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l. Introduccién

1.1 Antecedentes

La presente tesis trata sobre la sintesis y aplicacion de un material para separar ADN. La
purificacion de &cidos nucleicos es un requisito imprescindible para realizar diversos procesos de
biologia molecular. Por ejemplo para aplicaciones en el area de biotecnologia, que involucra el
mejoramiento de alimentos, industria farmacéutica, agricultura y biomedicina, entre otras. En los
campos anteriores es fundamental contar con medios para obtener ADN. La técnica tradicional de
purificacion de ADN requiere de reactivos no amigables para el medio ambiente como lo es el
Fenol y el Cloroformo, es necesario experiencia en la extraccion y contar con los consumibles y
equipo especializado. En el mercado existen alternativas de purificacion diferentes a la tradicional,
aun asi se requiere desarrollar nuevos métodos mas econdmicos para la purificacion. Estos métodos

deberan ser mas rapidos y amigables para el ambiente y menos toxicos para el usuario.

El método clasico se basa en la purificacion de &cidos nucléicos por medio de solventes
organicos toxicos, siendo la extraccién mediante fenol/cloroformo/isoamil alcohol el mas conocido
y utilizado [30]. Este es un método econémico en cuanto a los materiales empleados, pero al mismo
tiempo lento y requiere de experiencia, ya que en algunos casos la purificacion del ADN trae restos
de proteina y/o ARN, lo que posteriormente dificulta procesos secundarios de utilizacion. Ademas
de este método existen otros para purificar acidos nucleicos, un ejemplo son las perlas magnéticas
con afinidad al ADN. Estas tienen poco tiempo siendo utilizadas y se encuentran disponibles
comercialmente. Para obtenerlas basta con buscar en un catdlogo comercial de laboratorios
especializados. Las perlas pueden ser modificadas para unirse con objetivos especificos como ADN,
ARN, proteinas y enzimas. Este segundo método de purificacion de ADN es inicialmente costoso,
pero a la vez rapido y facil de utilizar. Dicha facilidad se debe a que este producto es
comercializado junto con sus reactivos y materiales, lo cual hace mas facil cada purificacion.
Ademas se cuenta con un manual de uso relativamente sencillo de entender y por lo tanto no se
necesita de mucha experiencia para obtener buenos resultados en la purificacion. Las particulas son
reutilizables y son inertes en presencia de ADN. Cabe mencionar que ambas opciones de
purificacion presentan buena calidad y cantidad de ADN purificado. Sin embargo al sopesar las
ventajas de ambos, resulta que el método de perlas magnéticas tiene un costo de operacién
favorable a largo plazo en comparacion al método fenol/cloroformo/isoamil alcohol, ya que son

reutilizables.



En México las perlas magnéticas para separacion de ADN son vistas como un producto
comercial que cumple con su tarea especifica, dejando en misterio el porqué de su funcionamiento y
su método de sintesis. Es por ello la importancia de esta tesis. En este trabajo se da a conocer las
razones de su funcionamiento, su método de sintesis, y un protocolo para extraccion de ADN. Y asi

mismo se pretende dejar los cimientos para seguir investigando este tema mas profundamente.
1.2 Objetivos

Objetivo principal:

o Sintetizar nanoparticulas magnéticas con afinidad al ADN y comprobar estas propiedades

mediante la purificacion del mismo.
Objetivos particulares:

o  Preparar un material que agilice la extraccion de ADN, haciéndola mas facil y rapida.

o El material debera tener respuesta magnética.

o ElI ADN npurificado debera tener un grado de pureza comparable al método
fenol/cloroformo.

o Los resultados deberan ser reproducibles en condiciones controladas de separacion.

o El método de extraccién debera ser menos demandante de materiales consumibles.

1.3 Hipdtesis

Las nanoparticulas magnéticas tienen afinidad con ADN vy facilitan su purificacion. La
respuesta magnética la dara un nicleo de magnetita y el recubrimiento de silice, bajo ciertas
condiciones, tiene afinidad con ADN. Sintetizando nuestras nanoparticulas con estructura core-shell

de magnetita-silice, se logra la purificacién de ADN.



1. Marco Tedrico

En capitulo anterior hemos planteado como hipétesis que un material con estructura ndcleo -
coraza sera el idoneo para realizar la funcion de separacion de ADN. En presente capitulo nos
daremos a la tarea de dar los fundamentos tedricos para justificar esta hipotesis. Para lo cual, en las

siguientes subsecciones, se definiran los siguientes conceptos generales:

7
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Nanomateriales y Nanoparticulas.

7
0.0

Materiales nucleo-coraza.

7
0.0

Materiales Magnéticos.
= Nanoparticulas magnéticas.
= Generalidades de los materiales magnéticos.

= La magnetita.

R/
0.0

Silices.

= Nanoparticulas de silice.

= Estructura de las silices.

= Propiedades de las silices.

= El papel del pH en solucion.
El ADN.
Afinidad SiO,-ADN vy SiO,-ARN
Métodos de separacion de ADN

0.0

0.0

0.0

= Como funciona el método tradicional para purificacion de ADN: Protocolo Fenol-
Cloroformo-Isoamil

= Como funciona el Protocolo para purificacion magnética de ADN

2.1 Nanomateriales y Nanoparticulas

Los nanomateriales pueden definirse como una clase de materiales en donde, por lo menos, una
de sus dimensiones se encuentra en el orden de los nanémetros (1 x 10° m), son materiales en los
cuales se empieza a apreciar en sus propiedades el comportamiento discreto (valor no continuo) de
la energia y estructura atémica que los constituyen. Cabe mencionar que definir a los
nanomateriales simplemente por sus dimensiones, no es una manera correcta de definirlo, ya que
hay que tomar en cuenta también las propiedades del mismo. En los nanomateriales se aprecia una

modificacion de sus propiedades en comparacion de éstos en mayor volumen [1]. Una amplia
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variedad de materiales y productos mejorados dependen del cambio de las propiedades fisicas

cuando los tamafos caracteristicos de estos son disminuidos.

La integracién de los nanomateriales con biologia ha llevado al desarrollo de dispositivos de
diagnostico: agentes de contraste, nanoparticulas magnéticas unidas a un anticuerpo especifico son
utilizadas como etiquetadores de moléculas, estructuras o microrganismos especificos, directamente
en sefales electrénicas, nanoparticulas de oro etiquetadas con pequefios segmentos de ADN pueden
ser utilizadas para la deteccidén de secuencias genéticas en una muestra, herramientas analiticas,
aplicaciones de terapia fisica, ingenieria de tejidos y vehiculos de direccionamiento de farmacos.
Los efectos secundarios de los farmacos pueden ser disminuidos depositando el agente activo
solamente en la region patoldgica y con la dosis requerida [2].

Entre los nanomateriales se encuentran las nanoparticulas (NPs), que son particulas con un
diametro aproximado a 100 nmo menor. Tienen un area superficial alta en relacion con su
volumen y por lo tanto las propiedades de transferencia de masa y de calor son mejores que las de
los mismos materiales pero de dimensiones. La nanoparticulas son nanomateriales de forma
generalmente esférica. Las nanoparticulas toman ventaja de su incremento en el area superficial en
proporcion con el volumen, generando asi un cambio en sus propiedades épticas como la
fluorescencia, la cual depende del didmetro de la particula. Estos nanomateriales permiten un
incremento en la estabilidad y funcionalidad las cuales pueden ser utilizadas en diversas

aplicaciones [2].

La obtencién de nanoparticulas metalicas estables en solucién ha sido un area muy activa de
investigacion. Las mas comunmente sintetizadas y estudiadas son las de metales nobles. Aunque el
interés de éstas ha surgido fuertemente en las Gltimas décadas, éstas han existido desde hace varios
siglos. Los egipcios utilizaban nanoparticulas de oro como coloides medicinales para conservar la
juventud y mantener la buena salud. Los chinos ademas de utilizarlas como medios curativos,
también las empleaban como colorantes inorganicos en porcelana. En 1857, Faraday realiz6 el
primer analisis sistematico de nanoparticulas presentando un estudio de sintesis y propiedades de
coloides de oro. Desde esa época a la fecha, se han logrado avances en el conocimiento de las
nanoparticulas [2]. Stober,en 1968, inform6 de un método revolucionario para la sintesis
de nanoparticulas de silice esféricas monodispersas a partir de soluciones acuosas de alcohol de
silicio alcdxido en presencia de amoniaco como un catalizador, dando como resultado diferentes
tamafios de nanoparticulas de siliceque van de 50nma 1pum conuna distribucion de

tamafio estrecha; a partir de Stober, se han desarrollado diversos métodos de sintesis quimicos y



fisicos con la finalidad de poder controlar su comportamiento frente a diversos estimulos:

magnetismo, afinidad electrdnica, entre otros [3][4] [5].

2.2 Materiales core-shell

Actualmente se ha puesto mucha atencién sobre los materiales nanoestructurados, sin
embargo, trabajos recientes involucran no sélo a estos materiales de dimensiones nanométricas sino
a nuevas estructuras que consisten en nanocristales inorganicos recubiertos por una capa de algun
compuesto organico, inorganico o un polimero [6]. A este nuevo tipo de nanoestructuras se les ha
denominado nanoparticulas core-shell (nlcleo-coraza), es decir un centro o nucleo inorganico
nanométrico, rodeado por una coraza 0 recubierta de otro material [7]. Recientemente, las

nanoparticulas core-shell han llegado a tener una amplia gama de aplicaciones [8].

Las propiedades de las nanoparticulas core-shell estan estrechamente relacionadas con el
tamafio, forma y la relacion superficie/volumen. Este tipo de nanoestructuras tienen potenciales
aplicaciones como sensores quimicos [9], en electrocatalisis y en la deteccidn de iones, asi como
marcadores fluorescentes de biomoléculas [10]. Materiales con estructuras compuestas, con estas
particulas de incrustadas en el material matriz, estan siendo muy utilizados en la actualidad. El
objetivo de cambiar la estructura de las nanoparticulas core-shell es la mejora en sus propiedades
térmicas, electronicas, magnéticas, opticas, etc. Teniendo en cuenta el tamafio de las nanoparticulas,
el material de la cubiertapuede ser elegidode tal manera quela aglomeracién de las
particulas pueda prevenirse. Esto implica que la monodispersidad de las particulas también puede
ser mejorada. La estructura core-shell mejora la  estabilidad térmica y quimica de las
nanoparticulas, mejora la solubilidad y permite la unién de otras moléculas a estas particulas. La

coraza también puede prevenir la oxidacion del material del nacleo [11].

Cuando una nanoparticula del nucleo es recubierta con una capa polimérica o una capa
inorganica, como silice, es posible alcanzar una estructura hibrida con unas funciones y propiedades
adicionales a la de la particula del nacleo [12]. Los métodos de sintesis para estas estructuras
dependen basicamente del tipo de ndcleo que se quiera recubrir, en el caso de la coraza de SiO, el
método mas difundido, es el método sol-gel (Stober) que involucra, esencialmente, la hidrolisis de
alquilsilicatos (TEOS) en EtOH/NH; [13][14].
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2.3 Materiales Magnéticos

2.3.1 Nanoparticulas Magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas son particulas sintéticas de éxidos metalicos con un tamafio
de particula medible en nanémetros, las cuales pueden ser acompafiadas de un recubrimiento
organico o inorgénico. El 6xido de Hierro es el material méas investigado para fines biomédicos,
gracias a su gran compatibilidad con respecto a otros materiales magnéticos, tanto en su estado puro
como oxidado. Existen varios tipos de ¢xidos de hierro en la naturaleza y que pueden ser
preparados en el laboratorio, hoy en dia solo la maghemita (¥-Fe20s) y magnetita (FesO4) son
capaces de cumplir las necesidades requeridas para las aplicaciones biomédicas. Estos
requerimientos incluyen momentos magnéticos suficientemente altos, estabilidad quimica en
condiciones fisioldgicas y baja toxicidad sin mencionar lo facil y econémico de los procedimientos
de sintesis disponibles para la preparacion de estos materiales. EI grado cristalinidad, asi como la
dispersibilidad en términos de tamafio y forma de la nanoparticula son parametros criticos que
afectan su rendimiento en técnicas terapéuticas y de diagnostico, como la obtencidn de imagenes

por resonancia magnética e hipertermia [15].
2.3.2 Generalidades de los materiales magnéticos

Los materiales magnéticos son caracterizados por la presencia de dipolos magnéticos
generado por el espin de sus electrones. Cada uno de estos electrones polarizados puede estar
alineado de forma paralela o anti paralela con respecto a sus vecinos de la red cristalina y este tipo
de interaccion es lo que da lugar al efecto magnético macroscépico. Dependiendo de la respuesta
magnética observada, podemos clasificar a los materiales magnéticos como paramagnetos,
ferromagnetos, ferrimagnetos o antiferromagnetos. Sin embargo, dicho comportamiento es
altamente dependiente del tamafio del material y de la temperatura ya que a una temperatura
particular el comportamiento magnético de cualquier material puede ser alterado por un ajuste en su

tamafio [16].

