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RESUM / ABSTRACT

Els nanocompostos s6n materials amb una gran millora de les propietats del
nanomaterial incorporat. Minerals com les apatites CasNaBi(PO4)sF2 poden
dopar-se amb ions lantanids, el que proporciona propietats luminescents al
material. La fabricaci6 de nanocompostos polimerics amb nanoparticules
luminescents (NPs) obre noves portes al disseny de sensors optics basats en la
modificacié de la intensitat de la llum produida per la preséncia d'una molécula
objectiu. A través de diferents passos de funcionalitzacié de la superficie del
nanocompost, es pot assolir la immobilitzacio d'una moléecula en questio.

En aquest treball es fabrica un biosensor per a la deteccié d'aflatoxina B1 (una
molecula extremadament toxica) mitjancant un nanocompost que conté apatites
dopades amb europi (Eu®* 4% en pes respecte al calci). El fonament de la
deteccio de l'aflatoxina Bl es basa en la ressonancia dels anells aromatics,
provocant una variacio de la intensitat de la llum de longitud d'ona visible emesa
per I'Eu3*. Vists els resultats, aquest treball obre la porta a la nova fabricacioé de
sensors d’interés bioldgic, mediambiental, etc, d'una forma compacta,
economica i rapida, on caldra continuar posant esforcos en millorar la sensibilitat
del sensor. Els resultats d’aquest estudi seran presentats a la conferéncia 19th
Edition ANM 2022 University of Aveiro, Portugal, els dies 27, 28 i 29 de Juliol, on
han estat acceptats com a presentacio oral.

Nanocomposites are materials with a great improvement in the properties of the
embedded nanomaterial. Minerals like the apatites CasNaBi(POa4)sF2 can be
doped with lanthanide ions, providing luminescent properties to the material. The
fabrication of polymeric nanocomposites with luminescent nanoparticles (NPs)
opens new doors to the design of optical sensors based on the modification of
the light intensity produced by the presence of a target molecule. Via different
steps functionalization of the nanocomposite’s surface, the immobilization of a
target molecule can be reached.

In this work, a biosensor for Aflatoxin B1 (an extremely toxic molecule) detection
is fabricated through a nanocomposite containing apatites doped with europium
(Eu®* 4% wt regarding to calcium). The basis of the detection of the aflatoxin B1
is based on the resonance of its aromatic rings, causing a variation in the intensity
of the visible wavelength light emitted from Eu®*. In view of the results, this work
opens the door to the new manufacture of sensors of biological, environmental,
etc. interest, in a compact, economical and fast way, where efforts should
continue to be made to improve sensitivity of the sensor. The results of this study
will be presented at the 19th Edition ANM 2022 University of Aveiro, Portugal.
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1- Introduccio

El camp de la nanociéncia i la nanotecnologia és una area que esta
guanyant, cada cop més, un gran interés cientific. Aixo €s gracies, en gran part,
a la millora de les propietats dels materials quan es troben a la nanoescala
(nanocompostos), en comparacié amb els micro- i macromaterials.

Una de les aplicacions que esta agafant meés forca en el camp de la nanociencia
és la fabricaci6 de biosensors per a deteccions biomediques, a causa de
I'increment dels perills bacteriologics, alimentaris o virus com la recent COVID-
19. Es pot dir que un biosensor és ideal si aquest és capac de proporcionar una
analisi rapid, precis, sensible i rentable, i sobretot que sigui facil de manipular?.

La molecula que hem decidit detectar mitjancant el biosensor és la Aflatoxina B1
(AFB1), pero el rang de productes possibles de detectar (toxines, cél-lules,
moléecules, etc) mitjancant mecanismes molt similars i a través de I'is de
biosensors és infinitament elevat. La AFB1 pertany a les micotoxines, que sén
substancies produides per fongs que contaminen els productes agricoles, també
poden causar molts efectes negatius sobre la salut, en particular cancer i efectes
immunosupressors. Les seves contaminacions en aliments, tant per persones
com per animals, han esdevingut un problema molt important a nivell mundial i
s’estan dedicant grans esforgcos en desenvolupar métodes per controlar els
nivells d’aquestes micotoxines.

Una de les estratégies nanotecnologiques per a la deteccié de micotoxines és
I'us d’aptamers amb seqlencia especifica selectiva per la toxina d’interées, i fer-
los servir per aconseguir biosensors d’alt rendiment basats en deteccid oOptica,
que és l'objectiu principal de la nostra investigacio?.

1.1- Nanocompostos polimeérics

Hi ha diferents tipus de nanocompostos, com per exemple de matriu
ceramica, metal-lica, polimérica i també nanocompostos magnetics o resistents
a la calor. Aquest treball es centra en nanocompostos de matriu polimeérica, ja
gue és amb el que s’ha estat treballant i investigant.

Els compostos polimérics dopats amb nanoparticules, atrauen molt I'interés tant
del camp de la ciencia com de la nanotecnologia. Aixo é€s degut a les seves
possibles aplicacions en dispositius microelectromecanics, optics, biosensors,
etc. Aquests tipus de materials han de tenir una de les seves fases en escala
nanometrica, la qual els hi permet tenir una superficie per unitat de volum major.
Es coneix perfectament que una gran part de les propietats fisiques i quimiques
dels materials estan directament relacionades amb la seva superficie, per tant,
aguesta és la rao per la qual hi ha diferéncies importants, i generalment millores,
en les propietats d’'un material de la mateixa composicio quan esta a nanoescala.
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Algunes de les propietats que es veuen millorades pels nanocompostos sén la
conductivitat térmica i electrica, propietats superficials, resistencia quimica,
estabilitat térmica, entre d’altres. Aquestes propietats depenen de amb quin
nanomaterial es dopa la matriu polimérica que normalment acostumen a ser
nanoparticules (NPs), que és el cas en el nostre treball, nanotubs de carboni
(CNTSs) o nanofibres de carboni (CNFs)34.

1.2- Polidimetilsiloxa (PDMS)

Un dels polimers amb els que hem estat treballant és el PDMS, un polimer
amb una base inorganica, ja que esta constituit d’enllagos entre silici i oxigen
fortament covalents. En concret, el PDMS, com a polimer esta considerat com a
elastomer, una subclasse de polimers amb modul de Young baix i amb gran
estabilitat térmica i quimica. La seva unitat repetitiva, com es pot veure a la
Figura 1, és basicament dos grups metil units a I'atom de silici que forma I'enllag
amb l'oxigen.

CHj CHs; CHj

HaC F!i {D Si }no Si

CHj CH3 CH5

Figura 1. Estructura genérica del PDMS®

Es un dels materials polimérics més utilitzats per la produccié de nanocompostos
gracies a la seva gran elasticitat, transparéncia, i també té una gran estabilitat
térmica. Obviament, també presenta inconvenients, com per exemple que la
seva superficie és inert, i aixod implica dificultats a I'hora de funcionalitzar-lo i
lligar-hi biomolécules (aquesta problematica I'afrontem durant el treball).

Per fabricar nanocompostos de PDMS amb unes propietats en concret, s’utilitzen
técniques diferents per afegir les NPs com la deposicid, incrustacié o mesclar-
les directament amb el polimer. La morfologia dels nanomaterials que s’afegeixin
també tindra un efecte important en les propietats*-.
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1.3- Resina SU-8 fotoresistent

El segon i ultim polimer amb el que hem treballat és el SU-8. Consisteix

= en una resina epoxi fotoresistent

Q
(l:{-f-CHz |c{+\c+12 C/H_\CH2 den, Negativa.
|
CH CH CH . < .
) ; §H2 I ’ ! : El terme negativa fa referéncia a que les

o parts exposades a la llum UV
©/ | esdevindran insolubles per reticulacio,
HaC— C CHy HiC—G—CHy HiC—C—CH, Hic—C—cH,  MENtre que les altres parts romandran

¢ solubles.
L’estructura del polimer es pot apreciar

O

EH EH en la imatge adjunta. El seu nom, SU-8,

Ha Ha | 2 ] 2 . g .
C\H/CHZ C\H}CHZ Grps CH-PHz fa referencia als 8 grups epoxi presents,
0 o o els qguals  juguen un paper
Figura 2. Estructura quimica del SU-87 importantissim a [I'hora de tractar

aguesta resina.

