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Resumen de la tesis que presenta Jorge Torres Rodriguez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias

Extraccidn de acidos nucleicos usando nanoparticulas magnéticas nucleo-coraza

Resumen aprobado por:

Dr. Gerardo Soto Herrera Dr. Franklin David Muinoz Muioz
CoDirector de tesis CoDirector de tesis

Se llevd a cabo la sintesis de nanoparticulas de magnetita (Fesz04) y de cobalto zinc (Coo.25Zno7sFe204) por
el método de coprecipitacidon quimica. Luego, estas nanoparticulas fueron recubiertas con una coraza de
silice (Si02), a través del método sol-gel. De esta forma se desarrollaron sistemas nanoestructurados
nucleo-coraza de Fe30.@Si0; y Coo.25Zno.75Fe20.@Si02 con tamafios menores a los 100 nm. Con estos
materiales se realizd un procedimiento experimental para su aplicacion en la extraccion magnética de
acido desoxirribonucleico (ADN), evaluando los rendimientos de extraccion mediante absorcidon de luz
ultravioleta y electroforesis en gel. Las caracterizaciones de los materiales nucleo-coraza propuestos se
realizaron mediante difraccién de rayos X (XRD), microscopias electrdnicas (SEM, TEM) y espectroscopias
electrénicas (EDS, FTIR, XPS). Con este trabajo se demostrd que los sistemas propuestos son potenciales
candidatos para la fabricacién industrial de sistemas para la extraccion magnética de acidos nucleicos.

Palabras clave: Nanoparticulas nucleo-coraza; extraccién magnética de acidos nucleicos; magnetita;
ferrita de cobalto zinc.
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Abstract of the thesis presented by Jorge Torres Rodriguez as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Nanoscience

Nucleic acid extraction using magnetic core-shell nanoparticles

Abstract approved by:

Dr. Gerardo Soto Herrera Dr. Franklin David Muinoz Muioz
Thesis CoDirector Thesis CoDirector

It was carried out the synthesis of nanoparticles of magnetite (Fes04) and cobalt zinc ferrite
(Coo.25Zno.7sFe204) by a chemical coprecipitation method. Later, these particles where covered with a shell
of silica (SiO2), via sol-gel method. With this process, nanostructure systems of core-shell Fe30.@Si0; and
cobalt zinc ferrite Coo25Zno75Fe20,@Si0; with smaller sizes than 100 nm, were developed. An
experimental process for a magnetic extraction of deoxyribonucleic acids application was carried out with
these materials, evaluating the extraction yields by ultraviolet light absorption and gel electrophoresis.
The characterization of these core-shell materials were performed under X-ray diffraction (XRD), electronic
microscopies (SEM, TEM) and electronic spectroscopies (EDS, FTIR, XPS). With this work it was
demonstrated that the proposed systems are potential candidates for industrial fabrication of nucleic acids
magnetic extraction systems.

Keywords: Core-shell nanoparticles; magnetic nucleic acid extraction; magnetite; cobalt zinc ferrite.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 — Antecedentes

Desde el descubrimiento de la molécula del acido desoxirribonucleico (ADN) en el afio de 1869, como parte
de investigaciones llevadas a cabo por el cientifico Suizo Friedrich Miescher, se le ha atribuido una gran
importancia al estudio del ADN (Dahm, 2010). Sin embargo, el descubrimiento de la estructura de los
acidos desoxirribonucleicos se le atribuye a James D. Watson y Francis Crick, quienes en el afio de 1953
marcaron una pauta imprescindible en la ciencia, dando lugar a la formacidn de nuevas disciplinas e
influyendo en el curso de muchas otras lineas de investigacion ya establecidas (Watson & Crick, 1953). El
arreglo atdmico de las bases nitrogenadas que forman la cadena del ADN y la representacion grafica de la
estructura en doble hélice de la molécula de ADN, se muestran en la figura 1. Se dice que el descubrimiento
del ADN, al igual que el entendimiento de su estructura y funcionamiento, puede representar el

descubrimiento mas importante del dltimo siglo.
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Figura 1 Estructura en doble hélice de la cadena de ADN. Las dos hélices se componen de grupos azucar-fosfato,
mientras que las barras horizontales estan compuestas por un par de bases nitrogenadas que mantienen a la cadena
unida mediante puentes de hidrégeno. Estas bases pueden ser: aminas (A), timinas (T), Guaninas (G) y Citosinas (C).
Imagen tomada de http.//www.richardwheeler.net/contentpages/index.php.

El impacto que representa el descubrimiento del ADN en el desarrollo de la ciencia y la medicina han sido
de gran importancia, tanto para la identificacion y el estudio de la secuencia de los nucleédtidos de los

acidos nucleicos (los genes), los cuales contienen la informacidn para la codificacién y el desarrollo de la
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mayoria de las enfermedades, al igual que en la sintesis y produccidon de medicinas para el tratamiento de
dichas enfermedades. EI ADN estd presente en muchas de las muestras biolégicas estudiadas en el
laboratorio, el cual, antes de poder ser analizado, debe de ser aislado correctamente del resto del material
en la muestra. Entonces, con el fin de llevar a cabo un estudio apropiado del ADN, y de acidos nucleicos
en general, el método para su extraccidn resulta ser de gran importancia, al tratarse de un procedimiento

gue consiste en una combinacién de procesos fisicos y quimicos en un determinado orden o secuencia.

El método de extraccién de biomoléculas en general, ya sea, ADN, ARN (Acidos ribonucleicos) o proteinas,
es la practica mas elemental dentro de los laboratorios de biologia molecular. A partir de la primera
extraccién de ADN realizada, muchos otros investigadores han estudiado y mejorado el protocolo de
extraccién, lo que ha dado lugar a nuevos avances en el aislamiento y purificacion de ADN. La pureza, ya
sea del ADN o del ARN, hace referencia a la cantidad de acidos nucleicos y proteinas, asi como lipidos y
otros componentes celulares, presentes en la muestra extraida. Dicha pureza puede calcularse por medio
de espectrofotometria de luz UV (Cox & Nelson, 2008). Actualmente, existe una gran variedad de
protocolos de extraccién disponibles en internet, revistas cientificas y manuales de laboratorio. Ademas,
existe un gran numero de kits comerciales de extraccién, basados en un protocolo especializado para la
extracciéon especifica de ADN, ARN o de proteinas, a partir de un tipo de muestra o cultivo celular en
particular. Convencionalmente, los pasos que se llevan a cabo para la purificacién de ADN incluyen: el
lisado de las células (proceso de ruptura de la membrana celular para la liberacidon del ADN), la inactivacion
de nucleasas (inhibicion de enzimas para prevenir la degradacién del ADN) y la purificacion del ADN (para
la separacion de los acidos nucleicos de los residuos celulares) (Bromham, 2015). Sin embargo, una vez
que se genera el lisado y la inactivacién de las nucleasas en las células, los métodos para la purificacion y
limpieza del ADN se pueden llevar a cabo generalmente por dos maneras distintas: mediante métodos

basados en solucién y mediante métodos basados en fase sdlida (Tan & Yiap, 2009).

Dentro de los métodos basados en solucion el método de extraccion por solucién fenol-cloroformo es el
mas comun, el cual requiere de un proceso de centrifugacion vigorosa del medio, para dar lugar a la
formacién de una emulsion bifasica, la cual se compone de una fase orgdnica que contendra los lipidos y
proteinas, y de una fase acuosa que contendra el ADN (Chomczynski & Sacchi, 1987). Por otra parte,
algunos de los métodos de extraccion en fase sélida tienen caracteristicas en comun con los métodos de
extraccién por solucién, como por ejemplo, la técnica de separacidn por columna, donde una columna es
normalmente operada bajo una fuerza centrifuga. Dichas columnas estdn compuestas por un soporte
sélido (hecho de silice o de diferentes tipos de resinas), el cual provee de una atraccion especifica entre

los dtomos de su superficie y la carga superficial de los acidos nucleicos. Este método tiene el potencial de
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purificar acidos nucleicos de una manera mas rapida en comparacién a los métodos convencionales,
debido a un procedimiento de extraccién mas sencillo, el cual se basa en los mismos principios quimicos
gue los métodos convencionales, principalmente en cuatro pasos fundamentales: el lisado de células, la

adsorcion de acidos nucleicos, el lavado del medio y la elucion del ADN adsorbido (Kojim & Ozawa, 2002).

Las matrices de silice hidroxilada (Woodard, Walters, & Down, 1997), las cuentas de vidrio (vidrio molido,
particulas de silice), tierras de diatomeas (Mishra, Arukha, Bashir, Yadav, & Prasad, 2017) y las resinas de
intercambio idnico (Elvers, 2012) son otros componentes que también forman parte de las extracciones
de fase sdlida. La extraccidn por fase solida ha sustituido el uso del método de extraccion por solucidn,
debido a la sencillez, altas concentraciones y éptimas purezas de extraccién obtenidas. Ademas de esto,
cabe mencionar que en la extraccién de fase solida se evita el uso de reactivos como: fenol y cloroformo,
lo cual es de gran ventaja debido a que la manipulacidén de estas sustancias quimicas, asi como su
tratamiento y desecho, necesitan de protocolos de seguridad estrictos. Por lo tanto, las metodologias que
no requieran de estos compuestos evita la acumulacidn de residuos tdxicos, al igual que la generacién de

algun tipo de dafio o impacto ambiental.

Uno de los materiales que es utilizado con mayor frecuencia en la extraccidon de fase solida de ADN es el
diéxido de silicio (Si0z), también llamado comunmente silice, el cual es un material inorgdnico, facil de
encontrar en la naturaleza y tanto su uso como su descarto no representa algun tipo de repercusion
ambiental. En ese sentido, existe una gran variedad de materiales de silice, los cuales poseen formas y

tamafios diferentes, sin embargo, todos poseen una quimica caracteristica en comun (ller, 1979).

Cuando se combinan las propiedades superficiales de la silice a escala nanotecnolégica, con las
propiedades de atraccion magnética de nanoparticulas magnéticas (particulas con tamafos de 1 a 100
nanémetros), se obtienen sistemas conjugados que poseen las ventajas de ambos materiales, superando
asi las limitaciones que cada componente puede llegar a presentar por separado. En consecuencia, este
nuevo material poseera comportamientos caracteristicos del didxido de silicio y de la particula magnética

en conjunto.

Para el caso de las nanoparticulas magnéticas (NPM), estas presentan la ventaja de ser manipulables
mediante la aplicacién de un campo magnético externo. Ademas, poseen propiedades fisicas y quimicas
que resultan ser atractivas para su aplicacion en diferentes areas, tales como: la catdlisis, la biotecnologia,
la biomedicina, la electrdnica, etc. (Lu, Salabas, & Schiith, 2007). Sin embargo, la desventaja principal que

presentan las nanoparticulas magnéticas es su inestabilidad quimica, por lo que estas suelen ser
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recubiertas con materiales estables, manteniendo sus propiedades originales y estabilizandolas de manera
apropiada. Dicha inestabilidad quimica se debe en gran parte a que las nanoparticulas poseen una relacién
area superficial volumen muy elevada, en comparacidon con la relacidn entre el drea superficial y el
volumen de particulas de tamafios macrométricos. Por ejemplo, una nanoparticula de 10 nm de diametro
tendrd una relacidon superficie:volumen de 0.6 nm™, mientras que una pelota de béisbol tendrd una
relacion superficie:volumen de apenas 8 x 108 nm™. Para el caso de la nanoparticula, entre mayor sea
la relacién superficie:volumen, esta tendra un area superficial mayor y el volumen total de atomos sera
muy pequefio, por lo tanto el comportamiento de la nanoparticula sera inestable, debido a que la fuerza
con la que los atomos de la superficie seran atraidos por los dtomos situados en el interior de la
nanoparticula, serd muy débil. Esto les otorga a los dtomos de la superficie de las nanoparticulas un nivel
energético mayor, asi como un potencial de reaccién mayor, facilitdndoles la capacidad de unirse a los
atomos superficiales de otras nanoparticulas en su entorno, con velocidades de reaccidn y formacion de
enlaces quimicos superiores a particulas de mayor tamafio a escalas mayores (Hernando, Crespo, & Garcia,
2005). Es por esto que las nanoparticulas magnéticas son recubiertas con materiales inorganicos como la
silice, lo cual les otorga una mayor estabilidad, dando lugar a la formacion de nanoparticulas magnéticas
nucleo-coraza con una gama amplia de aplicaciones (Mélinon et al., 2014). Entre ellas, este tipo de
materiales tienen incidencia en areas como la biologia, mecdnica, éptica, magnetismo, quimica, catalisis

(fotocatalisis), celdas solares y microelectrénica (Gawande et al., 2015).

El uso y aplicacién de nanoparticulas magnéticas tipo nucleo-coraza en un contexto biotecnoldgico se
origind a partir de un método utilizado para lainmovilizacidon y manipulacién magnética de enzimas ligadas
a soportes insolubles dentro de biorreactores (Magnani, Galluzzi, & Bruce, 2006). Para lograr la
inmovilizacién enzimatica, Robinson y colegas utilizaron particulas magnéticas de éxido de hierro
silanizado y un composito de dxido de hierro-celulosa (con didmetros de 53 a 63 um) para la inmovilizacion
respectiva de a-quimiotripsina y B-galactosidasa (Robinson, Dunnill, & Lilly, 1973). Una década después,
se descubrid que la interaccion entre el ADN y la superficie de microesferas de silice creaba enlaces idnicos
gue mantenian unidas ambas estructuras, lo que causoé que los métodos de purificacién fueran adaptados
para el aprovechamiento de este comportamiento (Vogelstein & Gillespie, 1979). A partir de entonces, en
conjunto con el desarrollo de la nanotecnologia, asi como de otras disciplinas del campo de las ciencias y
la ingenieria, se han investigado y mejorado las técnicas de sintesis de nanoparticulas magnéticas con
propiedades 6ptimas, para su aplicacion en la extraccion magnética de ADN (F. Chen, Shi, Xue, Chen, &
Wan, 2010). Tales técnicas se basan en una variedad de métodos de sintesis los cuales van desde métodos
tradicionales basados en soluciones de quimica humeda, hasta técnicas mas exdticas como pirolisis laser

o la deposicion de vapores quimicos, dentro de las cuales, el proceso de coprecipitacion acuosa es el mas
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utilizado debido al facil control del pH de solucidn, asi como la cantidad de reactivos presentes en el medio
(Sun, Lee, & Zhang, 2008). Existen muchos tipos de particulas magnéticas, tales como: la magnetita, la
ferrita de cobalto, la ferrita de zinc, o la ferrita de cobalto-zinc, entre otras, las cuales tienden a exhibir un
comportamiento superparamagnético cuando los tamafios de nanoparticula son menores alos 10 nm. Tal
comportamiento hace referencia a coercitividades pequefias en la nanoparticula (Lopez et al., 2012). Otras
de las aplicaciones que existen para los sistemas nanoestructurados tipo nucleo-coraza con propiedades
magnéticas, dentro del area de la biomedicina, son en el transporte y liberacion dirigida de farmacos (X.

Chen, 2013), asi como en la imagenologia por resonancia magnética nuclear (Campbell et al., 2011).

1.2 - Justificacion

La inestabilidad quimica de las nanoparticula magnéticas, las aglomeraciones debido a fuerzas de atracciéon
intrinsecas entre nanoparticulas magnéticas, asi como el control limitado tanto sobre el tamafio de la
particula como su interaccion fisicoquimica con otras moléculas de interés bioldgico, son factores que
impiden la dispersidn y estabilizacidon éptima de las nanoparticulas magnéticas en medios acuosos. Esto
representa una limitacién para el uso de nanoparticulas magnéticas en procesos de extraccién o
aislamiento de acidos nucleicos. Por ello, la ruta mas viable para solucionar dicho problema es la sintesis
de un recubrimiento sobre el componente magnético, usando para ello un material quimicamente estable,
cuya sintesis pueda realizarse siguiendo metodologias sencillas y con la posibilidad de escalamiento a
produccién industrial, siendo esta una de las principales limitaciones que surge con la fabricacién de
sistemas a nanoescala. Asi, se destaca que uno de los métodos adaptables a dichos requerimientos es el
de “sol-gel”. Sin embargo, al recurrir a las metodologias reportadas en la literatura para la sintesis de
sistemas de nanoparticulas magnéticas tipo nucleo-coraza, se encuentran algunas limitaciones,
especialmente en la omision de los rendimientos de produccion de los sistemas nanoestructurados, y del
rendimiento o efectividad para lograr un encapsulado sobre la totalidad de los nicleos magnéticos
presentes en el medio de reaccién. En contraste, existen muchos reportes en donde se recurre a
procedimientos que suman una alta inversidn de energia y tiempo para la sintesis de este tipo de sistemas.
Esto significa que la mayoria de reportes relacionados con la sintesis de nanoparticulas magnéticas tipo
nucleo-coraza no contienen informacidn con relevancia significativa para el sector empresarial o industrial
interesado en la produccion y comercializacidn de este tipo de materiales. Por lo tanto, esto abre un area
de oportunidad para la aplicacién de Ingenieria en Nanotecnologia que permita obtener materiales
nanoestructurados eficientes siguiendo metodologias simples, acortando tiempos de reaccidn, vy

reduciendo los costos de produccidn.
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En consecuencia, para este trabajo se tomd como base los avances reportados de forma general sobre la
sintesis de los sistemas de nanoparticulas magnéticas tipo nucleo-coraza, pero enfocandose en los
sistemas mas estudiados hasta la actualidad: Fez0,@Si0O;. Sobre estos sistemas basados en nucleos de
nanoparticulas de magnetita, se encontré experimentalmente que el uso de agentes surfactantes durante
la sintesis contribuye a estabilizar dichos nucleos antes del recubrimiento con SiO2, impactando asi en el
rendimiento de produccion del sistema. Ademas, que el uso de estos compuestos confiere a la superficie
del sistema nucleo-coraza la inclusion de ciertos grupos funcionales, los cuales actian incrementando su
interaccion con moléculas de ADN. Por otro lado, los métodos de sintesis reportados para estos materiales
se componen de varias etapas y carecen de la posibilidad de adaptarse a un proceso continuo para su

fabricacidn. En consecuencia, este trabajo se enfoca en ofrecer alternativas para superar estos limitantes.

Adicionalmente, con todo lo anterior, este trabajo se complementa mediante la sintesis de nanoparticulas
magnéticas de Coo.25Zno.7sFe204 por medio de coprecipitacidon quimica, y su recubrimiento con SiO; por
medio del método sol-gel, para formar asi los sistemas nucleo-coraza: Coo.25Zno75sFe;04@Si0,. Sobre las
nanoparticulas de Coo25Zno7sFe;04 se encuentran reportados estudios sobre su uso como ferrofluidos,
en los que se aprovechan las propiedades magnéticas sobresalientes del material. En estos estudios se
destaca la necesidad de utilizar medios dispersantes como acido oleico, queroseno, tolueno, entre otros,
para prevenir la aglomeracion de las nanoparticulas. Sin embargo, estas condiciones se destacan como no
favorables para su interaccidén con sistemas bioldgicos, debido a la alta toxicidad de cada una de estas
sustancias quimicas. Por ello, en este trabajo se destaca el interés por aprovechar las propiedades
inherentes de los sistemas Coo.25Zno.7sFe204 para su aplicacion en la extraccion magnética de ADN, por
medio de su recubrimiento con SiO,. De esta forma se crea un material compuesto de una superficie con
la capacidad de interaccionar fisicamente con moléculas de ADN, y simultdneamente, aprovechando las
ventajas que ofrece tener un nucleo con la capacidad de responder a campos magnéticos externos,
mediante el uso de imanes de neodimio comunes de alrededor de 1.3 Teslas de intensidad (Lucas, Lucas,

Mercier, Rollat, & Davenport, 2015)

1.3 — Hipotesis

El recubrimiento con oxido de silicio (Si0z) de nanoparticulas de magnetita (Fes04) y ferrita de cobalto-
zinc (Coo2sZno7sFe204), por medio de metodologias sencillas que requieran de un bajo consumo

energético y de tiempos cortos de produccidn, permitiran obtener sistemas nanoestructurados tipo
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nucleo-coraza de Fe30.@Si0; y Coo25Zno75Fe,0.@Si02 con cualidades atractivas para la industria
biomédica y biotecnolégica. Esta modificacion superficial de estas nanoparticulas mejorara las

propiedades de superficie para potenciar su aplicacién en la separacidén o extraccién magnética de ADN.

1.4 - Objetivos

1.4.1 - Objetivo general

Sintetizar y estudiar nuevos sistemas de nanoparticulas tipo nucleo-coraza con propiedades
superparamagnéticas y superficie modificada, por medio de metodologias sencillas, reduciendo
requerimientos energéticos e inversion de tiempo, a través de un proceso de fabricacién continuo. Se
propone aprovechar las propiedades magnéticas de las nanoparticulas y las propiedades de la superficie
modificada para su potencial aplicacion en la extracciéon y purificacion de ADN para subsecuentes

investigaciones.

1.4.2 - Objetivos especificos

e Optimizar la sintesis de nanoparticulas tipo nucleo-coraza de Fe3;04@Si0O; partiendo de métodos
ya reportados de coprecipitacidon quimica (sintesis de Fe304) y sol-gel (sintesis de Si03), para su
adaptacion a procesos de fabricacién continuos que conlleven a obtener altos rendimientos de
reaccioén, con bajo consumo de reactivos y energia.

e Determinar la influencia de la adicién de agentes surfactantes al proceso de sintesis de
Fe3;04@Si0;, sobre los rendimientos de recubrimiento y su aplicacion en la extraccion de ADN.

e Sintetizar nanoparticulas de ferrita de cobalto-zinc, Coo2s5Zng7sFe204 siguiendo metodologias
preestablecidas de coprecipitacién quimica.

e Recubrir nanoparticulas de Coo.25Zno.75Fe204 con SiO2 por medio del método sol-gel, optimizando
la metodologia para lograr reproducibilidad de resultados, minimizar tiempos de preparacién y
consumo energético.

e Generar un estudio de caracterizacion morfoldgica y estructural mediante microscopias
electrénicas (SEM, TEM) y difraccién de rayos X (XRD).

e Generar estudios de composicion quimica por medio de espectroscopias de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopias de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS).

e Realizar una extraccién y cuantificacion del material biolégico (ADN).



