magnetitd este reprezentat in

Figura 4. Rezultatele obtinute au fost interpretate pe baza fisei ASTM (en. American Society
for Testing and Materials) PDF4+ [04-013-9808].



—— Fe,0, PDF4+ [04-013-9808]

| (u.a.)

20 (grd.)

Figura 4. Difractrograma de raze X pentru pulberea de Fe3Os, cu evidentierea planelor de

cristalizare

Prin urmare spectrul indicd un material cu un grad scazut de cristalinitate, iar in
intervalul 20 (10-80°) investigat se remarca prezenta a 6 interferente de difractie specifice, la
valori estimate ale unghiului 20 de 30, 35, 43, 54, 57 si 62°. Conform datelor tabelare
disponibile in fisele ASTM, maximele de difractie identificate in cazul nanoparticulelor
sintetizate experimental corespund planelor de difractie (22 0),(311),(400),(422),(511),
respectiv (4 4 0) ale magnetitei, cristalizata in sistem cubic.

Din imaginile de microscopie electronica de baleiaj prezentate in figura 5 reiese o
morfologie cvasi-sferica, cu particule foarte fine, cu diametrul cuprins intre 4-7 nm, dispuse
preponderent n aglomerari (figura X). Nanomaterialele sintetizate prezintd caracteristici greu
observabile in SEM. Din acest motiv, au fost necesare investigatii amanuntite de microscopie

electronica prin transmisie.
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Figura 5. Micrografii SEM pentru pulberea de FezO4
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Figura 6. Spectrul FT-IR pentru pulberea de FezO4
Spectrul FT-IR pentru proba de FezOs este prezentat in figura 6. Banda de absorbtie

puternic situati la aproximativ 547 cm™ corespunde legiturii Fe-O din magnetita.
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Figura 7. Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru nanoparticulele

de Fe304 la temperatura de 25°C
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In figura 7 este prezentatd variatia magnetizarii in functie de cAmpul magnetic aplicat
pentru nanoparticulele de FesO4 la temperatura de 25°C. Se observa ca in intervalul -2000 si
2000 Oe a valorii campului magnetic aplicat, magnetizatia prezintd o crestere semnificativa,
atingand valoarea de saturatie la aproximativ 5000 Oe, acest comportament fiind caracteristic
magnetitei. Dacd 1n cazul magnetitei bulk magnetizatia de saturatie este de aproximativ 95
emu/g, in domeniul biomedical, o0 magnetizatie de saturatie de 10 emu/g este suficientd pentru
ca nanoparticulele magnetice sd poatd fi utilizate ca sisteme cu eliberare controlata.
Nanoparticulele de magnetita sintetizate In cadrul acestui studiu prezintd o magnetizatie de
saturatiec de 58 emu/g, datorita direct proportionalitatii cu valoarea diametrului de
nanoparticuld. Prin urmare, nanoparticulele magnetice sintetizate dispun de proprietatile

magnetice necesare pentru a fi utilizate ca sisteme complexe in eliberare controlata.
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Figura 8. Imagine TEM in camp luminos, difractie de electroni pe arie selectata si distributie

dupa dimensiune obtinute pe proba de Fe304

10



In Figura 8 sunt prezentate multiplele informatii furnizate de citre microscopia
electronica prin transmisie. Astfel, din imaginea de microscopie electronica prin transmisie in
camp luminos obtinuta pentru proba de magnetita se poate observa faptul ca proba este formata
din aglomerate de nanoparticule, cu o morfologie preponderent sfericad si poliedrala.
Dimensiune medie de particuld este de 4,35 +/-0,02 nm, avand o distributie monomodala,
conform histogramei prezentate de asemenea in figura 8. Din difractia de electroni pe arie
selectatd (SAED) realizata se pot observa planele de cristalizare caracterizate prin indicii Miller

evidentiati si in XRD, respectiv (22 0),(311),(400),(422),(511),(440) ale magnetitei.
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Figura 9. Analiza termica complexa pe pulberea de FezO4 (TG/DSC)

Din analiza termicd complexa prezentatd in figura 9 se observa ca in intervalul 30-
150°C are loc prima pierdere de masa (1.55%), insotita de un efect endoterm cu minimul la
98.4°C. Pierderea de masa este cauzata de eliminarea apei din proba si eventual, a unor grupari
-OH de pe suprafata nanoparticulelor.