La resina SU-8 curada forma una matriu altament reticulada mitjancant enllacos
covalents, que mostra una gran adhesio i caracteristiques superiors a resines
convencionals. La seva compatibilitat amb diferents técniques com la llum UV o
els raig-X, i també amb diferents processos de recobriment (de fabricacio de les
capes), fan d’aquest material una solucié molt rentable per la produccio de fines
capes i estructures per sistemes microelectromecanics (MEMS), microfluidica, i
altres aplicacions’?,

1.4- Biosensors

Una de les aplicacions que esta guanyant més importancia dels avencos
nanotecnologics és la produccié de biosensors, els quals prometen grans
innovacions en la biomedicina per la deteccid de malalties, tractaments,
diagnostics, monitoritzacio de la salut dels pacients.

Segons la IUPAC, un biosensor és un dispositiu que utilitza una reaccid
biogquimica en concret mitjancant proteines, enzims o sistemes immunologics,
amb l'objectiu de detectar un compost quimic d’interés per senyals térmiques,
eléctrigues o optiques, com és el nostre cas. En els nanobiosensors, aquestes
senyals venen produides per nanomaterials com poden ser les nanoparticules
(NPs), nanotubs de carboni (CNTs), nanofibres de carboni (CNFs), grafe, entre
d’altres.

Per la produccié de biosensors és imprescindible la flexibilitat i I'estabilitat tant
quimica com téermica del substrat. Aquestes propietats les poden aportar
polimers com el PDMS o el SU-8, que son els que hem utilitzat nosaltres, pero
també d’altres com el PET, poliureta, etc®.

4
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2- Fonaments

2.1- Metode Sol-Gel per la sintesi de nanoparticules

Encara que el nostre treball no es centra en la produccié de
nanoparticules, si que sén una part imprescindible del projecte, per aixo és molt
important conéixer com s’han sintetitzat les particules amb les que hem treballat
i els fonaments del procés. En concret, les nanoparticules amb les que hem estat
treballant sén apatites amb férmula CasNaBi(POa4)sF2 dopades amb Eu3* (Eu) i
han estat sintetitzades pel métode que explico a continuacio.

El metode sol-gel és capac¢ de produir nanoparticules de gran puresa i d’'una
mida determinada dins d’uns certs marges en escala industrial. També és
possible fabricar dos o més tipus de nanoparticules de manera simultania.
L’avantatge més destacat del procés és la produccié de compostos altament
homogenis (estructura coneguda com gel) i de gran puresa, pero també hi ha
altres factors que fan d’aquest métode el més eficient per la produccié de
nanomaterials, com per exemple les baixes temperatures de treball (70-320°C)
comparant-lo amb altres métodes que no baixen dels 1200°C, i també la poca
variacio de la mida de les mateixes nanoparticules i la seva distribucio.

~

Precursors + Solvents

Sol Formation Connected porous Final Products
(Colloidal Structures in Sol)  structure (gel)
Cryogel
J o\ J L y S ’ J
: -J ‘ 3 : \ : T
Step: 1 (Hydrolysls)  Step: 2 (Condensatton) Step: 3 and 4 (Aging & Drylng) Step: 5 (Calcination)

Figura 3. Esquema de les diferents etapes del méetode Sol-Gel*°

Primer es produeix una soluci6 homogénia amb els precursors i el dissolvent
(generalment aigua). Després de la homogeneitzacio dels precursors, la
presencia d’aigua desencadena la seva hidrolisis per formar 'anomenat “Sol”,
constituit per fines particules disperses en el dissolvent.

Step 1: hydrolysis

KIDR K?R
RO—Sli—DR + HO ——/]—>= RD—Sli—OH + R-OH
OR OR

Figura 4. Exemple d'hidrolisis en Sol-Gel*°
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Posteriorment, per formar el “Gel” s’ha d’estimular la solucié d’alguna forma,
normalment a base d’escalfar-la, per a que tingui lloc la condensacié a base de
reaccions de polimeritzacio i acabar formant enllagos Si-O-Si

Per ultim, cal precalcinar el gel a uns 300°C per acabar d’eliminar els dissolvents
del material, per a després calcinar a major temperatura per acabar obtenint les
nanoparticules desitjades en forma de pols®-12,

2.2- Mecanismes fotoluminescents en ions lantanids

En aquest estudi s’ha estudiat I'absorcié i 'emissié de fotons de les
nanoparticules dopades amb Europi amb les que s’ha treballat, per tant, és
essencial entendre els mecanismes i processos que tenen lloc per I'existencia
d’aquesta luminescéncia.

En el cas dels lantanids, els fotons sén absorbits i posteriorment emesos en una
longitud d’ona menor (mecanisme conegut per up-conversion) o també poden
ser emesos en longituds d’ona majors (down-conversion).

Scheme 1 Scheme 2

ES3
E34q

ES2 ES2
ES1 ESL ES3
G5 G51 G52

lon A lon B lonC

Figura 5. Mecanismes fotoluminescents en ions lantanids per ions individuals (esquema 1) i en parells de
ions diferents (esquema 2)*3

A l'esquema 1 es poden veure els dos mecanismes up i down-conversion. En les
nostres NPs en particular, el procés que té lloc és la down-conversion. En el
primer cas, un foto amb energia de I'estat inicial GS és promocionat a I'estat
excitat ES2, després aquest fotd es relaxa i passa a I'estat de menor energia ES1
gracies a processos no radiatus. En aquest punt és on es diferencien els dos
mecanismes, si 'emissio és originada per la relaxacio del foté de I'estat ES1 a
GS, el fot6 generat tindra menor energia que el foté absorbit i aquest procés es
coneix com down-conversion. En canvi, si hi ha una segona absorci6é des de
l'estat ES1 a l'estat de major energia ES3, I'emissiéo d’aquest fotd sera més
energetic que I'absorcid i aquest procés es coneix com up-conversion.
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Aquest Ultim mecanisme també pot tenir lloc gracies a les interaccions dels ions
lantanid que estiguin suficientment proxims en la matriu. Aquestes interaccions
s’anomenen mecanismes de transferencia d’energia i depenen de la distancia en
la que es troben aquests ions. Es poden observar en I'esquema 2 de la Figura 5,
pero no hi aprofundiré ja que no sbn mecanismes que tenen lloc en les nostres
mostres.

Important saber que en el procés de down-conversion, hi ha un foto emes per
cada fot6 absorbit (procés d’optica lineal). En canvi, en la up-conversion el procés
és no lineal, és a dir, necessita un nombre major de fotons per acabar obtenint
una emissio*3,

Per Ultim, comentaré quina és la luminescéncia de les particules que hem utilitzat
per fabricar els nostres nanocompostos, ja que és la base del nostre treball.

Com ja he comentat en I'apartat anterior, les NPs consisteixen en les apatites
CasNaBi(POas)sF2:Eu. La matriu CasNaBi(POas)sF2 cristal-litza en el sistema
hexagonal i presenta el grup especial P6a/m (a=b =9.3980 A, c =6.9039 A iy
= 120°). Quan la matriu es dopa amb els ions d’Eu*, aquests substitueixen el
Bi®* de l'estructura, i és I'Eu el que aporta les propietats luminescents al
material .14

(a) CagNaBi(PO4)gF2:0.1Eu
1.0 384 nm Fo—+ -
) e
508+t . |
§ o
506 5626 464 nm :
"5_0 . L7.8 Dy |
[= R [~ -
§ 414 nm 534 nm |
5
02} D3 5y

0.0 i 1 " 1 " i " " L "
350 375 400 425 450 475 500 225 550
Wavelength (nm}

(b] ?FZ ;"-e.)“::488 nm
1.0 - SDD—r?F J o

E L

08

£

Zo6

s

@

5 0.4

E

o 0.2

550 575 600 625 650 675 700 725
Wavelength (nm)

Figura 6. Espectres d'absorci6 (a) i luminescéncia (b) de les NPs de CagNaBi(POa)sF2: Eus*. 14
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Es van utilitzar aguestes NPs per diferents raons, primer perqué sén les que el
grup de recerca tenia a disposicié ja que havien estat sintetitzades amb antelacio,
i també per les avantatges i facilitats que aquestes proporcionaven per a la
realitzacio d’aquest projecte.