Capitulo 2. Marco tedrico

2.1 - Nanotecnologia

Como resultado de la aplicacién de conceptos y técnicas experimentales, originalmente disefiadas para el
estudio macroscépico de los sélidos, cientificos e ingenieros han encontrado un drea de investigacién en
comun. Tal area es el campo de la nanociencia, donde, ciencias como la fisica, la quimica, la biologia, y las
ciencias computacionales tienen intereses en comun asociados con la nanoescala. De igual manera ocurre
con la ingenieria en computacién, ingenieria eléctrica e ingenieria mecanica (Sattler, 2011b). Asi como la
ciencia genera el conocimiento cientifico y la ingenieria genera la tecnologia, ambos campos trabajan en
conjunto, haciendo uso de sus herramientas de trabajo, para elaborar las bases tedricas de la nanociencia
y su aplicacién en la nanotecnologia. La nanotecnologia es la manipulacion de la materia a escala
nanométrica. De este modo, la nanotecnologia busca contribuir a la investigacion y desarrollo de
dispositivos con base nanoestructurada, aplicando los principios fundamentales de la ciencia para explicar
las propiedades fisicas, quimicas y bioquimicas de la materia a nivel nanométrico, para el bienestar de la
sociedad. Mientras que los micro dispositivos estdn compuestos por partes que miden micrémetros (la
millonésima parte de un metro), la nanotecnologia se encarga de manipular dtomos y moléculas con un
control y precisién de nanémetros (mil veces menor a un micrémetro).Por lo tanto, la “Nanotecnologia”

también puede ser descrita como la “Tecnologia molecular” (Drexler, 1986).

2.2 — Nanomateriales

Los nanomateriales son materiales que poseen componentes estructurales con tamafos entre 1y 100 nm,
sin embargo, la eleccién del limite superior de la escala se justifica por el tipo de propiedades fisicas que
los nanomateriales puedan llegar a presentar. Los materiales en la escala nanométrica tienden a modificar
su comportamiento cuando su tamafio se aproxima al valor limite de dicha escala, por lo que a esta escala
las propiedades de la materia, como el area superficial de particula, cambian, dando lugar a la presencia
de efectos cuanticos debido al tamafio de particula (Buzea, Blandino, & Robbie, 2007). La figura 2 muestra
los tamafios de algunos de los objetos mas comunes dentro de la nanoescala y la microescala. Mientras
que el grosor aproximado de un cabello humano es de aproximadamente 80,000 nm (80 um), las células
tienen un tamafio promedio de 10 um (el rango puede oscilar desde los 0.3 hasta los 120 um), y el didametro

de la estructura de la cadena en doble hebra del ADN mide apenas 2nm.
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Figura 2 Dimensiones promedio de diferentes objetos en la microescala y la nanoescala. Imagen de autoria propia.

Para el estudio del comportamiento de la materia a escalas nanométricas, es necesario un trasfondo
tedrico basado en los conceptos basicos de los estados de la materia, las clases y estructuras de los sélidos
cristalinos, teoria de bandas, defectos, electrénica, asi como las bases de la teoria del transporte idnico.
Estos conocimientos en general permitirdn evaluar por qué diferentes clases de materiales exhiben
diferentes propiedades, tales como el ferromagnetismo, la piezoelectricidad, la superconductividad, la
termoelectricidad, entre otras propiedades, las cuales tienen una implicaciéon en la nano escala (Ozin,
Arsenault, & Cademartiri, 2009). Dos de los factores principales que causan que los nanomateriales se
comporten de distinta manera, en comparacion a los materiales en bulto, son: los efectos de superficie,
donde, a menor tamafio de particula, mayor sera la fraccién de dtomos expuesta sobre la superficie y
mayor sera la energia promedio de enlace por atomo; y por otra parte, los efectos cuanticos del material,
en donde los fendmenos de absorcion y fluorescencia de luz, asi como, los potenciales de ionizacion y
afinidades electrénicas del material, dependen en gran parte del tamafio de particula (Roduner, 2006).
Estos factores afectan la reactividad quimica de los materiales y, por lo tanto, también afectan sus

propiedades mecdnicas, dpticas, eléctricas y magnéticas (Buzea et al., 2007).

En general, existe una gran variedad de métodos para la sintesis de materiales en bulto, los cuales pueden
ser modificados y adaptados para la sintesis de diversas clases de nanomateriales. El control de los
tamanios, las formas y superficies de las nanoparticulas, les confiere propiedades y funciones especificas
que les permiten ser adaptadas para una aplicacién en particular. Sin embargo, al modificar alguno de los
procedimientos de la sintesis de estado sélido en bulto, en lugar de obtener un material con formas de
esferas, barras o laminas, existe la posibilidad de obtener diferentes estructuras o morfologias en la

sintesis de nanomateriales, como por ejemplo: nanoclusters, nanocables o nanolaminas (Ozin et al., 2009).
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2.3 — Nanoparticulas

Una de las dreas de mayor investigacién en nanotecnologia es el desarrollo de nanoparticulas para su
aplicaciéon en campos de investigacion que van desde la biomedicina (Salata, 2004), dptica (Anderson,
Hartschuh, & Novotny, 2005), electrdnica (Ma et al., 2015), nanoquimica (Ozin et al., 2009), energia solar
(Taylor et al., 2013), hasta la agricultura (Parisi, Vigani, & Rodriguez-Cerezo, 2015). En nanotecnologia, una
nanoparticula se define como un objeto pequeiio de forma aproximadamente esférica, que se comporta
como una sola entidad en base a sus propiedades fisicas y de transporte. Tienen grandes aplicaciones
biomédicas debido a su capacidad para cruzar membranas biolégicas y acceder a células, tejidos y érganos,

a los que normalmente particulas de mayor tamafio no podrian acceder (Caruso, Merlo, & Caffo, 2014).

En la naturaleza también se pueden encontrar nanoparticulas, tanto organicas, como inorganicas (de la
Fuente & Grazu, 2012). Algunos microorganismos tienen la capacidad de producir nanoparticulas
magnéticas en forma de magnetosomas (Faivre & Godec, 2015), asi como, el desgaste natural de éxidos

de hierro y de minerales silicatos, forman de igual manera nanoparticulas (Hill, 2006).

2.3.1 — Nanoparticulas metalicas

Actualmente, particulas de oro, plata y otros metales nobles, son utilizadas cominmente en ciencias e
ingenieria biomédicas (Mody, Siwale, Singh, & Mody, 2010). Este gran interés se debe en particular al tipo
de propiedades épticas, eléctricas, cataliticas y magnéticas de las particulas metdlicas. Sin embargo, al
hablar de las propiedades magnéticas en particular, existen nanoparticulas metdlicas, como las
nanoparticulas de oro, que poseen un comportamiento diamagnético (repelen el campo magnético)
(Nealon et al., 2012), a diferencia de otro tipo de nanoparticulas metalicas que si son atraidas por los
campos magnéticos, al poseer un comportamiento ferromagnético. Muchas de estas propiedades y sus
aplicaciones estan fuertemente influenciadas por el tamano y la forma de las particulas, con geometrias

qgue van desde esferas, barras, tubos, hasta prismas. (Sattler, 2011a).
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2.3.2 — Nanoparticulas magnéticas (NPM)

Actualmente se han desarrollado muchos tipos de NPM con diferentes formas, tamafios y composiciones,
mediante diferentes técnicas de sintesis. Con el desarrollo de la nanociencia y la nanotecnologia, las NPM
han adquirido gran importancia y han encontrado numerosas aplicaciones en campos como la
biomedicina, diagndstico y tratamiento de cancer, biologia molecular, bioquimica, en tecnologia de
ferrofluidos, etc. (Lopez, Espinoza-beltran, Zambrano, Gomez, & Prieto, 2012). En general, las NPM tienen
un gran potencial de aplicacién en ciencias e ingenieria biomédicas debido a su biocompatibilidad, baja

toxicidad, facil modificacion de superficie y propiedades magnéticas intrinsecas (Mou, Ali, Li, & He, 2015).

La magnetita (Fe304) y la maghemita (y-Fe203) son dos de las formas mas comunes de éxido de hierro,
que pueden ser sintetizadas en forma de NPM, las cuales son utilizadas dentro de una gran variedad de
aplicaciones debido a sus propiedades superparamagnéticas. Normalmente, el principal comportamiento
magnético que presentan las NPM es el ferromagnetismo. Sin embargo, dependiendo de las condiciones
experimentales durante el proceso de fabricacion de las NPM de 6xido de hierro, se podran formar una o

mas fases del 6xido de hierro, resultando en la combinacién de varios comportamientos magnéticos.

Los comportamientos magnéticos de la materia son basicamente tres: el diamagnetismo, el
paramagnetismo y el ferromagnetismo (Bauer & Westfall, 2011). Debido a que la sintesis de NPM resulta
en muchos casos en una compleja distribucién de fases de éxidos de hierro, es indispensable sintetizar

estructuras monofasicas de 6xido de hierro para dar lugar un comportamiento magnético definido.

Se puede decir que el fendmeno del diamagnetismo estd presente en toda la materia, sin embargo, sus
efectos son menores en comparacién a los otros comportamientos magnéticos. En otras palabras, el
diamagnetismo solo se puede observar en un tipo de material, si este no presenta otro tipo de
magnetismo. Cuando un campo magnético externo es aplicado a un material diamagnético, un momento
dipolar magnético débil es inducido en direccién contraria al campo aplicado, causando que el material
diamagnético sea ligeramente repelido por el campo externo. Una vez se retira el campo magnético

externo, el material deja de ser repelido (Blundell, 2001).

A diferencia de los materiales diamagnéticos, el fendmeno del paramagnetismo ocurre en materiales que
tienen atomos con un momento magnético neto. Estos materiales estdn compuestos principalmente de
elementos de transicidn (incluyendo actinidos y tierras raras) (Bauer & Westfall, 2011). Cada atomo en el

material tiene un dipolo magnético permanente, el cual, se encuentra “unido” débilmente al dipolo
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magnético del dtomo vecino. La energia térmica del entorno causa una alineacion aleatoria de dichos
momentos, dando lugar a un campo magnético nulo, como se muestra en la figura 3a. Cuando un campo
magnético externo es aplicado, una pequefia fraccién de los momentos magnéticos comienza a alinearse,
logrando dirigirse en direccion del campo magnético externo, mientras compite contra la energia térmica
del entorno, como se ilustra en la figura 3b. Una vez el campo magnético es retirado, la energia térmica

del entorno vuelve a causar una alineacion aleatoria de los momentos magnéticos (Blundell, 2001).

a) b)

Figura 3 a) En un material paramagnético los momentos magnéticos estan unidos débilmente entre siy tienen una
alineacion aleatoria dentro del material. b) Cuando un campo magnético externo es aplicado, una pequefia fraccidon
de los momentos magnéticos logra dirigirse en direccidon del campo magnético, logrando una magnetizacion neta.
Imagen obtenida de (Serway & Jewett, 2004).

Solo una pequefia cantidad de materiales cristalinos exhiben un tipo de comportamiento magnético fuerte
llamado ferromagnetismo. Los materiales ferromagnéticos estdn constituidos principalmente por los
elementos hierro, cobalto, niquel, gadolinio y disprosio, asi como por aleaciones que contengan estos
elementos (Bauer & Westfall, 2011). El comportamiento magnético de estos materiales esta regido por
momentos magnéticos atdmicos permanentes, los cuales tienden a alinearse de manera paralela entre si,
incluso en la presencia de un campo magnético externo débil. Una vez los momentos son alineados, el
material ferromagnético permanece magnetizado, aun cuando el campo externo es removido. Esta
alineacién permanente se debe a un fuerte acoplamiento entre los momentos vecinos del material, un
acoplamiento que solo puede entenderse en términos de la mecanica cuantica (Blundell, 2001). La figura

4 muestra el comportamiento de los dipolos magnéticos en un material ferromagnético.
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Figura 4 a) Comportamiento ferromagnético de una muestra sin magnetizar, con dominios dispuestos de manera
aleatoria. b) Los dominios magnéticos se alinean paralelos a un campo magnético externo Boy aumentan de
tamafio. c) Al aumentar el campo externo, los dominios desalineados se vuelven mas pequefios, hasta el punto en
el que el material adquiere una magnetizacion remanente. Imagen tomada de (Serway & Jewett, 2004).

El antiferromagnetismo es un caso particular del magnetismo en donde la interaccion entre los momentos
magnéticos tiende a alinear los momentos de manera adyacente, formando dos subredes anti paralelas
entre si. Debido a que todos los momentos magnéticos tienen la misma magnitud, esto resulta en un
momento magnético nulo. Por lo tanto, los materiales antiferromagnéticos no presentan una
magnetizacién espontanea (Spaldin & Mansbridge, 2011). La figura 5a muestra el arreglo de los dipolos en
un material antiferromagnético. El ferrimagnetismo, al igual que el antiferromagnetismo, se encuentra
presente en materiales que tienen poblaciones de dtomos con momentos magnéticos opuestos entre si.
Sin embargo, en los materiales ferrimagnéticos los momentos magnéticos opuestos son desiguales,
resultando en una magnetizacion neta (Spaldin & Mansbridge, 2011). Esto ocurre cuando las poblaciones
consisten de diferentes materiales o iones (por ejemplo, el Fe2+y Fe3+). La figura 5b muestra el arreglo de

los dipolos en los materiales ferrimagnéticos, los cuales son generalmente ferritas y granates magnéticos.

Figura 5 Ordenamiento de los dipolos magnéticos de un material a) antiferromagnético y b) ferrimagnético. Imagen
tomada de (Spaldin & Mansbridge, 2011).
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2.3.3 — Magnetismo de nanoparticulas: Superparamagnetismo

En principio, toda la materia al estar compuesta por electrones, deberia de ser magnética. La razén por la
cual existen substancias sin magnetismo, es porque el momento magnético de los electrones que orbitan
alrededor del nucleo atdomico es cancelado por el momento magnético de otros electrones orbitando en
direccidn opuesta. El momento magnético de un electrén p es proporcional a su momento angular L, pero
debido a la carga negativa del electrdn, los vectores p y L apuntan en direcciones opuestas, como se
observa en la figura 6. Como resultado, el efecto magnético producido por el movimiento orbital de los

electrones alrededor del ndcleo es muy pequeio o practicamente nulo para la mayoria de los materiales.

En afiadidura a su momento magnético orbital, un electrén (al igual que los protones, neutrones y otras
particulas) tiene una propiedad intrinseca llamada “espin” que también contribuye al momento magnético
del dtomo. De esta manera, el momento magnético total de un dtomo es la suma vectorial de los

momentos magnéticos orbitales y de espin (Blundell, 2001).

iy

Figura 6 Modelo atdmico cldsico. Un electrén se mueve con velocidad v alrededor del nucleo de un dtomo en una
Orbita circular de radio 1, con un momento angular L asociado en una direccidn (perpendicular a su movimiento) y
un momento magnético W en direccidon opuesta. A pesar de que este modelo presenta muchas deficiencias, sus
predicciones estan de acuerdo con la teoria correcta, expresada en términos de la fisica cudntica. Imagen obtenida
de (Serway & Jewett, 2004).

Por debajo de un tamafio critico de diametro de particula, las propiedades magnéticas de particulas
pequefias estdn dominadas por la presencia de monodominios magnéticos. Todos los materiales
ferromagnéticos se componen de regiones microscépicas llamadas “dominios magnéticos”, regiones
dentro de las cuales los momentos magnéticos se encuentran alineados en una sola direccién. Los
dominios pueden tener volimenes de 102 a 10® m3y contener de 10'” a 10! 4tomos. Las fronteras entre
cada dominio con diferente orientacidn entre si se llaman “paredes de dominio” (Blundell, 2001). Debido

a que la formacién de las paredes de los dominios magnéticos depende del balance entre energias de
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intercambio (las cuales promueven paredes anchas) y energias de anisotropia magnetocristalina (las
cuales promueven paredes delgadas), tipicamente se generan paredes de dominio de 100 nm de grosor.
Por lo tanto, al sintetizar particulas de tamafios menores a 100 nm, no se podrdn establecer paredes de
dominio magnético dentro de la particula, lo cual dard como resultado la formacién de una particula con

monodominio magnético. (Spaldin & Mansbridge, 2011).

A medida que el tamafio de particula se reduce, la coercitividad del material incrementa vy las particulas
monodominio son formadas. Sin embargo, por debajo de un cierto diametro critico (D) la coercitividad
decrece y eventualmente tiende a cero. La coercitividad H. hace referencia al campo magnético H
requerido para reducir el valor de la magnetizacion remanente de un material a cero. La figura 7 muestra
una grafica de la coercitividad de particulas pequefias en funcidn del didametro de particula. La disminucion
de la coercitividad en particulas pequefias es el resultado de la disminucidon de la de energia de anisotropia
magnética de la nanoparticula, debido a la disminucién de su tamafio. A medida que el volumen es
reducido, la energia térmica del medio puede superar las fuerzas de anisotropia magnética de la
nanoparticula e invertir espontdneamente su magnetizacion, incluso en ausencia de un campo magnético
externo. Este fendmeno es conocido como superparamagnetismo, debido a que la resistencia entre la
energia térmica y la anisotropia magnética del material, da lugar a la formacién de particulas con un
comportamiento de magnetizacién cualitativamente similar al de los materiales con momentos

paramagnéticos, pero con un momento magnético mucho mayor (Spaldin & Mansbridge, 2011).
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Figura 7 Grafica de coercitividad magnética en funcion del tamafio del diametro de particula y la formacion de
particulas monodominio a partir de un didmetro critico (Dc). Imagen tomada de (Fojtik, Hordk, Trung, & Skere, 2009).



2.4 - Oxido de hierro

Los 6xidos de hierro son compuestos generados a partir de hierro y oxigeno. Este término es utilizado de
igual manera tanto para éxidos, como para hidréxidos y oxihidréxidos que contienen cationes de hierro
divalentes Fe2+ y/o trivalentes Fe3+, y aniones hidroxilo OH- y/o de oxigeno 02-. Actualmente se conocen
en total dieciséis fases puras del éxido de hierro, las cuales se listan en la tabla 1 (Cornell & Schwertmann,
2003). Dentro de las fases de 6xido de hierro que cominmente se obtienen a partir de la sintesis de NPM,
la magnetita (Fe304) resulta ser la mas viable para su aplicacidn en dreas como la medicina y biotecnologia,
como agente de contraste, en bioseparacion, como agente de liberacién de farmacos, o en tratamientos

de hipertermia, debido a sus propiedades superparamagnéticas superiores en relacién a las otras fases

(Laurent et al., 2008).

Tabla 1 Oxidos de hierro. Las 16 diferentes fases que componen los compuestos de éxido de hierro.

Oxihidroxidos
Goethita a-FeO(OH)
Lepidocrocita y-FeO(OH)
Akaganeita B-FeO(OH)
Schwertmannita Fe16016(OH)y(SO4)Z-nH20
Feroxihita 6-FeOOH y 6’-FeOOH
Oxihidroxido de hierro (lll) (alta presion) FeO(OH)
Ferrihidrita FesHOg4H,0

Hidroxidos

Hidroxido férrico (Bernalita) Fe(OH)3'nH,0
Hidroxido ferroso Fe(OH);

Corrosiones verdes

Fe,3*Fe,2+(OH)sxs292(A) ; donde A- = Cl 0 0.5 SO

Oxidos

Hematita a-Fe;03
Fase beta B-Fe;03
Maghemita v-Fe,03
Fase épsilon €-Fez03
Magnetita Fe304
Woustita Fe1x0
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2.5 - Ferrita

Las ferritas son d6xidos de metales de transicion con un comportamiento ferrimagnético y ademas
dieléctrico. Estos materiales encuentran su aplicacion en situaciones en donde la conductividad eléctrica
gue algunos materiales ferromagnéticos pueden llegar a presentar, resulta un factor inconveniente. Una
ferrita es un tipo de compuesto ceramico, constituido de éxido de hierro (lll), Fe20s3, combinado
guimicamente con uno o mas elementos metalicos adicionales, MO-Fe;03, donde O es un atomo de
oxigeno y M es un ion metalico divalente, ya sea M = Mn, Co, Ni, Zn, Mg, Fe, Cu, Cd, o la mezcla de ellos

(Carter & Norton, 2007).

Existen principalmente dos tipos de ferritas, las cuales se diferencian en su estructura cristalina en forma
de: ferritas cubicas y ferritas hexagonales. La mayoria de las ferritas poseen una estructura cristalina tipo
espinela cubica de grupo espacial Fd3m. A pesar de ser una estructura simple, la espinela cubica ha sido
objeto de una amplia investigacién debido a su amplio potencial de aplicacidn en dispositivos electrdnicos
y como parte de un estudio sistematico de la fisica fundamental (Carta et al., 2009). En una celda cristalina
cubica centrada en las caras (FCC, por sus siglas en inglés), también conocida como celda cubica de
empaguetamiento compacto, hay dos clases de espacios entre los sitios que ocupan los d&tomos: los sitios
tetraédricos, rodeados por 4 dtomos y los sitios octaédricos, rodeados por 6 atomos (atomos de oxigeno

para el caso de la espinela cubica) (Kittel, 2005).

