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Introduccion

1. INTRODUCCION

La nanotecnologia es un area de la ciencia comprendida entre la biologia, la fisica
y la quimica que se basa en el estudio, disefio, creacion, manipulacion y aplicacion de
materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia a escala

nanométrica (1-100 nm) (Figura 1).13

ATOMO ADN PROTEINAS VIRUS BACTERIAS CELULAS
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Figura 1. Ejemplos de nanomateriales en el rango de los nanometros a micrometros

Los nanomateriales son aquellos materiales en los que algunas de sus partes

tienen, al menos alguna dimension en el rango de los nanémetros.*

Hay tres tipos de materiales reducidos en funcién de las dimensiones que presente

en la escala nanométrica® (Figura 2):

e Pelicula delgada o materiales 2D. Solo una de sus tres dimensiones se ha

reducido a la nanoescala.
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¢ Nanotubos, Nanohilos, Nanobarras, Nanofibras o materiales 1D. En estos
materiales se han reducido dos dimensiones a la nanoescala.

e Agrupamientos moleculares, clusters, nanoparticulas o materiales 0D. Son
materiales donde todas sus dimensiones se encuentran en el rango de los

nanometros.

Clusters Nanotubes, fibers and rods Films and coats Polycrystals
oD 1D 3D D

Figura 2. Clasificacion de los nanomateriales por sus dimensiones

Por tanto, las nanoparticulas son particulas con al menos una dimension
comprendida entre 1-100 nm. Las NPs pueden clasificarse de diferentes maneras,
segun sus propiedades como semiconductoras, magnéticas, etc, 0 segun su naturaleza

metélicas, 6xidos, tensioactivos, dendrimeros, etc.®

Las nanoparticulas inorganicas son utilizadas en varias aplicaciones como
catalisis’, biosensores®®, biomedicinal®!, deteccion bacteriana?, bioseparacion®?,

etc.

En concreto, las nanoparticulas magneticas destacan en aplicaciones biomédicas,
siendo utilizadas en asociacion con campos magneéticos externos para el transporte
selectivo y liberacion de farmacos o en el tratamiento de tumores por hipertermia.'*

17 También han sido utilizadas en bioanalisis utilizando las propiedades de
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Introduccion

preconcentracion de las NPs para aumentar el limite de deteccion de diferentes

técnicas como, por ejemplo, ICP-MS o electoanalisis. 820

De todas las nanoparticulas magnéticas, las més utilizadas son las nanoparticulas
de magnetita por las interesantes propiedades fisicoquimicas y por su sencillo método

de sintesis.

1.1. ESTRUCTURA CRISTALINA DE LA MAGNETITA'Y PROPIEDADES

La magnetita (FesO4) tiene una estructura de espinela inversa. Tiene un
empaguetamiento cibico compacto de los atomos de oxigeno, con los iones de hierro
(1) ocupando 1/4 de los huecos octaédricos y los iones de hierro (111) ocupando 1/4
de los huecos octaédricos y 1/8 de los huecos tetraédricos (Figura 3) y es un material

ferrimagnético.?!

Magnetite
cubic, Fd3m

Figura 3. Estructura de la magnetita
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Una de las propiedades mas interesantes de las nanoparticulas de magnetita es

su comportamiento magnético.

En general, las particulas magnéticas presentan ciclos de histéresis, es decir, en
ausencia de un campo magnético externo las particulas presentan una magnetizacién
no nula. Esto es un inconveniente en sistemas in vivo debido a que se aglomeran, por
ello, nos interesa que las particulas muestren una magnetizacion nula al retirar el

campo magnético externo, esto es lo que se conoce como superparamagnetismo. 322

Las nanoparticulas que tienen un tamafio inferior a 20 nm son

superparamagneéticas y por ello, son las mas utilizadas en aplicaciones biomédicas.

1.2. METODOS DE SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE MAGNETITA

En general, en la sintesis de NPs hay dos etapas involucradas:

e Una nucleacién que ocurre cuando la concentracion de la especie alcanza
la supersaturacion critica.
e Un crecimiento lento de los nucleos por difusion de los solutos a la

superficie del cristal.

Hasta la fecha, para la sintesis de nanoparticulas magnéticas se han aplicado
diversos métodos sintéticos tales como coprecipitacion, descomposicion térmica,
sintesis hidrotérmica y solvotérmica, sintesis de sol-gel, microemulsion, irradiacion
de ultrasonidos, aunque los mas utilizados para producir nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de hierro (IONPs) son la descomposicién térmica y

coprecipitacion.?

Independientemente del método utilizado, la preparacion de nanoparticulas de
manera reproducible es un proceso dificil, ya que el tamafio y la forma de las NPs

obtenidas dependen de varios factores como la concentracién de reactivos, el

4



Introduccion

disolvente, la temperatura, el tiempo de reaccion o la presencia de surfactantes de
manera que un cambio en alguno de estos factores impide la reproducibilidad de las

NPs.

Por otro lado, uno de los objetivos principales en su sintesis es el disefio de un
proceso reproducible que no necesite ningun procedimiento de purificacion complejo
tales como ultracentrifugacion, cromatografia de exclusion por tamafio, filtracion

magnética, etc.?

1.2.1. COPRECIPITACION

La técnica de coprecipitacion es probablemente el método méas simple y
eficiente para obtener IONPs. Dicho método, consiste en mezclar sales de hierro (1)
y sales de hierro (I11) en una relacion molar 1: 2 en soluciones muy basicas ya sea

temperatura ambiente o a temperatura elevada.
La reaccion quimica de la formacion de FesO4 puede escribirse como:
Feliy + 2Felyy + 80Hpg — Fe304 () + 4H,0

Ecuacién 1. Formacion de FesOa4

La precipitacion completa de la magnetita ocurre a un pH entre 8 y 14 y debe
realizarse en ausencia de oxigeno, para evitar la oxidacion de la magnetita a

maghemita (y-Fe203).