Tn intervalul 150-500°C pierderea de masi inregistrata este 1.85%, si este insotitd de
mai multe efecte, slabe, suprapuse. Tn principiu se pot degrada resturi de precursori rimase din
sinteza magnetitei. Peak-ul de la 330°C poate fi atribuit transformarii magnetitei in maghemita
(proces de oxidare). Pe curba DSC se observa un efect slab exoterm la 544.4°C. Acesta
reprezintd o transformare de fazd, a maghemitei in hematit. Este o transformare de faza
specifica, intdlnitd la majoritatea probelor cu magnetita, dar pozitia acestui maxim este
dependentd de multi factori: dimensiunea nanoparticulelor, forma, metoda de sinteza etc. Pe
intervalul 500-900°C se inregistreazd o pierdere de masa de 0.09% (practic masa rimane

constantd. Masa reziduala este 96.51% iar in final proba are culoare negru-gri.
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3.2 Caracterizarea pulberii de FesOs@acid glutamic

Tn Figura 10 sunt prezentate spectrele de difractie de raze X ale probelor de magnetita
si magnetita@acid glutamic. Dupa cum se poate observa, in ambele spectre se identifica
prezenta maximelor de difractie caracteristice magnetitei, anterior detaliate. De remarcat este
faptul ca intensitatea interferentelor de difractie, In cazul probei ce contine si compus organic,
are valori mai ridicate la unghiuri mici in comparatie cu proba de magnetita pura. Acest lucru
poate fi pus pe seama prezentei fazei organice cristaline pe suprafata nanoparticulelor
magnetice, cu maxime de difractie la 20 de 30 si 35 (atribuite acidului glutamic conform PDF4+

[00-019-1757]), rezultatul fiind un efect sinergetic al celor 2 faze evidentiate.

400 - _ _
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] 3%4
350 - m— FeSO 4
y Fe,0, PDF4+ [04-013-9808]
* & g
300 Acid glutamic PDF4+ [00-019-1757]
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Figura 10. Difractrograma de raze X pentru pulberea de FesOs@acid glutamic
si evidentierea diferentelor fata de Fe3O4
Din punct de vedere morfologic, imaginile de microscopie electronicd de baleiaj
efectuate pe probele de FesOs@acid glutamic (Figura 11) indicd prezenta unor particule cu
forma preponderent sferica, organizate sub forma unor aglomerate. Micrografiile obtinute ofera
primele indicii asupra caracterului nanodimensionat al materialelor (dimensiuni de particuld

mai mici de 10 nm dar preponderent mai mari decét cele de magnetita simpla).
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Compusul organic utilizat Tn procesul de sinteza pare sa fi acoperit individual
particulele oxidice. Determindrile sunt, insa, dificil de realizat, datoritd prezentei acidului
glutamic care altereaza calitatea imaginilor (compus instabil la 30kV). Prin urmare, se
recomanda utilizarea microscopiei electronice prin transmisie ca tehnica de caracterizate a

nanosistemelor complexe, pentru obtinerea unor informatii cu un nivel ridicat de acuratete.
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Figura 11. Micrografii SEM pentru pulberea de FezOs@acid glutamic
In figura 12 sunt prezentate cu intentia studiului comparativ spectrele FT-IR ale Fe3O4
(anterior detaliat), Acid glutamic si Fes04@Acid glutamic. in spectrul corespunzitor acidului
glutamic se observa benzile caracteristice, in corelatie cu formula structurald a acidului
glutamic, prezentati in figura 2, astfel: la 3005 cm™ banda specifica vibratiei de intindere a

legaturii O-H, la 2855 cm™ banda specifica vibratiei de intindere a legaturii C-H, la 1690 cm™
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banda specifica legituriii C=0 si la 1523 cm™ banda specifici vibratiei de intindere a legaturii
N-H din gruparea amino. Spectrul probei de FesOs@Acid glutamic prezinta elemente comune
celor 2 faze componente, regisind astfel in jurul valorii de 550 cm™ banda ce corespunde
legiturii Fe-O din magnetita, iar in intervalul de 1500-1600 cm™ benzile specifice acidului
glutamic. Absorbanta celor din urma nu inregistreaza insa valori ridicate, posibil din cauza unei

cantitdti prea mici de faza organica de pe suprafata particulelor oxidice.
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Figura 12. Spectrul FT-IR pentru proba de FesOs@Acid glutamic