2.5.1 — Estructura cristalina tipo espinela

Las ferritas cubicas cristalizan en una estructura tipo espinela (nombrada asi por el mineral espinela,
MgO-Al;03). Las espinelas tienen una formula quimica general MO-E;03 donde M es el ion divalente
M=Mn, Co, Ni, Zn, Mg, Fe, Cu, Cd, y E es algin elemento del grupo de las espinelas, por ejemplo E = Al,

Fe, Cr, V, Si, Sb. La ocupacién atémica de una estructura cristalina tipo espinela puede escribirse como:

[MZHEF AIMPTES: 5180, (1)

donde las cantidades dentro de los corchetes representan la ocupacion promedio de los sitios
tetraédricos (sitios A) y los sitios octaédricos (sitios B) y la variable i representa el pardmetro de

inversion (Carta et al., 2009). Para el caso particular de las espinelas de hierro, E = Fe.
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Dependiendo de la distribucidn catidnica, una espinela puede ser normal, inversa o parcialmente
inversa. Para una espinela normal, i = 0, y para una espinela inversa, i = 1. Cuando se encuentran
presentes los cationes divalentes en ambos sitios tetraédricos y octaédricos, la espinela es
parcialmente inversa, y el factor de inversidn se encontrard entre 0 < i < 1 (Carta et al., 2009). La

figura 8 muestra un diagrama de los arreglos cristalinos tipo espinela normal y espinela inversa.

a) Espinela normal b) Espinela inversa
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Figura 8 a) Estructura cristalina espinela normal y b) estructura cristalina espinela inversa. . Imagen tomada y
modificada de (Seko, 2006).

2.5.2 — Magnetita (Fe304)

El material magnético con aplicacion tecnolégica mas comun es la ferrita cubica de formula general
Fe2tFe,;3+0,4, conocida como magnetita. La magnetita es un éxido de hierro con estructura tipo espinela
inversa, en donde las posiciones tetraédricas de su estructura cristalina estan ocupadas por el ion Fe3+,
mientras que los sitios octaédricos estan ocupados por cantidades iguales de iones de Fe3+ y Fe2+, Debido
a esto, la magnetita es termodinamicamente inestable a presiones atmosféricas de oxigeno. Los cristales
de magnetita sintética son por lo regular pequefios (<100 nm) y si no se protegen adecuadamente contra
el oxigeno atmosférico, pueden oxidarse durante o después del proceso de sintesis (Schwertmann &

Cornell, 1992). Existen dos formas basicas para la sintesis de magnetita, las cuales son:

a) La oxidacién parcial de una solucion salina de Fe2+ con KNOs bajo condiciones alcalinas a 90°C

b) La precipitacion de una solucién de Fe2+/Fe3+ con una proporcion de Fez+: Fe3+ igual a 1:2.
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2.5.3 — Maghemita (y-Fe2053)

La maghemita es un 6xido de hierro que puede ser considerado como el producto de la oxidacién total de
la magnetita. A partir de la oxidacidn, existe una serie completa de transiciones entre la magnetita y la
maghemita, asi como un cambio de coloracién caracteristico del material, de negro a café-rojizo. Tanto
para la estructura cubica de la magnetita, como de la maghemita, 1/3 de los sitios intersticiales son sitios
tetraédricos en coordinacidn con el oxigeno y 2/3 son sitios octaédricos. Sin embargo, en la maghemita
solo 5/6 del total de las posiciones disponibles se encuentra ocupada Gnicamente por el ion Fe*. Esto se
logra creando vacancias (O), de la forma: Fe3s04 2 Fe267003304, mediante la expulsién del 11% del hierro
de la estructura. La maghemita con un orden de vacancias completo puede indexarse como un sistema
cristalino cubico primitivo o una red tetragonal, cualquier otro orden de vacancias para la maghemita

resulta en una estructura cubica tipo FCC (centrada en las caras) (Schwertmann & Cornell, 1992).

2.5.4 - Ferrita de cobalto zinc (Co(1.xZnxFe204)

Para describir el comportamiento de un material ferromagnético o ferrimagnético, es necesario hacerlo a
través de una gréfica de histéresis, tal como se observa en la figura 9a, donde el campo H es el campo
magnético externo que incide sobre el material y la induccién magnética B es la respuesta causada por el
material debido al campo magnético externo. Las nanoparticulas de ferrita de cobalto zinc Co(1-x)ZnxFe; 04,
son materiales que poseen una curva de histéresis pequenia, es decir, un campo coercitivo pequeiio y por
lo tanto se consideran como un material blando. La figura 9d muestra la gréfica de histéresis caracteristica
para un material blando. El campo coercitivo en este tipo de materiales es pequefio, lo que hace que se
requiera de un campo magnético externo pequefio (en direccién opuesta al campo previamente expuesto)
para eliminar la remanencia magnética del material, por lo tanto son faciles de desmagnetizar. El campo
coercitivo de las nanoparticulas de Coq.xZniFe;04, el tamafio de cristal, asi como el tamafio de
nanoparticula, disminuyen respectivamente mediante el incremento de la cantidad de zinc en el
compuesto. En funcién del aumento de dtomos de zinc, las NPM de CocxZniFe;04 presentan una

tendencia al comportamiento superparamagnético a temperatura ambiente (Lépez et al., 2012).
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Figura 9 a) Curva de histéresis para materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos, y curvas caracteristicas de
histéresis para materiales b) duros, c) intermedios y d) blandos. Imagenes tomadas de (Spaldin & Mansbridge, 2011)
y (Serway & Jewett, 2004).

Estas propiedades hacen de las NPM de Coq.xZniFe;04 una herramienta ideal para su aplicacion
tecnoldgica en varios campos, incluyendo dispositivos electrénicos y ferrofluidos, asi como en aplicaciones
biomédicas para terapia y diagndstico de cancer, liberacion magnética de farmacos, cristales fotdnicos, y
sistemas de almacenamiento de informacién de alta densidad. Al igual que la magnetita, el método de
sintesis de las nanoparticulas Co(-xZnsFe;04 se basa en la coprecipitacidon de soluciones salinas en un

medio alcalino (Lopez et al., 2012).

2.6 - Sintesis de nanoparticulas magnéticas

La sintesis de nanomateriales es un proceso complejo. Por ello existe una gran variedad de técnicas
disponibles para producir diferentes tipos de nanoparticulas. Como resultado, es imposible generalizar
todas las técnicas de sintesis actualmente disponibles. Sin embargo, la mayoria de estas técnicas se pueden
englobar en tres categorias, las cuales son: (i) sintesis por condensacion de vapor, (ii) sintesis por reaccion

quimica y (iii) sintesis por rutas de reaccién de estado sdélido (Chaudhuri & Paria, 2011).

Para la produccion de nanomateriales se puede hablar de dos estrategias de sintesis en general: la sintesis
“top down” y la sintesis “bottom up”. La sintesis “top down” trabaja principalmente con las sintesis por

rutas de reacciéon de estado sélido, las cuales producen dispositivos en la nanoescala partiendo de objetos
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en la macro escala, como por ejemplo, las técnicas de litografia (fotolitografia ultravioleta, haz de
electrones, haz de iones, sondas de barrido) y las técnicas mecanicas (maquinado, molido, pulido). Por
otra parte, la sintesis “bottom up” trabaja con la sintesis por reacciones quimicas, asi como con la sintesis
por deposicion de vapores quimicos, explotando las propiedades quimicas de moléculas para el auto
ensamblado de los &tomos y las moléculas con precisién atémica entre ellas, por medio de la agregacién

coloidal y el depésito y crecimiento de peliculas delgadas (Hill, 2006; Chaudhuri & Paria, 2012).

Las técnicas de sintesis definen en gran parte las propiedades de las NPM. Las nanoparticulas de magnetita
sintetizadas mediante diferentes técnicas muestran variaciones en sus propiedades estructurales,
magnéticas, dieléctricas, entre otras (Sharma et al., 2016). Las NPM pueden ser sintetizadas por diferentes

métodos, entre ellos: la microemulsién, la sintesis sol-gel, las reacciones sonoquimicas, las reacciones

hidrotermales, la hidrélisis y termdlisis de precursores quimicos, la sintesis por inyeccion de flujo, asi como
la sintesis quimica por electrospray (Laurent et al., 2008). No obstante, el método mas comun para la
sintesis de nanoparticulas magnéticas, de magnetita, hematita o maghemita, es la coprecipitacién quimica
de sales de hierro, la cual forma parte de una técnica de sintesis “bottom up” por reaccién quimica que no
requiere de grandes tiempos de operacidén y costos energéticos, y que por el contrario ofrece un alto

rendimiento para el crecimiento de NPM, en comparacion a otras técnicas de sintesis (Rafig et al., 2015).

2.7 — Estabilizacion de nanoparticulas magnéticas

Tedricamente, son cuatro tipos de fuerzas las que contribuyen a la inestabilidad de un sistema coloidal
magnético, lo cual ocasiona que las NPM tiendan a aglomerarse y pierdan algunas de sus propiedades
especificas (Brinker & Scherer, 1990). Estas cuatro fuerzas son: las fuerzas de atraccion de van der Waals,
las cuales inducen una fuerte atraccidn de corto alcance; las fuerzas electrostaticas de repulsion, las cuales
ocurren en particular para solidos sumergidos en solventes polares o soluciones electroliticas; las fuerzas
magnéticas dipolares entre dos particulas, las cuales inducen interacciones que resultan ser generalmente
atractivas; y finalmente las fuerzas de repulsion estérica, las cuales actian principalmente sobre particulas
recubiertas (Magnani et al., 2006). Para obtener coloides de nanoparticulas magnéticas que sean estables
ante este tipo de interacciones es crucial lograr la estabilizacion de las NPM en el medio de sintesis y
consecuentemente en el medio en donde seran utilizadas. En general, la manera de estabilizar las
particulas magnéticas se logra modificando una, o ambas de las interacciones de repulsién, en especifico:

la repulsidn electrostatica y la repulsion estérica (Schwertmann & Cornell, 1992).



22
La estabilizacion de nanoparticulas por repulsidon electrostatica se logra al modificar el valor del punto
isoeléctrico de su superficie (IEP, por sus siglas en inglés). El punto isoeléctrico de la magnetita se
encuentra a un pHie de 6.8 (Laurent et al., 2008). Este punto esta definido como las condiciones a las que
el potencial electrocinético (potencial zeta, ) es igual a cero. La magnitud del potencial zeta provee
informacidn sobre la estabilidad de la nanoparticula, las cuales exhiben una repulsién electrostatica a
mayores magnitudes de potencial y por lo tanto un incremento en su estabilidad. Esto impide que la
magnetita sea estable dentro del agua a un rango de pH de 6 a 10, provocando que la particula no se
disperse y precipite (Laurent et al., 2008). Sin embargo, se sabe que materiales como la silice tienen un
punto isoeléctrico IEP dentro de un rango de pH de 1 a 3 (Brinker & Scherer, 1990). Por lo tanto, el
recubrimiento de la magnetita con un material de silice estabilizara las nanoparticulas por repulsién
electrostatica al modificar su punto isoeléctrico, y dependiendo del pH de la fase dispersante, la superficie

de la magnetita recubierta tendra una carga negativa que le permitird estabilizarse en un medio acuoso.

La otra forma de lograr la dispersion de las NPM, se logra mediante la repulsidn estérica haciendo uso de
estabilizantes de capa orgdnica, especialmente cuando las particulas se encuentran inmersas en solventes
no acuosos. Dentro de la variedad de agentes estabilizantes de capa organica se encuentran: el acido
laurico, el acido oleico, el acido citrico, asi como los surfactantes de doble capa (Philipse, Bruggen, &
Pathmamanoharan, 1994). Cabe mencionar que ademas de brindar estabilidad, el uso de agentes
organicos monoméricos (como el acido citrico y el acido oleico), asi como el uso de agentes organicos
poliméricos, en el proceso de sintesis, influyen en el control del tamafio de la NPM (Laurent et al., 2008).
Los principales tipos de agentes estabilizantes para el recubrimiento de nanoparticulas, se pueden

clasificar en dos grupos principales segun el tipo de funcionalizacidon que presentan.

2.7.1 - Funcionalizacion por materiales organicos

Los compuestos organicos son comunmente utilizados para recubrir superficies de nanoparticulas de
oxido de hierro durante o después del procedimiento de sintesis, para evitar su aglomeracién. Al
funcionalizar la magnetita con compuestos orgdnicos, ademas de proveer de las caracteristicas magnéticas
basicas, estas presentan buena dispersion y biocompatibilidad. Generalmente, los compuestos organicos
se pueden clasificar en tres tipos de estabilizantes, como: estabilizantes monoméricos y surfactantes,
estabilizantes poliméricos y los estabilizantes biolégicos (Wu, He, & Jiang, 2008). A continuacién, se

describen los estabilizantes monoméricos y surfactantes, como base para lograr la dispersién de las NPM.
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2.7.1.1 - Estabilizantes monoméricos y surfactantes

Los grupos funcionales de los estabilizantes orgdnicos monoméricos y surfactantes, se componen de
grupos carboxilatos, fosfatos y sulfatos, los cuales tienen la tendencia de unirse con la superficie de la
magnetita (Cornell & Schwertmann, 2003). El acido citrico es un estabilizante organico monomérico
soluble en agua, el cual, debido a la funcionalidad de sus tres grupos carboxilos, es adsorbido a la superficie
de la magnetita via uno o dos de estos grupos, dependiendo de la necesidad estérica y de la curvatura de
la superficie de la nanoparticula. De esta manera, al menos un grupo carboxilo del acido citrico quedara
libre, lo que provee de un comportamiento hidréfilo a la nanoparticula (Laurent et al., 2008). La figura 10
muestra un diagrama de la molécula del acido citrico y la interaccién entre los grupos carboxilo y la

nanoparticula de magnetita.
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Figura 10 Molécula de acido citrico y su interaccion con las nanoparticulas magnéticas. Imagen tomada de
(Cheraghipour, Javadpour, & Mehdizadeh, 2012)

Por su parte, los surfactantes, propiamente llamados tensoactivos, tienen la capacidad de disminuir la
tensién superficial entre la interface de dos fases condensadas, para este caso el agua y la NPM hidrofébica
(Kim et al., 2008). Los surfactantes tienen una estructura molecular que se compone de dos partes, una
parte polar (hidrofilica) y una parte apolar (hidrofébica) (Salaguer, 2002). El surfactante catidnico de
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas en ingles), el cual se observa en la figura 11,
resulta ser un buen medio para la construccién de micelas que ayudan en la formacién de nanoparticulas,

debido a su buena capacidad de disociacién en agua.

H3C

CH
Br~ .

Figura 11 El bromuro de cetiltrimetilamonio, CTAB, tiene un grupo funcional cargado positivamente, el cual mantiene
la neutralidad eléctrica asociado a un anién (Bromo). La parte no polar del CTAB estd constituida por una cadena de
grupos alquilo, mientras que la parte polar es un grupo amonio cuaternario. Imagen tomada de (LOBA, 2012).
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2.7.2 — Funcionalizacion por materiales inorganicos

Las nanoparticulas de 6xido de hierro pueden ser recubiertas con estabilizantes inorganicos, como: la silice
(Andrade, Souza, Pereira, Fabris, & Domingues, 2009), el oro (Moraes Silva, Tavallaie, Sandiford, Tilley, &
Gooding, 2016), el gadolinio (lll) (Zhao et al., 2014), entre otros. Estos recubrimientos no solo proveen de
estabilidad a las nanoparticulas en solucién, sino que también promueven su funcionalizacién con varios
ligandos bioldgicos compatibles con la superficie de la nanoparticula (Laurent et al., 2008). En términos
generales, el recubrimiento y la funcionalizacién de nanoparticulas por materiales inorganicos comprende
el uso de materiales como: silice, metales, no metales, 6xidos de metal y sulfuros. A continuacién, se

describen las caracteristicas y la sintesis de un material de silice.

2.7.2.1 - Silice

El término “silice” es una designacidn corta y conveniente para describir al “diéxido de silicio” (Si02), tanto
en su forma cristalina, como amorfa, hidratada o hidroxilada (ller, 1979). La silice es el Unico dxido estable
del silicio. Su estructura es una red solida covalente, tal como se observa en la figura 12a. El bloque
principal de la silice y las estructuras de silicatos, es el tetraedro de SiO4*, que se observa en la figura 12b.
Todas las formas de silice contienen el enlace Si-0, el cual es el enlace mas estable de todos los enlaces
Si-X, para cualquier elemento enlazante X. A partir de estudios por espectroscopia infrarroja tres grandes
bandas de absorcidon a 800, 1100 y 1250cm™?, se le atribuyen a vibraciones fundamentales del enlace Si-

0, variando poco para cada forma estructural de la silice (H. E. Bergna & Roberts, 2006).

La silice ofrece una éptima estabilizacién, que la hace el compuesto mas utilizado para la funcionalizacion
de las nanoparticulas de dxido de hierro, previniendo su agregacion en liquidos, mejorando su estabilidad
guimica, sin alterar las caracteristicas magnéticas. Ademas, provee de una biocompatibilidad con sistemas
bioldgicos al no representar ser una amenaza toxica frente a ellos (H. E. Bergna & Roberts, 2006). Este
recubrimiento estabiliza las NPM de dos maneras. Una manera se basa en el blindado de la interaccion
dipolar magnética de los nucleos. La otra hace referencia a la carga negativa de las nanoparticulas de silice.
Esta carga se debe principalmente a adsorciones o adiciones de iones a las superficies del recubrimiento.
Para el caso del SiO3, los iones de adsorcion preferentes son los iones OH-. Como resultado, las particulas
adqguieren una carga neta negativa (Petrucci, 2011). Esto permite promover la repulsidon coulombica entre

las NPM, superando las fuerzas gravitacionales, manteniéndose suspendidas indefinidamente en el medio.
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& = Silicio @ = Oxigeno
(a) (b)

Figura 12 a) Red tridimensional de enlaces covalentes de la silice SiOz, y b) la coordinacion tetraédrica del anidn
silicato Si04%, con un atomo de silicio rodeado por cuatro atomos de oxigeno. Imagen tomada de (Petrucci, 2011).

2.8 - Sintesis sol-gel: método Stéber

El crecimiento y las necesidades cada vez mas sofisticadas de la tecnologia moderna han atraido la
atencién de cientificos de varias disciplinas hacia el estudio de las propiedades de la silice coloidal. Un
ejemplo de esto es el desarrollo de la ciencia y tecnologia basada en el método de sintesis sol-gel. Este
método se basa en la sintesis de materiales mediante la preparacién de un sol, la solidificacién del sol
(gelificacidon) y la remocién del solvente de dispersion (Horacio E. Bergna, 1994). Un sol es una suspension
coloidal de particulas sélidas dispersas en un medio liquido. La clase de precursores mas utilizados para
las reacciones sol-gel son los alcoxidos de metal. El ejemplo de alcoxido de metal mas estudiado es el
tetraetoxido de silicio (tetraetil ortosilicato, TEOS), Si(OCzHs)4, el cual se muestra en la figura 13 (Brinker
& Scherer, 1990). La sintesis sol-gel a partir del TEOS también se conoce como el método Stbber, en el cual

la silice es formada in situ a través de la hidrolisis y condensacion del TEOS (Stober, Fink, & Bohn, 1968)

Figura 13 Mondmero de tetraetil ortosilicato, TEOS. Imagen de dominio publico

Debido a que los metales de alcéxido reaccionan facilmente con el agua, en el proceso de hidrolisis, un ion
hidroxilo se adhiere al &tomo metdlico de silicio. Dependiendo de la cantidad de agua y de la presencia de

catalizadores, la hidrdlisis puede llegar a completarse o detenerse, resultando en una hidrolisis parcial del
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metal. Dos moléculas parcialmente hidrolizadas pueden unirse entre si en una reaccién que se conoce
como reaccién de condensaciéon. Por definicién, una reaccién de condensacién libera una molécula
pequeia, ya sea de agua o de alcohol. Este tipo de reaccion puede continuar hasta alcanzar tamafios de
molécula grandes mediante un proceso de polimerizacidon (Brinker & Scherer, 1990). La sintesis de
suspensiones de particulas monodispersas de silice, se puede dividir generalmente en tres reacciones, que
describen el proceso sol-gel a un nivel de grupos funcionales, como se observa en las siguientes 3

ecuaciones:

hidrolisis (2)
=Si—OR+ H,0 = =Si—OH + ROH
esterificacion

condensacion alcoholica (3)
=Si—OR+HO-Si= = =S8i—0—-Si+ROH
alcoholisis

condensacion de agua (4)
=Si—OH+HO-Si= = =Si—0-Si+H,0
hidrolisis

Las nanoparticulas nucleo-coraza, han atraido gradualmente cada vez mas la atencién, debido a que este
tipo de nanoparticulas han emergido entre la frontera de la quimica de materiales y otros campos, tales
como: la electrdnica, la biomedicina, la farmacéutica, la dptica y la catdlisis. (Chaudhuri & Paria, 2011). Las
propiedades de las nanoparticulas nucleo-coraza pueden ser modificadas dependiendo del material que
constituye el nicleo o del material que constituye la coraza. Las principales ventajas que se obtienen a
partir del recubrimiento nucleo-coraza van desde: la modificacion de superficie, la habilidad de
incrementar su funcionalidad, una mejor estabilidad y dispersabilidad, el control de la liberacion del

nucleo, asi como la reduccién del consumo de materiales costosos, entre otros (Chaudhuri & Paria, 2011).