11



2.3.3 Magnetita

La magnetita es un mineral ferrimagnético constituido por o0xido ferroso-di férrico (FesO,)
con formula quimica Fe?*(Fe3*),0,. El nombre IUPAC del producto quimico es 6xido de hierro
(11, 11). La férmula para magnetita también puede ser escrita como FeO (Fe,0s), que es una parte
de Wustite (FeO) y una parte de hematita (Fe,O3). Esto se refiere a los estados de oxidacion de las
diferentes especies de hierro en una estructura, no en una solucién. La temperatura de Curie de la
magnetita es de 858 K (585 °C, 1085 °F).

La magnetita es un mineral de color negro o marrén con un brillo metalico. Debe su nombre
a la ciudad griega de Magnesia. Su fuerza se debe a un fendmeno de ferrimagnetismo: los
momentos magnéticos de los distintos cationes de hierro del sistema se encuentran fuertemente
acoplados, por interacciones antiferromagnéticas pero de forma tal que en cada celda unitaria
resulta un momentos magnético no compensado. La suma de estos momentos magnéticos no

compensados fuertemente acoplados entre si, es la responsable de que la magnetita sea un iman.

La magnetita es el mineral mas magnético de todos los que existen naturalmente en la
Tierra. Trozos de magnetita naturalmente magnetizados, llamados piedra iméan, atraian pequefios
pedazos de hierro y asi fue como los antiguos pobladores notaron por primera vez la propiedad del
magnetismo. Las magnetitas fueron utilizadas como una forma temprana de las brdjulas magnéticas.
La magnetita normalmente forma parte de las rocas, por lo que ha sido una herramienta
fundamental en el paleomagnetismo, una ciencia importante en el descubrimiento para la magneto-
hidrodindmica y otros campos cientificos. Las relaciones entre la magnetita y otros minerales ricos
en 6xidos de hierro como la ilmenita, hematita y ulvoespinela han sido muy estudiadas, asi como las
complicadas reacciones entre los minerales y el oxigeno influyen en el como y cuando la magnetita

conserva registros de los campos magnéticos de la Tierra.

La magnetita reacciona con el oxigeno para producir hematita. Por lo general, las rocas
igneas contienen los granos de dos soluciones solidas, una entre magnetita y ulvoespinela, y la otra
entre ilmenita y hematita. Las composiciones de pares de minerales se utilizan para calcular la
cantidad oxidante del magma y una serie de condiciones oxidantes se encuentran en los magmas y
el estado de oxidacion ayuda a determinar como podrian evolucionar los magmas por cristalizacion

fraccionada.

A temperatura ambiente y presion atmosférica normal, la magnetita se cristaliza en una
estructura de espinela cubica centrada en las caras, que se ilustra en la figura 1 (a). Curiosamente,

esta es la Gnica estructura de cristales de magnetita en la que se conocen con certeza las posiciones
12



de los atomos. Cuando se enfria, la magnetita se somete a la transicion Verwey alrededor de 122 K,
que se caracteriza por una fuerte caida en la conductividad en dos 6rdenes de magnitud que se
acompafia de una distorsion del enrejado con menor simetria de la espinela cubica.

(a)

Fig. 2.1 (a) Estructura de espinela clbica centrada en las caras de la magnetita. b) Ampliacion
de un tetraedro y un octaedro adyacentes que comparten un &tomo de oxigeno. Grandes esferas

' (rojo) y Fe** (amarillo) representan los atomos de hierro en subredes

marcadas por Fe
tetraédricas y octaédricas coordinadas, respectivamente. Los 4&tomos de oxigeno se muestran

como pequefias esferas verdes [17].

2.4 Silices

El término silice se emplea para denominar a todo grupo de compuestos de didxido de
silicio (SiO,), asi como sus respectivas formas incluyendo las silices cristalinas, por ejemplo el

cuarzo, las silices micro cristalinas, silices vitreas y también a las silices amorfas .

Se han encontrado trabajos que proponen un método facil para desagregar silice y zeolitas
en glicerol [18], incluso a partir de la ceniza de la cascarilla de arroz [19]. En la desagregacion del
SiO, en alcoholes, se obtiene un alcoxido de silicio muy ramificado que proviene de una reaccién
de condensacion entre los grupos silanol y la funcién alcohol, liberando agua como subproducto.
[19].
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2.4.1 Nanoparticulas de silice

Las nanoparticulas de silice, ya sea utilizado como cubierta o interior de la nanoparticula
compuesta, ocupan un lugar destacado y se utilizan en diversas aplicaciones industriales tales como
la catalisis [20], pigmentos [21], farmacia [22], electronica[23], sustratos de pelicula delgada,
aisladores electrdnicos, térmicos y sensores de humedad [24]. La calidad de algunos de estos

productos es altamente dependiente en la distribucion de su tamafio.

2.4.2 Estructura de la silice

Las formas de las silices amorfas pueden ser clasificadas a su método de manufactura como
silices de proceso humedo v silices pirogénicas. Estas Gltimas se obtienen a altas temperaturas a
partir de una disolucién acuosa, y generalmente son conocidas comercialmente con el término en

inglés fumed silica (figura 2.2) [25].

Cristalina

Proceso
hiimedo

Pirogénica

Figura 2.2. Clasificacion de algunas silices.

Las silices amorfas pueden hallarse en forma natural o bien, sintetizarse. En éstas, el &tomo
de Si se encuentra enlazado covalentemente a, por lo menos, un atomo de silicio para formar un

grupo funcional siloxano (-Si-O-Si) o silanol (-Si-OH).
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Las longitudes de enlace y angulos de enlace en las silices amorfas son similares a los
valores de la cristobalita. Las distancias del enlace Si - O son aproximadamente de 0.16 nm, y el
angulos de Si — O — Si es de alrededor de 148 grados. Los grupos silanol pueden ser: aislados,
vecinales o geminales (Fig. 2.3). Inicialmente se forman especies de bajo peso molecular que se
condensan para formar estructuras anilladas que maximizan los grupos siloxanos y minimizan los
silanoles.

N
g /'/
./'\.

OSl
Fig. 2.3. Arreglo de grupos silanol en la silice amorfa a) aislado b) vecinal y ¢) geminal.

La cristalinidad de las silices es usualmente determinada por la difraccion de rayos X
estableciendo la presencia o ausencia de lineas definidas. En la figura 2.4 se presentan los
difractogramas de rayos X para una muestra de (a) cuarzo cristalino (arena) y (b) una cristobalita;
ambos exhiben patrones de difraccidén que pueden ser empleados para su identificacion. Ademas, se

muestra el difractograma de (c) silice comercial pirogénica [25].
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Figura 2.4. Difractogramas de Rayos X de a) cuarzo, y b) Cristobalita, y ¢) una muestra comercial
de silice pirogénica (Wacker HDK) [25].
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2.4.3 Propiedades de la silice

Las silices amorfas se caracterizan por el pequefio tamafio de particula y su enorme area
superficial especifica. Sus superficies pueden encontrarse anhidras o pueden contener grupos silanol
(-SiOH). Estos compuestos son generalmente vistos como condensados poliméricos de acido
salicilico (H,SiO,4) o acido orto silicico (H,SiO3).

Las silices pirogénicas pertenecen al subgrupo de silices amorfas ricas en SiO, (con mas de
99% de SiO,) y se caracterizan por ser polvos blancos de muy baja densidad y de gran pureza.
ComUnmente se encuentran estos tipos de silice con un didmetro promedio de particula de entre 2

pmy 100 nm.

2.4.4 El papel del pH en solucion

Una de las propiedades méas importantes de los 6xidos metalicos insolubles, como la titania,
zirconia, alumina y silice es su punto isoeléctrico. El punto isoeléctrico de un solido es definido
como el punto en el que su potencial zeta es cero, esto es, que su carga superficial neta es cero. Esto

se logra ajustando el pH a un valor apropiado.

La superficie del éxido responde volviéndose mas positiva cuando el pH es disminuido

mediante la siguiente reaccion:
-MOH + H" — -MOH,"
Si el pH llega a sobrepasar el punto isoeléctrico se vuelve méas negativo:
-MOH + OH™ — -MO ™ + H;0

Don de M es un metal, en nuestro caso es silicio. Por lo tanto, la carga tiende a ser mas
negativa cuando se aumenta el pH y mas positiva cuando el pH disminuye. En algin pH intermedio,

el potencial zeta sera cero y en ese valor de pH se entiende como punto isoeléctrico.
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Los &xidos tienen puntos isoeléctricos definidos. La tabla 2.5 muestra los valores para

algunos oxidos [26].

Oxide pH of i.e.p.

Silica (SiO5) 2-3
Titania (TiO,) 58
Haematite (Fe,03) 6.5
Alumina (Al,O3) 9.1

Figura 2.5. Valores de punto isoeléctrico de algunos 6xidos.

2.5 EI ADN

El 4cido desoxirribonucleico, abreviado como ADN, es un tipo de &cido nucleico,
una macromolécula que forma parte de todas las células. Contiene informacion genética usada en
el desarrollo y el funcionamiento de los organismos vivos y de algunos virus, y es responsable de la
transmision de la informacion hereditaria. Desde el punto de vistaquimico, el ADN es
un polimero de nucleétidos, es decir, un polinucleétido. Un polimero es un compuesto formado por
muchas unidades repetitivas conectadas entre si. En el ADN, cada unidad simple es un nucleétido, y
cada nucleétido, a su vez, esta formado por un azucar (la desoxirribosa), una base nitrogenada (que
puede ser adenina—A, timina—T, citosina—C 0 guanina -> G) y un grupo fosfato que actiia como
unién de cada unidad simple con el siguiente. Lo que distingue a una unidad simple (nucleétido) de
otra es la base nitrogenada y por ello la secuencia del ADN se especifica nombrando sélo la
secuencia de sus bases. La disposicion secuencial de estas cuatro bases a lo largo de la cadena es la
gue codifica la informacion genética. En los organismos vivos, el ADN se presenta como una doble

cadena de nucle6tidos, en la que las dos hebras estan unidas entre si por puentes de hidrégeno.

La quimica molecular, nos ha ayudado a conocer mas del proceso de autoensamblaje de los
componentes de sistemas vivos. De esta manera se proporciona una plataforma tecnolégica para
aplicaciones en diferentes areas como el bioprocesamiento en la industria, la investigacion del
efecto en salud, mejoramiento de alimentos y sistemas de agricultura, en medicina molecular, como
es la deteccién y tratamiento de enfermedades, remplazo de partes del cuerpo, medicina
regenerativa, cirugias a nano escala, sintesis y direccionamiento de farmacos, localizacion y

direccionamiento de farmacos para el tratamiento de tumores por sistemas a nano escala y que son
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especialmente disefiados y actualmente estadn siendo probados, entre otros. A su vez, se estan
desarrollando sistemas con grupos funcionales de superficie que son capaces de conjugar una
variedad de biomoléculas, entre ellas ADN, ARN, proteinas y virus. Todo esto antes mencionado

son algunos de los avances que se han llevado a cabo en el campo de nanociencia y nanotecnologia

2.

2.6 Afinidad SiO,-ADN

El ADN tiene una carga negativa neta debido a su grupo fosfato de su estructura. La silice
tiene la peculiaridad de que a pH menor a 3 su superficie obtiene una carga positiva, como se
muestra en la figura 2.6, y a valores de pH mayores su carga se vuelve negativa debido a que esta
por encima de su punto isoeléctrico. Si juntamos ADN en medio liquido con silice, cuya carga neta

superficial es positiva, se van unir a causa de las fuerza de atraccidn electrostatica.

Esqueleto
del
ADN

Figura 2.6. Estructura del ADN con su carga negativa debida a los grupos fosfatos (izquierda) y

nanoparticulas de silice con carga neta superficial positiva en pH menor a 3 (derecha).

El ADN a valores de pH menores de 4 el ADN se desnaturaliza, es recomendable utilizar
algun recubrimiento, adicional a nuestra recubierta de silice, en nuestras nanoparticulas para lograr
obtener una carga positiva en la superficie en el rango de valores de pH donde el ADN no se
desnaturalice. Por ello se utiliza poli-etilenglicol (PEG) en la estraccion magnética, como

componente del buffer de unién.

18



2.7 Meétodos de purificacién de ADN

2.7.1 Protocolo Fenol-Cloroformo-Isoamil alcohol

La purificacion de acidos nucleicos es un requisito imprescindible para realizar diversas
técnicas de biologia molecular. EI método clasico de purificacion de acidos nucleicos se basa en el
uso de disolventes organicos, siendo la extraccion mediante fenol/cloroformo/isoamil alcohol la
mas conocida [30] y se describe a continuacion. Entre los materiales utilizados para una extraccion

de ADN bacteriano por medio del protocolo fenol/cloroformo/lsoamil alcohol estan:

TE buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8)
SDS (sodium dodecyl sulfate) al 10%
Proteinasa K (20 mg/ml)

NaCl (5 M)
Fenol/cloroformo/isoamil-alcohol (25:24:1)
Isopropanol

Etanol (70 %)

Caldo LB (Luria Bertani) (Para el cultivo bacteriano) (5 gr extracto de Levadura,

V V. V V V V V VY

10 gr Triptona, 10 gr NaCl, 1 litro de agua destilada)

El primer paso consiste en la lisis de las células cuyo ADN se desea purificar. Este paso
consiste en romper las células de las cuales se extrae el ADN. EI medio de extraccion contiene un
detergente, el SDS, que sirve para lisar y liberar el ADN, hecho que aumenta notablemente la
viscosidad de la solucion. El detergente inhibe también cualquier actividad de enzimas, como las
nucleasas en la preparacion. La desproteinizacion se logra en general agitando la mezcla con un
volumen igual de fenol/cloroformo/isoamil alcohol. El fenol y el cloroformo son desnaturalizadores

activos de proteinas que suprimen la solubilidad de las proteinas en la preparacion y las precipita.