Una avantatge essencial és que I'apatita és biocompatible gracies a 'existéncia
en la seva estructura de grups fosfats, que en un futur possiblement ajudara a
I'hora de treballar amb mostres bioldgiques, com pot ser ’AFB1.

Una altra rad que justifica I's d’aquestes NPs en concret, sén les intenses
emissions al visible que presenta I'Europi, que fa que sigui poc complexa la seva
deteccio, gracies a I'existéncia de detectors de llum visible molt sensibles i amb
molt bona resolucié i sensibilitat. A més, aquestes emissions sén ressonants amb
I'absorcioé de I'AFB1, ja que els dos compostos presenten absorcio en longituds
d’'ona en el rang de I'UV. L’absorcio de 'AFB1 es pot trobar a I'article (J. C. Netto-
Ferreira, B. Heyne and J. C. Scaiano)*®.

En la Figura 6 estan representats els espectres d’absorcio i de fotoluminescéncia
de CasNaBi(POas)sF2:Eu. En l'espectre d’absorcié es poden apreciar pics en
aproximadament 361, 375, 382, 394, 414, 464 i 534 nm, pero la banda situada a
394 nm és la que presenta una millor intensitat, per tant les mostres es poden
excitar amb llum UV i obtenir una molt bona emissié. La banda ampla menor a
les bandes de I'Eu*, sobre uns 350 nm aproximadament, s’atribueix a transicions
de transferéncia de carrega entre orbitals buits 2p de 'O i 4¢ de 'Eu®*. Per tant,
esta gairebé assegurada la preséncia de transferencia d’energia entre els grups
fosfats PO4* i els ions d’Eu®*.

Pel que fa I'emissio, el pic més dominant és el que esta centrat a 613 nm i és el
gue esta relacionat amb I'emissié vermella de gran intensitat. També es troben
emissions secundaries de menor intensitat a 578, 593, 652 i 701 nm.

25 |(c) E) SLL)E
4 NR g B
D
_20F I ED‘?
il 4 h | 5 1
3 Co
15 |
o el E SN *
—d c c
= &| 2 e g £| gl E
E31ﬂ - oy =t r— = = = =
(ak] - =] e« o o =
= = O = | w3 o
L n W o o ~
T
3 F ' Fg
ol — 7
E|,|3+ FU

Figura 7. Esquema dels nivells energétics del Eu3+ i les seves transicions*



FICMA Group Grau de Quimica Gerard Bartra

En el diagrama de la Figura 7 es mostra les transicions electroniques observades
per les apatites dopades amb Eu3*. Primer de tot els ions s’exciten a I'estat °Ls,
després hi ha una relaxacié no radiativa que pobla I'estat °Do, i finalment tenen
lloc les transicions radiatives °Do—’F; responsables de I'emissié vermella
caracteristica dels ions d’Europi“.

2.3- Funcionalitzacié de la superficie dels nanocompostos

Una vegada preparats els nanocompostos luminescents, ja passem a la
segona part del treball, que és la seva funcionalitzacié per aprofitar les seves
propietats optiques per la produccid d'un biosensor per a la deteccié de
I'Aflatoxina B1. En aquest apartat entraré en detall en quines son les etapes i
reaccions quimiques que tenen lloc durant tot el procés de funcionalitzaci6 de les
capes de PDMS amb les NPs luminescents.

L’esquema general de la funcionalitzacié és, primer de tot activar la superficie
del PDMS mitjangant plasma d’oxigen creant grups funcionals -OH en la
superficie del nanocompost. Seguidament, es fan reaccionar aquests grups
hidroxil amb un intermediari per acabar obtenint -NH2 com a grups terminals en
la superficie del PDMS, aquest intermediari és el (3-Aminopropil)trietoxisila
(APTES). Posteriorment, un altre pas intermitg és lI'addicié d’anhidrid succinic
(SA), que s'utilitza com a molécula intermitja que proporciona grups carboxilics
a la superficie per assegurar la uni6é del grup amino de 'APTES a les cadenes
amino terminals de I'aptamer. Gracies a la presencia d’aquest aptamer selectiu
per la molécula d’interés, I'Aflatoxina B1 s’enllagara perfectament sobre la
superficie del nanocompost.

L’activacio de la superficie del polimer consisteix basicament en sotmetre’l a
plasma d’oxigen durant un cert temps, el que provoca la substitucié d’un dels
grups metil de la unitat repetitiva del PDMS per un grup hidroxil.

OH OH OH

02 Plasma | | |
PDMS E—— PDMS '

Figura 8. Activacio de la superficie del PDMS mitjangant plasma d'oxigen

Un cop activada la superficie, la introduccié de grups amino com a grups
terminals és imprescindible per les etapes que vindran a continuacié. Per
aconseguir-ho, una reaccido molt util és la silanitzacio amb aminosilans com
FAPTES. Els grups hidroxil de la superficie préviament activada amb plasma
d’oxigen, mitjancant una reaccio de condensacio, ataquen i desplacen els grups
alcoxi dels aminosilans per acabar formant enllagos covalents entre -Si-O-Si-.
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NH, NH, NH,

APTES NH
/\O
V)
O-Si
%+ |
O\/
Si Si Si
R AN TN TN
OH OH OH o o o (0] o
| | | Silanitzacio | | l
PDMS —_— PDMS

Formacio -Si-O-Si-

Figura 9. Adhesio de les molecules d’APTES en la superficie del material

La proxima etapa consisteix en I'addicié nucleofila dels grups amino terminals
presents en la superficie a I'anhidrid succinic (SA). S’acaba formant una amida
entre TAPTES i 'anhidrid, i el grup terminal de la cadena es converteix en un acid
carboxilic a causa de I'apertura del SA.

En les imatges presents a continuacié es poden apreciar tant el mecanisme de
reaccio com l'estructura del producte final d’aquesta etapa.

NH, NH,  NH,

SA
o) 0 o) S)
=7 05
H o
. N
Si Si Si HN
o 1N | \O/ | ™~ - @
c|> T T Addicié Nucleofila |
| PDMS |
(o]
0] o H@
OH o
HN - HN
R o

o

Figura 10. Mecanisme de reaccio entre els grups amino i I'anhidrid succinic (SA). R = -CH2-CH2-CH2-Si-O-Si-
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o 5 En la Figura 11 es pot
L apreciar justament el que
\ ja he comentat
N NN , :
—O /9 < ° o anteriorment, I'estructura
- o\ < final després de la
g—o—@./\/\z O formaci6 d'una amida
@/ T entre 'APTES i el SA, i
\ NN 2 © com el grup terminal de la
e s cadena ha esdevingut un
| / S acid carboxilic.

Figura 11. Producte final després de l'addici6 de SA

Seguidament, ens interessa activar aquest acid carboxilic terminal mitjangant
EDC/NHS per enllacar-lo amb els grups terminals amino de I'aptamer.

El reactiu d’acoblament, EDC, és una carbodiimida utilitzada generalment com a
agent activador de grups carboxil pel posterior acoblament d’amines que
acabaran formant un enlla¢ amidic, aquesta també és la seva funcié principal en
aquesta reaccid. Quan s’afegeix 'EDC, es forma un éster altament reactiu que
al posar-lo en contacte amb el NHS s’obté un compost menys labil anomenat
ester de succinat. Aquests ésters, normalment, s’utilitzen per la modificacio de
proteines i és molt Gtil per aplicacions en biosensors. Un cop s’ha format I'éster
de succinat (éster NHS), nomes cal posar-lo en contacte amb I'aptamer per
enllacar-lo.

/

~
/H Ester inestable
\/\/ l\’; /“\ Molt reactiu
N

I AONHS

(aptamer)

(e}
)J\ R- NH2 )L
R
R N
H

Ester NHS

Figura 12. Mecanisme de reaccio entre el grup carboxilic, EDC/NHS i I'aptamer. (R) Representa la cadena enllacada
a la superficie del PDMS. (R’) Fa referencia a la seqliencia d’aminoacids de I'aptamer.