El recubrimiento de las NPM con silice les confiere de varias ventajas, tales como, propiedades de
adsorcién, adhesion, y propiedades cataliticas, las cuales dependen principalmente de la quimica y de la
geometria de las superficies de la silice (Horacio E. Bergna, 1994). Una aplicacion comun de las
nanoparticulas magnéticas nucleo-coraza, es la extraccion magnética de acidos nucleicos. Esto se debe a
que la silice le confiere a las nanoparticulas magnéticas una mayor dispersién y una mejor

biocompatibilidad, cuando esta es utilizada en sistemas bioldgicos (Chaudhuri & Paria, 2011)
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2.9 — Acidos nucleicos: ADN y ARN

Los acidos nucleicos estdn presentes en la mayoria de las muestras bioldgicas frescas de los laboratorios.
Estos largos biopolimeros, o biomoléculas, son esenciales para todas las formas de vida. Estdn compuestos
de mondmeros, los cuales estan constituidos a su vez de nucleétidos que se pueden dividir en tres
componentes: una pentosa (azucar de 5 carbonos), un grupo fosfato y una base nitrogenada. En el caso
de encontrar al aziicar como una ribosa simple, el polimero se llamara acido ribonucleico (ARN), mientras
que, si el azlcar es un derivado de la ribosa en forma de desoxirribosa, la molécula se llamara acido
desoxirribonucleico (ADN). En la figura 14 se puede observar un diagrama que describe la composicion y

direccionalidad de la molécula de ADN.
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Figura 14 Una cadena polinucleétida de ADN se construye creando un enlace fosfodiester que une el carbono 3’ del
azUcar de la cadena en crecimiento, con un fosfato adherido al carbono 5’ de un nucleétido nuevo. Cada azucar de
la columna de enlaces azucar-fosfato esta unido a una base nitrogenada. La unidn de dos columnas de polinucledtidos
mediante puentes de hidrégeno entre pares de bases complementarias, forman la famosa doble hélice de ADN,
donde la citosina (C) y la guanina (G) forman 3 enlaces de hidrogeno y la adenina (A) y la timina forman 2 enlaces de
hidrogeno. Cada par consiste de una purina de doble anillo y una pirimidina de anillo sencillo. Imagen tomada de
(Bromham, 2015).
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2.10 — Extraccion de acidos nucleicos

2.10.1 - Linea celular para la extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccién de dacidos nucleicos se necesita primeramente elegir y preparar adecuadamente la
muestra a analizar, asi como preparar las soluciones y los reactivos a utilizar durante la extraccién. Para
fines académicos, el microorganismo utilizado con mayor frecuencia en prdcticas dentro de los
laboratorios de biologia molecular es la enterobacteria Escherichia coli, debido a que es un organismo
bacteriano que ha sido estudiado por mucho tiempo y ademads su genoma ya ha sido secuenciado
completamente, el cual tiene una longitud de 4,639,221 pb (Blattner, 1997). Para su preparacion, se suele
inocular una muestra pura de la bacteria dentro de un medio Luria Bertani (LB) a 37°C, para hacer un
cultivo overnight (16 horas), el cual produce aproximadamente de 107 hasta 10 células por mililitro.
(Bandyopadhyay, Chatterjee, & Sarkar, 2011). Para la extraccion de acidos nucleicos de este trabajo se
prepard mediante un crecimiento overnight en un medio de cultivo LB, una cepa de E. coli DH5a, la cual
es una cepa “virgen” que no presenta plasmidos en su interior, por lo que es utilizada cominmente para

rutinas de clonacion de ADN recombinante (Invitrogen, 2006).

2.10.2 — Extraccion magnética de acidos nucleicos

La técnica de extraccion magnética de acidos nucleicos, es un método que ha sido modificado a partir de
métodos de extraccidn relativamente modernos, al grado de incluir el uso de NPM en el proceso de la
extraccién de los acidos nucleicos. Basicamente, el método de extraccién magnética de acidos nucleicos
en se puede dividir en 4 pasos. Estos pasos son: el lisado de las células, la unién del ADN a las NPM, el
lavado del medio y la elucidn final. A continuacién se describen a grandes rasgos las caracteristicas

principales de cada uno de estos pasos.

Lisado

El procedimiento de lisado, es donde se rompen las células, mediante la adicién de detergentes o
surfactantes, como el SDS (dodecilsulfato sddico), que ayudan a destruir y remover las membranas

lipidicas de las células para asi poder exponer el ADN fuera del nucleo celular.
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Unidn

Como segundo paso, se agrega una cierta cantidad de NPM, previamente lavadas con una solucién de
acido Etilendiaminotetraacético (EDTA), el cual es una substancia quelante que inhibe la actividad de las
desoxirribonucleasas (enzimas que catalizan la hidrolisis del enlace fosfodiester y degradan el ADN)
(Guéroult, Picot, Abi-Ghanem, Hartmann, & Baaden, 2010). De esta manera se protegera el ADN expuesto
a las NPM y no serd degradado. A continuacidn, se utiliza un buffer de unién, generalmente compuesto
por una solucién salina y una concentracién de polietilenglicol (PEG), que ayuda en la correcta adhesién

de las NPM a la columna de enlaces fosfato de la cadena de ADN.

Lavado

El lavado posterior es realizado por lo general con 2 tipos de soluciones, entre ellas el cloruro de sodio
NaCl de alta concentracién salina y el buffer de lavado de acetatos. Este Ultimo, aporta iones de magnesio
y potasio los cuales, al igual que el cloruro de sodio promueven la precipitacién de compuestos organicos

que intervienen en el proceso de extraccion y que deben de ser purificados fuera de la extraccién de ADN.

Elucion

La elucidn final se lleva a cabo mediante la redispersién en agua libre de nucleasas, debido a que los acidos
nucleicos tienen un comportamiento hidrofilica (solubles en agua), permaneceran dispersos en una fase
acuosa (Zumbo, 2013). La figura 15 muestra un diagrama del procedimiento a seguir para realizar la

extraccién magnética de acidos nucleicos.

Agregar buffer Recuperacion magnética Transferir A.N. a
de lisado Pasos de lavados |, Il y Il un p-tubo nuevo
1 Agregar NPM y 1 Agregar buffer de T
buffer de unién elucién (ddH20)

\l

Muestra de
E. coli

M s

Figura 15 Extraccién magnética de acidos nucleicos (A. N.). Los pasos basicos para la extraccion son ilustrados
mediante cinco imagenes que describen el orden de la adicién y remocion de reactivos y sobrenadantes. . Imagen
tomada y modificada de http://www.chemicell.com/products/purification/docs/geneMAG-DNABlood.pdf.
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Capitulo 3. Metodologia experimental

En este capitulo se describen los métodos a utilizar para la sintesis de NPM por coprecipitacién quimicay

el recubrimiento de las NPMNC por sintesis sol-gel, asi como la extraccién de acidos nucleicos.

3.1 - Reactivos quimicos y material de laboratorio

A continuacion, se presentan las tablas 2 y 3 con el listado de los reactivos, material y equipo utilizado para

llevar a cabo el trabajo de sintesis de NPM y la extraccién de acidos nucleicos dentro del laboratorio.

Tabla 2. Lista de reactivos, soluciones y medios necesarios para la sintesis de NPM y extraccidn de acidos nucleicos.

Reactivos para sintesis de NPM Reactivos y medios para extraccion de acidos nucleicos
FeCls-6H,0 HCI Cepa E. coli DH5a CTAB/NaCl
FeCl;-4H,0 TEOS ADN liofilizado (Fago A) Cloroformo
CoClz6H20 CTAB Medio Luria Bertani Isopropanol
ZnS047H:0 Etanol EDTAO.5MpH 7.2 Agarosa
Buffer de unidn Buffer de lavado (25 mM TrisHCI
NH.OH H,0 desionizada | (20% PEG 8000, 2.5 M NaCl) | pH 7.8, 100mM KOAc, 10 mM
Mg,0Ac)
NaOH Argon SDS 10% TBE 1X (Tris-Borato-EDTA)
Ac Citrico NaCl 5M Bromuro de etidio
HO0 libre de nucleasas Buffer de carga
Buffer TE

Tabla 3 Lista de material y equipo utilizado para la sintesis de NPM y la extraccidn de acidos nucleicos.

Material y equipo para sintesis de NPM Material y equipo para extraccion de acidos nucleicos

Reactor de vidrio | Vasos de precipitado Incubadora de micro tubos | Espectrémetro UV

Espatula Agitador mecanico Incubadora con agitacion Esterilizadora

Micropipetas Sonicadora Centrifuga de 2,000 G Cédmara para
electroforesis

Pipeta de vidrio Bafio maria Centrifuga de 20,000 G Transluminador

Pipeteadores Bomba de jeringa

Matraz de bola | Puntas para
250 ml micropipetas

Agitador de vidrio | Papeles tornasol

Jeringa de plastico | Iman de neodimio

Microtubos Horno de secado

Balanza
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3.2 — Instrumentacion para caracterizacion

A continuacidn, se describe el equipo utilizado para la caracterizacién del material sintetizado, asi como

los detalles técnicos de las condiciones de operacidn para cada equipo de trabajo.

3.2.1 - Difraccion de rayos X (XRD)

Las fases de estructura cristalina para los sistemas sintetizados se midieron en dos equipos de difraccion
de rayos X diferentes (XRD, por sus siglas en inglés). La lectura se realizé desde la posicion 26 de 10 a 80°
utilizando la radiacién Cu Ka de 8.04 KeV emitida por un dnodo de cobre, con un tamafio de apertura de

0.02° y un tiempo de captura de 0.5 segundos, para ambos equipos, los cuales fueron:

e  Phillips™ X’pert MPD

e Bruker™ D2 Phaser

El tamafio de cristal (Dprx) se calculé mediante la anchura a media altura (FWHM) del pico de reflexion del
plano cristalino (311) y la ecuacidn de Scherrer para particulas de tamafos pequefios (Cullity, 1956) la cual

viene dada por:

Do = K2 (5)
DRX™ Bcos@

Donde K es una funcién de la forma de particulas, en este caso toma un valor de 0.9, A es la longitud de

onda de la radiacidn, B es el ancho del pico a la altura media (FWHM) en radianes y 0 el angulo de Bragg.

3.2.2 - Espectroscopia de luz infrarroja (FTIR)

La espectroscopia de transformada de Fourier de luz infrarroja (FTIR, por sus siglas en inglés) se llevo a
cabo dentro del rango del infrarrojo fundamental, entre una frecuencia de 4000 y 360 cm™, en un

espectroscopio Bruker™ Tensor 27. Las muestras fueron preparadas mezclando los polvos de las
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nanoparticulas en bromuro de potasio KBr, a una concentracién aproximada del 2% para después ser

comprimida y convertirla en pastilla.

3.2.3 — Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes de microscopia electrdonica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) se realizaron a 15 KeV
mediante un microscopio electrénico de barrido JEOL™ JSM 5300. Las muestras se presentaron en polvo

y se depositaron sobre una cinta de carbdn para su analisis respectivo.

3.2.4 - Fluorescencia de rayos X por energia dispersiva (EDS)

La espectroscopia de fluorescencia de rayos X por dispersion de energia (EDS, por sus siglas en inglés) fue
detectada para energias de rayos X entre 0 y 10 KeV, mediante un detector Kevex SuperDry Il montado en

el microscopio SEM.

3.2.5 — Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS)

La espectroscopia por fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS, por sus siglas en inglés) se midié dentro
de un rango de energias de 0 a 1300 eV, utilizando la radiacién Al Ka de 1.48 KeV, emitida por un dnodo

de aluminio, con ayuda de un equipo XPS de alta resolucién marca SPECS™.

3.2.6 — Microscopia electrénica de transmision (TEM)

El tamafio de particula fue estudiado mediante microscopia de transmisién de electrones (TEM, por sus
siglas en inglés) utilizando un microscopio JEOL™ JEM 2010, a 200 KeV. Las muestras fueron preparadas
sonicando una solucién de NPM diluida en alcohol isopropilico, de donde se extrajo una gota y se deposité

sobre una rejilla de cobre.
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3.2.7 — Espectrofotometria de absorcion de luz ultravioleta

Las mediciones de absorcién de luz UV se llevaron a cabo con el equipo de absorcién UV NanoDrop™ Lite,
el cual emplea tension superficial para estabilizar una muestra bioldgica liquida en un pedestal de metal
gue detecta el valor de absorcién de luz UV. Las longitudes de onda utilizadas fueron a 260 nmy a 280 nm.

Tipicamente este equipo presenta una precision del 2% (Thermo Scientific, 2010).

3.3 — Preparacion de nanoparticulas magnéticas nucleo-coraza

Para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de magnetita (Fes0.) y ferrita de cobalto zinc
(Coo.25Zno.75Fe204) se eligiéo un método de coprecipitacion quimica, para después ser recubiertas con una
coraza de silice (Si0,), a través del método sol-gel. Con este procedimiento, se desarrollaron sistemas
nanoestructurados nucleo-coraza de Fe3;04@SiO; y C0025Zno75Fe204@Si0,. En particular se eligid la
sintesis de magnetita debido a que es un material que ya ha sido estudiado y del cual se puede encontrar
la suficiente informacidn en los acervos cientificos como para poder utilizarlo de referencia y compararlo
con los resultados de la sintesis del segundo sistema de nanoparticulas magnéticas, la ferrita de cobalto
zinc, Coo.25Zno.75Fe204, el cual es un sistema que presenta propiedades superparamagnéticas y que no se
encuentra reportado en la literatura para su uso como agente de extraccidn magnética de dcidos nucleicos.
Todos los sistemas sintetizados se llevaron a cabo en un reactor de vidrio cerrado, adaptado para llevar a

cabo la sintesis bajo una atmosfera inerte. La figura 16 muestra un diagrama del reactor y su descripcion.

3.3.1 - Sintesis de nanoparticulas nuicleo-coraza de magnetita (Fe30,@Si0>)

Para la sintesis de NPM nucleo coraza (NPMNC) de magnetita se adaptd un método de coprecipitacion
reportado en la literatura (Bayat, Shakourian-Fard, & Hashemi, 2014). Para la sintesis de las NPMNC de
magnetita se prosiguid con la segunda parte del protocolo (Bayat et al., 2014). Sin embargo este método
no permitié obtener los resultados esperados por lo que se adoptd otra ruta que resulté con mejores
rendimientos de sintesis y finalmente una extracciéon de acidos nucleicos aceptable. A continuacién se

describe la ruta de sintesis que permitio la sintesis de NPM estabilizadas en un medio acuoso.
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Para la sintesis de NPM de magnetita se adaptd el método de coprecipitacion reportado en la literatura
(Bayat et al., 2014), mientras que para las NPMNC de magnetita se utilizé el método (X. Chen, 2013),
mediante los cuales, se disuelven concentraciones respectivas de FeCl;-6H,0 a 0.123M y de FeCl;-4H;0 a
0.059M en 30 ml de H»0 desionizada en dos vasos de precipitado por separado. Luego, las soluciones se
mezclan bajo agitacién continua a 130 rpm en un reactor cerrado, bajo atmosfera de argdn durante 90
minutos en bafio maria a 90°C. La temperatura del medio se aumenta mediante una rampa de temperatura
hasta alcanzar primeramente la temperatura de 80°C, donde se comienza a adicionar una solucién de 5 ml
de NH4OH 28.6% mediante goteo a una razén de 0.5 ml/min. La solucién cambia de color a un color negro
caracteristico de la sintesis de magnetita. Después se agrega una solucién acuosa de 2.5 ml de acido citrico
al 40% a una razén de 0.5 ml/min. Una vez transcurridos los primeros 30 minutos, la mezcla se coloca en
agitacién continua a 130 rpm, sin flujo de argdn y a temperatura ambiente durante los 60 minutos
restantes. Después de transcurrido el tiempo, el precipitado se decanta magnéticamente y se agregan al
reactor 100 ml de H20 desionizada mediante pipeteo para no redispersar el precipitado. Con ayuda de
una varilla de vidrio se agita suavemente la mezcla, hasta la homogenizacién de la fase acuosa y el medio
basico. Luego de esto, se extrae con cuidado la mayor cantidad posible de sobrenadante liquido, hasta
obtener sdlo el precipitado solido en el reactor. A continuacion, para la peptizacion correcta de las NPM
de magnetita, estas son tratadas con 5 ml de HCl 0.1M mediante inmersion durante 5 minutos. Después,

las NPM se separan magnéticamente y el sobrenadante es extraido.

Prosiguiendo con el proceso de sintesis sol-gel, primero las NPM son redispersadas dentro de una mezcla
de 80 ml de alcohol etilico (agregados al reactor mediante pipeteo), al igual que 20 ml de H,O desionizada
y 1 ml de NH4OH 28.6%. Se sonica por un minuto para alcanzar la dispersion total del medio y seguido de
esto se agregan 0.144mmol de TEOS. Después se agita vigorosamente a 130 rpm durante un tiempo de 12
horas a temperatura ambiente. Después de las 12 horas, las NPMNC sintetizadas se decantan
magnéticamente y el sobrenadante es extraido. Las NPMNC son redispersadas nuevamente en una mezcla
de 60 ml de alcohol etilico, 0.3 g de CTAB, 80 ml de H;0 desionizada y 1 ml de NH4OH 28.6% (agregados
en dicho orden). La mezcla se sonica por 30 minutos para después, cambiar de lugar la dispersion a un
matraz de bola de 250 ml. Se agregan 1.9mmol de TEOS y se agita durante 12 horas a 130 rpm a
temperatura ambiente. Después de 12 horas las NPMNC+CTAB se decantan magnéticamente y se extrae
el sobrenadante liquido. En la dltima etapa, el exceso de CTAB es removido, a partir de una redispersion
de las NPMNC+CTAB en 100 ml de etanol dentro de un matraz de 500 ml, mediante reflujo quimico durante
48 horas a una temperatura de 90°C. Para obtener una mayor limpieza, el etanol se cambia cada 12 horas.
Finalmente, las NPMNC+CTAB, se secan en horno a vacio (0.1 Bar) a una temperatura de 45°C durante 24

horas, para después hacer las caracterizaciones correspondientes.
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3.3.2 - Sintesis de nanoparticulas nucleo-coraza de ferrita de cobalto zinc
(C00.25Zno.75Fe204@Si02)

De manera simultanea a los pasos realizados para la ruta de la sintesis de magnetita, la sintesis de NPM
de ferrita de cobalto zinc siguié un método de coprecipitacién modificado a partir de (Lopez et al., 2012).
Después, las NPM sintetizadas fueron recubiertas adaptando el método de sintesis (Bayat et al., 2014). Al
igual que para la magnetita, los resultados no fueron los mas viables para la sintesis dptima de NPM,
debido a oxidaciones de superficie, y se optd por disefiar una nueva ruta de sintesis para la correcta

dispersidn y estabilizacién de las NPM tipo nlcleo-coraza, conforme al siguiente método descrito.

Primeramente se lleva a cabo la sintesis de NPM de ferrita de cobalto-zinc en base al método de
coprecipitacion descrito por (Lopez et al., 2012), con las modificaciones respectivas para obtener los

rendimientos del método (Bayat et al., 2014) y los recubrimientos de silice a partir de una sintesis sol-gel

(X. Chen, 2013). A partir de estos cambios, se disuelven concentraciones respectivas de FeCl3-6H0 a 12—5

M, CoCl;-6H20 a oi_zss M y ZnS04+7H20 a % M en 27.27 ml de H;0 desionizada, en tres vasos de

precipitado por separado. Las soluciones se mezclan y se agitan vigorosamente a 130 rpm en un reactor
cerrado durante 60 minutos en bafio maria a 90°C. La temperatura del medio se aumenta mediante una
rampa de temperatura hasta alcanzar primeramente la temperatura de 80°C donde se comienza a
precipitar con una solucién de 18.2 ml de NaOH 3M a una razén de 7.5 ml/min. La soluciéon cambia de
color a un color café obscuro caracteristico del material durante el proceso de precipitacidon. Después de
esto se agregan 2.5 ml de Ac. Citrico 40% a una razén de 0.5 ml/min. Después de la precipitacion, la
solucidn se deja enfriar en un bafio frio y se decanta magnéticamente. Una vez la temperatura se regula a
25°C se agregan 100 ml de agua desionizada, mediante pipeteo para no redispersar el precipitado. Se agita
suavemente hasta la homogeneizacién de las fases acuosa y la solucidn basica y se extrae el sobrenadante
liguido hasta obtener solo el precipitado sélido. A continuacidn, las NPM son tratadas mediante inmersion
en 5 ml de HCl 0.1M durante 5 minutos para su peptizacion correcta. Después, las NPM se separan

magnéticamente y el sobrenadante es extraido.

Para comenzar el proceso de sintesis sol-gel, las NPM son redispersadas en una mezcla de 80 ml de alcohol
etilico (agregados al reactor mediante pipeteo), 20 ml de H,0 desionizada y 1 ml de NH4OH 28.6%. La
mezcla se sénica por un minuto para alcanzar la dispersion total y seguido de esto se agregan 0.144mmol
de TEOS. Después se agita vigorosamente a 130 rpm durante un tiempo de 12 horas a temperatura
ambiente. Después de 12 horas, las NPMNC sintetizadas se decantan magnéticamente y el sobrenadante

es extraido. Las NPMNC son redispersadas nuevamente en una mezcla de 60 ml de alcohol etilico, 0.3 g de
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CTAB, 80 ml de H,0 desionizada y 1 ml de NH4OH 28.6%, los cuales se agregan en dicho orden. La mezcla
se sdnica por un tiempo de 30 minutos y después, la solucién en dispersién se cambia de lugar a un matraz
de bola de 250 ml. Se agregan 1.9mmol de TEOS y se agita durante 12 horas a 130 rpm a temperatura
ambiente. Después de 12 horas las NPMNC+CTAB se decantan magnéticamente y se extrae el
sobrenadante liquido. En la ultima etapa el CTAB en exceso es removido, a partir de una redispersién de
las NPMNC+CTAB en 100 ml de etanol en un matraz de 500 ml, en reflujo quimico durante 48 horas a una
temperatura de 90°C. Para obtener una mayor limpieza, el etanol se cambia cada 12 horas. Finalmente,
después de separar el Ultimo sobrenadante de etanol de las NPMNC+CTAB, estas se secan en horno a vacio

(0.1 Bar) a una temperatura de 45°C durante un tiempo de 24 horas.

