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1. Materiale si metode

1.1 Sinteza Fe30q4

Nanoparticulele de FesO4 au starnit interes stiintific atat pentru proprietatile magnetice
cat si pentru faptul ca prin functionalizare permit vectorizarea medicamentelor.
Nanoparticulele magnetice au fost sintetizate prin metoda co-precipitarii astfel (figura 1):

»  Pentru obtinerea 1g de magnetita se cantaresc 1,2 g FeSO4*7H20 si 1,4 g FeCls
si sunt solubilizati individual in cate 150 mL apa ultapurd, sub agitare magnetica continua;

»  1,5gNaOH se dizolva in 200 mL apa ultrapura, asigurand un pH optim obtinerii
nanoparticulelor magnetice;

»  Solutia precursoare de ioni de fier se adaugd peste solutia bazica anterior
obtinutd, in picaturd, cu ajutorul unei pompe peristaltice, cu un debit constant;

»  Cu ajutorul unui magnet puternic, se efectueazd o decantare accelerata a
suspensiei de nanoparticule de FesOs, prin plasarea paharului Berzelius in care se afla
suspensia de nanoparticule peste magnet;

»  Dupa dencantarea completa, mentindnd magnetul in contact cu paharul, faza
limpede a suspensiei este indepartata;

»  Precipitatul este spalat cu apa ultrapura de trei ori, in vederea indepartarii

materiilor prime nereactionate si obtinerea unui pH neutru;

»  Dupa spalare, nanoparticulele sunt uscate in etuva cu vid, la temperatura de
60°C/24h.
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Figura 1. Schema de obtinere a nanoparticulelor de magnetita (Fe3Os)

1.2 Sinteza FesOs@acid tartric (FezsOs@AT)

Nanoparticulele magnetice acoperite cu acid tartric (figura 2) au fost sintetizate prin
metoda co-precipitarii modificata astfel (figura 3):

»  Pentru obtinerea 1g de FesOs@acid tartric se cantaresc 1,2 g FeSO4*7H20 si
1,4 g FeCls si sunt solubilizati individual in cate 150 mL apa ultapurd, sub agitare magnetica
continud;

»  1,5gNaOH se dizolva in 200 mL apa ultrapura, asigurand un pH optim obtinerii
nanoparticulelor magnetice;

»  Se dozeaza acidul tartric (CsHeOs) Tn raport molar 1:2 fata de Fes3Os si se
solubilizeaza in solutia bazica anterior obtinuta.

»  Solutia precursoare de ioni de fier se adauga peste solutia bazica ce contine si
acidul tartric, in picatura, cu ajutorul unei pompe peristaltice, cu un debit constant;

»  Cu ajutorul unui magnet puternic, se efectueaza o decantare acceleratd a
suspensiei de nanoparticule de Fe3Os, prin plasarea paharului Berzelius in care se afla
suspensia de nanoparticule peste magnet;

»  Dupa dencantarea completd, mentinand magnetul in contact cu paharul, faza
limpede a suspensiei este indepartata;

»  Precipitatul este spalat cu apa ultrapura de trei ori, in vederea indepartarii
materiilor prime nereactionate si obtinerea unui pH neutru;

»  Dupa spalare, nanoparticulele sunt uscate in etuva cu vid, la temperatura de

60°C/24h.
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Figura 2. Formula structurala a acidului tartric (AT)
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Figura 3. Schema de obtinere a nanoparticulelor de Fe3Os@acid tartric
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2. Tehnici specifice de caracterizare

2.1 Difractia de raze X (XRD)

Analiza de difractie de raze X a fost efectuatd utilizand un echipament PANalytical
Empyrean in geometrie Bragg-Brentano echipat cu un tub de raze X cu anod de Cu
(ACuKo=1.541874 A) cu focalizare 1n linie, fantd divergenta programabila pe partea incidenta
si fantd anti-imprastiere programabild montat pe detector PIXcel3D pe partea difractata.
Spectrul a fost achizitionat pe domeniul de unghiuri 10-80° 26 cu pas de achizitie de 0.02° si
timp de achizitie pe pas de 100s.