Puesto que el fenol y la solucién salina amortiguadora no se mezclan, solo se requiere
centrifugar la suspension para separar las fases, permaneciendo el DNA (y el RNA) en la solucion
dentro de la fase acuosa del sobrenadante y la proteina presente como un precipitado concentrado
en la interfase. La fase acuosa se retira del tubo y se somete a ciclos repetidos de agitacion con fenol
y centrifugacion hasta agotar toda la proteina de la solucion. Afiadiendo posteriormente etanol frio.
El etanol frio sirve para precipitar el DNA de la solucidon. Luego de este primer paso de

purificacion, se disuelve el DNA y se trata con ribonucleasa para degradar el ARN presente.
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2.7.2 Protocolo para purificacion magnetica de ADN

El primer paso de lisado consiste en lo mismo del método tradicional de extraccion de
ADN. Se rompen las paredes celulares para obtener una solucién conteniendo ADN y demas
proteinas. Paso seguido, agregamos las particulas magnéticas sintetizadas de magnetita-silice junto
con RNasa para digerir las moléculas de ARN presentes en la mezcla. Se agrega el buffer de unién
gue consiste de NaCl 1M (pH 7), PEG 8000 (10%) para la unién entre las nanoparticulas y el ADN
presente en la mezcla. Seguido, se separan las particulas, con ayuda de un iméan de neodimio, las
particulas tendran adherido en su superficie el ADN y se descarta la fase liquida por inversion. Se
agrega etanol al 70% para remover el sobrenadante. Después, se agrega el buffer de elusion, TE
buffer, para cambiar el pH de la solucién para lograr que la superficie de silice tenga una carga neta
negativa y con ello separar el ADN de las particulas debido a la repulsion electrostatica. Por dltimo,
se coloca el iman cerca del tubo con la mezcla separando las particulas magnéticas y se remueve el

sobrenadante conteniendo el ADN purificado.
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[1l. Meétodo Experimental

A continuacion se presentaran los protocolos para la sintesis de particulas de magnetita y el
protocolo para recubrir las nanoparticulas de magnetita con silice para conseguir la estructura core-
shell con nucleo de magnetita y cubierta de silice. Se anexaran los protocolos para la sintesis de
particulas sub-micrométricas esféricas de silice, ademas de los protocolos de separacién magnética

y tradicional de ADN para la bacteria E. coli.

En la figura 3.1 se muestra la metodologia de trabajo a seguir durante este proyecto. Se
comenzd desde la sintesis de magnetita (FesO,) y su correspondiente caracterizacion por medio de
las técnicas de Difraccién de rayos X (DRX), Espectrofotometria de electrones dispersados (XPS),
Microscopia electrénica de barrido (SEM), Microscopia electronica de transmision (TEM) y
analisis de area superficial por medio de adsorcion de gas (BET). Acto seguido, se recubren las
particulas de magnetita con silice amorfo, dando lugar a las nanoparticulas tipo core-shell
(magnetita-silice) y las mismas técnicas de caracterizacion que con la magnetita. Despueés, se
purifico el ADN por medio del protocolo para separacion magnética utilizando las nanoparticulas
magnéticas tipo core-shell. La pureza y cantidad de ADN separado se caracterizaran por medio de
las técnicas de electroforesis en gel de agarosa y espectrofotometria ultravioleta.

Caracterizaciéon CaraCte.rizac.ic:"m
Magnetita Magnetita-Silice

Sintesis de

magnetita Recubrimiento Electroforesis

(Fes04) con Silice: Purificacién
“Core-Shell” de ADN

Figura 3.1: Metodologia general de trabajo.
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3.1 Técnicas de caracterizacion

Las técnicas utilizadas para la caracterizacion de las nanoparticulas de magnetita, silice y

magnetita-silice fueron las siguientes:

e Difraccion de rayos X (XRD).

e Microscopia electronica de transmision (TEM).

e Microscopia electronica de Barrido (SEM).

e Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS).
e Espectroscopia UV-vis.

e Electroforesis.

3.1.1 Difraccion de Rayos X

Al igual que otros tipos de radiacion, la interaccion entre el componente eléctrico de los
rayos-X y los electrones de la materia que atraviesa da lugar a una dispersion. Cuando los rayos X
son dispersados en el entorno ordenado de un cristal, tienen lugar interferencias entre los rayos
dispersados, ya que las distancias entre los centros de dispersion son del mismo orden de magnitud

que la longitud de onda de la radiacion, a esto se le denomina difraccion [27].

El fendmeno de la difraccion de rayos X consiste basicamente en un proceso de
interferencia constructiva de ondas de rayos X que se produce en determinadas direcciones de
espacio. Significa que las ondas tienen que estar en fase, lo que ocurre cuando su diferencia de

trayectoria es cero o un multiplo entero de longitudes de onda [1].

Dado que, al menos en principio, cada material cristalino tiene un patrén de difraccién
Unico el estudio de los patrones de difraccion de una fase desconocida ofrece una poderosa

herramienta para el analisis cualitativo y de la identificacion de fases.[28].

Los rayos X son generados por una fuente compuesta de un anodo, un catodo y una ventana
de salida. La fuente es polarizada con un potencial de decenas de kV que producen un haz de
electrones energéticos que salen del catodo e impactan en el anodo, generando radiacion en forma
de rayos X. El fenémeno de difraccion esta descrito por la ley de Bragg (nA=2dSen©), la cual dice
que al incidir un haz de electrones, neutrones o rayos X sobre un cristal, con un angulo de
incidencia © sobre la familia de los planos atémicos de dicho cristal los cuales estan definidos por
los indices de Miller {h,k,1} y separados una distancia d, la difraccién ocurre cuando las reflexiones

del haz en los sucesivos planos atdmicos paralelos entre si interfieren de manera constructiva, es
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decir, cuando la diferencia de las trayectorias de los rayos reflejados es multiplo entero de longitud
de onda ().

La difraccion de rayos X en muestras de polvo cristalino o muestras policristalinas se puso
de manifiesto primeramente en Alemania por P. Debye y P. Sherrer en 1916 vy casi al mismo
tiempo se desarrollé a través de los estudios de Hull en los Estados Unidos. La identificacion de
fases cristalinas constituye uno de los campos de aplicacion mas importantes del método de polvo
cristalino [1]. El registro del espectro difractado puede realizarse empleando dos dispositivos
experimentales con caracteristicas bien diferenciadas: Métodos fotograficos (camaras Debye-
Sherrer) y difractdmetro de polvo.

La diferencia radica en el registro, en las cAmaras del polvo el espectro se registra en una
pelicula fotogréfica, en la que la densidad de ennegrecimiento indica la intensidad de las
radiaciones reflejadas. En el difractémetro de polvos, se obtiene un registro grafico de las sefiales
que las reflexiones originan en detectores electronicos de radiacion. El cristal a analizar es reducido
a polvo de tal manera que forme un conjunto de pequefios cristales. Si se tuviese un cristal y en él se
hiciera incidir un haz monocromatico, el haz se difractaria a un angulo en particular. Al hacer girar
este cristal de 0 a 360 grados, el haz formara un cono cuyo eje coincide con el del haz incidente. La
razén de utilizar maltiples cristales de la muestra, al reducirla a polvo, es poder formar este cono
con las distintas orientaciones posibles de los diversos cristales. Normalmente el difractémetro
posee una geometria de tipo Bragg-Brentano en el cual, el contador electronico puede formar un
angulo variable (26 = 3 — 110 grados) con el haz incidente de rayos X. Cuando la muestra gira un
angulo © el detector gira 26, este movimiento es el que hace que el difractometro se denomine
difractometro de dos circulos (Figura 3.2). En un difractdmetro comercial la muestra se sitda en el
centro de eje del goniémetro de precision, cuya velocidad angular estéa sincronizada en la relacién
anterior 2:1 con el detector [1].

contador
electrénico

cristalino

Figura 3.2. Esquema difractometro de dos circulos.
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3.1.2 TEM

El microscopio electronico de transmision, denominado TEM por sus siglas en inglés esta
constituido béasicamente por una fuente de electrones y un conjunto ensamblado de lentes
magnéticos. Su funcionamiento consiste en la irradiacion de una muestra delgada con un haz de
electrones de densidad de corriente uniforme, cuya energia estar dentro del rango de 100 a 200 keV.
Parte de esos electrones son transmitidos, otros son dispersados y otros mas dan lugar a
interacciones que producen diversos fendmenos como emision de luz, electrones secundarios y
Auger, rayos X, etc. Todas estas sefiales se pueden emplear para obtener informacion sobre la
naturaleza de la muestra (morfologia, composicion, estructura cristalina, estructura electronica, etc.)
El microscopio electrénico de transmisién emplea la transmisién/dispersion de los electrones para
formar imagenes, la difraccion de los electrones informacion acerca de la estructura cristalina y la
emision de rayos X caracteristicos para conocer la composicién elemental de la muestra. Los
electrones muestran caracteristicas tanto de onda como de particula. Cuando se atiende a su
comportamiento ondulatorio, se pueden observar variaciones tanto en la amplitud como en la fase
de la onda al atravesar la muestra y ambos tipos de variacion dan lugar al contraste en la imagen (se
define el contraste como diferencias en intensidad entre zonas adyacentes). Asi, en TEM se hace
una distincion fundamental entre contraste de amplitud y contraste de fase. En la mayoria de
situaciones ambos tipos contribuyen a la formacién de la imagen pero uno de ellos tiende a
dominar. En las imagenes de contraste de amplitud se obtienen imégenes de campo claro o campo
oscuro seleccionado mediante diafragmas o aperturas, el haz directo o los haces dispersados,

respectivamente. [1]

Esta técnica tiene aplicaciones muy amplias tanto en Ciencia de Materiales, como en Ciencia

Biomédica:

o Determinacion de la morfologia (forma, dimensiones y posicién de cristales o particulas
observadas en la muestra).

e Determinacion de la cristalografia (posicion de los planos cristalinos, estudio de los
defectos, etc.).

e Determinacion de la composicion (composicion quimica de fases o mezcla de fases).

Un haz de electrones no solo ofrece informacion cristalogréafica de la superficie de un material,
sino que puede también ser utilizado para producir imagenes de la superficie. En un microscopio

electrénico de transmision, los electrones provenientes de una fuente entran en la muestra, son
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dispersados en la medida en la que pasan a través de ella, y estos se enfocan, amplifican y

finalmente producen la imagen deseada de la superficie de la muestra.

La microscopia es una herramienta muy poderosa al momento de visualizar muestras muy
pequefias ya que es capaz de mostrar imagenes con gran resolucion. Permite también examinar a

gran detalle imagenes de incluso de una columna de atomos [29].
3.1.3 SEM

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es la técnica més empleada de todos los
instrumentos con haz de electrones. Su popularidad puede atribuirse a muchos factores: la
versatilidad de sus distintos modos de imagen, la excelente resolucion espacial, la facilidad en la
preparacion y condicion de la muestra, la relativa simplicidad en la interpretacion de las imégenes
obtenidas, la accesibilidad de espectroscopia asociada y técnicas de difraccion. Con la reciente
generacion de instrumentos de SEM, imégenes de alta calidad pueden ser obtenidas con una
magnificacion de la imagen tan baja como 5X y tan alta como 1000000X, este es un rango muy
amplio de magnificacion que nos permite ver las dimensiones nanométricas. Resolucion de la
imagen de alrededor de 0.5 nm puede ser alcanzada por la generacion de SEM con disparador de
emision de campo (FEGSEM). El tamafio de la muestra puede ser tan grande como la produccion a
escala de ldminas de silicio [1].

Cuando el haz de electrones interacta con la muestra, se generan una variedad de sefiales
(electrones, fonones, fotones, etc.)[1] como se muestra en la figura 3.3. Existen 3 tipos de electrones
que pueden ser emitidos: electrones secundarios con energias menores a 50 eV, electrones Auger
producidos por el decaimiento de los atomos excitados y electrones retro dispersados, los cuales

tienen energias cercanas a las de los electrones incidentes.

Incident
Electrons

Auger
Electrons

Secondaxry

Electrons

Chaxrac teris tc i
N-rays \

/ Backscattered
/ Electrons
Continuous .