3.3.3 - Sinterizacion de nanoparticulas de ferrita de cobalto zinc

Con el objetivo de obtener un material con una fase de alto grado de cristalinidad a partir de las
nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto zinc (Coo.25Zno.7sFe204), una fraccidn de las nanoparticulas
de ferrita de cobalto zinc de cada sistema sintetizado (NPM, NPMNC y NPMNC+CTAB) es llevado a un
tratamiento de sinterizacién en horno a una temperatura de 600°C, por un tiempo de 10 horas mediante

una rampa de calentamiento de 8°C por minuto (Teixeira, Ogasawara, & Nobrega, 2006).

3.3.4 — Reactor para la sintesis continua de nanoparticulas magnéticas

El arreglo del reactor implementado relne las caracteristicas necesarias para sintetizar los productos y
manejar los reactivos para obtener los nanomateriales de una forma continua, debido a que en todo
momento las nanoparticulas sintetizadas estan inmersas en un medio acuoso con burbujeo de gas inerte.
De esta manera, las NPM no son expuestas al oxigeno atmosférico evitando la oxidacién y el cambio de
fase cristalina de la superficie de las NPM. A continuacion la figura 16 muestra un diagrama del reactor y

las partes que lo componen.
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Figura 16 Diagrama del reactor implementado para la sintesis de NPMNC de manera continua, con una capacidad
volumétrica de hasta 250 ml para reactivos en solucidn acuosa. Imagen tomada y modificada de (Clements, 2010).

3.4 — Extraccion y cuantificacion de acidos nucleicos
3.4.1 - Preparacion del cultivo de extraccion

Primero, se prepara un medio de cultivo LB (Luria-Bertani), base para el mantenimiento y la propagacién
de Escherichia coli, al disolver 2.5g del polvo LB en 100 ml de agua purificada. Después de mezclar bien, se
lleva a autoclave a 121°C durante 15 minutos para su esterilizacién. Una vez esterilizado se agrega con un
asa una pequefia cantidad de células de una cepa de E. coli DH5a almacenadas a -80°C. El medio se deja
en reposo a temperatura ambiente para generar un crecimiento overnight (por 16 horas). Después de este
tiempo, se colocan 3 ml del medio celular en un microtubo y se centrifuga a 14,000 rpm durante 5 minutos,
para después retirar el sobrenadante liquido del material bioldgico. Este procedimiento se lleva a cabo con
los 100 ml de cultivo celular overnight de E. coli DH5a total. El total de microtubos con un pellet celular

(aproximadamente 33) se almacenan a -20°C para su posterior uso en la extraccion de ADN.
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3.4.2 — Extraccion magnética de acidos nucleicos

Para la extracciéon del material genético se siguid una metodologia modificada a partir del protocolo
(Hawkins, Connor-morin, Roy, & Santillan, 1994). Previamente se deben de descongelar a temperatura
ambiente las células de E. coli a utilizar. Una vez descongeladas se centrifugan y se retira el sobrenadante.
A continuacidn, se pesan 20 mg del sistema de NPM a utilizar (NPM, NPMNC o NPMNC+CTAB) y se lavan
en 1 ml de EDTA 0.5 M pH 7.2 (agitando por inversidn) un total de 3 veces. Finalmente, las NPM son
resuspendidas en 1 ml de EDTA. Posteriormente a las células de E. coli se le agregan 30 ul de SDS 10% vy se
incuba por 2 minutos a temperatura ambiente para que sean lisadas. Después, se agregan 40 ul de la
dispersion de NPM en EDTA al lisado celular. Se afnaden 100 pul del buffer de unién (20% PEG 8000, 2.5M
NaCl), se mezcla por inversién y se incuba por 5 minutos a temperatura ambiente. Para el caso particular
de las NPMNC+CTAB, la extraccion se realiza dos veces, una utilizando el buffer y otra sin el buffer de
unién. Se prosigue a lavar las particulas colocando el microtubo sobre un iman con suficiente fuerza de
atraccidn magnética y se espera un tiempo de 2 minutos. Después de capturadas las NPM se retira el
sobrenadante y se agrega una cantidad de 0.5 ml de NaCl 5M para realizar el primer lavado, se descarta
el sobrenadante y se agregan de nuevo 0.5 ml de NaCl 5M realizando el lavado por segunda ocasion.
Después, se agregan 0.5 ml del buffer de lavado (TrisHCl 25 mM pH 7.8, KOAc 100mM, Mg,0OAc 10 mM).
Para el lavado no hay necesidad de resuspender las nanoparticulas en cada paso. Finalmente, después de
eliminar el dltimo sobrenadante de los lavados, las NPM se resuspenden en 50 pl de H,0 libre de nucleasas,
se agita suavemente y las NPM son capturadas magnéticamente, se separa la fase liquida y se almacena

en un tubo por separado para su posterior analisis.

3.4.3 — Extraccion de acidos nucleicos mediante el método de solucién cloroformo

Para la extraccién de acidos nucleicos mediante el método de solucion cloroformo se siguié un protocolo
modificado (Ausubel et al., 2003). Primero se descongelan a temperatura ambiente las células de E. coli a
utilizar y una vez descongeladas se centrifugan y se retira el sobrenadante. Después se les afiade 30 ul de
SDS al 10%, se mezcla y se incuban 5 minutos a una temperatura entre 50 y 65°C. En esta etapa la solucién
se torna viscosa. Después se afiaden 567 ul de TE buffer y se mezcla bien con ayuda de la pipeta para
disolver la solucion. Luego se afiaden 100 pl de NaCl 5M y se mezcla mediante inversién. Posteriormente,
se agregan 80 pl de solucion de CTAB/Na(l, se agita nuevamente (sin vortex) y se deja incubar 10 minutos

a 65°C. A continuacién se aiflade 500 pl de cloroformo, se mezcla vigorosamente y se centrifuga por 10
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minutos a 14,000 rpm. Después de la centrifugacién, se generan dos fases dentro del microtubo, una fase
organica (en la parte de abajo) y una fase acuosa (en la parte de arriba). La fase acuosa es removida,
evitando absorber la interface organica, y se almacena en un microtubo limpio. Se afiade el 60% del
volumen retirado en isopropanol y se mezcla suavemente por inversidon hasta observar un precipitado
blanco. Se centrifuga por 5 minutos a 14,000 rpm y después se decanta el sobrenadante. Se deja escurrir
la muestra en papel secante por 5 minutos y finalmente se resuspende el material organico en 50 pl de

H20 libre de nucleasas.

3.4.4 — Medicion de absorcion de luz UV y electroforesis en gel

Para el analisis mediante absorcién de luz ultravioleta se utilizan 2 pl del liquido sobrenadante obtenido
directamente de la extraccidn de acidos nucleicos, los cuales se depositan sobre el pedestal del
espectrometro de absorbancia de luz UV (Nanodrop™ Lite) y se mide su absorcidon a 260 nm y a 280 nm
respectivamente. Las mediciones se llevan a cabo metdédicamente realizando un proceso de limpieza entre

cada muestra para evitar la contaminacién del lector y la alteracién de la lectura.

Para la electroforesis en gel, se prepara un gel de agarosa al 0.8%. Para la preparacion del gel se miden 35
ml de TBE 1X y con ayuda de un matraz Erlenmeyer, se mezclan con 0.28 g de agarosa, agitandolos para
ayudar en la disolucién. Se calienta en el horno microondas por un minuto para lograr la disolucién total.
Se agita con cuidado, evitando la formacién de burbujas y se agregan 2 pl de Bromuro de etidio, evitando
la inhalacidon de vapores. Se llena la cdmara de electroforesis con TBE y se pone el gel previamente
preparado. Se prepara la muestra mezclando 7ul de los acidos nucleicos extraidos con 2 pul de buffer de
carga, y posteriormente se llena el pozo del gel con esta mezcla. Una vez cargado el gel con todas las
muestras, se corre la electroforesis a 80 V por 40 minutos. Una vez que ha corrido el gel, se retira y es
observado en un transluminador de luz UV para poder ver la fluorescencia de las bandas correspondientes

al ADN extraido.
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Capitulo 4. Resultados

En este capitulo se reportan los resultados de la sintesis de nanoparticulas de magnetita y ferrita de
cobalto-zinc mediante métodos de coprecipitacion quimica, asi como el recubrimiento de dichas
nanoparticulas con un precursor de silice mediante la sintesis tipo sol-gel. El objetivo fue generar sistemas
de nanoparticulas magnéticas nucleo-coraza (NPMNC) mediante un proceso continuo, con las
caracteristicas apropiadas y en el menor tiempo posible. Para estimar los rendimientos de la sintesis se
realizaron cdlculos basados en el peso de las NPM correspondientes, sin la contribucidn del recubrimiento.
Para el estudio de la fase cristalina de las nanoparticulas de ferrita de cobalto-zinc en particular, se llevd a
cabo un proceso de sinterizacién antes y después del proceso de recubrimiento. Los sistemas fueron
analizados mediante diferentes técnicas de caracterizaciéon, entre ellas XRD, FTIR, SEM, EDS, XPS y TEM,
para comparar sus caracteristicas estructurales y composicidon quimica. De igual manera, se evaluaron los
rendimientos de extraccion magnética de 4cidos nucleicos para los sistemas sintetizados. Las extracciones
magnéticas se compararon con el método de extraccién de acidos nucleicos por un protocolo de solucién
cloroformo, asi como con una muestra de ADN liofilizado del bacteriéfago A. Todas las extracciones de
ADN (a excepcidn del bacteriéfago A) se hicieron por duplicado, a partir de un cultivo overnight (24 horas)
de una cepa de Escherichia coli DH5a. Posteriormente se midid la absorbancia mediante espectrometria
de luz UV (en un equipo NanoDrop™ Lite) para conocer la concentracion y pureza de los acidos nucleicos

extraidos. Finalmente, se realizé un andlisis de fluorescencia mediante electroforesis en gel.

4.1 - Sintesis de nanoparticulas de magnetita (Fes0a)

A continuacién, se describe la ecuacion idnica neta para la reaccién de coprecipitacién de las

nanoparticulas de magnetita, Fe30a:

Fe?* + 2Fe3t + 80H™ - Fe;0, + 4H,0 (6)

Para el desarrollo de la ecuacién idnica neta de la reaccién de coprecipitacién de las nanoparticulas de

magnetita Fez04 vea el anexo A.
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4.1.1 - Estudio previo

El material esperado para la sintesis realizada por el protocolo de coprecipitacion reportado en la literatura
(Bayat et al., 2014) era la magnetita Fes0,, sin embargo el material final presentd el conjunto de planos
caracteristicos de la fase maghemita y-Fe;0s3, con estructura cristalina tetragonal y grupo espacial P4352,2

(No. 96) (Ficha: 01-089-5894). La caracterizacién por difraccién de rayos X se observa en la figura 17.
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Figura 17 Difractograma de rayos X para las nanoparticulas de maghemita, y-Fez0s3.

La figura 18a muestra la imagen obtenida por microscopia electrénica de barrido SEM para las NPM de

maghemita. La espectroscopia de fluorescencia de rayos X, EDS se observa en la figura 18b.
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Figura 18 a) Microscopia electrénica de barrido a una magnificacion de 5000X y b) espectroscopia de fluorescencia
de rayos X por energia dispersiva para las nanoparticulas de maghemita, y-Fe30a.
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Debido a la distribucién no uniforme de tamafios y morfologias de las NPM, asi como la oxidacién de su
superficie, se continud con la segunda parte del protocolo (Bayat et al., 2014), para la sintesis de NPMNC
de magnetita recubiertas de silice. El difractograma de la caracterizacion por difraccidon de rayos X para las
NPMNC se observa en la figura 19, en donde se observd un patrdn para una estructura cristalina cubica,
con grupo espacial Fd-3m (No. 227) (Ficha: 00-019-0629), caracteristico del 6xido de hierro de fase
magnetita (Fe304). Para el andlisis del tamafio de cristalito se utiliz6 la ecuacién de Scherrer, Ec. (5), y se
obtuvo un tamafio de cristal de 15.83 nm. Cabe mencionar que este valor, al depender de factores como
la constante K, pueden presentar hasta un 20% de incertidumbre en la precisién del calculo (Alexander &
Klug, 1950). Por ultimo, la microscopia SEM de la figura 20a muestra aglomeraciones y la espectroscopia

EDS de las NPMNC de la figura 20b, muestra un producto final con contaminaciones de cloro.
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Figura 19 Difractograma de rayos X para las nanoparticulas nucleo-coraza de magnetita, Fe30+@SiO-.
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Figura 20 a) Microscopia electrdnica de barrido a una magnificacion de 5000X y b) espectroscopia de fluorescencia
de rayos X por energia dispersiva para las nanoparticulas nucleo-coraza de magnetita, Fe304@SiOz>.
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4.1.2 - Sintesis de nanoparticulas nticleo-coraza de magnetita (Fez04@SiO>+CTAB)

Para lograr la sintesis correcta de las NPMNC de magnetita con recubrimiento de silice, se sintetizaron
primeramente NPM a partir de Bayat et al., 2014, método que consta en la precipitacién quimica de la
solucién de sales de hierro en un medio alcalino, para después hacer uso de estabilizantes quimicos como
el boruro de cetiltrimetilamonio (CTAB), para el recubrimiento mediante el protocolo de sintesis sol-gel
establecido por Chen, 2013. Una vez recubiertas las NPMN+CTAB, se secaron al vacio a una temperatura
de 45°C por un tiempo 24 horas y después se realizaron los respectivos andlisis de caracterizacién
morfoldgica y estructural. Para los rendimientos de sintesis, el calculo tedrico mediante la definicién del
reactivo limitante fue de 0.44 g (para la magnetita sin recubrimiento), mientras que el rendimiento en la

practica fue de 0.469 g (para la magnetita recubierta).

4.1.2.1 - Caracterizacion XRD de nanoparticulas nucleo-coraza de Fe30,@Si0O.+CTAB

La caracterizaciéon por difraccién de rayos X para las NPMNC de magnetita utilizando CTAB como
surfactante, se puede observar en la figura 21. De la misma manera que para las NPMNC de magnetita, las
NPMNC de magnetita + CTAB arrojaron un difractograma donde se observa un patron de difraccion
caracteristico para un compuesto de 6xido de hierro con una estructura cristalina cubica y un grupo
espacial Fd-3m (No. 227) (Ficha: 00-019-0629). Esto confirma la formacién de magnetita mediante
coprecipitacion quimica. El ruido en la sefal a dngulos bajos se debe a la fluorescencia del hierro. Después
de un analisis de tamafio de cristalito utilizando la ecuacidn de Scherrer se obtuvo un tamafio de cristal de

13.85 nm. Cabe recordar que este valor puede tener hasta un 20% de incertidumbre en la precision.

120

| Referencia: 00-019-0629, Magnetita, syn

100

-
-
™

80

Intensidad (U.A.)
440

T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80

20

Figura 21 Difractograma de rayos X para las nanoparticulas nlcleo-coraza de magnetita Fes04@Si02+CTAB.
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4.1.2.2 - Caracterizacion FTIR de Acido Citrico y CTAB

Para continuar con el analisis de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) de las
NPMNC de magnetita + CTAB, se hizo primeramente el andlisis de espectroscopia infrarroja para el
estabilizante monomérico puro y para el surfactante utilizado (el acido citrico y el CTAB). De esta manera
se pudieron describir las caracteristicas de los enlaces de los componentes presentes en cada etapa de la
reaccion de sintesis de las NPMNC de magnetita + CTAB. La figura 22 muestra los espectros FTIR de estos

dos compuestos en su estado puro.
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Figura 22 Espectro FTIR para a) una muestra del acido citrico y b) una muestra de bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB).

4.1.2.3 - Caracterizacion FTIR de nanoparticulas ntlcleo-coraza de Fe3;04@SiO+CTAB

El andlisis de espectroscopia infrarroja de las NPMNC de magnetita + CTAB se observa en la figura 23. Este

analisis se realizé para cada etapa del proceso de estabilizacién y recubrimiento de la NPM, desde el
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proceso de sintesis de la NPM, hasta la etapa final del proceso de reflujo quimico, en donde el exceso de
surfactante CTAB es removido. Como resultado se pretende obtener informacion relevante para cada
etapa del proceso, que permita diferenciar el tipo de material sintetizado mediante el método de

dispersion y estabilizacidn, a diferencia de otros métodos, lo cual se planteara en las discusiones.
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Figura 23 Espectros de absorcién de luz infrarroja para las etapas del proceso de sintesis de las nanoparticulas
magnéticas nucleo-coraza de magnetita + CTAB, Fe30:@SiO2+CTAB. Cada etapa del proceso de estabilizacion y
recubrimiento arrojé una absorcién caracteristica para el comportamiento de los diferentes tipos de enlaces
presentes en los grupos funcionales unidos a los compuestos quimicos.
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4.1.2.4 - Caracterizacion SEM y EDS de nanoparticulas nucleo-coraza de Fe304@SiO>+CTAB

La microscopia electrénica de barrido se observa en la figura 24a. De igual manera la espectroscopia de

fluorescencia de rayos X por dispersidén de energia que se observa en la figura 24b.
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Figura 24 a) Microscopia electrdnica de barrido a una magnificacién de 5000X y la b) espectroscopia de fluorescencia
de rayos X por energia dispersiva para las nanoparticulas ntcleo-coraza de magnetita, Fe30+@SiO2+CTAB.

4.1.2.5 - Caracterizacion XPS de nanoparticulas nticleo-coraza de Fe30,@SiO>+CTAB

La espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X muestra un espectro XPS para los elementos presentes en
las NPMNC, con energias de enlace correspondientes a los estados quimicos y a la estructura electrénica de cada
elemento. La figura 25a muestra el espectro XPS con energias de enlace de 0 a 13000 eV, asi como en la figura 25b

se muestra la ventana de energia emitida para el elemento de hierro.
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Figura 25 XPS generado a partir de emision de rayos X de nanoparticulas nucleo-coraza de
Fe3;0.@Si0,+CTAB. En a) se muestra el espectro general y en b) se muestra la ventana de energias de
enlace para la fotoemisién del hierro.
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4.1.2.6 — Caracterizacion TEM de nanoparticulas nicleo-coraza de Fe3;04@SiO+CTAB

La microscopia electrdnica de transmision para las NPMNC de magnetita + CTAB muestra imagenes de alta
resolucidn para nanoparticulas con tamanos que oscilan entre los 10 y los 15 nm de didmetro, las cuales

se pueden observar en las micrografias a diferentes amplificaciones de la figura 26.

Figura 26 Las imagenes de microscopia electrénica de transmisién para las nanoparticulas nucleo-coraza de
magnetita + CTAB, Fe30:4@Si02+CTAB, presentan tamafios de particula de 10 a 15 nm. En la imagen b), c) y d) se
pueden observar las diferentes distancias interplanares para el nucleo de una particula, los cuales coinciden con los
espaciamientos interplanares reportados para la magnetita y para la silice cristalina. De igual manera se observan
recubrimientos de silice de 2.5 a 3.6 nm de espesor.
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4.1.2.7 - Distribucion de tamaiios de nanoparticulas niucleo-coraza de Fez0,@SiO2+CTAB

Los histogramas de los tamafios de hanoparticulas de Fe;0,@SiO,+CTAB se observan en la figura 27, tanto
como para las particulas sin sinterizar como para las particulas sinterizadas, las cuales muestran en

conjunto un rango de tamafios que oscilan entre 10 y 20 nm.
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Figura 27 Histograma de la distribucion de tamafios para los diametros de particulas de Fe304@SiO»+CTAB.

4.2 - Sintesis de nanoparticulas de ferrita de cobalto zinc (C0o.25ZNno.7sFe204)

A continuacion, se describe la ecuacion quimica de la reaccidn de coprecipitacion para la ferrita de cobalto

zinc, Coo25Zno75Fe204:

8Fe3* + Co?* + 3Zn** + 320H™ - 4( Cog 25210 75Fe,0,) + 16H,0 (7)

Para el desarrollo de la ecuacidn idnica neta y un analisis de las etapas de la reaccidn de coprecipitacidon

quimica de las nanoparticulas de ferrita de cobalto zinc, Coo.25Zno.75Fe204, vea el anexo B.



49
4.2.1 - Estudio previo

Para la sintesis de las NPM de ferrita de cobalto zinc se siguié un protocolo de coprecipitacion reportado
por Lépez et al., 2012, con las modificaciones necesarias para obtener como resultado nanoparticulas con
caracteristicas superparamagnéticas. La caracterizacion por difraccidn de rayos X para la sintesis de NPM
de ferrita de cobalto zinc se observa en la figura 28. Tras hacer un analisis del tamafio de cristal con la
ecuacién de Scherrer, se obtuvieron los tamafios de 31.73 y 49.35 nm, para las NPM de Coo.25Zno7sFe204
sin sinterizar y sinterizadas a 600°C respectivamente. Como ya se menciond, este calculo representa un
20% de incertidumbre en su precisién, al depender de factores como la constante K de forma de particula,
por lo que se suele utilizar un valor de K= 1 como convencién para la reduccién del valor de incertidumbre
(Alexander & Klug, 1950).0tro factor que influye en la precisidn del calculo del tamafio de cristal es debido
al ensanchamiento B de los picos de difraccion, el cual es inversamente proporcional al didmetro como se
observa en la ecuacion (5). Los picos de difraccién derivan de la contribucién en grupo sobre todos los
atomos del cristal. En cristales ideales la suma es sobre un numero “infinito” de atomos, lo que genera una
sefal de longitud de onda espectral estrecha. A diferencia de los materiales en la macroescala, las
nanoparticulas tienen menos atomos, por lo tanto la suma de red no es capaz de converger en una linea
de difraccion estrecha, tendiendo mostrar un ensanchamiento (Cullity, 1956). De esta manera el ancho del
pico de difraccion es un indicador del tamafio de cristal de la nanoparticula. La caracterizacion por

espectroscopia infrarroja de las NPM de ferrita de cobalto zinc se observa en la figura 29.
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Figura 28 Difractograma de rayos X para las nanoparticulas de ferrita de cobalto zinc Coo.25Zno.7sFe204, a) sin
sinterizar y b) sinterizadas a una temperatura de 600°C por un tiempo de 10 horas.
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Figura 29 Espectro de absorcidn de luz infrarroja de nanoparticulas de ferrita de cobalto zinc a) y b) sin sinterizacidn,
y ¢) y d) sinterizadas a una temperatura de 600°C por un tiempo de 10 horas. Las imagenes b) y d) son amplificaciones
respectivas del espectro de absorcién dentro del rango de 1000 a 370 cm™™.