La principal ventaja del proceso de coprecipitacion es su sencillez y se pueden
sintetizar una gran cantidad de nanoparticulas. No obstante, el control de la
distribucion del tamafio de las nanoparticulas es limitado, ya que en este método s6lo

los factores cinéticos controlan el crecimiento del cristal.
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Para producir nanoparticulas de 6xido de hierro lo mas homogéneas posibles,
la nucleacion debe evitarse durante el periodo de crecimiento. Para ello, se debe
ajustar el pH, la temperatura, la naturaleza de las sales utilizadas o la relacion de
concentracion Fe?* / Fe**. De este modo, controlando todos estos parametros se

pueden obtener NPs con un tamafio que varia de 2 a 17 nm.

1.2.2. DESCOMPOSICION TERMICA A ALTA TEMPERATURA

Esta técnica es apropiada para la sintesis de IONPs de morfologia esférica con

un tamarno inferior a 30 nm.

En principio, las estrategias de descomposicién térmica pueden subdividirse
en estrategias de reaccion convencionales en las que se prepara una mezcla de
reaccion a temperatura ambiente y luego se calienta en un recipiente de reaccion que
puede ser cerrado o abierto y en aproximaciones de inyeccion en caliente, en las que

los precursores se inyectan en una mezcla de reaccion calentada previamente.

Los precursores mas utilizados en este proceso son [Fe(CO)s], [Fe(acac)s] y
oleato de hierro. Por otro lado, se han utilizado varios disolventes organicos como

1-octadeceno, 1-tetradeceno y benciléter.

En este procedimiento es frecuente el uso de estabilizadores que pueden
ralentizar el proceso de nucleacion e inhibir el crecimiento de las IONP favoreciendo
asi la formacion de NPs pequefias. Los estabilizadores mas utilizados son oleilamina

y acido oleico.

Cabe destacar que las nanoparticulas obtenidas por este método muestran una
alta cristalinidad y un rango de tamafios mas estrecho mientras que las NPs obtenidas

por el proceso de coprecipitacion muestran una baja cristalinidad.
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Sin embargo, hay que destacar que la forma y el tamafio dependen de una
variedad de factores como la cantidad de precursor?*, la velocidad de la reaccién y

temperatura®, la concentracion de surfactantes o el disolvente?.

1.2.3. OTROS METODOS

Existen otros métodos para la sintesis de nanoparticulas entre los que destacan

la sintesis hidro y solvotermal y el proceso sol-gel.

La sintesis hidrotermal y solvotermal se utiliza para la preparacion de NPs de
a-Fe203 y Fes0g; la sintesis de y-Fe2O3 implica la oxidacion controlada de Fe3Oa. La
sintesis hidrotermal incluye varias técnicas de quimica himeda para cristalizar la
sustancia en un recipiente sellado desde la solucidn acuosa a alta temperatura (130-
250 °C) bajo alta presion de vapor (0.3-4 MPa). La sintesis solvotermal se realiza de
la misma manera que el caso anterior, pero utilizando un disolvente organico en vez

de agua.

El proceso sol-gel es adecuado para la sintesis de Oxidos metalicos
nanoestructurados. Este método, se basa en la condensacion de precursores

moleculares en disolucion.

1.3. ESTABILIZACION DE LAS NPs
Un problema inevitable asociado con las IONP es su inestabilidad intrinseca

durante periodos largos de tiempo, que se manifiesta de dos maneras?':

e Perdida de dispersabilidad, debido a que las nanoparticulas pequefias
tienden a agregarse y formar particulas grandes.
e Perdida de magnetismo, ya que las NPs desnudas se oxidan facilmente

al aire.
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Para resolver este problema se han desarrollado varias estrategias de proteccion
adecuadas que consisten en estabilizar las nanoparticulas magnéticas recubriéndolas

con materiales tanto organicos como inorganicos.

Los recubrimientos organicos mas utilizados son dextrano, quitosano, almidon,
acido poli(acrilico) y polietilenglicol. Estos se utilizan para estabilizar las particulas
contra la agregacion y presentan un buena biocompatibilidad. Las nanoparticulas
magnéticas revestidas con estos materiales organicos se usan principalmente para la
resonancia magnética, la fijacion de drogas especificas, separacion de células

magnéticas, etc.

Los recubrimientos inorganicos proporcionan alta estabilidad en disolucién y se
utilizan para mejorar la eficiencia de las nanoparticulas como semiconductores, en
almacenamiento de informacidn, etc. Algunos de estos materiales son la silice, 6xidos

metalicos (TiO2, ZnO, SnO2, WO3, Cu20), sulfuros (CdS, ZnS, PbS, Bi»S3), etc.

1.4. FUNCIONALIZACION DE LAS NPs

La estabilidad de IONPs es un tema importante para su aplicacion posterior y
como se discutio en el apartado anterior hay distintas formas de estabilizar las NPs.
Sin embargo, para que las particulas sean eficientes para el objetivo deseado, deben
ser funcionalizadas con las moléculas adecuadas. Para ello, nos interesan residuos que

nos permitan una posterior funcionalizacion.

Uno de estos recubrimientos es PAA que posee grupos acido que puede

reaccionar con diversos grupos.

De todas las reacciones posibles, la reaccion con aminas para formar una amida
es un metodo muy utilizado. La reaccion es sencilla, si bien ocurre a altas

temperaturas, condiciones en que la proteina se desnaturaliza. Para evitar este
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problema se utilizan activadores como carbodiimidas y la N-hidroxisuccinimida que

permite la formacion de la amida a temperatura ambiente.?’

Otro tipo de funcionalizacion es la reaccion de clic tiol-eno. Esta metodologia
se ha utilizado para la union de cisteinas a las nanoparticulas modificadas con un

grupo alilo®,
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2. OBJETIVOS

Dada la importancia de las NPs magnéticas y sus aplicaciones nos planteamos los

siguientes objetivos para este trabajo:

1) Lasintesis de nanoparticulas de magnetita superparamagnéticas.
2) La funcionalizacion de su superficie con PAA.