Cu ajutorul analizei de Difractie de raze X se poate determina compozitia mineralogica
si structura cristalografica a diverselor materiale. Interactia dintre radiatia X emisa de un tub
catodic (radiatie filtratd, colimata si directionatd) si reteaua cristalind a probei de analizat
(imobilizata pe un suport rotativ aflat in incinta difractometrului) determina difractia radiatiei
incidente Tntr-un mod discontinuu si propagarea radiatiilor difractate in functie de distanta
interatomica din celula elementara. Efectul de difractie caracteristic probei investigate este
format prin interferarea pozitivda a difractiilor individuale ale tuturor atomilor retelei
cristalografice, fenomen realizat in conformitate cu legea lui Bragg (aceasta din urma

stabileste o relatie de proportionalitate intre lungimea de undd asociatd radiatiei



electromagnetice, distanta dintre planele reticulare si valoarea unghiului incident al radiatiei
X, conform relatiei n*A=2+desin®).

Analiza XRD a fost realizatd in scopul caracterizarii materialelor sintetizate din
punctul de vedere al cristalinitdtii acestora, precum si al fazelor componente, pentru
anticiparea proprietatilor corespunzatoare in cazul utilizarii lor in cadrul sistemelor de

eliberare controlata a medicamentelor.
2.2 Microscopia electronica de baleiaj (SEM)

In cazul sistemelor sintetizate, microscopia electronica de baleiaj s-a realizat cu scopul
de a evidentia aspecte referitoare la morfologia, compozitia si topografia acestora. Achizitia
de micrografii s-a realizat cu ajutorul unui microscop electronic de baleiaj de inalta rezolutie,

Inspect F50, la o valoarea a energiei de 30KeV si diverse mariri.
2.3 Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR)

Investigarea prin metoda FT-IR a pulberilor sintetizate a presupus analizarea unor
cantitdti reduse de proba prin intermediul spectrometrului model Nicolet iISSOR. Masuratorile
au fost efectuate la temperatura camerei, utilizandu-se modulul de atenuare totala a reflexiei
(ATR), fiind efectuate 32 de scaniri ale probelor intre 4000 si 440 cm™1, la o rezolutie de 4
cm~1. 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.

Tehnica de analiza spectroscopica in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) a fost
utilizatd pentru investigarea naturii interactiunilor stabilite intre nanoparticulele de magnetita
si compusii organici. Valorile energetice reduse ce sunt caracteristice radiatiilor infrarosii
determind, in urma interactiei cu un compus, absorbtia radiatiei electromagnetice de catre
moleculele substantei iradiate si aparitia unor vibratii specifice gruparilor functionale din
moleculele compusului chimic. Legaturile chimice dintr-o moleculd, 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 valenta dintre legaturile covalente ce au in comun un atom sufera modificari in
plan sau in afara acestuia). Gruparile functionale ale moleculelor prezinta 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. Spectrele de absorbtie

sau transmitanta in infrarosu reprezinta instrumente analitice utile in obtinerea de informatii



calitative (identificare chimica si determinare structurald) si cantitative (asocierea intensitatii

maximelor spectrale cu cantitatea de compus) despre proba analizata.

2.4 Magnetometrie cu proba vibranta (VSM)
Proprietatile magnetice ale nanosistemelor complexe au fost investigate la temperatura
camerei, inregistrand functia de susceptibilitate magnetici a campului magnetic prin

intermediul magnetometrului cu proba vibranta, model LakeShore 7404.
2.5 Microscopia electronica prin transmisie (TEM)

Imaginile obtinute prin TEM corespunzitoare probelor de magnetita si magnetita
acoperita cu acid tartric au fost obtinute cu ajutorul unui microscop electronic prin transmisie
de inalta rezolutie model TecnaiTM G2 F30 S-TWIN echipat cu SAED, achizitionat de la
compania FEI. Microscopul functioneazd 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 efectuatd prin intermediul
difractiei de electroni pe arie selectatd (SAED), 1n interiorul unui microscop electronic prin
transmisie. Aceasta tehnica de investigare este similara — 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. 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 complexd (TG/DSC)

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

Analiza termogravimetricd (TG) este o tehnica analiticd ce permite obtinerea de date
privind stabilitatea termicd si continutul compusilor volatili, prin monitorizarea variatiei de
masa a probei ce este supusa unui tratament termic. Evaluarea comportamentului termic al
probei ce se doreste a fi analizatd se realizeaza prin transferarea unei cantitdti 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 prezinta 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 temperaturd in care au fost inregistrate, dar si cu natura exo-/endo-terma a
modificarilor probei, analiza termicd complexd (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

In urma analizei XRD si prelucrarii datelor cu ajutorul programului HighScore s-a
identificat ca unica faza cristalina Fe3Os (magnetita) conform PDF4+ [01-085-3772], cu
structurd ortorombica si planele de cristalizare evidentiate in figura 4. Aspectul general al
interferentelor de difractie releva un caracter cristalin al probei si dimensiuni mici de cristalit,

cu posibile aglomerari de particule.