Mediante microscopia SEM de las NPM de Coo25Zno7sFez04 con y sin sinterizacidn, se observé una
variedad de tamafios y morfologias no uniformes, mientras que para la espectroscopia de fluorescencia
de rayos X por energia dispersiva, se observaron valores de energias de enlace caracteristicos de los
elementos de la muestra (6.396 keV para el Fe, 6.924 KeV para el Co y 8.630 KeV) (Bruker, 2015), con
valores para los porcentajes en peso proporcionales a las cantidades utilizadas en la sintesis de NPMNC.
Se prosiguid con la sintesis de las NPMNC de ferrita de cobalto zinc recubiertas con silice, para lo cual se
siguidé el mismo protocolo para el recubrimiento de nanoparticulas reportado por Bayat et al., 2014. La
microscopia SEM de las NPMNC de ferrita de cobalto-zinc mostré morfologia no uniforme para las NPMNC,
inclusive en la espectroscopia EDS para este sistema sintetizado se encontré una contaminacién de cloro.

Por lo tanto se continud a generar el recubrimiento apropiado mediante surfactantes y estabilizantes.
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4.2.2 - Sintesis de nanoparticulas nucleo-coraza de ferrita de cobalto zinc
(Co0.25ZN0.75Fe204@Si02+CTAB)

Para la sintesis de las NPMNC de ferrita de cobalto-zinc con recubrimiento de silice, estabilizadas por un
surfactante catidnico (CTAB), se adaptaron los protocolos establecido por Chen, 2013 y por Lépez et al.,
2012. Las nanoparticulas recubiertas se llevaron a secado al vacio a una temperatura de 45°C por un
tiempo de 24 horas. Posterior a esto se hizo una calcinacidn de una fraccién del rendimiento total de las
nanoparticulas recubiertas a una temperatura de 600°C, para de igual manera, realizar los respectivos
analisis de caracterizacion morfoldgica y estructural, tanto de la fraccién sin sinterizar como de la fraccidon
sinterizada. Para los rendimientos de sintesis, el calculo tedrico mediante la determinacion del reactivo
limitante resulto en un peso de 0.44 g para el ntcleo sin recubrimiento, mientras que el rendimiento en la

practica fue de 0.544 g para la particula nucleo coraza sintetizada.

4.2.2.1 - Caracterizacion XRD de nanoparticulas nucleo-coraza de
C00.25ZNn0.75Fe204@Si0,+CTAB

La caracterizacion por difraccién de rayos X para las NPMNC de ferrita de cobalto-zinc utilizando CTAB
como surfactante se puede observar en la figura 30. El patrén describe un compuesto de éxido de hierro
con estructura cristalina cubica y grupo espacial Fd-3m (No. 227) (Ficha: 00-019-0629), el mismo que
aparece después de sinterizar la muestra. El calculo de tamafio de cristal con la ecuacidn de Scherrer arrojo

tamanfios de 18.44 y 12.3 nm de manera respectiva para las NPMNC+CTAB sintetizadas.
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Figura 30 Difractograma de rayos X para las nanoparticulas nucleo-coraza Coo.25Zno.75Fe204@Si02+CTAB con un
proceso de sintesis a) sin sinterizacion y b) con sinterizacién a una temperatura de 600°C por un tiempo de 10 horas.
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En forma de comparar los patrones de difraccidon obtenidos para la magnetita y la ferrita de cobalto zinc,
la figura 31 muestra una comparacién de los difractogramas obtenidos para ambos sistemas, en donde se
observa un corrimiento del patron de difraccion para las NPMNC de ferrita de cobalto zinc, debido al
reacomodo de dtomos de zinc en su red atdmica. Esto se puede observar al comparar con una linea recta
vertical el pico de intensidad maxima [311], el cual se encuentra a una posicidon 26 de 35.68 para las
NPMNC de magnetita, mientras que para la ferrita de cobalto zinc sin sinterizar se encuentra a 35.32° y
para la ferrita de cobalto zinc sinterizada se encuentra a 35.31°. Por lo tanto, mientras que para los dos
diferentes sistemas de NPMNC (magnetita y ferrita de cobalto zinc) hay un corrimiento de 0.36°, se
observa que para la ferrita de cobalto zinc sin sinterizar y sinterizada no hay un corrimiento notorio.
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Figura 31 Corrimiento del patrén de difraccion de XRD para las NPMNC+CTAB sintetizadas.

4.2.2.2 - Caracterizacion FTIR de nanoparticulas nucleo-coraza de
C00.25ZNng.75Fe204@Si0+CTAB

El andlisis para la espectroscopia infrarroja para las nanoparticulas Co¢.25Zn¢75Fe;04@Si02+CTAB se
muestra en la figura 32. Los resultados de este andlisis son similares a los presentados para el sistema
Fe3;04@Si0, en donde se demuestra que la adicién de CTAB al proceso de sintesis de la coraza de SiO.,
incrementa la sefial Si-O a 1070 cm™. Ademas de estas sefiales también se pueden describir las otras
componentes del espectro las cuales son la presencia de vibraciones de tensién de enlaces O-H a
frecuencias entre los 3600 y 3200 cm™?, asi como las vibraciones de deformacién de O-H a frecuencias de
1630 cm, atribuidas a la presencia de grupos hidroxilo (-OH), o a moléculas de agua, en coordinacién con
la superficie insaturada de atomos de hierro. También se pueden observar las vibraciones de tensién del
enlace C-0 (para el anién CO3=) a la frecuencia de 1400 cm™ a causa de la presencia de CO; atmosférico

en la muestra (lyengar et al., 2014).
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Figura 32 Espectro de absorcidon de luz infrarroja para las distintas etapas del proceso de estabilizacién y
recubrimiento de las nanoparticulas ndcleo-coraza de ferrita de cobalto zinc + CTAB, C00.25Zno.7sFe204@Si02+CTAB.
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4.2.2.3 - Caracterizacion SEM y EDS de nanoparticulas nucleo-coraza de
Co0.25Zno.75Fe20,@Si02+CTAB

La microscopia electrénica de barrido de las NPMNC se observa en la figura 33a. La espectroscopia de
fluorescencia de rayos X por energia dispersiva mostrd el espectro de dispersion que se observa en la
figura 33b, con los respectivos valores de porcentaje de peso de los elementos presentes. De igual manera
en las figuras 33c y 33d se observan las caracterizaciones de las muestras sinterizadas. Cabe mencionar
que después del proceso de sinterizacion los valores de energias de enlace para la muestra se mantuvieron
iguales, sin embargo los porcentajes de peso presente cambiaron al grado de perder la estequiometria del

sistema, lo cual pudo deberse a un error de medicién en el equipo.
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Figura 33 Imagenes SEM y espectro EDS para las nanoparticulas nicleo-coraza de Coo.25Zno.75Fe204@Si02+CTAB
antes del proceso de sinterizaciéon a) y b), y después del proceso de sinterizacion c) y d).



4.2.2.4 - Caracterizacion XPS de nanoparticulas nticleo-coraza de

C00.25ZNn0o.75Fe204@Si02+CTAB
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La espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X muestra un espectro XPS para los elementos presentes en

las NPMNC, con energias de enlace correspondientes a estados quimicos y a la estructura quimica de cada elemento.

La figura 34a muestra el espectro XPS resultante, asi como las ventanas de energia emitidas por los elementos que

componen la ferrita de cobalto zinc, se muestran en las figuras 34b, 34b y 34c.
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Figura 34 XPS generado a partir de emisién de rayos X de nanoparticulas ndcleo-coraza de formula quimica
Co0.25Zno.75Fe204@Si02+CTAB. En a) se muestra el espectro general mientras que en b), c), y d) se muestran solo las
ventanas de energias para el cobalto, zinc y hierro, respectivamente. En color azul se muestran los valores para la
muestra no sinterizada y en color rojo los valores para las muestras con sinterizacion.
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4.2.2.5 - Caracterizacion TEM de nanoparticulas nicleo-coraza de
Co0.25Zno.75Fe20,@Si02+CTAB

La microscopia electrénica de transmision para las NPMNC de ferrita de cobalto zinc mas CTAB, sin
sinterizar y sinterizadas a 600°C, se muestran en la figura 35 y 36 respectivamente, las cuales muestran
imagenes de NPMNC de ferrita de cobalto zinc con tamafios aproximados de 10 a 20 nm de didmetro con

recubrimientos de aproximadamente 1.2 nm de grosor.

0.284 nm'.

Figura 35 Imagenes de microscopias electronicas por transmision para las nanoparticulas nucleo-coraza
Coo0.25Zno.75Fe204@Si02+CTAB, sin sinterizar. En ellas se observan particulas con tamafios de 10 a 20 nm de diametro.
Las imagenes c) y d) muestran diferentes distancias interplanares de la NPMNC.



Figura 36 Imagenes de microscopia electronica de transmision para las nanoparticulas nucleo-coraza de
Coo.25Zno.75Fe204@Si02+CTAB, sinterizadas a una temperatura de 600°C. En ellas se observan particulas con tamafios
de 10 nm de diametro y distancias interplanares de 0.25 nm de longitud en promedio.

4.2.2.6 - Distribucion de tamafios de nanoparticulas nucleo-coraza de
C00.25ZNno.75Fe204@Si02+CTAB

Los histogramas de los tamafios de hanoparticulas de Cog.25ZNno.75Fe20.@Si02+CTAB se observan en la figura
37, tanto como para las particulas sin sinterizar como para las particulas sinterizadas, las cuales muestran

en conjunto un rango de tamafios que oscilan entre 5y 20 nm.
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Figura 37 Histogramas de la distribucion del tamafio del didametro de nanoparticula de Coo.25Zno.7sFe202@Si02+CTAB
a) sin sinterizar y b) sinterizadas.

4.3 - Dispersion de nanoparticulas nucleo-coraza en medio acuoso

Para el analisis de la dispersidn de los sistemas sintetizados en un medio acuoso, se tomé una cantidad
aproximada de 20 mg de cada uno de los tres sistemas de NPMNC+CTAB sintetizados, estos son:
Fe30.@Si02+CTAB, C00.25Zn¢.75Fe20.@Si02+CTAB y Co0.25Zn¢75Fe20.@Si0,+CTAB/600°C los cuales se
suspendieron en 15 ml de H,O desionizada respectivamente. Cabe mencionar que los sistemas que se
sintetizaron sin surfactantes no presentaron buena dispersion en medio acuosos, por lo tanto no se
reportaron sus resultados de dispersion. Las muestras fueron dispersadas y recapturadas mediante la
exposicion a un campo magnético externo durante un tiempo de 1 minuto. La figura 38 muestra la

dispersidn y recuperaciéon magnética de las NPMNC+CTAB en un medio de agua destilada.

Figura 38 Imagenes de dispersiones y recuperacion magnética en un tiempo de 1 minuto para las nanoparticulas de
a) Fe304@Si02+CTAB, b) Coo.25Zn0.75Fe204@Si102+CTAB, y ¢) Coo.25Zno.7sFe204@Si02+CTAB sinterizadas a 600°C.
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4.4 - Cuantificacion de extraccion de acidos nucleicos por espectroscopia UV

Los analisis por espectrofotometria de luz ultravioleta de las muestras de las extracciones de acidos
nucleicos mostraron diferentes valores de absorcion de luz ultravioleta, los cuales se pueden representar
como una concentracidon y/o una pureza, para las extracciones de acidos nucleicos analizadas. Cabe
mencionar que el proceso de extraccidon se elabord por duplicado para cada tipo de NPM sintetizada. En
la tabla 4 se observan los promedios de los valores de absorcién de las 14 muestras de acidos nucleicos

extraidos.

Tabla 4 Absorbancias, purezas y concentraciones de extraccion mediante absorcidn ultravioleta para las 14 muestras
de acidos nucleicos extraidos por los distintos métodos. Cada método de extraccidon se realizd por duplicado. Para
las extracciones de acidos nucleicos realizadas por sistemas sintetizados con surfactantes, se realizé una segunda
lectura, para cada muestra y su respectivo duplicado, para corroborar la fiabilidad de la lectura.

Lecturas de absorcién ultravioleta
Promedio lera Lectura Promedio 2da Lectura
Muestra [Nombre del metodo de extraccién | |

1{Fago A (ADN comercial) 0.564 1740 28.200

2|Extrac. Cloroformo 7.045  2.125 351.950

3|Fe30, 2,308  1.505 115.400

4|Fe;0,@Si0, 1662 1785 83.150

5(Fe;0,@Si0, + CTAB (c¢/B.U.) 1.585 1.640 79.250 1.837 1.645 91.850

6|Fe;0,@Si0, +CTAB (s/B.U.) 2.144 1550 107.200 1.858 1.645 92.900

7|CoZnFe,0, 1.18 1.770  59.200

8|CoZnFe,0,/600°C 0.429 2340 21.450

9|CoZnFe,0,@SiO, 1260 1.730 63.150
10|CoZnFe,0,@Si0,/600°C 0.806 1.890 40.250
11|CoZnFe,0,@Si0O, + CTAB (c/B.U.) 0.884 1930 44.150 1.054 1.830 52.700
12(CoZnFe,0,@SiO, + CTAB (s/B.U.) 0.885  2.095 44.250 1.243 1.955 62.150
13|CoZnFe,0,@Si0O, + CTAB/600°C (c/B.U.) 0912 1.920 45.600 0.934 1.880 46.700
14|CoZnFe,0,@Si0O, + CTAB/600°C (s/B.U.) 1.110 1.915 55.450 1.410 1.835 70.500

A continuacion, en la tabla 5 se muestran los valores de la media y desviaciones estandar calculados
Unicamente para las lecturas de extraccidén de acidos nucleicos realizadas a partir de los sistemas de

NPMNC+CTAB, debido a su buena dispersién en medios acuosos y altos rendimientos de extraccion.
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Tabla 5 Valores medios y desviaciones estandar para los valores de absorcidn, pureza y concentraciones de extraccion
de los acidos nucleicos extraidos a partir de los sistemas de NPMNC+CTAB. Cada calculo esta basado en el promedio
de los 4 distintos valores recolectados de la cuantificacion de extraccién de la tabla 4.

Promedios de abosrciones
Abs 260 nm Pureza [ng/ui]
Muestra Muestras con CTAB
5[Fe304@Si02 - CTAB (c¢/B.U.) 1.711 0.341 1.643 0.026 85.550| 17.078
6[Fe304@Si02 - CTAB (s/B.U.) 2.001 0.796 1.598 0.062 100.050f 39.851
11|CoZnFe204@SiO2 - CTAB (c/B.U.) 0.969 0.159 1.880 0.107 48.425 7.952
12|CoZnFe204@SiO2 - CTAB (s/B.U.) 1.064 0.291 2.025 0.160 53.200f 14.546
13|CoZnFe204@SiO2 - CTAB/600°C (c/B.U.) 0.923 0.221 1.900 0.094 46.150( 11.025
14(CoZnFe204@Si02 - CTAB/600°C (s/B.U.) 1.260 0.156 1.875 0.193 62.975 7.814

4.5 — Electroforesis en gel agarosa para extracciones de acidos nucleicos

En la figura 39 se observan las bandas correspondientes al material genético extraido mediante la

metodologia tradicional con cloroformo y con las diferentes nanoparticulas magnéticas sintetizadas en

este trabajo de tesis. Los numeros corresponden al orden mostrado en la tabla 4. Las muestras que

mostraron bandas de mayor intensidad de fluorescencia corresponden a los pozos 6 (Fe30.@SiO,+CTAB)

y 14 (Coo.25Zn¢.75Fe204@Si02+CTAB).
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Figura 39 Electroforesis en gel agarosa para las 14 extracciones de acidos nucleicos. La numeracion de cada pozo
corresponde al nimero del método de extraccidon que se observa en la tabla 4. Las muestras 6 y 14 son las muestras
que muestran mayor fluorescencia de acidos nucleicos en los pozos, las cuales fueron extraidas mediante el método
de extraccion magnética de NPMNC+CTAB.
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Capitulo 5. Discusiones

En esta tesis se han reportado los resultados de la sintesis de nanoparticulas de magnetita y ferrita de
cobalto zinc, su estabilizacion y recubrimiento, asi como su aplicacidn en la extraccidn de acidos nucleicos.
Basdndose en protocolos previamente establecidos para la sintesis de nanoparticulas magnéticas,
realizando algunas modificaciones respectivas, se propuso encontrar la mejor ruta para la sintesis de un
material que pudiera brindar las mejores caracteristicas y rendimientos para la extraccidon de acidos
nucleicos, en comparacién con otro tipo de nanoparticulas magnéticas reportadas en la literatura. Como
resultado de la eleccion del medio de sintesis, se optd por la elaboracidn de un reactor de vidrio en donde
llevar a cabo la reaccidn, de manera que los reactivos pudieran ser suministrados facilmente y que, a través
del suministro de un flujo de un gas inerte, se pudiera generar una atmosfera libre de oxigeno para evitar
la oxidacion de las nanoparticulas. La figura 16 muestra el diagrama del reactor construido. Después de
esto, se experimentd con los diferentes métodos elegidos para la correcta estabilizacion y recubrimiento,
optando por las vias mas accesibles y efectivas, las cuales resultaron ser aquellas en las que el proceso se
hizo de manera continua, calculando los rendimientos de reaccion y recubriendo el material sintetizado
con una cantidad determinada de precursor para su mayor aprovechamiento. Finalmente se comparo cada
uno de los sistemas generados y se obtuvo informacion, tanto morfoldgica como estructural, asi como de

rendimiento para la extraccion de acidos nucleicos a partir de ellos.

5.1 - Sistemas de nanoparticulas de magnetita (Fes0a)

Al hablar de aplicaciones biomédicas, el uso de la fase magnetita tiene una mayor preferencia sobre la fase
de maghemita, debido a saturaciones de magnetizacion mayores y altas susceptibilidades magnéticas
(Roca, Marco, Del Puerto Morales, & Serna, 2007). Por esto es de gran importancia evitar la oxidacién de
la magnetita. Una opcidn para lograr este objetivo es recubrir las NPM con un material estable como lo es
la silice (Si02). Para el caso de la sintesis de magnetita, la formacién de una fase de maghemita (éxido de
hierro Ill), puede deberse a la oxidacién topotactica de la magnetita, es decir, una reaccién de oxidacion
tal que la orientacidn cristalina del producto final estd determinada por la orientacion cristalina inicial
(Miiller, 2013). La superficie de la nanoparticula de magnetita tiende a oxidarse y formar un recubrimiento

de maghemita al estar en contacto directo con el oxigeno del medio ambiente (lyengar et al., 2014).
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5.1.1 - Estudio previo

El difractograma de rayos X para NPM de magnetita de la figura 17 resultd en una evidente oxidacidn,
debido a que el patrén de picos de difraccion obtenido difirié del patrdn caracteristico para la magnetita,
llevandose a cabo la sintesis de una fase de maghemita. Las imagenes de SEM para la NPM de maghemita
de la figura 18a muestran un material amorfo en bulto, lo cual no permitioé la formacién de nanoparticulas.
Al ser recubierta, se observa en el difractograma de la figura 19, que se logro estabilizar y se obtuvo la fase
deseada, sin embargo dicha particula no mostrd una dispersién uniforme en el medio acuoso, lo cual se
puede observar en la imagen SEM de la figura 20a. Cabe mencionar que el difractograma de rayos X se ve
afectado por la fluorescencia del hierro a dangulos menores de 25° (26), lo cual se debe a que la energia de
ionizacion del hierro por parte de la magnetita es menor (7 KeV) que la energia del haz de rayos X de la
fuente de cobre Ka (8.04 KeV), por lo tanto, los rayos X tendrdn la suficiente energia como para expulsar
un electrén de la capa K del hierro resultando en la emisién de una radiacion de fluorescencia

(Suryanarayana, C., Grant Norton, 1998).

5.1.2 — Analisis sobre el recubrimiento de silice

Para poder sintetizar un material con un recubrimiento uniforme de silice se puede utilizar la aproximacion
descrita por Bergna, 1994, mediante la cual se calcula que se necesita un minimo de 5.5% de SiO; en peso
para generar un recubrimiento de silice de monocapa atémica sobre nanoparticulas de 40 nm de didametro.
Por lo tanto, para recubrir nanoparticulas de 10 nm de didmetro, surge una relacién area-volumen que
requiere de agregar una cantidad mayor a 5.5% en peso de SiO; para el recubrimiento de una capa
monoatémica de silice. Para asegurar la correcta proteccién de nanoparticulas, y evitar al maximo la
reduccion de la magnetizacién de los nanocompuestos magnéticos a recubrir, Liu et al. (Liu, Xu, Finch, &
Egerton, 1998) utilizaron un porcentaje en peso de 11% de SiO; para recubrir nanoparticulas de
aproximadamente 20 nm de didmetro. A partir de este resultado, surge la idea de utilizar un minimo de

22% de Si0; en peso para el recubrimiento eficiente de NPM de 10 nm de diametro.