3) Establecer un protocolo de union de estas NPs a proteinas.
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3. DISCUSION DE RESULTADOS

La sintesis de nanoparticulas de magnetita es un proceso sencillo, sin embargo, el

control de manera reproducible es dificil 3033

En la sintesis de nanoparticulas de magnetita hay que tener en cuenta que las
propiedades dependen no solo de la naturaleza del ndcleo cristalino sino de la forma
y el tamafio y estas propiedades varian no solo con el método utilizado, sino que
también dependen de factores como la concentracion de reactivos, surfactantes, la

temperatura, el tiempo de reaccion y el disolvente utilizado.?®

3.1. SINTESIS DE NPM-AO
Las NPM-AOQ de este trabajo se han preparado por el método de descomposicién
térmica. Para ello, se ha utilizado como precursor el [Fe(acac)s], 1-octadeceno y

benciléter como disolventes y acido oleico y oleilamina como estabilizadores.
Meétodo A: Control de la rampa de calentamiento

Todos los reactivos de partida ([Fe(acac)s] como precursor, 1-octadeceno como
disolvente, &cido oleico y oleilamina como estabilizadores) se mezclan a temperatura
ambiente bajo atmosfera inerte, observandose una disolucion de color naranja. A
continuacion, se pone a calentar la mezcla controlando la rampa de calentamiento. La
velocidad de calentamiento fue de 10 °C/min hasta llegar a los 130 °C
aproximadamente observandose progresivamente un cambio de color de naranja a
negro. A partir de esta temperatura se produce un calentamiento rapido hasta los 312
°C y se mantuvo a temperatura constante al llegar a los 312 °C. Una vez alcanzada la
temperatura, se enfria y se lava el producto de reaccién con ayuda de un iman

obteniéndose un sélido negro.

11
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De otro lado, en quimica de materiales es imprescindible la reproducibilidad por

lo que la reaccidn se ha repetido en 8 ocasiones.

Al controlar las rampas de calentamiento se ha podido observar que cuadnto mas
lento es el calentamiento entre 130 y 312 °C maés polidispersa es la distribucion de
tamarfio de las nanoparticulas obtenidas, mientras que si el calentamiento es rapido la
distribucion de tamafio es mas estrecha. Esto explica que la reaccion NPM-AO-1 se

obtenga con una alta polidispersidad (Figura 4).

NPM-AO-1 2 4 |
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Figura 4. Comparacion de las rampas de calentamiento con sus distribuciones de tamafio
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El método planteado en este trabajo supone una mejora respecto a los protocolos

de sintesis descritos en la literatura que requieren el empleo de reductores como el

1,2-hexadecanodiol.2>3*

El producto obtenido, se ha caracterizado por espectroscopia infrarroja, TEM,

Rayos X y medidas de magnetismo.

En el espectro de IR se observa una banda a 576.0 cm™ asignada al enlace Fe-O
presente en el nicleo de magnetita. Ademas, a 2952 y 1429.6 cm™ se observan las
bandas correspondientes a los grupos CH y CH> del acido oleico. La banda 1626.6

cm se puede atribuir al movimiento de tension del carbonilo del grupo carboxilo del

acido oleico (Figura 5).
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Figura 5. Espectro infrarrojo de NPM-AO-3
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Para la caracterizacion de la morfologia y tamafio de las nanoparticulas
sintetizadas se ha utilizado la microscopia electronica de transmision. En este apartado
se discuten las micrografias de NPM-AO-3 de forma representativa. En ellas, se puede
apreciar que las nanoparticulas tienen una morfologia esférica con un tamafio medio

de 13-17 nm (Figura 6) y una distribucion de tamafio bastante homogénea (Figura 7).

Figura 6. Micrografias de NPM-AO-3

Counts

8 10 12 14 16 18 20 22
Diameter (nm)

Figura 7. Distribucion de tamafio de NPM-AO-3

También se ha realizado el difractograma de NPM-AO-3 que muestra los picos
caracteristicos de la magnetita sefialados con una flecha junto con un sélido no

cristalino en la zona inicial del difractograma (Figura 8).

14
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Figura 8. Difractograma de NPM-AO-3

Se realizaron pruebas de magnetismo para estudiar su comportamiento. Se ha
discutido el comportamiento de NPM-AO-8 de manera representativa. En la figura 9,
se puede observar que las nanoparticulas tienen un campo coercitivo menor de 15 Oe
y una imanacion de saturacion alta. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se

concluye que las NPM-AQ tienen un comportamiento superparamagnético.

) 20 1 oo . % 200
=) = .
E o .~10
0 f T v T 1
0000 10000 10000 20000
H(Oe
40 § =
80 J

H(Oe)

Figura 9. Ciclo de histéresis y campo coercitivo de NPM-AO-8

15



Discusion de resultados
Método B: Adicion de [Fe(acac)s] a temperatura de reflujo

La polidispersidad es importante en la sintesis de nanoparticulas de magnetita.
Una de las razones de la polidispersidad obtenida puede ser que la etapa de
crecimiento ocurre a la vez que la nucleacion, por lo que siempre tendremos NPs

pequefias junto con la distribucion de tamafio que nos interesa.

Por ello, nos planteamos un método donde el crecimiento y la nucleacion no

ocurran de manera simultanea.

Para ello, se mezclan benciléter, &cido oleico y oleilamina a temperatura
ambiente bajo atmdsfera inerte observandose una disolucién transparente y se pone a
calentar a reflujo. Una vez alcanzada esta temperatura, se afiade el precursor
[Fe(acac)s] disuelto en benciléter, observandose una disolucion de color naranja.
Transcurridos 15 minutos, se obtiene una disolucién de color negro que se enfria

aislando las NPs como un sélido negro con la ayuda de un iman.

El producto obtenido, se ha caracterizado por espectroscopia infrarroja, TEM,

Rayos X y medidas de magnetismo.

El espectro IR es como el obtenido en el método A (Figura 10). Las bandas de
2952 y 1429.6 cm™* se corresponden con los grupos CH y CH. del 4cido oleico y la
banda de 576.0 cm™ nos indica la presencia del nlcleo de magnetita. Por Gltimo, la
banda de 1626.6 cm™ es la de tension del carbonilo del grupo carboxilo del acido

oleico.