11



FICMA Group Grau de Quimica Gerard Bartra

Aptamer

M’\‘

HN
(@]
Aflatoxina B1

? §NH NH NH

Si Si Si SI
/|\O/|\o |\ /|\O/|\ |\
(o] o] o} H O
l | | | | 1
I PDMS l | PDMS |

Figura 13. Inserci6 de I'Aflatoxina B1 selectivament en I'aptamer

Finalment, ja tenim I'aptamer funcionalitzat a la superficie del nanocompost de
PDMS. Com que I'aptamer és selectiu per I’Aflatoxina en questid, I'enllac entre
els dos compostos és espontani. L’Aflatoxina B1 es pot eliminar mitjangant I'iis
de PBS buffer, tamp0 fosfat sali utilitzat per la neteja de mostres biologiques, aixi
es podra reutilitzar el biosensor per a la deteccié d’altres molécules d’aflatoxina.
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3- Objectius

L’objectiu principal i més general d’aquest treball i investigacid és la
fabricacié d’'un biosensor mitjancant nanoparticules luminescents per la deteccio
d’Aflatoxina B1 a causa d’una variacio de I'emissié, pero aplicable per a tot tipus
de toxines, cel-lules, molecules, i tant per gasos com per liquids.

El treball es pot dividir en dos objectius especifics:
e Fabricacio dels nanocompostos

Les tasques d’aquesta primera part son: a) la construccié6 d’'una corba de
calibratge per fabricar les capes amb un gruix exacte conegut, b) coneixer la
dispersi6 de les nanoparticules en el material, c¢) la fabricacié dels
nanocompostos amb spin-coater en Sala Blanca, i d) lestudi de Ia
fotoluminescéncia dels nanocompostos en funci6 de la concentracié de
nanoparticules, el gruix de les capes i la naturalesa dels dos polimers diferents
com a matriu.

e Funcionalitzacié dels nanocompostos

En aquesta segona i Ultima part del treball, les tasques son: a) la funcionalitzacio
de la superficie de les capes dels hanocompostos en diferents etapes per captar
'Aflatoxina B1 i b) la seva caracteritzaci®6 mitjancant emissions optiques i
microanalisi de Raig-X.
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4- Metodologia i Pla de treball

4.1- Materials, reactius i seguretat

A continuacio es troba una llista amb els productes utilitzats durant I'estudi,
i els perills a tindre en compte per treballar amb ells. Obviament, no cal
mencionar repetidament I'Us obligatori de bata de laboratori, ulleres de seguretat
i guants durant la manipulacié de qualsevol dels productes utilitzats.

També cal considerar que la majoria de les etapes s’han dut a terme en sala
blanca, on les mesures de seguretat i aillament s6n extremadament obligatories,
encara que sigui només per entrar-hi.

e Polidimetilsiloxa (PDMS): Sense perills representatius.

e Resina SU-8: Liquid inflamable. Irritant en inhalacié, contacte amb
la pell i ulls. Toxic pel medi ambient.

e y-butirolactona: Toxicitat aguda per ingestio oral. Irritacié ocular
important. | com a efectes adversos més importants, presenta
efectes narcotics (somnolencia).

e Poly(Glycidyl Methacrylate) (PGMA): Pot causar irritacio
respiratoria, irritacio al contacte amb la pell i ulls.

e (3-Aminopropiltrietoxisila (APTES): Liquid inflamable, perjudicial si
s’ingereix. Pot causar reaccié al-lergica amb la pell i cremades
oculars.

e Dimetilformamida (DMF): Liquid inflamable. Toxicitat aguda per
inhalacio, contacte amb la pell i ocular.

e Solucid tampod salina amb fosfats (PBS Buffer): No és una
substancia perillosa.

e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC): Es perjudicial si
s’ingereix. Presenta toxicitat si entra en contacte amb la pell, pot
causar irritacions i reaccions al-lérgiques. Irritacions oculars si entra
en contacte amb els ulls. Dany important a organs per exposicio
prolongada.

e N-hidroxisuccinimida (NHS): Irritacions importants si entra en
contacte amb el sistema respiratori, pell o ulls.

e Acetonitrii (ACN): Liquid altament inflamable. Perjudicial si
s’ingereix i si entra en contacte amb pell o s’inhala. Causa
irritacions oculars importants.

e Aflatoxina B1 (AFB1): Toxicitat extrema degut a que és altament
cancerigen. Pot resultar fatal si s’ingereix, si entra en contacte amb
la pell o s’inhala.
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4.2- Construccié d’una corba de calibratge del gruix de les capes

Per la fabricacié de les capes s'utilitza la tecnica de spin-coating, una
técnica capac de produir capes fines de polimers o resines mitjancant una simple
rotacié (es poden aconseguir capes de menys de 10 um). Depenent de si les
revolucions per minut (RPM) del gir son més o menys elevades, la capa també
serd més o menys gruixuda. Es per aixd de la importancia del coneixement
exacte de la corba. Nomes vam fer la corba de calibratge del PDMS, la corba del
SU-8 ja era coneguda i proporcionada pel fabricant?é,

Primer de tot es va produir la mescla del PDMS amb el 10% de catalitzador per
la curacié del polimer. Es van pesar 20g de PDMS, s’hi van afegir 2g del
catalitzador i es va agitar consistentment fins I'aparicié d’'una gran quantitat de
bombolles.

Figura 14. (a) PDMS sense catalitzador. (b) PDMS amb catalitzador després d'agitacio

Per tal d’eliminar aquestes bombolles, el PDMS es va sotmetre a un procés de
degasificacio. Es va dipositar el recipient amb la mescla de polimer i catalitzador
en un dessecador en el qual s’hi pot fer el buit mitjiancant una bomba, durant
aquest procés es pot observar com les bombolles es van desprenent.

Aproximadament aquest procés dura uns 60 minuts i es du a terme tal com
s’aprecia en la Figura 15. També és important tindre en compte que s’ha de
vigilar que les bombolles no pugin més del compte i puguin sobreeixir del vas. Si
pugen massa el que es fa és parar la bomba de buit i esperar a la desaparicié
les bombolles abans de tornar a engegar-la.
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Figura 15. Degasificacio de la mescla mitjancant dessecador

Una vegada la mescla es troba totalment degasificada, ja es pot passar a la
producci6 de les capes en sala blanca on es troba I'spin-coater.

Figura 16. (a) Spin-coater. (b) Disposici6 d'una mostra en |'spin-coater. (c) Espai de treball en Sala Blanca.

En la imatge anterior es pot apreciar tant I'spin-coater com la manera en la que
es disposa la mostra en linstrument. Abans de mesurar cal programar les
revolucions per minut (rpm) amb les que es vol tractar la mostra en concret. Les
revolucions de I'spin-coater que es van utilitzar en les diferents mostres per
produir la recta de calibratge van ser 2500, 2100, 1700, 1300, 900, 500 rpm.
L’instrument consta de dos passos, el primer pas és sempre constant a 500 rpm
i presenta una duraci6 de 5 segons. El pas a modificar és el segon, el qual consta
de les rpm que he comentat anteriorment i té una duracié de 30 segons i una
acceleraci6 de 300 rpm/s.
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Es disposa la mostra al centre de I'instrument (Figura 16b) i es manté immobil
gracies a una bomba de buit, per cadascuna de les mostres s’utilitzen Gnicament
0.3 mL per fer I'spin-coating.

Cada vegada que es finalitza una mostra cal deixar-les en un forn 2h a 80°C per
a que tingui lloc la curacié i enduriment (reticulacid) del polimer.

El gruix de les capes del PDMS es va mesurar amb el microscopi confocal PLu
2300 Optical Surface Profiler de Sensofar, representat en la Figura a continuacio.

Figura 17. Microscopi confocal PLu 2300 Optical Surface Profiler de Sensofar en el grup de recerca FICMA
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4.3- Dispersio6 de les nanoparticules

Quan s’afegeixen NPs a les capes de PDMS, aquestes s’han de dispersar
mitjangant un bany d’ultrasons. Per saber quin és el temps adequat que han
d’estar les mostres en l'ultrasons per obtenir una dispersio el més homogenia
possible, es van preparar 3 mL de PDMS amb una concentracio del 0.5% de les
nanoparticules de CasNaBi(PO4)sF2:Eu on a la seva vegada, 'Eu esta en
quantitats dopants del 4% respecte del Calci.