N-rays L %
\ N /

Fleciran Beam W Fhonons

Induced Curresns

Lagha

Bull: Saaaple

Figura 3.3. Dibujo esquemético de las sefiales generadas dentro de la camara de SEM cuando el

haz de electrones interactia con el espécimen.
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Todas estas sefiales pueden ser usadas para formar imagenes o patrones de difraccién del
espécimen o puede ser analizada para proveer informacion espectroscopica. La relajacion de los
atomos excitados por electrones primarios produce rayos X continuos y caracteristicos al igual que
la luz visible. Estas sefiales pueden ser utilizadas para obtener informacién cualitativa, semi
cuantitativa y cuantitativa de los elementos o fases presentes en las regiones de interés. Todas estas
sefiales son producto de las fuertes interacciones entre el haz de electrones y la muestra, las cuales

dependen de la energia de los electrones incidentes y de la naturaleza de la muestra. [1]

3.1.4 XPS

Es una técnica utilizada para el analisis elemental de una muestra. Es una variante de la
espectroscopia de fluorescencia de rayos X, la cual estudia los rayos X emitidos por la muestra
cuando es bombardeada con particulas cargadas. La caracterizacion de los elementos es posible
debido a que en principio cada elemento tiene una estructura atbmica unica, por lo que los rayos X

emitidos son caracteristicos de cada estructura atomica, diferenciando asi un elemento de otro.

Para generar esta emision de rayos X de una muestra, se bombardea con un haz de
particulas cargadas, o con un haz de rayos X. Este haz incidente puede excitar un electrén de la capa
interna de electrones, expulsando un electrén hacia una capa superior y generando un hueco en la
capa interna. Este hueco se llena por un electron procedente de alguna capa superior, y la diferencia

de energia entre las capas involucradas puede ser liberada como rayos X [27].

Es una técnica basada en el efecto fotoeléctrico y en el analisis de los fotoelectrones
emitidos por la superficie irradiada con rayos X. La superficie a analizar se irradia con fotones de
rayos X blandos. Cuando un foton de energia hv interacciona con un foton se transfiere
completamente al electrén, con el resultado de la emision de un fotoelectron con una energia

cinética:
Ecuacion (2) Eg=hv—E,—-W

Donde “hv” es la energia de los fotones, Ey, la energia cinética del fotoelectron producido,
W, la funcién de trabajo del espectrofotometro y Eg, la energia de ligadura (pardmetro que
identifica al electron de forma especifica, en términos del elemento y nivel atémico). Una vez se ha

emitido el fotoelectron, el atomo se relaja, emitiendo un fotén o un electron (electrén Auger) [1].
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Obviamente hy debe ser mayor que Eg. El electrén emitido puede proceder de un nivel
interno, o de una parte ocupada de la banda de valencia, pero en XPS la mayor atencion se centra en
los electrones de los niveles internos. Como no existen dos elementos que compartan el mismo
conjunto de energias de ligadura electrénica, la medida de las energias cinéticas suministra el
analisis elemental [1].

Mediante la técnica de XPS se pueden analizar todos los elementos de la tabla periddica con
excepcion del hidrogeno y el Helio. Aungue el XPS se relaciona con fotoelectrones y sus energias
cinéticas, la salida de electrones por otros procesos también sucede. Un fotoelectron emitido deja
detras de si un hueco interno en el atomo. Por ejemplo, el hueco se ha creado en la capa interna K
(1s), dando lugar a un fotoelectrén cuya energia cinética debe ser hv-Ek, y este hueco se ocupa
mediante una transicién electronica desde la capa L2 (2p). La energia Ek-E;, asociada con la
transicion puede disiparse en forma de un foton de rayos X caracteristico o perdiendo un electron de
una tercera capa. La segunda de las posibilidades se denomina proceso Auger en honor de su
descubridor (Fig. 3.4) [1].
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Figura 3.4. Diagrama esquematico del proceso de fotoemisién y de la subsiguiente emision Auger.

Las areas de conocimiento donde la técnica XPS encuentra aplicacion son muy variadas y
pueden citarse entre ellas analisis quimico de superficies y mapas quimicos de composicién de
materiales.
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3.1.5 Espectroscopia UV-vis

La absorcion de radiacion ultra-violeta visible (UV-vis) por una especie se puede explicar en
dos etapas. En la primera, ocurre una promocion de un electron de valencia desde un estado basal
hasta un estado excitado, llevando asi a la formacion de una especie excitada que sufre la segunda
etapa, un proceso de relajacion que generalmente conlleva conversién de la energia de excitacion en

calor.

La espectroscopia ultravioleta-visible es una técnica de analisis muy utilizada para la
caracterizacion de materiales. Existe una relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion
absorbida, lo cual permite que con esta técnica se puedan realizar analisis cuantitativos.
Dependiendo la naturaleza de la especie absorbente, la energia necesaria para llevar a cabo esta
transicion electronica sera diferente. De esta forma la absorcion de radiacion electromagnética es

mas intensa cuanto mayor sea la diferencia energética entre el estado basal y el excitado [27].

La longitud de onda (A) utilizada en esta técnica tiene los valores comprendidos entre los 190 y
los 800 nm. La luz visible o ultra-violeta es absorbida por los electrones de valencia, los cuales son
promovidos a estados excitados, es decir de energia mayor. Al absorber radiacion electromagnética
de una frecuencia especifica, ocurre una transicion desde uno de estos orbitales a un orbital vacio.
Las diferencias entre energias varian entre los diversos orbitales. Algunos enlaces, como los dobles,

provocan coloracion en las moléculas ya que absorben energia en el visible asi como en el UV [1].

Cuando un haz de radiacion UV-vis atraviesa una disolucion conteniendo un analito absorbente,
la intensidad incidente del haz (lo) es atenuada hasta I. Esta fraccion de radiacion que no ha logrado
traspasar la muestra es denominada trasmitancia (T) (T = I/lo). Por aspectos practicos, se utiliza la
absorbancia (A) en lugar de la transmitancia (A=-logT), por estar relacionada linealmente con la

concentracion de la especie absorbe segun la Ley de Beer-Lambert:
Ecuacion 3: A=e*l*c

Donde «: coeficiente de absortividad molar, I: camino éptico, ¢: concentracion de la especie

absorbente.

El espectro se registra como absorbancia vs. longitud de onda (A), las bandas del espectro UV
son anchas por que incluyen la estructura fina de transiciones vibracionales y rotacionales de menor

energia [1].
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3.1.5.1 Determinacion pureza del ADN por UV

La espectroscopia ultravioleta-visible utiliza radiacion electromagnética (luz) de las regiones
visible, ultravioleta e infrarroja del espectro electromagnético [30]. Se utiliza de manera general en
la determinacion cuantitativa de los componentes de soluciones de iones de metales de transicion y
compuestos organicos altamente conjugados. También es utilizada extensivamente en laboratorios
de quimica y bioquimica para determinar pequefias cantidades de ciertas substancias, como las
trazas de metales en aleaciones o la concentracion de cierto medicamento que puede llegar a ciertas
partes del cuerpo. Los métodos espectrofotométricos son los méas populares porque son faciles de

gjecutar y proporcionan resultados confiables.

La radiacion absorbida por las moléculas desde esta regién del espectro provoca transiciones
electrénicas que pueden ser cuantificadas. La espectroscopia ultravioleta-visible se utiliza para
identificar algunos grupos funcionales de moléculas y para determinar el contenido y fuerza de una
substancia. La cantidad de ADN en una solucién puede ser determinada midiendo su absorbancia a

una longitud de onda de 260 nm.

3.1.6 Electroforesis

La calidad de las purificaciones de acidos nucleicos se comprobara mediante

espectrofotometria y electroforesis en geles de agarosa.

La electroforesis es un proceso que se utiliza para separar macromoléculas. La
electroforesis en gel de agarosa permite separar moléculas de DNA. Estas son sometidas a un
campo eléctrico y atraidas hacia el polo opuesto a su carga neta. Hay dos fuerzas de accion opuesta
que determinan la velocidad de la particula. Primero, la fuerza eléctrica atrae el ADN hacia el
electrodo y la intensidad de la atraccion es directamente proporcional a la carga. Segundo, la fuerza
de rozamiento se opone a la migraciony su intensidad depende del tamafio y la forma de la
particula. EI ADN tiene carga negativa por su grupo fosfato migrard hacia su carga opuesta. La
diferencia en velocidad de migracion estard dada por diferencias en la fuerza de rozamiento, o sea
por la forma y tamafio de la molécula de ADN, esto debido al nimero de bases en que esta
constituido [31].
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La agarosa es un polimero de residuos alternos de D-galactosa y 3,6-anhidro-L-galactosa
unidos por enlaces glicosidicos, que forma geles con poros de gran tamafio. Para lograr una
separacion eficiente se utiliza un medio de soporte que aumenta la friccion recibida por las
macromoléculas y reduce la difusion al minimo. Las mezclas de DNA de diferentes tamafos se
hacen migrar a través del gel durante cierto tiempo y se obtiene una separacion en la que
la distancia migrada por una molécula es inversamente proporcional a su longitud en pares de bases,
es decir su tamafio. Los &cidos nucleicos que emigran a mayor velocidad en los geles de agarosa son
los que encuentran menos resistencia en su avance: los de menor tamafio y de conformacion mas
compacta. Para visualizar la molécula de ADN en un gel de agarosa se le afiade bromuro de etidio,
un compuesto fluorescente que se intercala en la doble hélice de los acidos nucleicos y hace que

florezcan cuando se ilumina con luz UV [31].

3.2 Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas (NPM) han sido sintetizadas con un gran nimero de
composiciones y fases, incluyendo 6xidos de hierro Fe;O, y ¥-Fe,O3 [32]. En las ultimas décadas se
han desarrollado muchas investigaciones para la sintesis de nanoparticulas magnéticas,
especialmente durante los Gltimos afios muchas publicaciones han descrito rutas eficientes en el
control del tamafio y forma, alta estabilidad y particulas monodispersas. Algunos de los métodos

mas populares incluyen:

e Coprecipitacion.
e Descomposicién y/o reduccion térmica.
e Microemulsion

e Sintesis hidrotérmica.
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3.2.1 Método de coprecipitacion

El método de coprecipitacion es una forma facil y conveniente de sintetizar 6xidos de hierro a
partir de soluciones acuosas de sales de Fe?*/Fe3* por la adicion de una base en condiciones
inertes a temperatura ambiente o a elevadas temperaturas. El tamafio, forma y composicién de las
nanoparticulas magnéticas depende mucho del tipo de sales utilizadas (cloruros, sulfatos, nitratos),
la relacion de Fe?*/Fe3*, la temperatura de reaccion, el pH de reaccion y la fuerza idnica del
medio. En esta sintesis, una vez que las condiciones han sido corregidas, la calidad de las
nanoparticulas magnéticas es altamente reproducible. Las nanoparticulas magnéticas no son muy
estables bajo condiciones normales, y son facilmente oxidadas a maghemita. Desde que la
maghemita se considera un ferrimagneto, la oxidacion es el menor de los problemas. Por lo tanto,
pueden ser sujetas a la oxidacion deliberada para convertirlas en maghemita. Esta transformacion se
logra mediante la dispersion en medio acido, ademas de nitrato de hierro (I11). Las particulas de

maghemita obtenidas son quimicamente estables en medio acido y alcalino.

Sin embargo, incluso las particulas de magnetita se convierten en maghemita después de su
formacion inicial, el desafio experimental en la sintesis de FesO4 por coprecipitacion se encuentra
en el control del tamafio de particulas y, por lo tanto, lograr una distribucion de tamafio de particula
estrecha. Puesto que la temperatura de bloqueo depende del tamafio de particula, una distribucion
amplia en el tamafio de particula daré lugar a una amplia gama de temperaturas de blogueo, ademas
de un comportamiento magnético no ideal para muchas aplicaciones. Las particulas preparadas por
el método de coprecipitacion, por desgracia, tienden a ser bastante polidispersas. Es bien sabido que
la presencia de una breve explosion de nucleacion y crecimiento controlado posterior son cruciales
para producir particulas monodispersas. EI control de estos procesos es la clave en la produccion de

nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro monodispersas [33].

Los efectos de algunos aniones organicos, como los carboxilatos y los iones hidroxilo, en la
formacion de oOxidos de hierro u oxihidréxidos han sido estudiados ampliamente [34]. Para la
formacion de complejos superficiales se requiere de ambos, grupos carboxi desprotonados asi como
grupos a-hidroxi desprotonados. Recientes estudios han mostrado que el acido oleico es el mejor

candidato para la estabilizacion de Fe;O, [35].

31



3.3 Proteccion y estabilizacion de nanoparticulas magneticas

Después de la sintesis, mantener la estabilidad de las particulas durante mucho tiempo sin
aglomeracion o precipitacion es una cuestion importante. La estabilidad es un requisito fundamental
para casi cualquier aplicacion de nanoparticulas magnéticas, especialmente los metales puros, como
el Fe, Co y Ni y sus aleaciones, los cuales son muy sensibles al aire. Por lo tanto la principal
dificultad para el uso de metales puros o aleaciones surge de su inestabilidad frente a la oxidacion
con el aire, y la susceptibilidad a la oxidacion se hace mas alta cuando mas pequefias son las
particulas. Por lo tanto, es necesario desarrollar estrategias eficaces para mejorar la estabilidad
quimica de nanoparticulas magnéticas. EI método mas sencillo parece ser la proteccion con una
capa que es impenetrable, de modo que el oxigeno no pueda llegar a la superficie de las particulas
magnéticas (Fig. 3.5) a menudo, la estabilizacion y proteccion de las particulas estan estrechamente
vinculadas entre si.