16
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Figura 10. Espectro de NPM-AO-10

La caracterizacion de la morfologia y tamafio de las nanoparticulas recubiertas
de acido oleico se han llevado a cabo por microscopia electronica de transmision. En
la figura 11, se muestran las micrografias de NPM-AO-10 de forma representativa.
En ellas, se puede apreciar que las nanoparticulas tienen una morfologia cubica con
un tamafio medio de 16 nm (Figura 12). En este caso, las nanoparticulas tienen una
forma distinta al caso anterior, sin que podamos determinar si este cambio de forma

es debido al cambio de concentracion de oleilamina o al protocolo de sintesis

utilizado.
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Figura 12. Distribucion de tamafio de NPM-AO-10

El difractograma de NPM-AO-11 se recoge en la figura 13. En él se observan
los picos caracteristicos de la magnetita y que la concentracion del sélido no cristalino

ha disminuido considerablemente respecto al caso anterior.
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Figura 13. Difractograma de NPM-AO-11

En la figura 14 se recogen las pruebas de magnetismo de NPM-AO-11. Se
observa que las nanoparticulas, también tienen una imanacién de saturacion alta y un
campo coercitivo menor de 15 Oe por lo que también tienen un comportamiento

superparamagnético.
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Figura 14. Ciclo de histéresis y campo coercitivo de NPM-AO-11
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Otros métodos de sintesis

Se han ensayado otros protocolos en la sintesis de nanoparticulas. En primer
lugar, se ha realizado la sintesis aumentando el tiempo de reaccion. Para ello, se
mezclan todos los reactivos ([Fe(acac)s] como precursor, benciléter, &cido oleico y
oleilamina) a temperatura ambiente bajo atmdsfera inerte calentando durante 2 horas
y media controlando la rampa de calentamiento los primeros 30 minutos. El producto
se ha obtenido con un tamafio medio de 48 nm por lo que este método no es Util para

la obtencion de NPs superparamagnéticas.

En otro ensayo, los reactivos de partida ([Fe(acac)s] como precursor, benciléter,
acido oleico y oleilamina) se mezclan a temperatura ambiente bajo atmadsfera inerte
controlando la rampa de calentamiento durante los primeros 30 minutos. A
continuacion, se enfria a temperatura ambiente durante media hora para frenar el
proceso de nucleacidn y se vuelve a calentar durante 2 horas para que se produzca la
fase de crecimiento. El producto se ha obtenido con un polidispersidad bastante alta

por lo que este procedimiento también se ha descartado.

Se ha probado a realizar el enfriamiento con un bafio de agua fria a 0 °C para
evitar el aumento de tamafio de los nicleos de magnetita mientras se produce el
enfriamiento. En este caso, la polidispersidad obtenida es alta por lo que este método

también se ha descartado.

El ultimo procedimiento es la adicion del precursor sélido en una mezcla a
reflujo. Para ello, se mezclan benciléter, acido oleico y oleilamina a temperatura
ambiente bajo atmdsfera inerte observandose una disolucion transparente y se pone a
calentar a reflujo. A continuacién, se afiade el precursor solido ([Fe(acac)s])

observandose una disolucion naranja. Pasados 15 minutos, se enfria y se lava el
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producto de reaccion con la ayuda de un iman obteniéndose un sélido negro. En este
caso, las nanoparticulas se han sintetizado de manera reproducible, pero se ha

descartado porque se han obtenido con un tamafio medio mayor a 20 nm.

3.2. SINTESIS DE NPM-PAA
Uno de los objetivos de este trabajo es la funcionalizacion de nanoparticulas de

magnetita.

Con ese objetivo, nos interesa un recubrimiento que nos permita facilitar la
funcionalizacion y que ademéas sea biocompatible. Para ello, se ha realizado el

intercambio del &cido oleico por el PAA utilizando un bafio de ultrasonido.

Los reactivos de partida (NPM-AO, PAA y DMSO) se mezclan a temperatura
ambiente bajo atmdsfera inerte apreciando una disolucion de color negro. A
continuacion, se pone en un bafio de ultrasonido a temperatura ambiente. Este

procedimiento se ha repetido 4 veces para comprobar su reproducibilidad.

Esta sintesis representa una mejora respecto a los métodos de sintesis descritos

que requieren tiempos de reaccion de 48 horas.®

Se ha comprobado la modificacién de la superficie de las nanoparticulas por
espectroscopia infrarroja. La banda de 2960.3 cm™ se corresponde con el modo de
vibracion del CH de PAA y las que aparecen a 1454.7 y 1400.8 cm™ a los CHz. La
banda de 1709.8 cm™ se asigna a los carbonilos libres del acido poli(acrilico). A
1626.4 cm™ aparece la banda de deformacion del agua H-O-H. Y, por Gltimo, la banda
de 576.0 cm™ corresponde al enlace Fe-O presente en el niicleo de magnetita (Figura

15).
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Figura 15. Espectro de NPM-PAA-3

La caracterizacion de la morfologia y tamafio de las nanoparticulas obtenidas se
han llevado a cabo por microscopia electronica de transmision. Se han discutido las
micrografias de NPM-PAA-3 de manera representativa en el que el material de partida
es NPM-AO-7 (Figura 16). En este caso, se puede apreciar que las nanoparticulas
tienen una morfologia esférica y una distribucion de tamafio homogénea con un
tamafno medio de 14-18 nm (Figura 17) igual que el material de partida NPM-AO-7
por lo que se concluye que el nucleo de las nanoparticulas recubiertas de PAA no se

ha modificado en el proceso de intercambio.
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Figura 17. Distribucién de tamafio de NPM-PAA-3

Las NPs obtenidas se han caracterizado por difraccién de Rayos X de polvo para
comprobar que la estructura cristalina de la nanoparticula obtenida es la misma que la
de partida (Figura 18). Como ejemplo, se discute el difractograma de NPM-PAA-2 en
gue no se observa ninguna variacion respecto al material de partida ni ningun pico de

oxidacion en el nucleo de magnetita.
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Figura 18. Difractograma de NPM-PAA-2

También se realizaron pruebas de magnetismo de NPM-PAA-2. Como se

observa en la figura 19, las NPM-PAA siguen teniendo un campo coercitivo menor de

15 Oe. Sin embargo, se observa una disminucion en la imanacion de saturacion que

puede deberse a la naturaleza del recubrimiento.
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Figura 19. Ciclo de histéresis y campo coercitivo de NPM-PAA-2
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3.3. FUNCIONALIZACION DE LAS NPM-PAA CON NEUTRAVIDINA
El recubrimiento con PAA supone la presencia de grupos carboxilo en la

superficie de las nanoparticulas que permiten una posterior funcionalizacion.