250

Fe,0, PDF4+ [01-085-3772]
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Figura 4. Difractrograma de raze X pentru pulberea de Fe3Oa, cu evidentierea

planelor de cristalizare
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Imaginile de microscopie electronicd de baleiaj (SEM) prezentate in figura 5 sunt in
concordantd cu informatiile rezultate din spectrul de raze X, evidentiind dimensiunea
nanometrica a particulelor de magnetita obtinute, cu dimensiuni cuprinse intre 3-5 nm. Se
poate observa cum, datoritd suprafetelor specifice mari asociate dimensiunii reduse,
particulele au un grad mare de aglomerare.

Dimensiunile reduse si rezolutia maximala a echipamentului fac greu de precizat forma
particulelor, care pare cvasi-sferica. Pentru o caracterizare morfologica amanuntita in vederea
stabilirii dimensiunii medii de particuld si forma acestora, s-a recurs la o tehnica mai avansata

de caracterizare microscopicd, microscopia electronica prin transmisie (TEM).
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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

Din spectrul FT-IR prezentat in figura 6 se remarca banda de vibratie de la 582 cm™
specifici legiturii Fe?*-O% atribuitd magnetitei. Banda larga de la 3000-3500 cm™ poate fi
atribuita gruparilor —OH corespunzatoare apei posibil adsorbita pe suprafata particulelor de

magnetita.
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Figura 7. Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru
nanoparticulele de FesO4 la temperatura de 25°C
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Curba de magnetizare inregistratd la temperatura camerei a particulelor de magnetita
neacoperitd este prezentatd in figura 7. Proba nu prezintd histerezis, indicand astfel natura
superparamagnetica a particulelor. Valoarea magnetizarii de saturatie a fost 59 emu/g pentru
nanoparticulele de magnetitd, fiind, prin urmare, usor de separat, cu ajutorul unui magnet, din
amestecul de reactie, simplificind astfel protocolul de curdtare. Magnetizarea de saturatie

mare poate conferi, de asemenea, proprietati de ecranare electromagnetica acoperirilor hibride

utilizate in anumite aplicatii.

Dimensiune medie =3.77 nm N\ Fe,0,

Nr. particule

P 500 1/km

ol AR s I
10 nm

Figura 8. Imagine TEM in camp luminos, de inalta rezolutie, difractie de electroni pe arie

selectata si distributie dupa dimensiune obtinute pe proba de Fe304

Tn Figura 8 sunt prezentate rezultatele obtinute prin microscopia electronica prin

transmisie. Din imaginea de microscopie electronica prin transmisie de ansamblu se poate
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observa tendinta de aglomerare a nanoparticulelor. Morfologia este cvasi-sferica si poliedrala,
cu dimensiunea medie de particulda de 3,77 nm si o distributie monomodala, asa cum
demonstreaza histograma prezentata 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(220),(311),(400),(422),(511), (44 0) ale magnetitei.
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Figura 9. Analiza termica complexa efectuata pe pulberea de Fe304 (TG/DSC)

Conform analizei termice efectuata pe pulberea de Fe3O4 (TG/DSC) si prezentata in
figura 9 se poate observa o pierdere de masa initiala de 1,55% datoratd eliminarii apei
adsorbite pe suprafata particulelor, asociata unui efect endoterm in jurul temperaturii de 100
°C. La temperaturi < 400°C au loc elimindri de reziduuri si precursori nereactionati, cu o
pierdere de masi totald de 1,85%. In intervalul de temperatura supus analizei se pot observa
si cele 2 transformari de faza specifice Fe3sOs, magnetitd in maghemita (la 330 °C), respectiv
maghemita in hematit (la 544 °C). Dupa temperatura de aprox. 500 °C pierderea de masa este

subunitara si se poate considera masa constanta.
3.2 Caracterizarea pulberii de FesOs@acid tartric

Tn figura 10 sunt prezentate spectrele de difractie de raze X ale probelor de FesOy si
FesOs@acid tartric. 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, este

semnificativ modificata (se remarca o scadere), ca urmare a existentei compusului organic pe

11



suprafata nanoparticulelor de magnetitd. Prezenta acidului tartric se identificd prin cele 2

interferente de difractie caracteristice la 260 de 31 si 46 (conform PDF4+[00-031-1911]).