Tn figura 13 este prezentati variatia magnetizarii in functie de cAimpul magnetic aplicat
pentru nanoparticulele de FesOs@acid glutamic la temperatura de 25°C. Se observa ca in
intervalul -2000 si 2000 Oe a valorii campului magnetic aplicat, magnetizatia prezintd o
crestere semnificativa, atingdnd valoarea de saturatie la aproximativ 5000 Oe, similar
magnetitei pure anterior prezentatd. Nanoparticulele de FesOs@acid glutamic sintetizate in
cadrul acestui studiu prezintd o magnetizatie de saturatie de 42 emu/g si dispun de proprietatile

magnetice necesare pentru a fi utilizate ca sisteme complexe in eliberare controlata.
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Figura 13. Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru

nanoparticulele de FesOs@Acid glutamic la temperatura de 25°C
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Figura 14. Imagine TEM in camp luminos, difractie de electroni pe arie selectata si

distributie dupa dimensiune obtinute pe proba de Fe304@Acid glutamic
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Din analizele de microscopie electronica prin transmisie efectuate pe materialul hibrid
magnetita-acid glutamic reiese faptul ca pulberea prezinta un grad crescut de cristalinitate, iar
la suprafata particulelor se observa un strat necristalin, format dintr-un compus organic, de 1-
2 nm, dispus uniform si echidistant in jurul particulelor oxidice, marcandu-se mai degraba
formarea de nanostructuri de tip miez-invelis (figura 14). Dimensiunea medie de particuld in

acest caz este de 9.34 nm, mai mare decéat in cazul magnetitei simple.
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Figura 15. Analiza termica complexa (TG/DSC) obtinuta pe proba de Fe30s@Acid glutamic

Din punctul de vedere al comportamentului termic, proba de FesOs@Acid glutamic este
asemanatoare CU cea de magnetita simpld, dar exista cateva deosebiri totusi: pierderea de masa
pare mai lenta in zona 200°C, iar reziduul este roscat. Daca s-a retinut acid glutamic pe
magnetitd, fie este foarte putin, fie a Tnlocuit o parte din apa/-OH adsorbite pe suprafata
magnetitei. Altfel, Tn intervalul 30-150°C are loc prima pierdere de masa (1.20%), insotita de
un efect endoterm cu minimul la 93.3°C. Pierderea de masa este cauzata de eliminarea apei din
proba si eventual, a unor grupari -OH de pe suprafata nanoparticulelor.

In intervalul 150-500°C pierderea de masa inregistrata este 2.13%, si este insotita de
mai multe efecte, slabe, suprapuse. Tn principiu se pot degrada resturi ramase din sinteza
magnetitei, acid glutamic etc. Tot aici are loc si transformarea magnetitei in maghemita (proces
de oxidare). Pe curba DSC se observa un efect slab exoterm la 536.7°C. Acesta reprezinta 0
transformare de faza, a maghemitei in hematit. Pe intervalul 500-900°C se inregistreaza 0O

pierdere de masa de 0.29%. Masa reziduala este 96.38%, de culoare maro-roscat.
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4. Perspective

Studiul se va completa prin sinteza si caracterizarea unor sisteme de tipul FesOs@acid
glutamic — citostatic hidrofob, utilizat ca sistem de eliberare in terapia cancerului. Tn vederea
realizdrii unor sisteme eficiente pentru tratamentul canceros, este necesard invelirea
suplimentara a structurilor tip core-shell cu citostatice. Date fiind aplicatiile biomedicale vizate,
biocompatibilitatea sistemelor obtinute reprezinta o caracteristicd absolut necesara, ca atare se
vor realiza studii de biocompatibilitate si de evaluare a internalizarii celulare. Pentru
FesOs@acid glutamic — Citostatic Hidrofob se va realiza suplimentar o analiza a activitatii

antitumorale.

17