Como se ha comentado en la introduccidn, una forma de funcionalizacion seria
la reaccion de los grupos &cido con los grupos amino de la proteina. Sin embargo,
dicha reaccion transcurre a temperaturas elevadas, por lo que la proteina se

desnaturalizaria.

Para ello, se han utilizado aditivos como EDC y NHS que actian como

activadores que permiten la formacién del enlace amida a temperatura ambiente.

Para comprobar esta ruta sintética se ha realizado la reaccion de las
nanoparticulas recubiertas de PAA con proteinas. Utilizaremos la proteina

neutravidina que es facilmente detectable en IR.

En esta reaccion se ha utilizado una proporcion 1 NPs : 50 EDC : 74 NHS : 11

NAV.

Para el calculo de las nanoparticulas se han utilizado métodos aproximados. Para
ello, supongo que todas las nanoparticulas son esféricas y que su densidad es la
densidad de la magnetita, despreciando su recubrimiento orgénico. El radio se obtiene

de las medidas de TEM.

Didmetro 16 nm

Radio 8nm=8x10"cm

Volumen de una nanoparticula:

4
Vop = zmr? = §n(8x 1077)3 = 2.14 x 107 8cm3
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Para una muestra de 5 mg

Densidad de magnetita: 5.2 g/cm3

Volumen muestra:

1g 1cm?

103mg *52 g

V,, =5mgx = 0.000961 cm?3

N° de particulas en la muestra:

0y bioulas = 0.000961 cm? — 449 x 1014
n? de nanoparticulas = 214 x 10-%cm3 & x

Proporcion 1 NPs : 50 EDC : 74 NHS : 11 NAV

e EDC
1 NPS: 50 EDC
Moléculas necesarias de EDC:
4.49 x 10'* x 50 = 2.245 x 10*®moléculas

Como tenemos una disolucion de 3 mg de EDC en 25 mL
.191g
Peso molecular de EDC: [ ol

3x103g 6.022x 1023 moleculaS/mol

5mL 191.7 2y
mol

= 3.76 x 1017 moléculas/ L
' m

1mL
2.245 x 1016 lécul = 0.0597 mL ~60 uL
X moteciias x 3.76 x 107 moléculas m K
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e NHS
Proporcion: 1 NPS : 74 NHS
Moléculas necesarias de NHS:
4.49 x 101 x 74 = 3.3226 x 10'® moléculas

Como tenemos una disolucion de 6 mg de NHS en 50 mL

217.3g,

Peso molecular de NHS: mol

6x10"3g 6.022x 1023 moleculaS/mol

50mL 21739,
mol

=332« 1017 mOléCUZaS/ L
! m

1mL
3.3226 x 10'®molécul =0.1mL = 100 ulL
x motecusas x 3.32 x 10Y7moléculas m K

e NAV
Proporcion: 1 NPs: 11 NAV
Moléculas necesarias de NAV:
4.49 x 10 x 11 = 4.939 x 105 moléculas
Como tenemos una disolucion de 10 mg de NAV en 1 mL.

Peso molecular de NAV: %0000 g/

mol

10x1073 g 6.022x 1023 moleculas/mol

imL ~ 60000 g /
mol

= 1.0037 x 1017 mOléCUIaS/ L
' m

1mL
4.939 x 10 molécul = 0.049 mL ~ 50 uL
x motecuias x 1.0037 x 1017 moléculas m H

El protocolo utilizado es el siguiente. En un eppendorf especial para proteinas,
se mezclan a temperatura ambiente las NPM-PAA, el EDC y el NHS observandose
una disolucion de color negro y se pone a agitar en un agitador orbital durante 30

minutos. Transcurrido ese tiempo, se afiade la neutravidina y se vuelve a agitar de
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nuevo durante 2 horas para que se produzca la funcionalizacion obteniendo un sélido

de color negro.

Este procedimiento representa una mejora respecto a otros métodos de sintesis
descritos para la union de proteinas a nanoparticulas que requieren tiempos de

reaccion mas largos de 3-4 horas.3¢3

En este caso el producto resultante solo se caracteriza por espectroscopia
infrarroja suponiendo que la forma, el tamafio, estructura cristalina y comportamiento

magnético no se han modificado.

Como se observa en la figura 20, la banda de 1709.8 cm™ ha desaparecido y
aparecen otras dos bandas a 1556.9 cm™ que no habia en el caso anterior. Este hecho
nos confirma que se ha formado un enlace entre el PAA y la NAV, por lo que las
nanoparticulas se han funcionalizado. A 1455.2 y 1400.8 cm™ aparecen las bandas de
los CH; del PAA. La banda de 1556.9 cm™ corresponde al N-H de la amida y la de
1651,6 cm™ se asignada al C=0 de la amida. Por Gltimo, las bandas tachadas con una
X no pertenecen al compuesto sintetizado y provienen de una contaminacion con

silicona.
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Figura 20. Espectro infrarrojo de NPM-NAV

La caracterizacion completa no se ha realizado debido a la pequefia cantidad

preparada y al alto coste de la proteina.

Esta reaccion sera escalada y la utilidad de este reactivo probada por distintos

métodos analiticos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. CONDICIONES GENERALES DE REACCION Y DE TRABAJO
Todas las reacciones de sintesis de NPM se realizaron bajo atmdésfera inerte (Ar),

utilizando agitacion mecénica.

Todo el material de vidrio utilizado en la sintesis de NPM fue previamente

lavado con HCI (conc), agua destilada y secado en estufa a 120 °C.