Todas las estrategias de proteccion dan como resultado nanoparticulas magnéticas con la

nanoparticula magnética recubierta para aislar el nicleo contra el medio ambiente.

Como alternativa, las nanoparticulas magnéticas también se pueden dispersar en una matriz
densa por lo general en polimeros, silice o carbono para formar compuestos que también impidan, o
al menos minimicen, la aglomeracion u la oxidacién. Sin embargo, las nanoparticulas se fijan en el

espacio una con respecto a la otra, lo que a menudo no se desea.
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a) Oxidacion de NPM en presencia de oxigeno

b) Proteccion de NPM para pi a on por p de

Fig. 3.5. Esquema representativo de la oxidacion de NPM en presencia de oxigeno (a), asi como la
prevencion de tal fendémeno por la proteccion de las NPM mediante la incorporacion de un
recubrimiento protector (b).
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3.3.1 Surfactante y recubrimiento polimérico

Los surfactantes o polimeros se emplean a menudo para neutralizar la superficie de las
nanoparticulas durante o después de la sintesis para evitar la aglomeracion. En general, la repulsion
electrostatica o repulsion estérica se puede utilizar para dispersar las nanoparticulas y mantenerlas
en un estado coloidal estable. Por ejemplo, las nanoparticulas de magnetita sintetizada a través de
co-precipitacion de Fe?*y Fe3*en soluciones de amoniaco o hidréxido de sodio son generalmente

cargadas negativamente, lo que resulta en aglomeracion.

En general, los surfactantes o polimeros pueden ser anclados quimicamente o fisicamente
adsorbidos en nanoparticulas magnéticas para formar una capa simple o doble, que crea fuerzas de
repulsion (principalmente estéricas) para equilibrar las fuerzas electromagnéticas de van der Waals
atractivas que actlan sobre las nanoparticulas. Por lo tanto, debido a la repulsion estérica las
particulas magnéticas se estabilizan en suspension. Los polimeros que contienen grupos
funcionales, tales como acidos carboxilicos, fosfatos y sulfatos, se pueden unir a la superficie de la
magnetita (figura 3.6) [36].

Si recubrimos las nano particulas de magnetita con una capa polimérica, como PEG, podemos
dispersar de manera adecuada las nano particulas en solvente, formando suspensiones homogéneas,
Ilamadas ferro fluidos. El ferro fluido de magnetita puede interactuar con un campo magnético
exterior y ser posicionado en algun area en especifico, facilitando asi la terapia contra el cancer por
medio de terapia de campo magnético asistido por corriente alterna. Aunque se dispersen de manera
correcta en solucion, se vuelven a aglomerar debido a las interacciones magnéticas dipolares entre
ellas [37].

RECUBRIMIENTO
POLIMERICO

Fig. 3.6. Recubrimiento polimérico de NPM.
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3.3.2 Recubrimiento con silice

Una cubierta de silice no solo protege a los centros magnéticos, sino también puede evitar el
contacto directo del nlcleo magnético con agentes adicionales vinculados a la superficie de la
silicona evitando asi las derivadas de su estabilidad en condiciones acuosas (por lo menos si el pH
es suficientemente bajo) por su facil modificacion de su superficie como un facil control de las
interacciones entre particulas, tanto en la solucion y dentro de las estructuras, a través de la
variacién del grosor de la capa externa de silice (fig. 3.7). Sin embargo, la silicona es inestable en
condiciones basicas ademas de que puede contener poros a través de los cuales el oxigeno u otras

especies podrian difundir.

)

NPM PROTECCION DE NPM CON SILICE

Fig. 3.7. Esquema representativo de una proteccion con silice.

3.4 Método Sol-Gel para sintesis de silice

Una suspension coloidal de particulas sélidas, menores a 1 um en tamafio recibe el nombre
de sol [38]. Un gel, se forma cuando las particulas coloidales coalescen para formar una red
continua entrecruzada de sélido con una fase liquida intersticial. En la técnica sol-gel para la
formacion de vidrios, generalmente se usan alcéxidos metalicos (M (OR),,, R = grupo alquilo) y
oxisales metalicas como precursores de 6xidos. Estos compuestos se disuelven o se hidrolizan por
reaccion con el agua para formar un sol como primera etapa. Las particulas coloidales en el sol
gradualmente se eslabonan y polimerizan para formar un gel en lugar de crecer independientemente
para formar un precipitado. Para convertir el gel himedo en un vidrio, posteriormente se deshidrata

35



y se remueve la fase liquida intersticial, ademas de someterlo a una sintesis mediante la aplicacién

de calor.

La ventaja principal del proceso sol-gel radica, basicamente, en que los reactivos
generalmente se mezclan en fase liquida durante la hidrélisis por lo que se pude alcanzar una
homogeneidad a nivel molecular. Como consecuencia de la homogeneidad, las transformaciones
térmicas se dan a mas bajas temperaturas para materiales obtenidos por este método que para los
mismos materiales obtenidos por métodos cerdmicos tradicionales. La Unica etapa en donde se
aplica una cantidad significativa de calor es durante la sintesis, donde Unicamente se necesita
calentar ligeramente arriba de la temperatura de transicion vitrea, Tg, del material. EI uso de
temperaturas bajas reduce el problema de alguna reaccion quimica con el contenedor, junto con los
reactivos de alta pureza, lo que virtualmente nos asegura un alto grado de pureza en el producto
final. Ademas, es posible obtener fases meta estables que pueden obtenerse empleando el método
cerdmico, debido precisamente a que en este Ultimo, las temperaturas de reaccién son

significativamente mas altas [39].
Sin embargo, hay tres desventajas asociadas a la técnica de sol-gel:

e La produccién de agrietamientos durante las etapas de secado, lo que hace extremadamente
dificil la preparacion de piezas monoliticas.

e El ciclo total de produccion es demasiado lento para muchas aplicaciones comerciales.

o El alto costo de los materiales utilizados que solamente alcanza a compensar parcialmente

el ahorro de energia derivado del procesamiento a baja temperatura.

A pesar de ello, el método sol-gel es una de las vias de sintesis mas atractivas para la
preparacion de matrices vitreas basadas en SiO,, especialmente para la preparacion de polvos finos,
fibras y peliculas de 6xidos metalicos, tanto en el caso de materiales policristalinos como vitreos.
Para la preparacion de materiales cristalinos por este método se requiere incluir procesos de
cristalizacion y/o transformacion, dado que los geles son de naturaleza amorfa. La obtencion de
diferentes microestructuras en el producto final es posible mediante la seleccion adecuada de los
precursores, controlando la reaccion de hidroélisis y las condiciones de reaccién del proceso. El
proceso sol-gel, se puede utilizar también para producir una gran variedad de geles de 6xidos
porosos variando no Gnicamente la composicién quimica sino ademas la textura, lo cual incluye la

variacion del area superficial, el volumen de poro, distribucion de tamafio de poro, etc. [39].

Para la obtencion de geles de silicio, destacan por su amplio uso el tetrametoxilano (TMOS), el
tetraetoxilano (TEOS) y el silicato de sodio mientras que generalmente se utilizan los acidos nitrico
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o clorhidrico, HNOs, HCL, para sus hidrolisis en medio acido y el hidroxido de amonio, NH,OH en

medio basico.

Los alcoxidos de silicio como el Si(OCHj3),, 0 como el Si(OCH,CHjs)4, (TMOS y TEOS por sus
siglas en inglés) y el agua son inmiscibles por lo que, para hacer mas eficiente su hidrolisis, se
utilizan disolventes comunes generalmente alcoholes como metanol, CH;OH, o etanol, CH;CH,OH.
Esta dilucion provoca una disminucion inevitable en la densidad del gel seco, resultando un

material de alta porosidad como consecuencia de la eliminacién del disolvente [40].

La sintesis de geles de didxido de silicio amorfo (a-SiO,) por el método sol-gel, se lleva a cabo
mediante una secuencia de reacciones de hidrdélisis y de condensacion, ademas de las reacciones

inversas; eterificacion y despolimerizacidn alcohdlica e hidrolitica [38] [40].

Hidralisis

= Si— OCH,CH; + H,0 =Si—OH + CH;CH,0H
Eterificacion

Condensacion

=Si—0H + HO-Si= =Si—-0-Si= + H,0
Hidrdlisis

= Si — OCH,CH; + HO —Si= Condensacion =gi—0—Si= + CH;CH,0H

Alcohdlisis

Las reacciones anteriores (hidrdlisis y condensacion) conducen a la gelificacion, donde la
evaporacion posterior del disolvente tiende a producir sélidos con altas areas superficiales 200 a ~
1000 m?/g. Las superficies terminan con grupos OH o bien OR, donde R representa un grupo
alquilo (en este caso R=CH,CHs;). La concentracion de ellos, depende de la relacién molar H,0/
Si(OR), Yy, ademas de la concentracién del alcohol, ROH (utilizados generalmente para favorecer la
hidrolisis de los alcoxidos), ademas de las condicionas cataliticas especificas, etc. [38][41]. Durante
los tratamientos térmicos empleados para la densificacion, algunos sustituyentes orgéanicos
atrapados durante la condensacion se pirolizan a temperaturas menores a 450 °C. Los silanoles

contindan la condensacion hasta una completa consolidacion. Si el calentamiento se lleva a
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temperaturas préximas a los 1000 °C, el resultado es un material completamente denso, el cual es

dificil de diferenciar de una que se haya obtenido por el método convencional a partir de silice
fundida [42].

3.5 Protocolo para la sintesis de magnetita (FesO4)

Procedimiento descrito por ZHAO Yuanbi et al. (2008) “Preparation and analysis of Fe;04

Magnetic Nanoparticles used as targeted — Drug carriers” (fig. 3.8):

Reactivos:
e Hidroxido de amonio (28%, w)
e FeCls*Hz0 (99.99%,w)
e FeCl2*4H:0 (99.99%, w)
«  PEGso00(99.8%),
e H.O desionizada
e Nitrégeno gas

» Se mezclan los siguientes reactivos en solucién bajo agitacion vigorosa:

vV VvV Vv VY

7
0.0

7.03 g de FeCls*H20 (Esperando a que se disuelva completamente)

0.0

2.584 g de FeCl:*4H:0 (Esperando a que se disuelva completamente)

¢ 2.85 g de PEGsooo (Esperando a que se disuelva completamente)

7
0.0

Aforando a 285 con H.O desionizada.

15 ml de solucién de amoniaco “gota a gota” (5-7 gotas * min~! a los 285 ml de
mezcla acuosa bajo agitacion vigorosa.
La mezcla fue agitada hasta que la solucion de amoniaco qued6 totalmente disuelta en la
mezcla de reaccién, a temperatura ambiente con una constante depuracién con corriente
lenta de nitrogeno (fase gaseosa).
Se traslada la mezcla de reaccion a un bafio maria en agua a 50 °C con un poco de agitacion
durante 30 minutos.
La muestra se somete a ultrasonido durante 30 minutos.
La mezcla se madura a 80 °C durante 1 hora.
Se traslada la muestra a un recipiente grande, y se separa con el magneto.
Se lavan las particulas con agua destilada hasta que su pH sea 7.
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>» Son dejadas secar al vacio, a 60 °C durante 4 horas.

v'Sintesis de magnetita

Baj itacidn:
! FeCl.¥H.0 : NH-OH
FeCL¥4H.0 — Rango de goteo (5-7 gotas *min-1)
PEGe
H:0 desionizada 3
Nitrozeng

_ Tratamiento ultrasdnico

‘Ek Durante 30 min —
N
g

Bafic maria (S0°C)

Bajo agitacidn durante 30 min

sobrenadante

etita
Bajo agitacitn durante 1 h - Magnetita
- | ! magneto

Separacionmagnetica
Bafio maria (802C)

g

Limpieza de magnetita

Maanetita
Magneto

/ Particulas limpiadas con

H20 desionizada hasta
que obtenerpH 7

Manoparticulas de magnetita son secadas
Al wvacio 60 2C durante 4 h.

20— 7

Reaccian

FelCly (tac) + 3 MHOH (ac) — FelOH));, (ac) + INHLCT (ac)
Fell, (acy + 2 MNHOH (ac) — Fe(OH), (ac) + 2NH,C1 (ac)

Fe®* 4 ZFe®" + BOH™ — Fez04+ 4H20

Fig. 3.8 Protocolo para la sintesis de magnetita por medio del método de coprecipitacién
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3.6 Protocolo para sintesis de nanoparticulas de Silice.

Partiendo de la muestra 1 del articulo con dispersion de 4.2 nm mostrado en la figura 3.9. [43]

Etanol Etanol TEOS TEOS NH40H NH40OH | P size SD
(mol L™) (mL) (mol LY | (mL) | H,O/TEQS | H,0O (mL) | (mol L™ (mL) (hm) | +-nm
1 8 466.53 0.045 10.04 66.7 670.20 14 545.22 224.2 4.2

Tabla 1: Reactivos y sus cantidades necesarias para la sintesis de particulas de silice esféricas.