600 - FeSO 4@acid tartric
550 — FeSO 4
500 - 0 Fe304 [PDF4+ 01-085-3772)]

* Acid tartric [PDF4+ 00-031-1911]

| (u.a.)

20 (grd.)

Figura 10. Difractrograma de raze X pentru pulberea de FesOs@acid tartric

si evidentierea diferentelor fata de Fe3O4
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Figura 11. Micrografii SEM pentru pulberea de FesOs@acid tartric

Microscopia electronicd de baleiaj, evidentiatd in figura 11, pune in evidenta
dimensiunea nanometrica a magnetitei ce contine compusul organic, dispusa sub forma de
aglomerari datoritd necesitdtii reducerii energiei libere a suprafetei particulelor, prin
conglomerdri ale acestora cu suprafatd redusa. Ca si in cazul magnetitei pure, dat fiind
spectrul dimensional aferent, sunt necesare investigatii suplimentare cu ajutorul

microscopiei electronice prin transmisie.

Fe304
0,9 - Acid tartric

7] Fe,O,@acid tartric
08 34

Fe-O

0,7 1 ./

0,6 1

0,51

0,4 1 A
0,3

0,2 1

0,17
0,0 s g
4000 3500 3000

Absorbanta

T T T T T
2500 2000 1500 1000 500

Numar de und3 (cm™)

Figura 12. Spectrul FT-IR pentru proba de FesOs@acid tartric
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In figura 12 sunt prezentate transformatele Fourier ale spectrelor de infrarosu pentru
magnetitd, compusul organic vizat si magnetita acoperita. Se poate observa ca in spectrul
celei din urma sunt prezente atat benzile de absorbtie de la 582 cm specifice legiturii Fe?*-
O? cat si absorbtii in zona 1000-1750 cm™ corelate cu legiturile interatomice —OH din
gruparea functionala —-COOH, C=0 respectiv C-O, specifice acidului tartric.

300

200

100

Moment(memu)
(=)

-100

-200

-8000 -6000 -4000 -2000 0 2000 4000 6000 8000 10000
Field(Oe)
Figura 13. Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru

nanoparticulele de FesOs@acid tartric la temperatura de 25°C

Variatia magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat pentru nanoparticulele de
Fe3Os@acid tartric la temperatura de 25°C este prezentata in Figura 13. Magnetita acoperita
prezintd un caracter superparamagnetic, ce o recomanda pentru aplicatii biomedicale. Proba
analizata are o magnetizatie de saturatic de 26,3 emu/g, cu 55,4% mai mica decat in cazul
magnetitei simple. Aceastd scadere este datoratd prezentei materialului de acoperire, implicit a
cresterii masei odatd cu adaugarea unui al doilea component, lipsit de proprietdti magnetice.
Aceasta valoare depaseste insa valoarea de 10 emu/g suficienta pentru ca nanoparticulele

magnetice sa poatd fi utilizate ca sisteme cu eliberare controlata.
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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 Fe304s@Acid tartric

Analizele de microscopie electronica prin transmisie prezente in figura 14, realizate pe
magnetita acoperita cu acid tartric, pun in evidenta reducerea aglomerarilor de magnetita
impreund cu cresterea dimensiunii medii ale particulelor de magnetitd. Aceste efecte se
datoreaza acoperirii cu acid tartric a particulelor de magnetita care compenseaza energia libera
a suprafetei celor din urma.

Din difractia de electroni pe arie selectatd se oberva inelele de difractie specifice
magnetitei (compusul organic este ars in fasciculul de 300 kV, prezenta acestuia neputand fi
pusa in evidentd prin aceasta tehnica).

De altfel, se observa o largire a domeniului dimensional al particulelor de magnetita,
dimensiunile particulelor variind intre 3-15 nm, fatda de magnetita neacoperita care a relevat
prin observatie o limitd dimensionald superioard de 7 nm. Acest fapt se poate explica prin
prezenta in mediul sintezei a acidului tartric, care pe de o parte, modifica subtil pH-ul reactiei
de formare a Fe3Os si pe de alta, modifica tensiunea superficiala a solutiei ce conduce la o

morfologie si dimensionalitate particulara variata.