El hexano utilizado, se ha destilado previamente, bajo atmdsfera de nitrogeno,
utilizando un sistema de destilado y secado SPS (Solvent Purification System de
Scharlab). El resto de los disolventes, asi como todos los reactivos son comerciales y

se han utilizado sin posterior purificacion.

4.2. TECNICAS EMPLEADAS EN LA CARACTERIZACION DE LOS
COMPUESTOS
Todos los compuestos descritos en este trabajo se han caracterizado empleando

las siguientes técnicas:

= Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Los espectros de infrarrojo se han registrado en un espectrofotometro
Perkin Elmer FT-IR Paragon 1000. Las absorciones se expresan en nimeros
de onda (cm™), siendo el error en la determinacion de las posiciones del
orden de + 2 cm™.

Las muestras se prepararon en pastillas de bromuro potasico recogiendo
una zona del espectro comprendida entre 4000 y 400 cm™.
= Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las micrografias han sido obtenidas en un microscopio electronico de

transmision (MET JEOL-2000 EX-I1) de kilovoltaje maximo 200 kV. Poder
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de resolucién 3,4 amstrong entre lineas. Sistema fotografico: camara de
placas 6,5 x 9,5 y pelicula 35 mm, e imagen digitalizada con salida a PC
(sistema digital micrograph GATAN) de los Servicios Cientifico-Técnicos
de la Universidad de Oviedo.

Las muestras previamente a su analisis son dispersadas en isopropanol
para posteriormente ser depositadas en una rejilla de cobre.
= Difraccion de Rayos X (DRX)

Los difractogramas de Rayos X de polvo presentes en este trabajo han
sido llevados a cabo en los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad
de Oviedo, mediante el uso de un difractometro de rayos X “Bruker D8
Discover”.
=  Magnetismo

Las pruebas de magnetismo expuestas en este trabajo han sido medidas
en un equipo PPMS 14-T (Physical Property Measurement System) de los

Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.

4.3. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE

MAGNETITA

4.3.1. Sintesisy caracterizacion de nanoparticulas de magnetita recubiertas de
acido oleico

Metodo A: Control de la rampa de calentamiento

En un matraz de tres bocas, se disuelve [Fe(acac)s] (1.42 g, 4.02 mmol) en una
mezcla de acido oleico (2.8 mL, 8.82 mmol), oleilamina (2.7 mL, 6.95 mmol) y 1-
octadeceno (20 mL) (peb 315 °C) desoxigenada previamente. La mezcla de reaccién
se calienta hasta llegar a temperatura constante (312 °C) controlando la rampa de
calentamiento observando un cambio de color de naranja a negro. A continuacion, se
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deja enfriar a temperatura ambiente durante 30 min. Pasado ese tiempo, se afiade una
mezcla de hexano/isopropanol (1:1) (100 mL) decantando con la ayuda de un iméan. El
solido obtenido, se lava 3 veces (3 x 100 mL) con la mezcla anterior decantando en

cada lavado con ayuda de un iman.

La reaccion se ha repetidos varias veces para comprobar su reproducibilidad.
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NPM-AO-1

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-1

0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

Peso obtenido: 266 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1632.1 v(C-0); 1424.2 v(CHy); 570.6

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):
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NPM-AO-2

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-2
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Peso obtenido: 341 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm-): 2916.5 v(CH); 1626.5 v(C-O); 1440.5 v(CHy); 576.0

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):
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Parte experimental
NPM-AO-3

Rampa de calentamiento:
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Peso obtenido: 139 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm-): 2920.8 v(CH); 1633.5 v(C-O); 1426.8 v(CHy); 571.7

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):
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DRX (20, % intensidad): 15.3424 (56.65%); 18.2310 (41.54%); 30.1562
(47.47%); 35.4389 (100%); 42.3744 (42%); 53,3564 (0,46%); 57,2834

(5.72%); 62.3324 (36.53%); 73.3144 (1.61%).
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Parte experimental

NPM-AO-4

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-4
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Peso obtenido: 268 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm-): 2950.6 v(CH); 1632.1 v(C-O); 1424.2 v(CHy); 576.0

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):
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40 - "

30 -

20 - -

Counts

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Diameter (nm)

37



Temperatura (2C)

Parte experimental

NPM-AO-5

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-5
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Peso obtenido: 186 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2951.7 v(CH); 1632.1 v(C-0); 1423.8 v(CH.); 568.8

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):
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Rampa de calentamiento:
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Parte experimental
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Peso obtenido: 210 mg.

Color: Negro.
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IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1626.6 v(C-0); 1424.2 v(CHz); 576.0

v(Fe-0).
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Parte experimental

NPM-AO-7
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Peso obtenido: 220 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1626.6 v(C-0); 1429.6 v(CHz); 576.0

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):
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Parte experimental

NPM-AO-8
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Peso obtenido: 203 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1621.1 v(C-0); 1429.6 v(CHz); 581.5

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):

13,359975186104 2,7455807547721 403
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Magnetismo:

8,9

64,246

1,374

Parte experimental
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Método B: Adicion de [(Fe(acac)s] a temperatura de reflujo.

En un frasco lavador de gases, se ponen acido oleico (2.7 mL, 8.50 mmol),
oleilamina (1.5 mL, 3.86 mmol) en benciléter (20 mL) y se desoxigena durante 5 min.
La mezcla se introduce en un matraz de tres bocas y se pone a calentar a reflujo. Una
vez alcanzada la temperatura de reflujo, se afiade [Fe(acac)s] (1.42 g, 4.02 mmol)
disuelto y se deja calentando durante 15 min. A continuacion, la mezcla de reaccion
se enfria durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, se aflade una mezcla de
hexano/isopropanol (1:1) (100 mL) decantando con la ayuda de un iméan. El sélido
obtenido, se lava 3 veces (3 x 100 mL) con la mezcla anterior decantando en cada

lavado con ayuda de un iman.

La reaccion se ha repetidos varias veces para comprobar su reproducibilidad.
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NPM-AO-9
Peso obtenido: 232 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm™): 2952 v(CH); 1626.4 v(C-0O); 1410.6 v(CHy); 576.6

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):

16,579832402235 4,7641053989122 358

30 4 -

25 4 e

20 - .