Aquests 3 mL es van dividir en 3 mostres
d’l mL cadascuna, una d’aquestes mostres
va estar 1h en l'ultrasons, una segona s’hi
va estar 2h i I'dltima 3h.

Es va realitzar una analisi mitjancant un
microscopi electronic de transmissid
(TEM), per observar en quina de les
mostres les nanoparticules estaven millor
dispersades, i per tant, determinar el temps
de bany d’ultrasons més optim, a banda de
coneixer la seva mida i la distancia mitja
entre particules.

Figura 18. Bany d'ultrasons

4.4- Fabricacié dels nanocompostos

Mitjangant la tecnica de spin-coating explicada en I'apartat 4.1- Corba de
calibratge. Cinc concentracions diferents (6, 4, 2, 1.5, 1% wt NPs) i quatre capes
de diferent gruix (100, 50, 25 i 10 um) es van preparar, per triplicat, seguint els
passos explicats a continuacio.

Primer de tot, 10g de PDMS es van mesclar amb 0.6, 0.4, 0.2, 0.15i 0.1g de les
NPs de CasNaBi(PO4)sF2:Eu en concordanga amb les concentracions
mencionades anteriorment, les mostres es van agitar amb forca durant 3 minuts
aproximadament, fins observar l'aparici6 de bombolles en la mescla que
s’eliminaran mitjancant degasificaci6 amb un dessecador durant 1 hora.
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Figura 19. (a) Nanoparticules Ca8NaBi(PO4)6F2:Eu3+x=0.4. (b) NPs en el PDMS abans de la mescla. (c)
Mescla de PDMS amb NPs després de degasificacié i bany d'ultrasons.

Per tal d’obtenir una bona dispersié de les NPs en el material es sotmet a la
mescla a un bany d’ultrasons durant 1 hora, el resultat €s apreciable en la Figura
19c.

Posteriorment, s’afegeix un 10% en pes de catalitzador en cada mostra i es torna
a realitzar el mateix procediment, s’agita vigorosament i es torna a degasificar.

Una vegada les mostres estan llestes, ja es poden preparar les capes amb I'spin-
coater en Sala Blanca (funcionament de I'instrument explicat en apartat 4.1). En
la taula a continuacidé hi ha representats les revolucions per minut de gir de
instrument utilitzades per la fabricacié de cada gruix de capa.

Taula 1. Revolucions per minut utilitzades en funcié del gruix de capa de PDMS.

Gruix(um) 100 50 25 10
RPM 288 966 1768 2542

Els valors s’han obtingut per interpolacié de la corba de calibratge construida
préviament.

Pel que fa referéncia a les mostres de SU-8 cas es van preparar nanocompostos
de tres diferents concentracions (6, 4 i 2% wt NPs) i també quatre gruixos de
capa (100, 50, 25 i 10 um). Es va seguir un procediment diferent alhora de
fabricar les capes, explicat a continuacio.

Directament en sala blanca, 6 mL de SU-8 + 0.3 mL de y-butirolactona (I'addicio
del solvent és Unicament per dispersar les NPs i evitar aglomeracions en el
material) es van mesclar amb 0.36, 0.24 i 0.12 g de les NPs de
CasNaBi(POa4)sF2:Eu. La mescla es va deixar 15 min en bany d’ultrasons després
de sotmetre-les a una suau agitacio.

Paral-lelament, les lamines de vidre es van deshidratar per eliminar qualsevol
molécula d’aigua ja que el SU-8 és extremadament sensible a [l'aigua.
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Basicament es van deixar per 1 min en una placa calefactora a 60°C i després
es va passar a una segona placa a 100°C.

Una vegada deshidratats, es deixen refredar les lamines i es procedeix amb el
spin-coating exactament igual que amb els nanocompostos de PDMS, només
varien dos parametres, s’utilitzen 0.2 mL de mostra i les revolucions per minut de
I'instrument apreciables a la taula adjunta a continuacié (valors interpolats de la
corba de calibratge del fabricant).

Taula 2. Revolucions per minut utilitzades en funcié del gruix de capa de SU-8

Gruix(um) 100 50 25 10
RPM 1238 2775 4155 5293

Després de I'spin-coating, es van deixar les mostres en una placa calefactora 1
min a 60°C i es torna a passar a una de 100°C, d’aquesta forma I'ordenacié de
les molécules és la correcta per procedir amb el seguent pas, I'enduriment del
polimer.

La reticulacié del SU-8 es catalitza mitjancant una lampada UV. S’exposa la
mostra a llum UV durant 6 segons a maxima intensitat i per finalitzar 'enduriment
de la mostra, es torna utilitzar una placa calefactora durant 2 min a 65°C i per
altim 5 min a 100°C.

A banda del solvent y-butirolactona, també es van preparar mostres amb un
segon solvent, PGMA, per comparar si el solvent utilitzat afecta en les emissions
de les NPs. El procediment és exactament el mateix, perd només es van preparar
mostres del 6 i 4%, a part del canvi de solvent.

4.5- Deteccio de les emissions de I'Europi

Mitjancant I'espectrofotometre StellarNet BLUE-Wave (capa¢ de mesurar
a les regions de longitud d’ona d’entre 200-1150 nm), es va mesurar la intensitat
d’emissi6 de tots i cadascun dels nanocompostos, tant de PDMS com de SU-8,
preparats amb anterioritat, excitant-los amb llum ultra violeta (UV) ja que les NPs
de CasNaBi(POa4)sF2:Eu presenten una important absorcié a 394 nm, a part de
pics també importants en longituds d’ona una mica menors (informacié en apartat
2.2).
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Figura 20. Muntatge de la lampada UV juntament amb la fibra optica per la detecci6 de les emissions

La instrumentacio utilitzada es pot apreciar en la Figura 20. El muntatge costa
d’'una lampada UV (instrument blanc a la dreta de la imatge) de 365 nm,
juntament amb una fibra Optica connectada a I'espectrofotdometre en qlestié. La
fibra optica esta envoltada amb una série d’elements Optics per tal de concentrar
i enfocar I'emissio de les mostres i acabar obtenint una major intensitat en
I'espectre d’emissid. Entre aquests elements, es troba un filtre dicromic LP-500
capac d’atenuar totes les longitud d’'ona menors a 500 nm, d’aquesta manera
s’aconsegueix eliminar totes les senyals produides per aquestes longituds d’ona
que no aporten informacié rellevant.

Cal remarcar la importancia de que el muntatge es mantingui immobil i rigid
durant totes les mesures, ja que qualsevol petita modificacié pot provocar una
gran variacié en la intensitat dels resultats.

Cada mostra es va mesurar per triplicat intentant enfocar la llum UV el més
centrada possible en el nanocompost. Els espectres es van obtenir mitjancant el
software especific de I'espectrofotdmetre (Stellarnet SpectraWiz),

21



FICMA Group Grau de Quimica Gerard Bartra

4.6- Funcionalitzacio per etapes dels nanocompostos

Per assolir la immobilitzacié de I'Aflatoxina B1 en el material, és essencial
la funcionalitzacio de la superficie dels nanocompostos fabricats amb anterioritat.

El procediment que es va seguir, en sala blanca, en cada una de les etapes de
funcionalitzacio es troben explicades a continuacio.

e Adhesi6 d’(3-Aminopropiltrietoxisila (APTES)

Inicialment, l'activacié de la superficie del nanocompost mitjancant plasma
d’oxigen és imprescindible. Aquesta activacio es va dur a terme mitjancant el RIE
gue disposa la universitat a la Sala Blanca, Plasma PRO 80 Oxford Instruments.

Figura 21. (a) Instrument RIE Plasma PRO 80 Oxford Instruments en Sala Blanca. (b) Disposici6 de les
mostres en el RIE.

Tant l'instrument utilitzat com la disposicié de les mostres analitzades es veu
representat en la Figura 21.

Cal remarcar que les mostres que es van utilitzar van ser les que millors resultats
pel que fa a emissions van presentar. Tampoc es va dur a terme cap tractament
previ a les mostres en questio, es van dipositar en I'instrument directament.

Les condicions de treball van ser 35 sccm de flux d’Oxigen, durant 6 segons a
22W de potencia i dins de la cambra 50 mTorr (condicions d’alt buit) per tal de
produir plasma.
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Una vegada es va dur a terme I'activacio de la superficie dels nanocompostos,
ja es va procedir amb I'adhesié dels APTES en les mostres.