Pasos de sintesis:

1. Etanol junto con Agua son sometidos a ultrasonido durante 10 min,

2. TEOS es agregado durante el ultrasonido.

3. Ultrasonido durante 20 minutos.

4. Hidréxido de Amonio (28%) es agregado como catalizador para promover la reaccion de
condensacion.

5. Ultrasonido durante otros 60 minutos hasta obtener una suspensién blanca turbia.

v' Sintesis de Silice

Et:H20 Etanol + H20
(4:1,v:v) =

ll OC,yHg
Ultrasonido CoHeO— Si—OC,Hs

10 min u c|>02H5

TEOS Tetraetil ortosilicato
20 min u

Hidrolisis Goteo controlado de
Polimerizacion NHiOH hidréxido de amonio

J

Suspension blanca turbia

Fig. 3.9. Protocolo para la sintesis de particulas esféricas de silice.
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3.7 Protocolo para sintesis de nanoparticulas de magnetita-silice

Etanol Etanol NH40H NH40H | P size
(mol LY | (mL) TEOS (mol L-1) | TEOS (mL) | H,0/TEOS | H20 (mL) | (molL™) | (mL) (nm) SD +-nm
1 8 466.5 0.045 10.0 66.7 670.2 14 545.2 224.2 4.2
7 8 466.5 0.067 14.9 45 673.2 14 545.2 243.03 60.3
_3 4 233.2 0.012 2.6 1167 3126.9 14 545.2 2519 19.5

Tabla 2: Reactivos y sus cantidades necesarias para la sintesis de particulas de magnetita-silice

nucleo-coraza.

Pasos de Sintesis:

=

Etanol junto con agua son sometidos a ultrasonido durante 5 min.
2. Seagregan 0.0107 g de “FesO4” (para un volumen de TEOS de 0.374 mL) y son sometidos
a ultrasonido durante 15 min.
0.374 mL TEOS es agregado durante el ultrasonido .
4. Ultrasonido durante 20 minutos.
5. 1.36 mL de hidréxido de amonio (28%) es agregado como catalizador para promover la
reaccion de condensacion.

6. Ultrasonido durante otros 60 minutos hasta obtener una suspension blanca turbia.

v Sintesis de silice - Magnetita

Et:H20
(4:1,v:v)

Magnetita (nps) +) Etanol + H20

Ultrasonido
10 min ﬂ
TEOS Tetraetil ortosilicato
20 min u
Hidrélisis S
. o Goteo de hidréxido
Polimerizacién NH40H de amonio

3

Suspension naranija

Fig. 3.10. Protocolo para la sintesis de nanoparticulas de magnetita-silice
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3.8 Protocolo fenol-cloroformo para extraccion de ADN

bacteriano, E. coli.

Material y reactivos:

TE buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8)

SDS (sodium dodecyl sulfate) al 10%

Proteinasa K (20 mg/ml)

NaCl (5 M)

Fenol/cloroformo/isoamil-alcohol (25:24:1)

Isopropanol

Etanol (70 %)

Caldo LB (Luria Bertani) (Para cultivo) (5 gr extracto de Levadura, 10 gr Triptona,
10 gr NaCl, 1 litro de agua destilada)

» CTAB/NaCl solucion (Disolver 4.1 g de NaCl en 80 mL de agua destilada y

despacio afiada 10 g de CTAB mientras mezcla con agitador. Si es necesario

YV V V V V VYV V V

caliente a 65 C, ajuste a 100 mL.

» Cloroformo/isoamil alcohol (24:1)

Procedimiento (figura 3.11):

1. Inocular 5 mL de caldo LB con la cepa bacteriana de interés, dejar crecer hasta que
sobresature el medio (o dejar crecer toda la noche).

2. Tomar 1.0 mL y colocarlos en un eppendorf y centrifugar 5 min a 6000 rpm.

3. Re-suspender el botdn en 567 microlitros de TE buffer y re-pipetee, subiendo y bajando el
volumen.

4. Afadir 30 uL de SDS al 10 % y 3 puL (20 mg/mL) de proteinasa K. Mezclar e incubar 1 hr
a 37 C. (La solucion se tornara viscosa)

5. Afiadir 100 uL de NaCl 5 My mezclar, NO VORTEX.

6. Afadir 80 uL de solucion de CTAB/NaCl, mezclar (NO VORTEX) en incubar 10 min a
65°C.

7. Afadir un volumen aproximadamente igual (0.7 a 0.8 mL ) de 24:1 cloroformo /
isoamilalcohol , mezcle con agitacion vortex y centrifugar 10 min en una micro centrifuga a
maxima velocidad.
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8. Remueva el sobrenadante o fase liquida donde esta el ADN a un tubo nuevo, evitando la
capa blanca de interfaz.

9. Afiadir un volumen aproximadamente igual (0.7 a 0.8 mL ) de 25:24:1
fenol/cloroformo/isoamil alcohol, mezcle vigorosamente y centrifugar 10 minutos en una
micro centrifuga a maxima velocidad.

10. Remueva el sobrenadante o fase liquida donde esta el ADN a un tubo nuevo, evitando la
capa blanca de la interfaz.

11. Anadir 60% de su volumen de isopropanol y mezclar por inversion, observara un
precipitado blanco, centrifugar 5 min a maxima velocidad y decantar el sobrenadante.

12. Al precipitado o boton de ADN, lavar con 1 mL de etanol al 70% y centrifugar 5 min a
méaxima velocidad, decantar el sobrenadante y escurrir sobre papel secante, dejar secar 5

min y resuspender en 50 0 100 micro litros de agua libre de DNAsas o TE buffer.

Aislamiento
H
-
Ribonucleasa FCI Agitacién Centrifugacion

Nl e

Isopropanol Mezclar Centrifugacion Etanol Centrifugacion ADN

> > - E
<" 4 8 "l

Fig. 3.11 Protocolo Fenol-Cloroformo para la extraccion de ADN bacteriano.
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3.9 Protocolo para purificacion magnética de ADN

Este protocolo de extraccion magnética fue elaborado por nosotros. Basdndonos en varios

protocolos existentes [44][45][46][31] y optimizandolos a nuestras necesidades. En la figura 3.12

puede apreciarse graficamente el procedimiento de este protocolo.

Buffer de union: NaCl 1M (pH 7), PEG 8000 (10%).

Buffer de lisis: 4.1 mL TE, 0.2 mL SDS (10%), 0.5 mL NaCl (0.7 M)/CTAB (10)%, 0.2 mL NaCl 5M.

© © N o 0o M~ w DdRE

[N
o

1 mL de cultivo de E. coli, se centrifuga a 7500 rpm por 5 minutos.
Resuspender el botdn de E. coli en 180 pL de buffer de lisis.
Mezclar por inversion e incubar a 50 °C por 1 hr.

Agregar 4 pL de RNAsa, y dejar incubar a 37 °C durante 10 min.
Afadir 40 pL de particulas (25 mg/mL).

Afadir 200 pL de buffer de union.

Mezclar por inversion e incubar por 5 min a temperatura ambiente.
Separar las microparticulas con el magneto.

Remover el sobrenadante.

. Afadir 200 pL de etanol al 95%.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Mezclar por inversion y separar con magneto.

Remover el sobrenadante

Afadir 200 uL de etanol al 70%.

Mezclar por inversion y separar con magneto.

Remover el sobrenadante y dejar secar al aire por 10 minutos.

Afiadir 30 0 50 pL de buffer TE y poner a 65 °C con agitacion.

Separar las microparticulas con magneto y remover el sobrenadante (conteniendo el ADN)
Centrifugar sobrenadante a 3000 rpm x 3 minutos.

Remover el sobrenadante (conteniendo el ADN).
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Figura 3.12: Protocolo para purificacion de ADN magnéticamente.
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V. Resultados

El objetivo principal de este trabajo fue sintetizar nanoparticulas capaces de purificar ADN
magnéticamente. Esto se logra a partir de nanoparticulas con un nicleo magnético y una cubierta de
silice. Con el fin de asegurar que obtuvimos nanoparticulas, con estructura core-shell, magnéticas
fue necesario caracterizar las muestras obtenidas. A continuacion se presentaran los resultados de
la caracterizacién de las particulas de magnetita, silice y magnetita-silice. Para la morfologia y el
tamafio de particula con SEM y TEM; la estructura cristalina con difraccion de rayos-X; la
composicién quimica fue caracterizada por medio de XPS; la cantidad de ADN purificado con
absorbancia de los productos de la separacion magnética de ADN con espectroscopia UV, asi como

con electroforesis en gel de agarosa.
4.1 Caracterizacion de nanoparticulas de magnetita

Las particulas de magnetita obtenidas fueron puestas en solucién acuosa para ser
caracterizadas por las técnicas de microscopia electrénica de barrido y de transmision. Asi mismo,

fueron secadas para las técnicas de XPS y XRD.
4.1.1 Microscopia electronica de barrido (SEM): magnetita

Las imagenes de las particulas de magnetita (FesO.) sintetizadas por el método de co-
precipitacion se muestran en la figura 4.1. La muestra fue dejada madurar en bafio maria durante

dicha muestra presenta forma granular indefinida. La muestra fue presionada en cinta adhesiva.

S00nm

Figura 4.1. Imagen SEM del polvo de particulas de magnetita (FesOa).
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4.1.2 Microscopia electrénica de transmision (TEM): magnetita

Para poder apreciar la morfologia de las particulas de magnetita fue necesario utilizar el
microscopio electronico de transmision. Las imégenes de TEM de las particulas de magnetita, mostradas
en la figura 4.2, tienen superficie granular y forma indefinida. Las imagenes a) y b) son de nuestras
muestras sintetizadas por nuestro protocolo de sintesis sin ser sometidas al ultrasonido, las muestras de c)
y d) si fueron sometidas al ultrasonido mientras las muestras e) y f) ademas de ser sometidas al ultrasonido
también fueron dejadas madurar a una temperatura de 50 °C en bafio maria. Se observa aglomeracion vy
superficie granular en todas las muestras. No hay una forma definida para las particulas. Las forma de los
granos es mas definida y grande en las muestras que fueron sometidas a maduracion, como puede
apreciarse en las muestras e y f. La muestra g) son particulas de magnetita reportadas [37] maduradas a
80 °C con diametros de 5-30 nm. La muestra h) son particulas de magnetita reportadas [37] recubiertas
con polietilenglicol (PEG) en medio bésico (pH 11, hidréxido de amonio) y maduradas a 50 °C con
diametros de 10-40 nm. La imagen i,j) son particulas de magnetita sintetizadas por medio del método de
coprecipitacion a 80 °C; barra de escala en “j” mide 50 nm [47]. La imagen K) son particulas de magnetita
sintetizadas en medio bésico (pH 11, hidréxido de amonio, sometidas a ultrasonido y maduradas a 80 °C,
obteniendo diametro promedio de 8 nm. La imagen I) es de nanoparticulas de magnetita sintetizadas con
rango molar de Fe**:Fe** - (2:1) utilizando como precursor NaOH, con pH 10 en la solucién de sintesis y
dejando madurar a 90 °C por 60 minutos [48].
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Figura. 4.2 Imagenes TEM de particulas de magnetita (Fe:Os) con diferentes condi
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En la figura 4.3 se muestra la distribucion de tamarfio de grano en las particulas de magnetita

sintetizadas después de ser sometidas a ultrasonido. Se puede observar una distribucion de tamafos

unimodal teniendo una media entre 15y 17 nm. Tamafios menores de grano se pueden apreciar.

#de granos

S50 —

a0 [ﬁ Magnetita sin ultrasonido|

12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tamano de grano {(nm)

Figura 4. 3. Distribucion de tamafio de grano en las particulas (~215 granos) de magnetita después

de ser sometidas a ultrasonido. Se observa distribucion de tamafio unimodal y media en 14.5 nm.

En la figura 4.4 se muestra la distribucién de tamafio de grano en las particulas de magnetita

sintetizadas después de ser sometidas al ultrasonido y ser sometidas a maduracion durante 30

minutos a 50 °C. Se puede observar una distribucion de tamafios unimodal teniendo una media entre

15y 17 nm. Tamafios menores de grano se pueden apreciar. El analisis de area superficial BET

arroj6 los resultados de 93.3143 m#/g.

Numero de granos

W
o
|

27

[ﬁ Magnetita con maduracion

24

21

-
®

©
o Y Y S N I

15

&1 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tamafio de grano (nm)

Figura 4.4. Dispersion de tamafio de particulas de magnetita con maduracion.
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4.1.3 Difraccion de rayos X (XRD): magnetita

El patrén de difraccion de rayos X de la muestra de magnetita antes de ser sometida al
ultrasonido es presentado en la figura 4.5 En este se observa un tamafio de particula promedio: 9.19
+ 1.63 nm (calculado con la férmula de Scherrer). El difractograma fue comparado con las fichas
cristalogréficas de magnetita nimero 89 — 4319 (Fe;O, cubica) y 89-6466 (FesO4 ortorrdmbica). Se
demuestra que la estructura cristalografica de nuestra magnetita es cubica.