15 4 B

Counts

10 ' .

0 T T T T T T T T T T

T
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 2

Diameter (nm)

44



NPM-AO-10

Peso obtenido: 240 mg.

Color: Negro.

Parte experimental

IR (KBr pastilla, cm™): 2952 v(CH); 1626.6 v(C-0O); 1429.6 v(CHy); 576.0

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):
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NPM-AO-11
Peso obtenido: 201 mg.

Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm™): 2952 v(CH); 1626.4 v(C-0); 1405.7 v(CHy); 576.6

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):

16,346737804878 3,481548747365 328
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DRX (20, % intensidad): 30.1766 (39.18%); 35.5234 (100%); 40.8638
(0.94%); 43.1038 (33.53%); 53.7814 (0.19%); 57.0659 (49.02%); 57,1814

(58.05%); 62.7234 (34.85%); 71.2744 (0.86%); 74.3344 (2.31%).

Magnetismo:

11,7 64,146 1,022
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Parte experimental

Otros métodos de sintesis.

Método C.

En un matraz de tres bocas, se disuelven [Fe(acac)s] (1.42 g, 4.02 mmol), en
una mezcla de acido oleico (2.8 mL, 8.82 mmol), oleilamina (2.7 mL, 6.95 mmol) y
benciléter (20 mL) (peb 295 °C) desoxigenada previamente. La mezcla se calienta
hasta llegar a temperatura constante (230 °C) controlando la rampa de calentamiento
durante los primeros 30 min observando un cambio de color de naranja a negro y se
deja calentando 2 h mas. A continuacion, se deja enfriar a temperatura ambiente
durante 30 min. Pasado ese tiempo, se afiade una mezcla de hexano/isopropanol (1:1)
(100 mL) decantando con la ayuda de un iméan. El sélido obtenido, se lava con la
mezcla anterior 3 veces (3 x 100 mL) decantando en cada lavado con ayuda de un

iman.

47



Parte experimental

NPM-AO-12

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-12

300
250
200

150

Temperatura (2C)

100

50

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Peso obtenido: 226 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1626.4 v(C-0); 1410.6 v(CHy); 581.5

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):

48,779124087591 6,2697636312577 137

Magnetismo:
106 72,065 11,846
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Parte experimental
Meétodo D.

En un matraz de tres bocas, se disuelven [Fe(acac)s] (1.42 g, 4.02 mmol), en
una mezcla de &cido oleico (2.8 mL, 8.82 mmol), oleilamina (2.7 mL, 6.95 mmol) y
benciléter (20 mL) (peb 295 °C) desoxigenada previamente. La mezcla se calienta
hasta llegar a temperatura constante (230 °C) controlando la rampa de calentamiento
durante 30 min observando un cambio de color de naranja a negro y se deja enfriando
durante otros 30 min. A continuacion, se pone a calentar durante 2 h y se deja enfriando
durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, se afiade una mezcla de hexano/isopropanol
(1:1) (100 mL) decantando con la ayuda de un iman. El sélido obtenido, se lava con la
mezcla anterior 3 veces (3 x 100 mL) decantando en cada lavado con ayuda de un

iman.

La reaccion se ha repetido 2 veces para comprobar su reproducibilidad.
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Parte experimental
NPM-AO-13

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-13

250

200

Temperatura (2C)
= =
o (9]
o o

(%4
o

o

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Peso obtenido: 231 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1621.5 v(C-0); 1410.6 v(CHy); 571.7

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):

15,145765124555 4,256596334975 281

20 -+ B

Counts

0 | T T T T T T T

8 10 12 14 16 18 20 22 24 2
Diameter (nm)
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Magnetismo:
63,2 80,93 7,811

Parte experimental
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Parte experimental

NPM-AO-14

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-14

250

200

150

100

Temperatura (2C)

(%2
o

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Peso obtenido: 298 mg.

Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1626.4 v(C-0); 1405.7 v(CHz); 576.6

v(Fe-0).

Distribucion de tamafio (TEM):

28,624510166359 6,922780563606 541
30 - 3
S 2. i
; N
10 , ’
0 T T T T T T T T T T T T T T

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46
Diameter (nm)
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Parte experimental

Meétodo E.

En un matraz de tres bocas, se disuelven [Fe(acac)s] (1.42 g, 4.02 mmol), en
una mezcla de &cido oleico (2.8 mL, 8.82 mmol), oleilamina (2.7 mL, 6.95 mmol) y
benciléter (20 mL) (peb 295 °C) desoxigenada previamente. La mezcla se calienta
hasta llegar a temperatura constante (235 °C) controlando la rampa de calentamiento
durante 15 min y se enfria con un bafio de agua fria durante otros 30 min. A
continuacidn, se pone a calentar durante 1 h y se enfria con un bafio de agua fria
durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, se afiade una mezcla de hexano/isopropanol
(1:1) (100 mL) decantando con la ayuda de un iman. El sélido obtenido, se lava con la
mezcla anterior 3 veces (3 x 100 mL) decantando en cada lavado con ayuda de un

iman.

La reaccion se ha repetido 2 veces para comprobar su reproducibilidad.
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Parte experimental

NPM-AO-15

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-15

250

Tempereatura (°C)
= = N
o (%] o
o o o

(%3]
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (min)

Peso obtenido: 238 mg.

Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1621.4 v(C-0); 1413.7 v(CHz); 576.6

v(Fe-0).

Distribucion de tamano:

92,80 19,79 117

20
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0
60 65 70 75 80 85 90 95 100105110115120125130135140145150155160

Diameter (nm)
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Parte experimental
NPM-AO-16

Rampa de calentamiento:

NPM-AO-16

250

200

Temperatura (°C)
= =
o (€]
o o

(%3]
o

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (min)

Peso obtenido: 249 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2952 v(CH); 1621.5 v(C-0); 1410.6 v(CHz); 576.6

v(Fe-0).