Como parte de la sintesis del recubrimiento de silice, es necesario generar un medio de reaccidn
homogéneo para que las particulas puedan recubrirse uniformemente en todo el volumen del reactor.
Una parte fundamental del método de sintesis, es la adicion de un componente y la correspondiente

agitacién del medio de reaccidén para asegurar la dispersidon correcta. Para el caso de la adicidn del
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precursor de silice (TEOS), previamente se debe de generar un medio de solucion alcalino uniforme, para
alcanzar un pH de 10 en el medio y permitir la formacién de silice sobre la superficie de las nanoparticulas.
Las proporciones entre el solvente organico presente, el agua y el catalizador del medio de dilucidn,
permiten llevar a cabo el proceso sol-gel para el recubrimiento de las NPM, el cual se basa en la hidrdlisis
del precursor de TEOS y la subsecuente condensacién del TEOS hidrolizado sobre los grupos hidroxilo de
la superficie de la nanoparticula metalica. Mediante el control de la hidrolisis del TEOS, el enlace M-0-Si
es establecido entre la superficie de los atomos metalicos (M) y el silicio del TEOS, dando lugar a la
formacién de una red tridimensional de silice mediante la formacidn y polimerizacién de enlaces siloxanos

(Si-0-Si), en funcién del incremento de la concentracion de TEOS y un grado de hidrolisis (Liu et al., 1998).

5.1.3 - Sintesis de nanoparticulas nucleo-coraza de magnetita (Fes04@SiO>+CTAB)

La falta de dispersidon de nanoparticulas en un medio acuoso y su consecuente precipitacion, son dos de
los factores mas comunes que influyen en el rendimiento del recubrimiento de silice, lo cual da como
resultado la aglomeracién de las nanoparticulas. Por esta razén se decidié trabajar con métodos que
mejoraran las dispersiones de las NPM en el medio acuoso. Los nucleos magnéticos fueron sintetizados
con ayuda de estabilizantes monoméricos y surfactantes, lo que les confiere mejor dispersidn y estabilidad

para poder ser recubiertos por una capa de silice satisfactoriamente.

Como resultado del recubrimiento de magnetita con silice mediante el uso de surfactantes y estabilizantes
monoméricos (CTAB y acido citrico), el difractograma de rayos X de la figura 21 muestra la formacién de
una nanoparticula de magnetita con estructura cristalina cubica y grupo espacial Fd-3m (No. 227) (Ficha:
00-019-0629), mientras que para el analisis de Scherrer se encontré un tamafio de cristalito de 13.85 nm
de longitud. Para los rendimientos de sintesis, el célculo tedrico del peso de las NPM fue de 0.44 g,
mientras que el rendimiento practico fue de 0.469 g. Considerando que el espectro EDS de la figura 24b,
no es un valor absoluto empero una técnica puntual que permite comparar los analisis de rendimientos,
este muestra un valor del 13.82% en peso para el silicio presente, se puede calcular que un aproximado
de 29.52% le corresponde a un compuesto de silice (SiO,). Por lo tanto, si el peso tedrico total de la sintesis
de Fes04 es 0.44 g y representa el 70.48% de las NPMNC de Fe;0,@Si0,, esto hace referencia a la sintesis
de 0.184g de SiO; total. Por lo tanto, el rendimiento tedrico total, en base a los resultados recolectados
por EDS, debe de ser 0.624 g, y por lo tanto 0.155 g se perdieron en la recoleccién final. Al comparar la

cantidad total de 29.52% de SiO, presente, y la cantidad de 22% de SiO2 minima necesaria para el
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recubrimiento eficiente de NPM de 10 nm de didmetro, suponemos que al menos una capa monomérica
recubrird a las NPMNC (Liu et al., 1998). Cabe mencionar que también en base al espectro EDS, se observa
un material libre de impurezas. La microscopia SEM de la figura 24a muestra una morfologia uniforme, a

diferencia de los rendimientos de uniformidad alcanzados con otros métodos de sintesis de NPM de Fes0,.

Como resultado del analisis por absorcidn de luz infrarroja de la figura 23 se puede observar que a lo largo
del proceso de sintesis y recubrimiento, la banda de vibracién v1=570 cm™ permanece sin modificacién,
hasta el momento que se agrega el CTAB al medio de sintesis, generando un pico a 640 cm™. Esto puede
deberse al pico de absorbancia de 730 cm™ correspondiente al CTAB puro, el cual, al ser adsorbido por la
superficie de la nanoparticula es recorrido hacia una frecuencia de 640 cm, indicando la formacién de un
complejo (Nithiyanantham et al., 2015). De igual manera, cuando el exceso de CTAB es removido mediante
reflujo quimico, la banda de absorcidn caracteristica de la magnetita a 570 cm™ es nuevamente visible y
las vibraciones a 2920y 2850 cm?, correspondientes a tensiones de grupos C-H antisimétricos y simétricos
del CTAB, disminuyen de intensidad, lo que indica una limpieza del exceso de CTAB. Finalmente, se obtiene
una sefial intensa para la absorcién de una banda a la frecuencia de 1080 cm™ correspondiente al enlace
siloxano Si-0-Si del recubrimiento de silice (Andrade et al., 2009), la cual tiene como origen una sefal a
una frecuencia de 900 cm™, correspondiente a las vibraciones del enlace Si-O-Fe, entre la NPM vy el
recubrimiento de silice (Xu, Wang, Yang, Wu, & Yang, 2009). Previo al recubrimiento de silice, el
tratamiento con 4cido citrico y la peptizacién con acido clorhidrico ayudaron en la definicion de los picos
de absorcion. Por parte del grupo carboxilo COOH del acido citrico puro, el pico atribuido a la vibracion de
enlace C=0 del grupo carbonilo ubicado a 1760 cm, se recorre de lugar después de ser absorbido por la
superficie de la NPM a una frecuencia de 1630 cm™. Esta absorcidn se le atribuye a grupos carboxilatos del
acido citrico formando complejos con los atomos de hierro en la superficie de la nanoparticula de Fe304,
asi como a vibraciones de deformacién del enlace O-H atribuidos a grupos hidroxilo (-OH), o a moléculas
de agua, en coordinacion con la superficie insaturada de atomos de hierro (lyengar et al., 2014). La banda
a 1400 cm™ puede ser asighada a la vibracion de tensién asimétrica por parte del CO proveniente del grupo
carboxilo COOH expuesto (Cheraghipour et al., 2012). A medida que el recubrimiento de silice aumenta
de grosor, las sefiales provenientes por parte de los enlaces carboxilo del acido citrico disminuyen de
intensidad, hasta la desaparicion total de la banda a 1400 cm™ después del proceso de reflujo quimico. El
material sintetizado resulta ser un material cristalino tipo espinela inversa debido a que las absorciones
caracteristicas para la espinela inversa estdn descritas por las bandas vl a 570 cm™, correspondiente a los
enlaces M1-0-My (donde Mty Mo corresponden al metal que ocupa la posicion tetraédrica y la posicion
octaédrica respectivamente), la banda v2 a 440 cm, la cual indica la presencia de enlaces Mo-0, y por la

banda v3 entre 400-350 cm™, donde se encuentran presentes los enlaces Mt-Mp (Andrade et al., 2009).
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La espectroscopia por fotoelectrones emitidos por rayos X, de la figura 25a muestra la firma espectral de
los electrones removidos por excitacién de rayos X para los respectivos elementos que componen la
muestra (Moulder, Stickle, Sobol, & Bomben, 1992). La ventana espectral de la figura 25b, muestra las
energias de enlace para los electrones de las orbitas 2pi/, y 2ps/, del hierro, con energias de enlace de 727
y 713.6 eV respectivamente. Estos valores coinciden con los reportados en la literatura para la magnetita
(Yamashita & Hayes, 2008). La figura 26 muestra las imagenes de microscopia TEM con diferentes tamafios
de NPMNC los cuales se calculan entre 10 y 15nm de didmetro mediante el histograma de la figura 27,
valor que coincide con el tamafio de cristalito calculado por el método de Scherrer (13.85 nm). Mediante
los cdlculos por el método de difraccion de Laue para las distancias interplanares a partir de las imagenes
TEM, se pudieron relacionar los planos (222) y (311) correspondientes a la estructura cristalina de la
magnetita (Ficha: 00-019-0629). De igual manera, se pueden observar en las figuras 26¢c y 26d que los

espesores del recubrimiento de SiO; fueron de aproximadamente 2.5 a 3.6 nm de grosor.

5.2 - Sistemas de nanoparticulas de ferrita de cobalto zinc (Coo.25Zno.7sFe204)

Simultaneamente al desarrollo del método experimental adaptado para la sintesis de NPM de magnetita,
se implementd un protocolo para la sintesis de NPM de ferrita de cobalto zinc con estequiometria
Coo.25Zno75Fe204. Se espera que la incorporacidon de Co y Zn en la red incremente el comportamiento
superparamagnético de las NP. Se consideraron factores a los cuales la sintesis de magnetita fue sometida,
partiendo de resultados reportados en la literatura. Debido a que las NPM de ferrita de cobalto-zinc tienen
muy buena estabilidad quimica (Lopez et al., 2012), la sintesis no fue realizada bajo atmosfera inerte, sin

embargo, por conveniencia se utilizé el mismo reactor de vidrio.

5.2.1 — Estudio previo

La difraccidn de rayos X para las NPM de ferrita de cobalto zinc que se muestra en la figura 28a, forma una
estructura cristalina cubica con grupo espacial Fd-3m. Al realizar la sinterizacién del material se obtuvo
una fase de maghemita debido a la presencia del plano cristalino (310) (Ficha: 00-039-1346). Lo mismo
ocurre cuando la NPM es recubierta con silice y sinterizada a 600°C. La espectroscopia IR de las figuras 29b

y 29d correspondientes a las NPM de ferrita de cobalto-zinc, muestra la presencia de absorciones
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caracteristicas para un material cristalino tipo espinela inversa con bandas vl a 570 cm?y v2 en 420 cm™
y absorciones a frecuencias de baja intensidad a 670 y 420 cm™. Sin embargo la muestra sinterizada a
600°C presenta una mayor intensidad del pico a 670 cm™ en comparacidn con la muestra sin sinterizacion.
Esto es caracteristico de la maghemita originada por la oxidacidn de magnetita, indicando un mayor

arreglo de vacancias catidnicas generadas por la oxidacion de la superficie (Roca et al., 2007).

5.2.2 — Analisis sobre el control de la temperatura

Un factor muy importante en la sintesis de NPM de ferrita de cobalto zinc es el control adecuado de la
temperatura del medio. Como se observd para las NPM de magnetita, las temperaturas de crecimiento
pueden oscilar entre una temperatura ambiente (~27°C) y los 90°C (esta ultima debido al uso de
estabilizantes), lo cual da lugar a la formacidn de una fase de magnetita o de maghemita, dependiendo de
las condiciones del entorno de sintesis. Para la sintesis de NPM de ferrita de cobalto zinc en particular, las
temperaturas son relativamente elevadas, oscilando entre los 80 y 90°C. Un factor que probablemente
determina la eleccion de las temperaturas de reaccidn es la solubilidad de los agentes precipitantes y
estabilizantes en el medio. Para la sintesis de hematita (a-Fe,0s), Ishikawa et al., encontraron que al
incrementar la temperatura y concentracién del hidréxido alcalino del medio de reacciéon (NaOH, KOH,
LiOH) la solubilidad del medio también aumentaba (Ishikawa, Yoshioka, Sato, & Okuwaki, 1997). Para el
caso del acido citrico, Oliveira et al., encontraron que al aumentar la temperatura del medio, la solubilidad

del 4cido citrico y del solvente del medio también tendia a aumentar (Oliveira, Malagoni, & Franco, 2013).

5.2.3 - Sintesis de nanoparticulas nulcleo-coraza de ferrita de cobalto-zinc
(Coo.25Zno.75Fe204@Si02+CTAB)

Como parte de la estabilizacion general de las NPMNC de ferrita de cobalto-zinc Coo.25Zno.75Fe20.@Si0s,
mediante un recubrimiento usando silice, se optd por el uso de estabilizantes organicos y surfactantes
catidnicos (acido citrico y CTAB), dado el buen rendimiento que presentaron estos compuestos en la
sintesis de NPMNC de magnetita: Fe304@Si0,. El recubrimiento llevado a cabo para las NPMNC de ferrita
de cobalto-zinc, mostré de igual manera buenos resultados, al grado de proteger a las NPM de ferrita de
cobalto-zinc aun después de ser sometidas al proceso de sinterizacién, evitando la oxidacién y por lo tanto

la conservacion de su fase cristalina cubica. La figura 30 muestra el patrén de difraccién de rayos X de una
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ferrita de cobalto zinc con estructura cristalina cubica caracteristica de un éxido de hierro de fase
magnetita (Ficha: 00-019-0629). Después de la sinterizacidon a 600°C los picos de difraccion aparecen mas
estrechos, lo que indica un mayor indice de cristalinidad del material (Lopez et al., 2012). Cabe mencionar
gue al comparar las posiciones de los picos de difraccién para la NPMNC de magnetita y las NPMNC de
ferrita de cobalto zinc, lo cual se puede observar en la figura 31, se encuentra un corrimiento del patrén
de difraccion, lo que confirma la tendencia a la formacién de una estructura cristalina tipo espinela normal

(Lopez et al., 2012).

A partir del analisis de espectroscopia infrarroja del crecimiento de las NPMNC de la figura 32, las
vibraciones de tensién del enlace metal-oxigeno fueron localizadas a frecuencias de 570 y 450 cm™ para
los sitios tetraédricos (Fe3+-02-) y octaédricos (Fe2+-02-), respectivamente, lo cual corrobora la formacion
de un material cristalino tipo espinela (Srivastava et al., 2011). El recubrimiento de silice es formado por
un proceso sol-gel, lo cual se puede comprobar mediante la presencia de la vibracion caracteristica de los
enlaces siloxanos (Si-O-Si) a 1000 cm™ (Kulkarni, Sawadh, & Prakash, 2014). Una vez que el CTAB
interviene en la formacion de las NPMNC la sefial del enlace siloxano se intensifica y se desplaza hacia una
frecuencia de 1070 cm™ (H. E. Bergna & Roberts, 2006). Otro indicador de la presencia del CTAB son los

picos a 2920 y 2850 cm™ correspondientes a las tensiones antisimétricas y simétricas de grupos C-H.

El consenso general del recubrimiento se le atribuye a la atraccidén electrostatica entre el surfactante
catidnico (CTAB) y los grupos SiO- de la superficie, al modificar las condiciones del punto isoeléctrico de la
interface. Las moléculas adsorbidas formaran una monocapa sobre la superficie y posteriormente, a
medida que el drea hidrofdébica expuesta aumenta, las interacciones hidrofdébicas daran lugar a la
adsorcién de moléculas adicionales de surfactantes. El surfactante adsorbido formara bicapas uniformes,
comunmente en forma de admicelas, similares a micelas esféricas planas (Tyrode, Rutland, & Bain, 2008).
La figura 40 muestra un diagrama de las diferentes morfologias que se pueden formar durante la adsorciéon

de las moléculas de surfactante soluble sobre una superficie hidrofilica limpia.

La estabilizacién de las NPMNC les permitié generar un recubrimiento uniforme sobre su superficie, como
lo muestran las microscopias SEM de la figura 33a, para morfologias uniformes constituidas por NPMNC
de ferrita de cobalto zinc. En el espectro EDS de la figura 33b obtenido para las energias de enlace se
pueden observar los porcentajes de los elementos presentes, los cuales concuerdan con la razén 1:2
caracteristica para las ferritas, donde la relacién Co:Zn:Fe se puede observar en los respectivos porcentajes
en peso de 4.43:13.33:35.76 lo que corresponderia a un 0.247:0.743:2.0, valor aproximado al valor

estequiométrico tedrico de 0.25:0.75:2.
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Figura 40 Diagrama de las diferentes morfologias formadas durante el proceso de adsorciéon entre moléculas de
surfactantes solubles y un substrato hidrofilico limpio (1d). Las cadenas de hidrocarburos del surfactante adsorbido
pueden yacer sobre la superficie de forma perpendicular a esta (1a), paralela (1b) o aleatoriamente orientada (1c). A
medida que aumenta el recubrimiento, las moléculas pueden distribuirse aleatoriamente de manera indiviual (2c) o
lainteraccién puede dar lugar a la formacion de hemimicelas (2a) o admicelas (2b). A indices altos de recubrimientos,
una serie de estructuras pueden formarse, tales como: monocapas (3a), hemimicelas sobre una monocapa (3b),
bicapas (3c) o admicelas (3d). Imagen tomada de (Tyrode et al., 2008).

Si comparamos el rendimiento tedrico calculado de 0.44g para las NPM de Coo.25Zno.75Fe204, con el peso
recuperado de 0.544 g para las NPMNC de Cog25Zng.7sFe20.@Si0,, podemos calcular si en realidad, el
exceso de 0.104 g corresponde al SiO,. Debido a que la sefial de silicio obtenido en el EDS de la figura 33b,
tiene una intensidad de 12.46%, esto hace referencia a un 26.65% aproximado en peso para el SiO,
sintetizado. Si la suma de porcentajes de Coo25Znp7sFe204 + SiO, es igual al 100%, entonces el
Coo.25Zno75Fe204 corresponde a 73.34%, porcentaje que tiene asociado una masa de 0.44 g por lo tanto el
100% corresponde a 0.599 g. Entonces 0.599g - 0.544g = 0.055 g, es la cantidad perdida después de la
recuperacion y 0.599g - 0.44g = 0.159 g es la cantidad total de SiO; sintetizada sobre la NPMNC.

En la espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS) de la figura 34, se le pueden atribuir las
sefiales de las energias de enlace, a los orbitales de los electrones excitados de los elementos que
componen la ferrita de cobalto-zinc recubierta por silice. En particular, dentro de las ventanas energéticas
de los elementos principales (Co, Zn y Fe) en las figuras 34b, 34c y 34d, se observa un ligero corrimiento
hacia energias mayores cuando la muestra es sinterizada a una temperatura de 600°C, en relacion con las
energias de enlace a temperatura ambiente (Moulder et al., 1992). Para el caso de las energias de enlace
de la ventana del hierro, estas indican la formacién de una fase de magnetita, tanto para la muestra
sinterizada como para la muestra sin sinterizacién, lo cual coincide con los resultados obtenidos por

difraccion de rayos X para las NPMNC de ferrita de cobalto zinc (Yamashita & Hayes, 2008).
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En el analisis mediante microscopia TEM de las figura 35 y 36, se observan tamafios de nanoparticulas con
diametros entre los 20 y 10 nm, tanto para particulas sin sinterizar, como sinterizadas. Dichos valores se
representan en los histogramas de la figura 37a y 37b, los cuales coinciden con el tamafio de cristalito
obtenido mediante la ecuacidn de Scherrer (18.44 y 12.3 nm respectivamente). Las distancias
interplanares observadas oscilan entre 0.22 y 0.25 A de distancia, las cuales corresponden a la presencia
del plano cristalino (311) caracteristico de un material tipo magnetita (Ficha: 00-019-0629). Para poder
obtener una buena dispersion de las NPM para la preparacion de las rejillas TEM, se consideraron factores
como la polaridad de los disolventes utilizados, asi como cargas superficiales y tamafios de particulas.
Debido a la presencia de restos de detergentes o estabilizadores, se realizé una centrifugacién para la
separacion de particulas de diferentes tamafios. La separacion por centrifugaciéon de particulas grandes
(>0.8um) es mas facil que para particulas pequefias (<50nm), debido a que las nanoparticulas requieren

de centrifugaciones mayores a 300,000 G para su sedimentacién completa (Bang Laboratories Inc., 2008).

5.3 — Dispersion de nanoparticulas nucleo-coraza en medio acuoso

Como se observa en la figura 38, las tres muestras elegidas presentan una dispersion total en el medio de
dilucion. En particular la muestra de ferrita de cobalto zinc sinterizada a 600°C, presentd una mejor
respuesta de recuperacion magnética mediante la exposicion a un campo magnético externo, durante un
tiempo de recuperacién de 1 minuto. Esto se debe a la buena combinacion de los comportamientos
magnéticos de la NPM sintetizada y de las fuerzas de atraccidn superficial del recubrimiento de silice de
las NPMNC, proveyendo de un comportamiento hidrofilo a la nanoparticula, debido a la electronegatividad
del oxigeno de grupos hidroxilo de la superficie y a la interaccidn polar con el medio acuoso que rodea a

las nanoparticulas (Laurent et al., 2008).

Los grupos hidroxilo superficiales son sitios donde la adsorcidn fisica del agua (y otras moléculas polares)
ocurren. En una superficie ideal, completamente hidroxilada (4.9 OH/nm?), las moléculas de H,0 cubrirdn
primeramente todos los sitios OH disponibles formando una capa de enlaces multiples de hidrogeno
(Brinker & Scherer, 1990). En general, los grupos silanoles superficiales disociados, asi como grupos
enlazados a hidrogeno, contribuiran con los sitios de adsorcion de moléculas de agua sobre una superficie
de silice completamente hidroxilada (Christy, 2013). La figura 41 muestra un diagrama de los diferentes
tipos de grupos silanoles, como siloxanos, que pueden estar presentes sobre la superficie de una particula

de silice completamente hidroxilada.
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Figura 41 Grupos silanoles y siloxano sobre una particula recubierta de silice completamente hidroxilada. Imagen
tomada de (Cerveny, 2012)

5.4 — Extraccion y cuantificacion de acidos nucleicos por espectroscopia UV

Las lecturas de absorcion se realizaron en un espectrofotémetro de luz ultravioleta. Debido a que los
nucleétidos que conforman las cadenas de ADN y ARN absorben luz a una frecuencia del espectro
electromagnético de 260nm y las proteinas absorben a 280nm, la proporcidn Ajess0 €s utilizada
frecuentemente para medir la pureza de las extracciones de ADN y ARN. Una lectura de absorcidon Axso/2s0
de~1.8 es generalmente aceptada para la extraccion de ADN “puro”, mientras que una lectura de absorcion

Az60/280 de ~2.0 se debe generalmente a extracciones de ARN “puro” (Wilfinger, 1997).

5.4.1 - Extraccion de acidos nucleicos mediante el método de extraccion magnética

En la tabla 4 se muestran las absorciones obtenidas en base a los distintos sistemas de NPM sintetizados,
asi como las absorciones de las extracciones por solucidn cloroformo y la lectura del ADN liofilizado del
fago A. Al analizar muestras extraidas con las NPM y NPMNC, se puede notar que aquellas obtenidas con
los sistemas de NPMNC+CTAB, presentaron absorbancias mayores al ser analizadas por el NanoDrop™, lo
que podria sugerir un buen rendimiento de extraccién. Las muestras fueron analizadas por duplicado y el

detector del espectrdmetro se limpié con un pafo desechable después de cada medicién.