1200 o 1311
1 = Fe304 s. cubico
1000 = Fe304 s. ortorrombico
Fe304 sin ultrasonido
—_ 800
o«
=3 1
= 600
=
(7] ]
S
= 400 [220
1 {
200 -]
B I . | £ LA CUN T |
10 20 30 [22] 40 50 60 70 80 %0

206
Figura 4.5. Patrén de difraccion de rayos X de magnetita sin utilizar ultrasonido (a).

Cuando se sintetiza magnetita es normal que se obtengan otras fases y éxidos de hierro no
deseadas. Una de las formas en las que podemos comprobar si se cuenta con magnetita es
caracterizando la muestra por medio de difraccion de rayos X. En la figura 4.6 no se puede apreciar

de manera contundente la presencia de éxido férrico en fase o ni en estructura ortorrombica.

1000

[ = |Fe203s. Ortorrombico
¢ o-Fe203
Fe304 sin ultrasonido

800 4

600

400 4

Intensidad (u. a.)

200 H

10 20 30 40 50 60 70
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Figura 4.6 Patrén de difraccién de rayos X de magnetita sin utilizar ultrasonido. De acuerdo con las fichas
cristalogréaficas 89 — 7047 (Fez20s ortorrombica) y 89-2810 (»-Fe20s ortorrombica) (b).

En la figura 4.7 se muestra el difractograma de la muestra de magnetita después del
tratamiento ultrasonico. Ademas se compara con los datos de las fichas cristalograficas de
magnetita con estructura cristalogréfica cubica y ortorrombica.

[311]

1400 - = |Fe304 s. cubico

Fe304 s. ortorrombico

1200 - Fe304 con ultrasonido

1000 4
800 -

600

Intensidad (u. a.)

1 [220]
400

200—_wll
B IS it
10 20 30

26
Figura 4.7. Patron de difraccion de rayos X de magnetita con ultrasonido y madurada. Mostré

estructura cubica al ser comparado con las fichas cristalograficas 89 — 4319 (Fe;O, cubica) y 89-6466

(FesOs ortorrombica) (c).

4.1.4 Espectrometria de Fotoelectrones dispersados por rayos X: magnetita

Para saber la composicion quimica de las muestras de magnetita la sometimos a la técnica
de XPS. En la figura 4.9 se muestra el espectro perteneciente a la muestra de magnetita con
maduracion a 50 °C durante 30 minutos, donde no se aprecia contaminacion inesperada. Se
obtienen los picos representativos de Hierro 2p., y 2ps», ademas de los picos representativos de
oxigeno 1,2s.
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Figura 4.9. Espectro XPS de magnetita con ultrasonido y madurada.

Como pudimos apreciar, los resultados muestran que las particulas de magnetita tienen
tamafio variable en el rango de los 8 a 20 nm y medias de 14.5 nm para las particulas sin
maduracion y 16 nm para las particulas con ultrasonido y maduradas, con lo cual se logré obtener
tamafio de particula igual a algunos reportados utilizando el mismo método de sintesis [49].
Presentan propiedades magnéticas necesarias para la futura separacion magnética de ADN [44]. El
patron de difraccion de rayos X, describe cristalinidad en las particulas y egfructura clbica de
magnetita. El espectro de XPS nos indica que las muestras de magnetita no presentan
contaminacion inesperada.
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4.2 Particulas submicromeétricas esféricas de silice

Las imagenes de las particulas compuestas SiO. fueron obtenidas por el microscopio marca
JEOL modelo JSM-5300.

4.2.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM): silice

Como puede apreciarse en las figuras 4.10 (SEM) y 4.12 (TEM) se obtuvieron particulas
submicrométricas de silice con forma semiesférica definida. Como se muestra en la distribucion de
tamafio de particula, en la figura 4.12, la media de tamafio de particula fue de 226 nmy se tienen las
siguientes caracteristicas: Desviacion estadndar: 4; Media: 226; Maximo: 366; y Minimo: 124,
ademas se tiene una distribucion de tamafio unimodal. Se tomaron como muestra para la estadistica
240 particulas. El andlisis de area superficial BET, para nuestras particulas de Rilice, arrojé los
resultados de 150.7693 m?/g.

Figura 4.10. Imagenes SEM de particulas submicrométricas de silice (SiO2. Las imagenes a, b, ¢ y d corresponden a

la muestra de SiOs. Se puede apreciar su morfologia esférica definida.

53



Las particulas de silice reportadas, figura 4.11, muestran morfologia muy similar con las
nuestras; dispersion de tamafios grande y forma esférica bien definida. Teniendo una media de
224.2 nm de didmetro y una gran dispersion de tamafio. EI método de sintesis es igual al nuestro: se
utilizaron los siguientes reactivos en la siguiente relacion; etanol (8 mol/L), TEOS (0.045 mol/L),
[H20])/[TEOS] (66.7), NH4OH (mol/L)[43].

Figura 4.11. Imagen SEM de particulas esféricas de silice. Mostrando forma definida y esférica. Con
tamarios de particula de 100 a 320 nm, aproximadamente [43].

4.2.2 Microscopia electronica de transmision (TEM): silice

La figura 4.12 son las imagenes de TEM de nuestras particulas submicrométricas esféricas
de silice. Con la figura 4.13 nos muestra la distribucion unimodal de tamafios de particula y su

media de 225 nm de diametro.

Figura 4.12. Imagenes TEM de nanoparticulas de silice. Las imagenes a y b corresponden a la muestra de

SiOs. Particulas de Silice con morfologia bien definida y esférica.
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Figura 4.13. Distribucion de tamafio de particulas (240 particulas) de silice.

4.2.3 Difraccion de rayos X (DRX): silice

El difractograma de las particulas submicrométricas describe el l6bulo caracteristico de
todos los materiales amorfos, figura 4.14. La longitud de onda utilizada fue de 1.5405 A (Cu).

Como se puede apreciar, no hay picos representativos de cristalinidad para la muestra de particulas

de silice.
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Figura 4.14. Patron de difraccion de particulas submicrométricas de silice (SiO2).No se muestran picos

caracteristicos de muestras cristalinas.

55



4.2.4 Espectrometria de Fotoelectrones dispersados por rayos X: silice

Para saber la composicion quimica de las muestras de silice la sometimos a la técnica de

XPS. En la figura 4.15 se muestra el espectro perteneciente a la muestra de silice, donde no se

aprecia contaminacion severa. Se obtienen los picos representativos de silicio Si2s 'y Si2p.
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Figura 4.15. Espectro XPS de magnetita con ultrasonido y madurada.
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4.3 Nanoparticulas core-shell de magnetita-silice

4.3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM): magnetita-silice

En la figura 4.16 podemos apreciar, de manera no muy clara, a las nanoparticulas tipo core-
shell de magnetita-silice. Se alcanza a apreciar forma definida, semicircular y en forma de racimos
debido a la preparacion de la muestra: fue agregada una gota de etanol conteniendo a las

nanoparticulas en un portamuestras de vidrio.

c)

Figura 4.16. Imagenes SEM de nanoparticulas de silice (SiO-) tipo core-shell. Las tres
imagenes son misma muestra, siendo diluidas en cantidades diferentes de etanol: 1 mL,a); 1,5
mL,b); 2mL,c).
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4.3.2 Microscopia electronica de transmision (TEM): magnetita-silice

En las anteriores imagenes de SEM no se podia apreciar claramente la morfologia de las
particulas analizadas. Por lo tanto, se decidié hacer el analisis de TEM. Como se aprecia en la figura
4.17 la estructura core-shell puede ser apreciada, mostrando la magnetita en el nucleo y una capa
externa de silice. La figura 4.18 muestra el mismo experimento, pero reduciendo la cantidad de
TEOS a 1/8 de la cantidad inicial. EI tamafio promedio de particula magnetita-silice es mostrado en
la figura 4.20. en la figura 4.19 se puede apreciar el resultado obtenido por Deng, Yong-Hui, et al.
utilizando diferentes cantidades de TEOS como precursor para la capa externa de silice. El tamafio

de la capa de silice es directamente proporcional a la cantidad de TEOS utilizada en la sintesis. El

analisis de area superficial BET, para nuestras particulas de magnetita-silice, arroj6 los resultados
de 217.418 m?/g.

Figura 4.17. Imagenes TEM de nanoparticulas de magnetita-silice. Mostrando su tamafio de
aproximadamente 100 nm y su composicion core-shell de magnetita-silice. Se aprecia que la cubierta de

silice de aproximadamente 50 nm de radio.
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Figura 4.18. Imagenes TEM de nanoparticulas de magnetita-silice. Cantidad de TEOS reducida a 1/8 de la

cantidad inicial.
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La figura 4.19 son las imagenes TEM de nanoparticulas con estructura core-shell de

magnetita-silice reportadas [48]. En ellas se puede observar el efecto de la cantidad de TEOS

durante el recubrimiento de los nucleos de magnetita con silice. Se puede observar que la cantidad

de TEOS es directamente proporcional a la dimension de la capa externa de silice.

Figura 4.19. Imagenes TEM de nanoparticulas de magnetita-silice utilizando diferentes cantidades de TEOS:

Numero de particulas

(@) 1 mL, (b) 3 mL, (c) 5mL and (d) 7mL como precursor [48].

[ M agnetita-Silice]

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 [0

Tamafio de particula (nm)

Figura 4.20. Gréfica de tamafio de nanoparticula de magnetita-silice.

60



4.3.3 Difraccion de rayos X (DRX): magnetita-silice

La estructura cristalina de las muestras core-shell de magnetita-silice fue sometida a
difraccion de rayos X. Mostrando un difractograma, en la figura 4.21 se observan los picos
representativos de la estructura cibica de magnetita confirmados con la ficha cristalografica 89—
4319 y también muestra el lébulo representativo de la capa externa de silice en los &ngulos 26
bajos (17°-20 °).
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Figura 4.21. Patrén de difraccion de magnetita-silice (FesO4-SiOz), mostrando las estructuras cristalinas

combinadas de magnetita y silice. Comparacion con ficha cristalografica de magnetita cibica (89 — 4319)
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4.3.4 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS):
magnetita-silice.
Para saber la composicion quimica de las muestras de magnetita- silice la sometimos a la técnica de
XPS. En la figura 4.22 se muestra el espectro perteneciente a la muestra de silice, donde no se

aprecia contaminacion inesperada. Se observan los picos representativos de silicio Si2s y Si2p y
hierro Fe2pl/2 y Fe2p3/2.

80000

70000 4

[ Fe304
—— Silica (SiO2)
— Fe304-Si02

60000

50000 H

40000 4

Intensity (a. u.)

30000 H

20000 A

10000 ~

0 -T——T1T7¥1]TTT T T 11T
1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 O
Binding Energy (eV)

27500 . ——Fe304
6000 h 2Pl:? Silica (Si02)
[ 2s 25000 - Fe304-Si02
I
il

|1 N o
| 1 2y 22 ——
5000 4 ( I i\ <P 22500 4

I 20000 T

4000 [/ \ I e

T 11 17500 \
| 15000
3000 -

N AT YT Y | — 12500

2000 10000 . . —

Figura 4.22.Espectro XPS de nanoparticulas de magnetita, silice y magnetita-silice (a). Picos caracteristicos

para Hierro (b) y los picos caracteristicos para Silicio (c).
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4.4 Extraccion de ADN

La absorbancia para el ADN extraido con el protocolo de extraccion magnética fue la siguiente:
con una cantidad de 5 pL de muestra. Una electroforesis en gel de agarosa al 1%, figura 4.23. Esta
es resultado de correr las muestras de ADN bacteriano extraidas con ayuda de nuestro protocolo de
extraccion magnética, corrida a 80 volts durante 35 min. Puede apreciarse ARN degradado en la

parte inferior de la imagen, debido a que no se utilizd la enzima capaz de digerirlo: RNasa.

Una solucion de dsDNA con una concentracion de 50 pg /ml debe tener una Ay igual a 1.0.

Esto nos lleva a la siguiente ecuacion:

Xgaon) = (50 pg) * (Aneo) )

Donde Xg son los gramos a ADN, A; 0 es la absorbancia de la solucion medida con una
longitud de onda de 260 nm. Después se multiplica por el factor de dilucién: 1000 pL/ 5 uL: 200
La tabla 4.1 nos muestra los resultados de las extracciones de ADN con las nanoparticulas de

magnetita-silice.

Muestra AA(260) Ax(zgo) AK(ZGO) //A\;L (280) Rendimiento (pg/m L)
1 0.035 0.017 2.058 350
2 0.0341 0.016 2.131 341

Tabla 4.1. Resultados de las extracciones de ADN con las nanoparticulas de magnetita-silice.

Figura 4.23 Imagen de electroforesis en gel de agarosa al 1% (0.35 g de agarosa). 5 micro litros de

muestra de ADN extraido con protocolo de extraccion magnética y visto con luz UV.
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En la figura 4.24 se aprecia la electroforesis de ADN bacteriano en gel de agarosa al 1%.

De las muestras obtenidas con ayuda del protocolo de extraccion magnética. El gel fue corrido a 80

volts durante 35 min. Se observan en los carriles 1-3 las purificaciones de ADN bacteriano

utilizando las particulas de magnetita-silice, 1: nanopaticulas, 2: microparticulas y 3: composito, y

en los carriles 4-5 la purificacion de ADN con la técnica tradicional de Fenol/Cloroformo, donde la

contaminacion de ARN es visible. Las purezas obtenidas por estos métodos

Muestra A 260) A (280) As260) 1As280) Rendimiento (ug/mL)
1 0.033 0.0226 1.46 330
2 0.021 0.0154 1.38 210
3 0.023 0.0175 1.31 230
4 0.007 0.0036 1.91 70
5 0.006 0.0031 1.92 60

Tabla 4.2. Resultados de las extracciones de ADN.