A

A

Figura 22. (a) Recipient de (3-Aminopropil)trietoxisila (APTES) utilitzat. (b) Procediment de funcionalitzacio
dels APTES en les mostres.

Tan rapid com es van extreure les mostres del RIE, aquestes es van banyar en
APTES (cobrint les mostres en la seva totalitat) durant 5 minuts tal i com s’aprecia
en la Figura 22b.

Per ultim, es van esbandir les mostres amb aigua desionitzada i es van dipositar
al forn a 35°C i durant 4 hores.

e Funcionalitzacié de I’Aptamer

Una vegada I'APTES es va enllacar a la superficie del nanocompost, el segtient
pas és la immobilitzacié de I'anhidrid succinic (SA). Per fer-ho, es va preparar
una solucié de 30 mL de 18 mg SA/mL DMF. El que implica que en total es van
pesar 0.54g de SA.

Es van submergir les mostres durant 30 minuts en la solucié anterior. Després
de la reaccid, les mostres es van esbandir amb DMF, deixar 2 minuts en aigua
bullint, es van rentar amb etanol i finalment amb aigua MiliQ. Per ultim
s’assequen amb un corrent de N2. El procediment és identic al observat en la
Figura 22, pero utilitzant la solucié del SA/DMF.

L’etapa seguent correspon a la formacié de I'éter-NHS. Es va preparar una
solucié de 10 mM solucié tampd salina amb fosfats (PBS) de pH 7.0 amb 2 mM
EDC i 5 mM NHS. En concret va ser de 25 mL, per tant, es van pesar 0.098g de
EDC, 0.0147g de NHS i es va afegir directament 25 mL de PBS 10 Mm.

Les mostres es van submergir de nou, aguesta vegada amb la solucié de
EDC/NHS, durant 15 minuts. Les mostres es van rentar amb una corrent de Na.
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Per finalitzar la funcionalitzacié de I'aptamer, es va preparar una solucio de 10
mM PBS de pH 7.4 amb 1 pM de I'aptamer, que es goteja per sobre (tal com
s’aprecia en la Figura 23) de les mostres i es deixa durant un temps optim de 3
hores. A I'hora de treballar amb I'aptamer, aquest s’ha de manipular sempre amb
contacte amb gel, per a que I'estructura de 'aptamer no pateixi desviacions amb
la temperatura.

Figura 23. Nanocompostos amb les gotes de la solucié d'aptamer en la seva superficie

Pel que fa a la preparacié d’aquesta ultima solucid, en el nostre cas concret,
disposavem de 2.07 ymol de l'aptamer, i vam decidir dissoldre’l en 2.5 mL de
soluciéo TE (ja preparada). El que representa una concentracio de 828 uM.
Mitjangant una dilucié d’aquesta solucié anterior, representada en els calculs a
continuacio, es va preparar la solucio de 1 uM d’aptamer en PBS.

C, XV, =Cy XV, > 828uM X 10uL = 1pM X V, (1)

On V2 presenta un valor de 8.28 mL, que és el volum total que tindra la solucio i
el valor aproximat que es va afegir als 10 puL d’aptamer.

Com a tractament previ a la soluci6é, és necessari sotmetre I'aptamer a la
desnaturalitzacio de les seves cadenes d’ADN, per tal de poder manipular-lo.
Aquesta desnaturalitzacié de les cadenes és reversible quan es tornen a les
condicions inicials (renaturalitzacié), aquesta caracteristica presenta moltes
aplicacions, com per exemple la possibilitat de detectar la molécula objectiu quan
aguesta entri en contacte amb l'aptamer, sense necessitat de transportar i
emmagatzemar el sensor refrigerat en condicions de molt baixa temperatura.

Per dur a terme aquest procediment es van agafar 20 uL, ja que 10 pL era tan
insignificant que treballar era molt complicat, aquests 20 UL es van portar a 90°C
(desnaturalitzacid) durant 5 minuts i es va disminuir la temperatura a 25°C de
forma natural i es va dipositar amb un recipient amb gel immediatament. A partir
d’aqui, molt important tindre en compte que 'ADN es va manipular sempre en
preséncia de gel per no interferir en aquesta desnaturalitzacio.
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e Immobilitzacié de I'Aflatoxina B1 (AFB1)

Es extremadament essencial tindre present que, 'AFB1 presenta un punt
d’ebullicié de 2°C i que aquesta és preocupadament tdxica si s’inhala o entra en
contacte amb el nostre cos. Per tant, la manipulacio de 'AFB1 ha de ser sempre
en presencia de gel una vegada s’ha obert el recipient on esta emmagatzemada,
per evitar la seva evaporacio. De la mateixa forma com esta representat en la
Figura 24, on hi ha 'AFB1 encara sota el gel.

D~ Z.s

Figura 24. Recipient amb gel utilitzat per manipular l'aptamer i 'AFB1

Abans de posar en contacte 'AFB1 amb les mostres, es va preparar una solucio
de 1 uM d’aquest compost. La solucié d’AFB1 de la que disposavem presentava
una concentracio de 6.4 uM dissolt en acetonitril (ACN). Vam calcular:

On V2 presenta un valor de 6.4 mL com a volum total de la solucié. Per tant, la
solucio es va preparar amb 5.4 mL d’ACN i 1 mL de la solucié d’AFB1 6.4 uM,
per acabar obtenint la soluci6 desitjada de 1 uM AFB1/ACN.

Tan rapid com la soluci6 es va preparar, aquesta es va gotejar per damunt de les
mostres i es va deixar reposar durant 1 hora. Després, aguestes es van assecar
amb un flux de N2.
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Figura 25. Disposicié de les mostres en gel després de les gotes d’AFB1.

La imatge anterior no permet veure amb exactitud les mostres amb 'AFB1 per la
seva superficie, pero és molt util per entendre com es va treballar i que
I'aflatoxina va ser manipulada amb gel i sota de la campana d’extraccio, fins i tot
guan es va posar en contacte amb les mostres.

En dues de les mostres, una de 100 um i una segona de 10 pum de gruix, es va
finalitzar la seva funcionalitzacié en I'etapa de I'aptamer, d’aquesta manera es
possible la comparacio dels resultats entre les diferents etapes.

4.7- Caracteritzacié de la funcionalitzacié per etapes

Es van caracteritzar les mostres després de cada una de les etapes de la
funcionalitzacié mitjangant instrumentacié de Microscopia electronica de rastreig
ambiental de pressio variable (ESEM) amb microanalisi de raig-X. L'instrument
en concret és el model Quanta 600 de la marca FEI Company.

Gracies al ESEM va ser possible I'obtencié d’espectres elementals produits amb
microanalisi que permet confirmar la preséncia d’elements, i la seva proporcio,
en la superficie de les mostres.

Finalment, es va procedir a mesurar, amb la lampada UV i la fibra optica, les
emissions de la mateixa manera que es va procedir en apartats anteriors, per
comprovar si I'AFB1 causa alguna variacié en les emissions de I'Eu
caracteristiques de les mostres.
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5- Resultats i discussio

5.1- Construccié d’una corba de calibratge del gruix de les capes

Els gruixos de capa obtinguts, per les RPM escollits, estan representats
en la taula que es troba a continuacid, juntament amb la recta de calibratge
produida amb els mateixos resultats.

Taula 3. Dades de la corba de calibratge del gruix de PDMS

PDMS Corba de calibratge
Mostral Mostra?2 Mostra3 Mostra4 Mostras

Pasl RPM 500 500 500 500 500
Pas2 RPM 2500 2100 1700 1300 500
Gruix 14 18 21 39 78
Forn 2H 2H 2H 2H 2H

Com es pot observar en la taula, I'spin-coater consta de dos passos a diferents
revolucions. El segon pas és I'etapa que més influeix en el gruix de les capes i
és amb el es va construir la corba. Els gruixos resultants van ser de 14, 18, 21,
39178 pm.

Gruix y = -41,35In(x) + 334,21
R?=0,9839

90
80
70
60

50

pm

0 .