Distribucion de tamano:

20.33 5.99 258

40 - -
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20 -

Counts

10 4

1

0
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Diameter (nm)
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Parte experimental
Meétodo F.

En un frasco lavador de gases, se mezclan &cido oleico (2.7 mL, 8.50 mmol),
oleilamina (1.5 mL, 3.86 mmol) en benciléter (20 mL) y se desoxigena durante 5 min.
La mezcla se introduce en un matraz de tres bocas y se pone a calentar a reflujo. Una
vez alcanzada la temperatura de reflujo, se afiade el [Fe(acac)s] (1.42 g, 4.02 mmol)
solido y se calienta durante 15 min. A continuacion, la mezcla se enfria durante 30
min. Pasado ese tiempo, se afiade una mezcla de hexano/isopropanol (1:1) (100 mL)
decantando con la ayuda de un iman. El sélido obtenido, se lava con la mezcla anterior

3 veces (3 x 100 mL) decantando en cada lavado con ayuda de un iman.

La reaccion se ha repetido 2 veces para comprobar su reproducibilidad.
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Parte experimental
NPM-AO-17
Peso obtenido: 242 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm™): 2952 v(CH); 1631.3 v(C-0O); 1410.6 v(CHy); 576.6

v(Fe-0).
Distribucion de tamafio (TEM):

31,137257617729  7,3394024100213 361

25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Ll

20

15
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Parte experimental
NPM-AO-18
Peso obtenido: 256 mg.

Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm™): 2952 v(CH); 1631.3 v(C-0O); 1400.8 v(CHy); 576.6

v(Fe-0).
Distribucion de tamafio (TEM):

31,904771784232  6,4812800344685 241

20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Parte experimental

4.3.2. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de magnetita recubiertas de
acido poli(acrilico)
En un matraz de 100 mL, se afiaden las NPM-AO (100 mg) con un exceso de
PAA en DMSO (10 mL) y se mantiene a temperatura ambiente en un bafio de
ultrasonido durante 4 h controlando la temperatura. Pasado ese tiempo, se afiade agua
destilada decantando con la ayuda de un iméan. El s6lido obtenido, se lava 3 veces con
agua destilada y 3 veces con etanol decantando en cada lavado con ayuda de un iméan

Yy Se seca a vacio.

La reaccidn se ha repetidos varias veces para comprobar su reproducibilidad.
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Parte experimental
NPM-PAA-1
Reactivo de partida: NPM-AO-2.
Peso obtenido: 96 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm™?): 2920.7 v(CH); 1712.3 v(COOH) libres; 1450.5

v(CH2); 1418.4 v(CHz); 579.5 v(Fe-O).

Distribucion de tamafio (TEM):

16,236149425287 3,6951041837297 348
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Parte experimental
NPM-PAA-2
Reactivo de partida: NPM-AO-6.
Peso obtenido: 83 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm): 2960.3 v(CH); 1714.7 v(COOH) libres; 1449.8

v(CH2); 1410.6 v(CHz2); 571.7 v(Fe-O).

Distribucion de tamafio (TEM):

14,397764705882 3,0579148723112 340

1 1 1 1 1 1 1 1 1

40 - ]
\

20 - ]
14 16 1

8 10 12 8 20 22 24 26
Diameter (nm)

Counts

DRX (20, % intensidad): 14.9241 (98.21 %); 17.7584 (72.90%); 30.3599
(58.06%); 35.3853 (100%); 41.8419 (66.75%): 53.4924 (0.65%): 57.2834

(0.65%); 60.9495 (71.40%): 62.8542 (42.69 %); 73.1614 (1.82%); 77.0884

(0.65%).
Magnetismo:
15,6 55,352 1,409
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Parte experimental
NPM-PAA-3
Reactivo de partida: NPM-AO-7.
Peso obtenido: 93 mg.
Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm™): 2960.3 v(CH); 1714.7 v(COOH) libres; 1449.8

v(CHa); 1405.5 v(CH,); 581.5 v(Fe-O).

Distribucion de tamafio (TEM):

15,515750798722 3,2488160804944 313
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NPM-PAA-4

Parte experimental

Reactivo de partida: NPM-AO-10.

Peso obtenido: 93 mg.

Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm™): 2960.3 v(CH); 1709.8 v(COOH) libres; 1454.7

v(CHa); 1400.8 v(CHa); 576.6 v(Fe-O).

Distribucion de tamafio (TEM):

15,946460348162 4,3678911286455 517
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Parte experimental

4.3.3. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de magnetita funcionalizadas

con neutravidina

En un eppendorf especial para proteinas, se introducen 5 mg de nanoparticulas
magnéticas, 100 pL de una disolucion preparada previamente de NHS (6 mg/ 50 mL),
60 uL de una disolucién preparada previamente de EDC (3 mg/ 25 mL) y se agita a
temperatura ambiente durante 30 min. A continuacién, se adicionan 50 pL de una
disolucién de NAV (10 mg/ mL) y se agita durante 2 h y 30 min. Transcurrido ese
tiempo, se afilade agua destilada decantando con la ayuda de un iman. El sélido
obtenido, se lava 3 veces con agua destilada y 3 veces con etanol decantando en cada

lavado con ayuda de un iman y se seca a vacio.

Color: Negro.

IR (KBr pastilla, cm?): 1651.6 v(C=0); 1556.9 v(N-H); 1455.2 v(CHy);

1400.8 v(CHy); 579.1 v(Fe-0).
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Conclusiones

5. CONCLUSIONES

e Lasintesis de NPs por descomposicion térmica es un método eficiente para
la sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas.

e Se han controlado la forma y el tamafio de las nanoparticulas a través de
la proporcion de reactivos y rampa de calentamiento de manera que se ha
conseguido que el método sea reproducible.

e El intercambio de ligando de acido oleico por PAA es eficaz ya que la
forma, el tamafio y el magnetismo del ndcleo cristalino no se ha
modificado en el proceso.

e Las NPs recubiertas con grupos carboxilo pueden ser funcionalizadas con
péptidos, moléculas y polimeros que contengan un grupo amino a

temperatura ambiente utilizando NHS y EDC como activadores.
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