Los valores de la extraccién por medio de NPMNC+CTAB, oscilaron cerca de un valor de 1.8. Por lo tanto
representan valores de pureza y concentracidn para una extraccién conformada en su mayoria por ADN.

Estos valores representan una extraccidén para ADN con concentraciones y purezas aceptables. Chan et al.,
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encontraron que para extracciones con particulas magnéticas los valores de absorcion Axeo/280 0scilan entre
1.6 y 1.7 (F. Chen et al.,, 2010). Sin embargo, particularmente para el sistema de NPMNC+CTAB de
Co0.25Zn0.75Fe2,0.@Si0,+CTAB/600°C se obtuvo un valor de Ajso/280=1.875 el cual resulta ser un valor

insuperable para la extraccién de ADN.

Las fuerzas de atraccién superparamagnética de las NPMNC de Coo.25Zno75Fe;0,@Si02+CTAB, se pueden
deducir del estudio de tamafio de particula, y la gréfica de la figura 7, donde a tamanos menores de 10 nm
la nanoparticula se comporta de manera superparamagnética, por lo que en ausencia de un campo
externo la nanoparticula no mantendrd un campo magnético remanente. Ademas de esta fuerza, la fuerza
de atraccidn principal en la extraccidn de acidos nucleicos se genera entre la carga negativa de la superficie
de silice y los enlaces azucar-fosfato de carga negativa de las columnas de los acidos nucleicos. EI ADN se
une a los grupos silanoles y siloxano en presencia de sales caotrdpicas, tales como el cloruro de sodio NaCl,
entre otras (Shi, Shin, Hassanali, & Singer, 2015). El CTAB al ser un surfactante catiénico potente, ayuda a
eliminar la posible presencia de polisacaridos de membranas celulares (biomoléculas con funcidon
estructural, constituidas por monosacdridos) y adicionalmente minimiza el efecto de metabolitos
secundarios, como polifenoles, los cuales interfieren y coprecipitan junto con el ADN (Clarke, 2009). Por lo
tanto, la presencia de restos de moléculas de CTAB sobre el recubrimiento de silice de las NPMNC les
otorga un mejor rendimiento debido al potente comportamiento de actividad de superficie. Cabe
mencionar que al utilizar los sistemas de NPMNC+CTAB en conjunto con el buffer de unién (20%PEG 8000),
el rendimiento de extraccion se ve reducido. La figura 42 muestra un diagrama del posible mecanismo

para la union entre la silice y el ADN dentro de soluciones con altas concentraciones de sales caotrdpicas.
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Figura 42 Mecanismo de union entre la silice y el ADN en soluciones con altas concentraciones de sales caotropicas.
Imagen tomada de http.//docplayer.cz/33411193-Izolace-nukleovych-kyselin.html|
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5.4.2 — Extraccion de acidos nucleicos mediante el método de solucién cloroformo

Para la extraccion de acidos nucleicos por medio del método de solucién cloroformo, se obtuvo una
concentracién de acidos nucleicos alta (351.95 ng/ul), con un valor de pureza de extraccion (2.125) que
indica la extraccion de un material genético con un alto contenido de ARN. En general el método resultd
ser un buen método de extraccidn tanto para ADN como de ARN. Sin embargo, en la figura 39 se observa

gue el ARN extraido se encuentra degradado, lo cual se explicard en la siguiente seccidn.

Cabe mencionar que el uso de cloroformo en la extraccion de acidos nucleicos deriva del método de
extraccién por solucidon de fenol-cloroformo (Chomczynski & Sacchi, 1987), donde la cualidad de la
solucidn de fenol es la capacidad de desnaturalizar proteinas rdpidamente. Sin embargo, a pesar de ser un
acido carbdlico inflamable, corrosivo y toxico, no es capaz por si solo de inhibir completamente la actividad
de las enzimas que degradan al ARN. Para esto, el papel principal del cloroformo en este tipo de extraccion
es la remocién de proteinas, lipidos, carbohidratos y debris celular. Debido a que el cloroformo es
usualmente miscible con la mayoria de los compuestos organicos, y a causa de la inmiscibilidad de la
mezcla de cloroformo en agua, dos fases distintas son formadas en el medio de solucién. Las proteinas y
los lipidos, al ser hidrofdbicos se hallardn en la fase orgdnica de la mezcla, mientras que los acidos nucleicos
permaneceran dispersos en la fase acuosa, de donde pueden ser removidos facilmente (Zumbo, 2013). A
pesar de esto, el cloroformo, al igual que el fenol, es un agente téxico que su desecho representa un
impacto ambiental, por lo que su desuso en los laboratorios de microbiologia ha venido en aumento,

siendo sustituido por los métodos de extraccion basados en la atraccidn de la silice y los acidos nucleicos.

5.5 — Electroforesis en gel agarosa para las extracciones de acidos nucleicos

La electroforesis en gel agarosa de la figura 39 muestra las respectivas fluorescencias para los acidos
nucleicos extraidos mediante los 14 métodos de extraccidn distintos. El pozo No. 1 corresponde a una
muestra control la cual es un ADN puro reconstituido a partir de ADN liofilizado de fago A; este tiene una
estructura lineal de doble hebra de 48,502 pb de longitud. A partir del pozo No. 2 hasta el pozo No. 14, el
material genético extraido proviene de la cepa de E. coli DH5q, la cual esta constituida por una cadena
circular de doble hebra que tiene una longitud de 4,686,137 pb (Invitrogen, 2006), lo cual restringe
evidentemente su movilidad dentro del gel de electroforesis. Por tal razén, los acidos nucleicos extraidos
para las muestras de la cepa de E. coli permanecieron estaticos dentro del pozo, independientemente del

método de extraccidon utilizado. Es importante mencionar que para las extracciones magnéticas no se
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observan rastros de ARN, debido a que el ARN es facilmente degradable y es separado de la precipitacion
final al momento de hacer la extraccion. Por su parte, en la extraccién por solucién cloroformo del carril 2
se observa una muestra de ARN degradado (smear). Para realizar una extraccion eficiente de ARN
funcional se deben de utilizar protocolos especializados que operan principalmente a condiciones de

temperatura bajas (Ausubel et al., 2003).

Cada método extrajo una cantidad diferente de acidos nucleicos, siendo los pozos 6 y 14 los que muestran
evidentemente una mayor extracciéon de acidos nucleicos. De igual manera, cada sistema de NPM
sintetizado, con o sin recubrimiento, con o sin sinterizacién, tiene la capacidad de extraer acidos nucleicos,
debido a los grupos funcionales que conforman su superficie. En particular, el método que arrojo el mejor
rendimiento de extraccidn (el método No. 14) no necesitd de la adicidn del buffer de unién (20%PEG 8000).
Dicho método, compuesto por NPMNC+CTAB de Coo.25Zno.75Fe20.@Si0,+CTAB/600°C, logré cumplir con
los estandares especificados para ser utilizado como un agente de extraccién eficiente de acidos nucleicos,
el cual posee un comportamiento superparamagnético y su recubrimiento le permite lograr una dispersion

uniforme a través del medio de solucidn.
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Capitulo 6. Conclusiones

A continuacidn, se presentan las conclusiones obtenidas en este trabajo:

e Como conclusidn general, se resalta la sintesis y estudio de las nanoparticulas magnéticas que
cumplen con los requisitos fundamentales para la separacién magnética de acidos nucleicos
(ADN). El sistema 6ptimo de nanoparticulas magnéticas esta compuesto por NPMNC+CTAB de
C00.25ZN0.75Fe,0,4@Si0,+CTAB/600°C. Los rendimientos de pureza cumplen con los estandares
especificados (1.875), al comportarse como un agente para la extraccién de ADN comparable a los
kits comerciales. Esto, debido al comportamiento superparamagnético de las nanoparticulas y una
dispersion uniforme en solucién a partir de la correcta funcionalizacién de superficie de silice.

e A partir de un método de sintesis por coprecipitacién, seguido del método sol-gel, se logré la
sintesis de nucleos magnéticos y su recubrimiento, respectivamente, para formar diferentes
sistemas Fes0,@Si0; y Co0025ZNno.7sFe20.@Si0,. Con la adicion del acido 3-hidroxicarboxi
pentanodidico (acido citrico) se pudo conseguir la dispersion adecuada de las NPM, vy
posteriormente, con la adicion del compuesto surfactante Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) se obtuvo un mejor recubrimiento de silice para lograr la estabilizacién de la nanoparticula.

e Como parte de la uniéon de varios protocolos para la sintesis de NPMNC+CTAB, se logré generar un
método de sintesis que permitiera desarrollar todos los pasos de la sintesis de NPMNC+CTAB en
un proceso continuo, minimizando el tiempo de operacidn y los requisitos energéticos.

e Llas caracterizaciones por espectroscopia infrarroja permitieron determinar la efectividad del
recubrimiento con la adiciéon de agente surfactante, ademas de evidenciar la formacion de la
estructura tipo espinela para el compuesto de NPMNC+CTAB de
C00.25ZNng.75Fe204@Si0,+CTAB/600°C.

e Las caracterizaciones por difraccion de rayos X permitieron determinar una fase cristalina tipo
magnetita para las NPMNC+CTAB de Coo.25ZNno.75Fe204@Si0>+CTAB/600°C, con estructura cristalina
tipo espinela cubica y grupo espacial Fd-3m (No. 227) (Ficha: 00-019-0629).

e La comparacién de los difractogramas de rayos X para la magnetita y la ferrita de cobalto zinc
muestra un corrimiento de 0.36°, lo cual indica la formacion de una estructura espinela normal.

e Elanalisis por espectroscopia XPS demostro la presencia de hierro con fase magnetita aun después
de la sinterizacion a 600°C, lo cual coincide con el analisis XRD y TEM.

e Las NPMNC+CTAB de Coo25Zno.7sFe,0,@Si0,+CTAB/600°C poseen tamafios de cristalito con

valores de 12.3 nm de longitud, lo cual concuerda con los tamafios de 15 nm para las



75
nanoparticulas observadas en el histograma obtenido mediante la medicidn de la microscopia
TEM, en donde ademads se observd el plano cristalino (311) caracteristico de una estructura
cristalina cubica (Ficha: 00-019-0629).

Los sistemas sintetizados de NPMNC+CTAB de Cog.25Zno.75Fe204@Si0,+CTAB/600°C resultaron ser
los sistemas mas eficientes para la extraccidon de ADN puro, en comparacién con los otros sistemas
de nanoparticulas nucleo-coraza sintetizados y también con el método de solucién cloroformo.
Incluso, al comparar rendimientos de extraccién con otros métodos de extraccion magnética
reportados en la literatura, con las NPMNC+CTAB de Coo.25ZNno75Fe,0,@Si0,+CTAB/600°C se

alcanza a cubrir un estandar de pureza y concentracién mayor.
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Perspectivas

e Realizar una extraccion con las NPMNC de Coo.25Zno.7sFe204@Si0,+CTAB/600°C después de un
largo tiempo de almacenamiento en la solucién de EDTA, para comprobar su capacidad de
estabilizacidn quimica y almacenamiento en medio acuoso.

e Continuar con los andlisis de caracterizacién DLS para calcular los tamaifios de diametro de
particula y los valores del potencial Z alrededor de la particula, para asi conocer la respuesta
Optima para la dispersidén uniforme de las nanoparticulas en el medio acuoso.

e Llevare a cabo caracterizaciones de los comportamientos magnéticos en un equipo especializado
como el magnetémetro de interferencia cudantica (SQUID, por sus siglas en inglés) o en un

magnetdmetro de muestra vibrante (VSM, por sus siglas en ingles).
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Anexos

Anexo A - Sintesis de nanoparticulas de magnetita (Fez0)

A continuacidén se describe la ecuacidén quimica de la reaccién de precipitacién de la magnetita Fe304

Fe?* + 2Fe3t + 80H™ - Fe;0, + 4H,0 (8)

La ecuacién anterior es nombrada propiamente la ecuacion idnica neta de la reaccion, la cual, se obtiene
a partir de la ecuacidn de la reaccién de precipitacion de los reactivos en estado acuoso, en presencia de
la base con la cual reaccionardn, que en este caso es el hidroxido de amonio. Por lo tanto, al tener dos
reactivos en estado acuoso, podemos utilizar las reglas de solubilidad de la tabla 6 del anexo Cy determinar
la reaccién de precipitaciéon para ambos reactivos. Tanto el FeCls como el FeCl; se encuentran en estado

acuoso estos precipitan para dar lugar a los hidréxidos correspondientes, tal como s continuacion:

FeCl; (aq) + 3NH,OH (aq) — Fe(OH); (s) + 3NH,CI (aq) (9)

FeCl, (aq) + 2NH,O0H (aq) — Fe(0OH), (s) + 2NH,Cl (aq) (10)

Las ecuaciones anteriores se suelen denominar ecuaciones completas, donde se encuentran presentes las
fases acuosas y solidas de la reaccion. Cada una por separado es una reacciéon de precipitacién, y en
conjunto las dos forman una coprecipitacidn. Expandiendo cada componente en sus respectivos iones,

podemos expresar las ecuaciones en su forma idnica, tal como se muestra a continuacién:

Fe3*(aq) + Cl3* (aq) + 3NH," (aq) + 30H " (ac) (11)
— Fe(OH)s(s) + 3NH,* (aq) + 3Cl™(aq)

Fe?*(aq) + Cl,* (aq) + 2NH,* (aq) + 20H~(ac) (12)
— Fe(OH),(s) + 2NH,* (aq) + 2Cl~(aq)
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En ambas de las ecuaciones anteriores podemos observar que aparecen varios elementos que se repiten
en ambos lados de la ecuacidon. Tales elementos, como los iones de cloro y los iones amonio, son los
elementos espectadores. Debido a que en esta reaccién estequiométrica los iones espectadores no

afectan el equilibrio de la reaccién, son removidos para asi formar las siguientes ecuaciones iénicas netas:
Fe3*(aq) + 30H™ (ac) - Fe(OH); (s) (13)
Fe?*(aq) + 20H™ (aq) — Fe(OH), (s) (14)

Dichas ecuaciones, son propiamente ecuaciones netas de dos procesos separados, las cuales deben de ser
combinadas para describir la formacién del compuesto final de magnetita. Debido a que el ion Fe3t se
encuentra en una proporcion de 2:1 con respecto al ion Fe2+, para que la ecuacién final se encuentre

balanceada multiplicamos por 2 la ecuacidn (30) y sumamos ambas expresiones, obteniendo asi:

2Fe3*(aq) + Fe?*(aq) + 80H™ (aq) —» 2Fe(0H); (s) + Fe(OH), (s) (15)

Esta proporcién de los iones de hierro, ademas de ser la proporcion estequiométrica correcta, resulta ser
la éptima para sintetizar nanoparticulas de tamafio reducido, debido a que, en la medida que se
incrementa la proporcién Fe3+/Fe2+, la deshidratacidn de los hidréxidos férricos y ferrosos es inducida por
la formacion preferencial del hidréxido férrico (lida, Takayanagi, Nakanishi, & Osaka, 2007). Lo que sucede
consecuentemente a laformacion de los hidroxidos no solubles (y subsecuentemente de su deshidratacion
a magnetita) es una consecuencia de la reaccion del cloruro de hierro soluble con los iones amoniaco

presentes (Vallet-Regi & Arcos Navarrete, 2015).

2Fe(OH)5 (s) + Fe(OH), (s) = Fe304(s) + 4H,0(1) (16)

De tal forma que de las ecuaciones (32) y (33) tenemos que la ecuacién idnica neta para el proceso en

general es:

2Fe3*(aq) + Fe?*(aq) + 80H™ (aq) — Fe30,(s) + 4H,0(1) (17)

O de manera breve:

Fe?* + 2Fe3t + 80H™ - Fe;0, + 4H,0 (18)
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Anexo B - Sintesis de nanoparticulas de ferrita de cobalto zinc (Coo.25Zno.75Fe204)

Para la sintesis de las nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto zinc, se siguid el protocolo de
coprecipitacion (Lopez et al., 2012) con las modificaciones necesarias para sintetizar las nanoparticulas de
formula no estequiométrica Coo25Zno.7sFe204 debido al comportamiento superparamagnético que tales
nanoparticulas presentan. La ecuacidon quimica para la sintesis de las nanoparticulas se muestra a

continuacion:

8Fe3t + Co?* + 3Zn** + 320H™ - 4( Cog35Zn075Fe,0,) + 16H,0 (19)

Utilizando las reglas de solubilidad de la tabla 6 del anexo C determinamos las reacciones de precipitacién
gue componen dicha ecuacién idnica neta, en donde encontramos varios compuestos disueltos en estado
acuoso para precipitar con una base de hidréxido de sodio, y dar lugar a la formacion de los elementos

hidroxidos correspondientes, tal como se ve en las siguientes ecuaciones completas:

FeCly (aq) + 3NaOH (aq) - Fe(OH); (s) + 3NaCl (aq) (20)
CoCl, (aq) + 2NaOH (aq) — Co(0OH), (s) + 2NaCl (aq) (21)
ZnS0, (aq) + 2NaOH (aq) — Zn(OH), (s) + Na,S0, (aq) (22)

Expandiendo dichas ecuaciones podemos expresarlas en su forma idnica, tal como se muestra a

continuacién:

Fe3*(aq) + Cl3*~ (aq) + 3Na*(aq) + 30H (ac) (23)
- Fe(OH); (s) + 3Na*(aq) + 3Cl™ (aq)
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Co2*(aq) + CL,*™ (aq) + 2Na*(aq) + 20H™ (ac) (24)
— Co(OH), (s) + 2Na*(aq) + 2Cl™(aq)

Zn?*(aq) + S0,%~ (aq) + 2Na* (aq) + 20H~ (ac) (25)
— Zn(0H), (s) + 2Na*(aq) + S0,%* (aq)

Donde observamos que en las tres ecuaciones aparecen varios elementos espectadores, tales como los
iones de cloro, los iones sodio y los iones sulfato. Por lo tanto, al eliminar los iones espectadores no se

afecta el equilibrio de la reaccion y obtenemos las siguientes ecuaciones:

Fe3*(aq) + 30H™ (ac) - Fe(0OH); (s) (26)
Co%*(aq) + 20H™ (aq) —» Co(OH), (s) (27)
Zn**(aq) + 20H™ (aq) - Zn(0H), (s) (28)

Debido a que el ion Fe3* se encuentra en una proporcidn de 2:1 con respecto a la suma de las proporciones
respectivas de iones Co%t y Zn2+ es decir, una relacidon de 2:0.25:0.75 para el hierro, el cobalto y el zinc
respectivamente, podemos arreglar dicha proporcién para manejar nimeros enteros con mayor facilidad.
De tal manera que, al multiplicar la relacién estequiométrica por 4, la proporcidn de iones es de 8:1:3 para
los iones de hierro, cobalto y zinc respectivamente. Por lo tanto, la suma de las tres ecuaciones anteriores

queda asi:

8Fe3*(aq) + Co?*(aq) + 3Zn**(aq) + 320H (aq) (29)
— 8Fe(0OH)3(s) + Co(OH),(s) + 3Zn(0OH),(s)

Si consideramos entonces que la formacién de los hidréxidos no solubles también conlleva a una
deshidratacién de ellos mismos como etapa intermedia de la coprecipitacién de la ferrita de cobalto zinc,

entonces se lleva a cabo la siguiente reaccién para los hidréxidos parcialmente formados:
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8Fe(0OH)3(s) + Co(OH),(s) + 3Zn(0H),(s) (30)
- 4( Cog 252N 75Fe,0,)(s) + 16H,0(1)

De tal forma que a partir de las ecuaciones (46) y (47) tenemos que la ecuacidn idnica neta para el proceso

en general es:

8Fe3*(aq) + Co?*(aq) + 3Zn**(aq) + 320H (aq) (31)
- 4( Cog 252N 75Fe,0,)(s) + 16H,0(1)

O de manera breve:

8Fe3* 4+ Co?* + 3Zn** + 320H - 4( Coy 25210 75Fe,0,) + 16H,0 (32)
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Anexo C— Tabla de solubilidad

Para poder predecir si la reacciéon entre dos soluciones generara un precipitado, se necesita tener la
informacién adecuada para saber cudles compuestos idnicos de dichas soluciones son solubles en agua y
cuales no lo son. Por desgracia, actualmente no se cuenta con todas las reglas que abarcan las predicciones
de solubilidad. En cambio, en base a estudios y observaciones experimentales se ha podido recopilar la
suficiente informacion como para formar una pequeia guia de seis pasos que funcionan para la mayoria

de los compuestos idnicos solubles. La tabla 6 a continuacidn muestra una guia de las reglas de solubilidad.

Tabla 6 Reglas de solubilidad. Pasos a seguir para determinar la solubilidad de compuestos iénicos.

Siga estas reglas en orden ascendente, dando preferencia a la enumeracidn antecedente cuando dos

reglas se encuentren en conflicto. Esto entregard la prediccion correcta en la mayoria de los casos.
Tabla obtenida a partir del libro (Petrucci, 2011)

1. Sales de cationes del grupo 1 (con algunas excepciones para Lit) y de cationes NHs*, son

solubles.

Nitratos, acetatos y percloratos son solubles.

Sales de plata, plomo y mercurio (l) son insolubles.

Cloruros, bromuros y yoduros son solubles.

v A W N

Carbonatos, fosfatos, sulfuros, oxidos e hidroxidos son insolubles (sulfuros de cationes del

grupo 2 e hidréxidos de Caz+, Sr2+ y Ba2+ son ligeramente solubles).

6. Sulfatos son solubles con excepcion de aquellos de calcio, estroncio y bario.