2

3 4

5

—— |
& ADN

= ARN

Figura 4.24 Imagen de electroforesis de ADN en gel de agarosa 1% tefiido en Bromuro de Etidio y visto con

luz UV.
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La imagen de gel de electroforesis reportada caracterizando ADN, de bacteria E. coli,
obtenido de las extracciones y compararlo con kits comerciales, figura 4.25 [50]. Para evitar que el
ADN se degradara, se utilizé 1 pL de buffer de restriccion de digestién comercial incubando la
solucion por 1 h a 37 °C. Terminando la reaccion al calentar a 65 °C durante 10 min. La solucién
fue analizada en un gel de agarosa al 1% la cual no mostro diferencias significantes en los patrones
de digestion de ADN obtenidos utilizando separacién magnéticay método de kits comerciales [50].
La extraccion de ADN obtenida de 1 mL de cultivo de bacteria fue realizada utilizando el método
de separacion magnética, kit comercial y el de fenol-cloroformo, se muestra en la figura 4.26.

Figura 4.25 Imagen de electroforesis de ADN en gel de agarosa 1%.Linea 1y 5; marcador de peso
molecular: 100 y 500 bp respectivamente. La linea 2 ADN genémico digerido de EcoRlI aislado utilizando
nanoparticulas magnéticas. Linea 3; Kit comercial. Linea 4; método de fenol-cloroformo. [50]

Figura 4.26 Imagen de electroforesis de ADN bacteriano en gel de agarosa 1%. .Linea 2; utilizando nano
particulas magnéticas. La linea 3 ADN obtenido utilizando el kit comercial de extraccion. Linea 4;
método de fenol-cloroformo. Linea 1; marcador de peso molecular. [50]
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V. Discusion

El objetivo principal de esta tesis fue “Crear un material magnético con afinidad al ADN
para utilizarlo en la extraccion del mismo”. Una de las maneras de conseguirlo es sintetizar dicho
material con estructura core-shell, situando en el ndcleo un material magnético y en la coraza un
material con afinidad al ADN. Para comprobar el rendimiento de las nanoparticulas las utilizamos
en la purificacion de ADN bacteriano. En este capitulo se discutirdn los resultados obtenidos en este

trabajo.

Las particulas de magnetita fueron sintetizadas por medio del método de coprecipitacion.
Siendo sometidas a ultrasonido y dejadas madurar durante la sintesis. El ultrasonido afecta en la
forma y dispersién del tamafio de grano en las particulas de magnetita tal y como se aprecia en la
figura 4.2 (a-f). Después de ser sometidas al ultrasonido, se maduraron a una temperatura de 80 °C
en bafio maria durante 60 minutos con lo cual aumenta el tamafio de grano en la particula de
magnetita, como se muestra en la figura figura 4.2 (e, ). El resultado de ser sometidas a ultrasonido
y maduracién es un tamafio de grano promedio de 14.5 nm obteniendo una dispersion de tamafio
unimodal, figura 4.3. Los resultados en la morfologia de la magnetita sintetizada , figura 4.2 (g-1),
son muy similares a los ya reportados [37] [47] [48]. La aglomeracion de particulas de magnetita es
visible en todas las imagenes de la figura 4.2. Las muestras de magnetita que contienen recubierta
polimérica de PEG y con maduracion a temperatura mayor de 80 °C tienen tamafio mayor y estan
mejor definidas que las que no las tienen, como es el caso de las imagenes de la figura 4.2 (e, fy h).
Sin la capa de PEG recubriendo la nano particula de magnetita, se obtiene un menor tamafio

promedio de particula, figura 4.2 (h).

Todas las muestras de magnetita tuvieron respuesta magnética comprobada con un iman de
Neodimio de intensidad maxima de 15 mT. La estructura cristalina de la magnetita sintetizada es
la correspondiente a la de su fase ctbica como puede apreciarse en el difractograma de rayos X de
la figura 4.5. La presencia de Fe,O; es apreciable en el difractograma en la figura 4.6 y en la figura
4.7, lo anterior es debido a la oxidacion del Hierro durante la sintesis de magnetita. Los resultados
de XPS para las muestras de magnetita no presentan contaminacion inusual, figura 4.9, al igual que

las reportadas por Fujii et al. [51].
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Como segundo paso se procedié a sintetizar particulas de silice con el principal objetivo de
que poder controlar la forma esférica de las particulas. Obtuvimos particulas esféricas (figura 4.10 y
4.12) con tamafo de didmetro promedio de 228 nm, figura 4.13. Comparando los resultados con los
reportados por Kota Sreenivasa Rao, et.al. (2005), figura 4.11, muestran morfologia muy similar
con las nuestras, figura 4.10; dispersion de tamafios grande y forma esférica bien definida. Teniendo
una media de 224.2 nm de didmetro y una gran dispersion de tamafio. Lo anterior debido a las
condiciones de sintesis, cantidad de TEOS, temperatura, pH de solucion, tipo de alcohol como
solvente y el precipitante utilizado. Cada uno de los pardmetros anteriores es crucial para poder
obtener particulas esféricas de los tamafios obtenidos. Las particulas de silice por medio del método
de sintesis de hidrolisis y condensacion tienden a conformar particulas con forma esférica bien
definida. En el patron de difraccion de rayos X, figura 4.14, esté presente el I6bulo caracteristico de
las estructuras amorfas (Wacker HDK) [25]. Debido al andlisis XPS de nuestra muestra de silice y
resultados reportados por Shchukarev et al., se puede concluir que no hay contaminacién inusual en

la muestra.

El altimo paso de sintesis, y poder obtener nuestra estructura core-shell de magnetita-silice,
fue necesario unir las propiedades de cada uno de los materiales sintetizados. Asi que seguimos con
el Gltimo paso de sintesis; la sintesis de particulas con estructura nicleo-coraza de magnetita-silice.
Para saber con certeza si la estructura de nuestras particulas era de forma nicleo-coraza, tuvimos
que recurrir a la microscopia electrénica. Las figuras 4.17 y 4.18 nos muestran que la estructura
nicleo-coraza fue conseguida para nuestras particulas. Aungue, como se puede apreciar en la figura
4.17, las particulas tienen una coraza de aproximadamente 50 nm de espesor lo cual causaba que la
respuesta magnética se debilitara, comprobado por tiempo de decantacion magnética con el iman.
Con la finalidad de combatir este problema y esperando una mejor respuesta magnética, fueron
realizados cambios al método de sintesis para poder disminuir el tiempo de decantacién magnética.
La cantidad de reactivo precursor de silice, tetraetilortosilcato (TEOS), fue disminuida a la octava
parte de la utilizada inicialmente en la sintesis. Lo anterior fue hecho, basandonos en los resultados
obtenidos por Yong-Hui Deng, et. al. (2005) donde se logra aumentar o disminuir el grosor de la
capa de silice directamente con el aumento o disminucion de la cantidad de precursor TEOS. La
relacion entre el grosor y la cantidad de TEOS es directamente proporcional (figura 4.19). Los
resultados presentes en la figura 4.18 muestran que las particulas magnetita-silice disminuyen su
tamafio debido al poco contenido de TEOS en la sintesis. Estas particulas pasaron a ser de tamafio
promedio de 55 nm de didmetro y tener una distribucion unimodal. Con el método de sintesis
utilizado se recubre con una capa delgada de silice. Cuando se hace esto, la silice  recubre el

nicleo tomandolo como semilla, en este caso los nucleos de magnetita. Si las particulas de
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magnetita llegan a estar aglomeradas, la capa de silice recubre a dicho aglomerado de particulas.
Por lo tanto es necesario contar con ndcleos bien dispersos y sin aglomeracion alguna para lograr
nanoparticulas bien definidas. Esto puede ser corroborado por los resultados que obtuvieron Yong-
Hui Deng, et. al. (2005). Ellos obtuvieron nanoparticulas bien dispersas de magnetita, las cuales
utilizaron como ndcleos magnéticos, y los recubrieron por el mismo método que nosotros, logrando

particulas mejor definidas que las nuestras debido a la gran dispersion de los nucleos, figura 4.19.

Por medio de difraccion de rayos X se comprob6 que las nanoparticulas de magnetita-silice
siguen teniendo la estructura cubica de la magnetita y presenta el 16bulo amorfo de la silice, figura
4.21, mostrando similitudes con lo reportado anteriormente por Qian-HongWan et al. (2009). Y por
Gltimo, no se mostrd contaminacion presente por medio de XPS figura 4.22.

Para poder cumplir con el objetivo principal de esta tesis, se realizaron purificaciones de
ADN utilizando las nanoparticulas magnéticas tipo core-shell de magnetita-silice. Las extracciones
fueron exitosas en todos los casos, ya que en todos los geles de electroforesis habia ADN presente,
como se aprecia en la figura 4.23. Este ADN fue purificado con ayuda de nuestras nanoparticulas y
el protocolo de purificacion magnética de ADN. Se alcanzan a apreciar dos lineas luminosas en las
lineas del gel. Estas representan bandas de ADN. La banda superior es ADN con mayor peso
molecular que la banda de ADN inferior. Por lo tanto, se concluye que la banda superior es ADN
genoémico y la banda inferior ADN fragmentado. Estas bandas también pueden ser apreciadas en la
figura 4.24. Las 5 lineas del gel contienen ADN purificado. Las lineas 1-3 fueron obtenidas por el
método de extraccion magnética. Estas tres lineas no presentan ARN ya que no se utilizd RNasa, la
cual se encarga de digerirlo, en el método de purificacion magnética. Por otro lado, es evidente que
en las lineas 4 y 5 la bandas de ADN son mas tenues que las primeras tres lineas. La relacion de
absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280 (A2s0/A280) €S mayor para las muestras de ADN
purificado con el método tradicional. No obstante las mediciones de absorbancia favorecen
las nanoparticulas de magnetita-silice, pudiendo observar un rendimiento de 330 pg/mL de
ADN purificado. Al comparar nuestros resultados, figuras 4.23 y 4.24, con los ya reportados por A.
Bandyopadhyay, et, al. (2011), figuras 4.25 y 4.26, cuyas extracciones de ADN fueron con nano
particulas de magnetita sin ningdn tipo de recubrimiento, podemos observar que nosotros tenemos
dos bandas de ADN en nuestro gel de agarosa mientras ellos obtienen una banda simple. Lo anterior
sugiere que nuestro protocolo de extraccion no esta siendo llevado a cabo de la manera mas
adecuada posible, ya que nuestro ADN esté siendo fragmentado. Mas pruebas de extraccion de
ADN deben realizarse para poder obtener bandas singulares de ADN extraido por medio de nuestro

método.
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V1. Conclusion

En la presente seccion se describen las conclusiones que se obtuvieron al sintetizar las

nanoparticulas de magnetita y magnetita-silice, asi como las recomendaciones para trabajo a futuro.

v Se obtuvieron nanoparticulas de magnetita (Fes;0,), con respuesta magnética de estructura

cristalina cubica.

v’ Se obtuvieron particulas submicrométricas esféricas de silice, definidas, con un promedio
de 226 nmy con una distribucion de tamafios grandes, logrando obtener control de la
morfologia semiesférica, lo cual fue de importancia para poder recubrir nuestras

nanoparticulas de magnetita.

v Las nanoparticulas de magnetita estan recubiertas con silice amorfa, con estructura core-
shell de forma semiesférica y con promedio de 55.67 nm. Asimismo se demostré que la
cantidad de TEOS utilizada en el método de recubrimiento es proporcional al tamafio de la

coraza de silice en las nanoparticulas de magnetita-silice

v Las nanoparticulas core-shell, microparticulas y los compositos de magnetita-silice

obtenidos mostraron ser capaces para de purificar ADN.

v El método de purificacion magnética de ADN consume menos tiempo y cantidad de

reactivos, entre ellos reactivos nocivos para el medio ambiente.

v’ Se corrieron electroforesis en gel de agarosa, de las muetsras de ADN bacteriano purificado
con ayuda de las nanoparticulas core-shell de magnetita-silice, mostrandose en todas la

presencia de ADN.

v El costo total de los materiales para sintetizar 250 mg (comercialmente se venden 200 mg)
de nanoparticulas de magnetita-silice (core-shell) fue de aproximadamente 5 ddlares

americanos.
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6.1 RECOMENDACIONES

Cabe mencionar que a pesar de los resultados obtenidos aun quedan varios puntos por llevar a

cabo, los cuales enuncio a continuacion.

* Medicion de lazo de histéresis magnética de nanoparticulas.

* Recubrir magnetita con silice y alimina por medio de ALD (Atomic Layer Deposition).
» Funcionalizar las nanoparticulas de magnetita-silice con otros grupos funcionales.

»  Comparar rendimiento de nanoparticulas con rendimiento de particulas comerciales.

*  Obtener imagenes de TEM y AFM de nanoparticulas con ADN purificado.

» Estandarizar el método de purificacion magnética para obtener mejores rendimientos.
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