15



TG 1% DSC /(mW/mg)

[2] Fe304@acid tartric.dsu 2
100 Mass Change: -5.57 % TG Peak: 628.1 °C T exo
DSC - to.8
98 ~ Value: 190.0 °C f"" g
96 / lMass Change: -6.44 % Peak: 614.4 °C : 0.6
o4 " Peak: 264.8 °C o
/" /Value: 245.0 °c \ i 0.4
92 S 'R
) =
90 ‘{Peak. 353.4°C ': . 0.2
' Peak: 411.6 °C
88 : y —_—
Peak: 104.1 °C o 1. e aaen 0.0
861~ Sl —__Mass Change: -3.71 %
| K "~.£' Value: 320.0 °C Mass Change: -3.08 % Residual M 81.26 %
. | B — / esidual Mass: 81.
841 -, I ™ /" Value: 500.0 °C \ °t0.2
o s Mass Change: 0.06.%
82 l' Peak: 203.4 °C _—-= e 04
100 200 300 400 500 600 700 800 o

Temperature /°C

Figura 15. Analiza termica complexa (TG/DSC) obtinuta pe proba de Fe3Os@Acid tartric

Tn intervalul 30-190°C are loc prima pierdere de masa (5,57%), insotita de un efect
endoterm cu minimul la 104,1°C. Pierderea de masa este cauzata de eliminarea apei din proba
si eventual, a unor grupari -OH de pe suprafata nanoparticulelor. Tntrucat magnetita are pe
suprafata sa un strat de acid tartric este posibil sa retind mai multd apa comparativ cu proba de
magnetita simpla. Pierderea unei cantitati mai mari de apa duce si la modificarea temperaturii
la care apare peakul endoterm. Tn intervalul 190-245°C se inregistreaza o pierdere de masi de
6,44%, insotita de un efect endoterm cu minimul la 203,4°C. Astfel pierderea de masa
inregistrata este o descompunere, cel mai probabil a acidului tartric (in functie de forma
acidului tartric punctul de topire este situat intre 140-206°C). Pierderea de masa este continua
n intervalul 245-320°C (3,71%) procesul fiind insotit de un efect slab exoterm cu maximul la
264,8°C.

Degradarea oxidativa a reziduului organic continud in intervalul 320-500°C, cu o
pierdere de masa de 3,08% si efecte slabe exoterme la 353 si 411°C. Se observa apoi o mica
crestere de masa intre 620-640°C. In urma degradarii substantei organice se produce si un
reziduu carbonic, care reduce partial fierul de la suprafata nanoparticulelor. Apoi, dupa
indepartarea carbonului, fierul este oxidat la loc la Fe;Os si asta duce la cresterea de masa
observata. Pe langa acest proces exoterm se mai inregistreaza si transformarea de faza a
maghemitei in hematit. Cele doua efecte sunt partial suprapuse cu maxime la 614 si 628°C.
Masa reziduala este 81,26%, de culoare negru-maroniu. Din calcule incarcarea magnetitei cu
acid tartric este 15,81%.
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4. Concluzii si perspective

Studiul va fi completat prin sinteza si caracterizarea unor sisteme de tipul FezOs@acid
tartric — Citostatic hidrofil, utilizate ca sistem de eliberare in terapia cancerului. In vederea
obtinerii unor sisteme eficiente pentru terapia cancerului, este necesard o acoperire
suplimentar a structurilor miez-invelis cu un citostatic (ex. irinotecan, doxorubicina). Pentru
un control Tmbunatatit al stabilitatii si penetrabilitatii membranare ale acestor nanostructuri,
polietilenglicol (PEG) cu diferite grade de policondensare va fi folosit alaturi de citostaticele
alese pentru adsorbtia pe structura magneticd. Incircarea cu citostatic hidrofil a
nanostructurilor magnetice va fi evaluata prin spectroscopie FTIR si microscopie electronica
prin transmisie, iar difractia de raze X impreuna cu microscopia electronica prin transmisie
vor fi utilizate pentru caracterizarea cristalinitatii, dimensiunilor si distributiei particulelor.

Proprietatile magnetice vor fi evaluate utilizind VSM la temperatura controlata.
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