30

20 .
10

1] 500 1000 1500 2000 2500 3000
RPM

Figura 26. Representaci6 de la corba de calibratge del gruix de PDMS

Es va obtenir una bona corba de calibratge amb una R? de valor 0.9839 i una
equacio de recta: y = - 41.35In(x) + 334.21 com és apreciable en la Figura 26.
Cap dels punts va ser eliminat.
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o]

Figura 27. (a) i (b) Representacions del gruix de capa de PDMS. (c) Imatge 3D de la superficie de la capa.
(d) Topografia de la capa de PDMS

En la Figura anterior es veuen representats els grafics utilitzats per la
determinacié del gruix de les mateixes capes de PDMS. Els grafics pertanyen a
la mostra 2 (2100 RPM i 18 pm).

Els dos primers grafics, (a) i (b), representen el gruix de la capa de formes
diferents. El (a) representa la variacido de I'eix z de la superficie de la capa
respecte el recipient on esta immobilitzada. En la representacio (b) s’observen
dos pics que fan referéncia a el percentatge de superficie observada per cada
alcada en concret. Si un pic és més alt que l'altre, vol dir que, en la zona que
esta mesurant el microscopi, hi ha més quantitat de superficie observable per
una alcada que de l'altra. La diferéncia de I'eix z entre els dos pics, fa referencia
al gruix de la capa.

La imatge (c), és basicament una representacié en tres dimensions de la capa
de PDMS, que esta representada en color vermell. La superficie de color blanc
és el recipient on esta immobilitzat la capa.

Per ultim, una topografia vertical s’aprecia en la Figura (d). No aporta informacio
imprescindible per la determinaciod del gruix de les capes, pero permet veure el
salt entre la capa de PDMS (color groc) i el recipient (color blau).
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5.2- Dispersiod de les nanoparticules

Mitjancant microscopia electronica de transmissio (TEM), es va analitzar
la dispersié de les NPs CasNaBi(POa4)sF2:Eu3* en tot el nanocompost de PDMS.

Figura 28. Representacio de la dispersio de les NPs (Ca8NaBi(PO4)6F2:xEu3+) al llarg del material de PDMS
a diferent escala després de 1 hora de bany d'ultrasons. (a) Distribuci6 de particules de menys de 250nm, (b)
Distribucié de particules entre 250 i 300nm. (c) Distribucié de particules d’entre 300nm i 3 pm.

Per fer-ho, abans de la mesura es va triturar el material per observar la dispersio
en el material de forma real i no només en la superficie.

La Figura 28, corrobora la dispersié homogenia de les NPs a diferents escales.
Demostrant que 1 hora de bany d’ultrasons és suficient per I'obtencié d’'una bona
dispersié i distancia entre les NPs.

S’observen dues taques diferents que es podria arribar a pensar que pertanyen
a particules diferents, pero aquest pensament és erroni. La Unica diferencia és
la profunditat de les NPs, les que s’observen amb una coloracié més fosca o
negra directament, s6n les NPs que es troben en el pla que s’esta mesurant, a
mesura que aguestes van obtenint una coloracié més clara és perqué es troben
a major profunditat.

5.3- Fabricacié dels nanocompostos

Per a les NPs de CasNaBi(POa)sF2:Eu utilitzades, es van obtenir resultats
més que satisfactoris per als nanocompostos fabricats amb PDMS. Mostres molt
homogeénies i distingibles a simple vista a causa de la disminucio de la coloracié
blanca, produida per les NPs, a mesura que disminueix el gruix.
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Figura 29. Comparacié dels nanocompostos fabricats mitjancant PDMS al 4% wt de NPs de
CasNaBi(POs)sF2:Eu®* de 100, 50, 25 i 10 pm

Pel que fa als nanocompostos fabricats mitjancant SU-8, els resultats no van
tindre tant exit. Aixo és degut a que la resina SU-8 és fotosensible a la llum UV,
gue de fet és la que es va utilitzar durant 6 segons per catalitzar el procés de
curacié del polimer durant la fabricacioé de les capes. El problema és que, més
endavant, per mesurar I'emissié de les NPs dopades amb Eu3*, també es va
utilitzar una lampada de longituds d’'ona pertanyents al rang de 'UV que va
causar una sobreexposicié d’aquesta llum UV i les mostres es van malmetre.
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Figura 30. Comparaci6 dels nanocompostos fabricats mitjangant SU-8 al 4% wt de NPs de
CasNaBi(POa)sF2:Eu®* de 100, 50, 25 i 10 um

En la Figura 30, s’aprecia sobretot en la mostra de 100 um com va adquirir un
color més fosc, com si s’hagués cremat, demostrant que ha estat sobreexposada
a llum UV i s’ha malmés.

Aquest problema que es podria solucionar perfectament només canviant les NPs
de CasNaBi(POa4)sF2:Eu per unes altres que no absorbeixin en el rang de 'UV.

5.4- Detecci6 de les emissions de I'Europi

Per a totes i cada una de les mostres es van utilitzat les mateixes NPs de
CasNaBi(POa)sF2:Eu dopades en un 4% wt d’Europi respecte del Calci.

Utilitzant el programa Origin, es van construir la mitjana dels espectres d’emissio
de les mostres, ja que per a cada nanocompost es van realitzar tres repeticions
per assegurar la veracitat dels resultats.

A continuacié estan representades les comparacions dels espectres 2D de
d’emissio de cada gruix de mostra en funcié de la concentracié de NPs, per a les
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mostres que es van fabricar amb PDMS. Tots els espectres segueixen el mateix
patr6 de pics, caracteristic de 'emissié de 'Eu*.

6%
_ 100 um NPs/PDMS 4%,
60000 - 2%
] —1.5%
52500 1%
45000 -
w 37500 -
2 .
3 30000 -
&) _
22500 4
15000 -
7500 4 i
] N\
===

' T ' I T T ' I T T f I T 1
550 575 600 625 650 675 700 725
Wavelength (nm)

Figura 31. Comparaci6 dels espectres d'emissié dels nanocompostos de PDMS de 100 um en funci6 de la
concentracio de NPs (6, 4, 2, 1.5 i 1%)

Les mostres fabricades amb un gruix de 100 um sén les que tenen una mida
major, i en consequéncia, son les que van presentar una emissio superior amb
gran diferencia, en comparacio a gruixos inferiors.

Destacable, especialment, I'emissié dels nanocompostos amb un 6 i1 4% de NPs
que estan les dues en unes 60000 comptes, un valor molt més elevat que la
seglient mostra corresponent al 2% de concentracié que ronda les 30000
comptes.

Entre el 6 i 4% no hi ha gairebé variacio de la intensitat, fins i tot es podria dir
qgue la mostra al 4% esta lleugerament per damunt de la del 6%, pero a partir
d’aqui, s’observa una disminucié clara de I'emissido en funcidé de la seva
concentracio de NPs de CasNaBi(POa4)sF2:Eu.
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Figura 32. Comparacio dels espectres d'emissioé dels nanocompostos de PDMS de 50 um en funcio de la
concentracio de NPs (6, 4, 2, 1.5 1%)

En la Figura 32, s’aprecia la disminucié general considerable de I'emissio de les
mostres si es comparen amb les mostres de 100 um. Per exemple, la mostra del
6% ha passat de 60000 comptes a unes 17000 comptes (disminucio del 72%),
el mateix fenomen passa en la resta de mostres.

De nou, hi ha una gran diferéncia a partir de les concentracions de 2% si es
comparen amb les mostres del 6 i 4%, unes 11000 comptes aproximadament
sbn les que separen els resultats entre les mostres de 2 i 4%, una diferéncia
gegant tenint en compte que la del 4% presenta unes 15000 comptes.

Els resultats entre el 6 i 4% tornen a ser molt similars, pero la intensitat del 6%
en concentracio esta per damunt en aguest cas.
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Figura 33. Comparacid dels espectres d'emissioé dels nanocompostos de PDMS de 25 um en funcio de la
concentracio de NPs (6, 4, 2, 1.5 1%)
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Figura 34. Comparacid dels espectres d'emissioé dels nanocompostos de PDMS de 10 um en funcio de la
concentracié de NPs (6, 4, 2, 1.5 1%)
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Pel que fa les mostres de 25 i 10 um, els resultats estan representats en les
Figures 33 i 34 respectivament.

Les emissions en aquests dos casos, en general, ja sén molt menors en
comparacié a les anteriors, sobretot amb les mostres de 100 um. Ja que les
maximes intensitats estan en 7000 comptes en el cas de 25 pum, i menys de 5000
comptes en les de 10 um.

Es podria dir, fins i tot, que els resultats proporcionats per les mostres amb
concentracions menors (2, 1.5 i 1%) es confonen amb el soroll dels espectres.

Un fenomen observable entre les mostres de 10 um és que I'emissio de la
concentracio de NPs al 4% és superior a la del 6%. Aix0 ja passava, de forma
més lleu, en les mostres de gruix de 100 um. | en les mostres restants els
resultats entre 6 i 4% eren gairebé els mateixos

Per tant, es pot extreure que les mostres amb una concentracié optima sén les
del 4% de les NPs de CasNaBi(POa4)sF2:Eu que s’apropen a la intensitat maxima
d’emissié dels nanocompostos pel que fa a la concentracio, ja que per molt que
s’augmenti la concentracié de NPs per damunt del 4%, no s’observaran grans
variacions en els resultats. Aixo pot ser degut a que les NPs i les seves emissions
poden comencar a interaccionar entre elles a partir d’'una concentracio
determinada, el que provocaria que no augmenteés, o fins i tot una disminucié, de
la intensitat d’emissio.
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60000 —25um
55000 A 10 pm
50000 B

45000 1
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Figura 35. Comparaci6 dels espectres d'emissié dels nanocompostos de PDMS en un 4% de concentracio
en funcié del gruix dels nanocompostos (100, 50, 25 i 10 pm)
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Com és apreciable en la Figura 35 i en tots els resultats obtinguts, la intensitat
d’emissié dels nanocompostos és directament proporcional al gruix del material
i els resultats s6n molt millors en el cas de les 100 pm.

Gracies a aquests resultats, es va procedir les etapes seguents de I'estudi amb
les mostres de 100 pm i 10 um amb un 4% de concentracio de les NPs, les de
100 pum soén les que van presentar uns resultats més optims pel que fa a la
intensitat. També es van escollir les mostres de 10 um, ja que existeix la
possibilitat de que les variacions en les senyals optiques s’observin millor en
mostres amb un gruix menor degut a la menor quantitat de nanocompost i menor
intensitat d’emissid. Al final de I'estudi es comprovara si aquesta hipotesi és
certa.

Per Ultim, també es van mesurar les emissions de les mostres fabricades amb
SU-8. Amb les quals, com ja he avangat I'apartat anterior, no es van obtenir els
resultats esperats.

SU8 THK NORMAL, 100 um , 6% NPs CagNaBi(PO,).F,
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Figura 36. Espectre d'emissié d'un nanocompost de SU-8 de 100 um en una concentracié de NPs del 6%.

En la Figura 36 s’entén la immensa diferencia de resultats entre el PDMS i el SU-
8. En aquest ultim cas, no va ser possible apreciar ni un dels pics caracteristics
de I'emissio de I'Eu®* en cap de les mostres fabricades. Tot aix0 degut a la
sobreexposicio de la resina a la llum UV. Degut a aquests resultats, el grup de
recerca esta pensant altres aplicacions possibles, aprofitant aquesta
luminescéncia de les mostres de SU-8 amb diferents solvents.
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Per aquest motiu es van apartar les mostres de SU-8 pel que fa a la
funcionalitzacié i es va treballar amb les mostres de PDMS esmentades
anteriorment.

5.5- Funcionalitzacié per etapes dels nanocompostos

En relacié a l'etapa de funcionalitzacié del les molécules d’APTES,
immediatament després de treure les mostres del forn, la superficie del material
va ser sotmesa a canvis molt destacables. Unes taques blanques van apareixer
propagades per tot el material (apreciables en la Figura 37), produides per la
mateixa adhesié de les molécules d’APTES. Les zones on el blanc és més intens,
€s a causa de I'aglomeracio d’aquestes molécules.

Figura 37. Nanocompostos de PDMS de 100 i 10 um amb una concentracio del 4% de NPs, després de
l'adhesi6 dels APTES

Variacions importants ,a simple vista, de la superficie dels nanocompostos no
van ser detectades al finalitzar les etapes de funcionalitzacié segulents, tant per
I'aptamer com per 'AFB1.

Les superficies s’aprecien molt similars a les observades a la Figura 37.

5.6- Caracteritzacio de la funcionalitzacio per etapes

A continuaci6 es troben els resultats corresponents pel que fa a la primera
etapa de la funcionalitzaci6, I'adhesié de les molécules d’APTES sobre la
superficie dels nanocompostos.

Apart de microscopia, 'ESEM també incorpora microanalisi de Raig-X amb el
que es van caracteritzar les mostres.
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Figura 38. Espectre de Raig-X d'una mostra sense funcionalitzar (blanc) de 100 um al 4%

Tal com es veu en l'espectre de la Figura 38, els pics més grans que es van
detectar son els del Sii 'O procedent del PDMS de la mostra (part del Si prové
del vidre on es troba la mostra). Altres pics com sén els del Ca i el Na,
corresponen a pics originats per les NPs que contenen aquests elements. Els
altres pics petits corresponen a, segurament, impureses en el material.
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Figura 39. Espectre de Raig-X d'una mostra de 100 um al 4% funcionalitzada amb APTES.
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En canvi, tal com es veu en I'espectre de la Figura 39, per les mostres on s’han
adherit les molécules d’APTES apareixen els pics de C i N caracteristics, en el
nostre cas, d’aquesta molécula, ja que és la unica font d’aquests dos elements.

Son considerablement menys intensos que el de Si, degut a la gran quantitat
d’aquest element en el polimer i també en la lamina de vidre que suporta la
mostra, que també té un efecte important en aquest pic. Pel que fa als pics de C
i N, també s’aprecia que el pic de C es més gran que el de N, degut a que en la
molécula d’APTES hi ha tres vegades més atoms de C que de N.

Es van mesurar totes les mostres funcionalitzades amb APTES, entre elles estan
les mostres del 6% de NPs de 100 i 50 pum de gruix i per les de 4% es van
funcionalitzar les de 100 i 10 pm gruix. Es volia comprovar si hi havia alguna
diferéncia apreciable en els resultats, pero tots els espectres van resultar ser
analegs.

Pel que fa a les mostres ja funcionalitzades amb I'aptamer, els resultats van ser
els de la Figura representada a continuacio.
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Figura 40. Espectre de Raig-X d'una mostra de 100 um al 4% funcionalitzada amb aptamer.

Com sempre, destaca el pic del Si caracteristic per el PDMS i del vidre on es
troba la mostra. També s’observen pics caracteristics de les NPs utilitzades, en
concret elements com el P, Ca o fins i tot pics corresponents a 'Eu. El més
destacable és que el pic del C segueix present en I'espectre, pero el pic del N ha
desaparegut totalment. Aquest fenomen pot ser provocat per la immobilitzacio
de l'aptamer i que aquest hagi provocat que la quantitat de N present sigui
insignificant en la superficie, si aquest es compara amb el C.
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Figura 41. Estudi de la proporcié de Sii C en la superficie de la mostra

La Figura 41 confirma la important preséncia de C, procedent de totes les etapes
de funcionalitzaci6, en una zona en concret de la superficie del nanocompost,
perd que comparat amb el Si és molt menor.

Per ultim, també es van obtenir els espectres de les mostres amb I'AFB1
immobilitzada en la superficie del material.
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Figura 42. Espectre de Raig-X d'una mostra de 100 um al 4% funcionalitzada amb AFB1

Es apreciable que no hi ha cap diferéncia representativa entre I'espectre observat
després de la funcionalitzacio amb AFB1, i els pics després de funcionalitzar les
mostres amb I'aptamer (Figura 40). La dispersio de Raig-X no proporciona prou
informacié com per confirmar la preséncia de 'AFB1, per aixd utilitzarem una
técnica optica que és més sensible per confirmar la seva preséncia.

40



FICMA Group Grau de Quimica Gerard Bartra

Pel que fa a les mostres de 100 um amb un 4% de NPs, els resultats van ser els
seguents:
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Figura 43. Comparacio de les emissions dels nanocompostos, de 100 um al 4% de NPs, en diferents etapes
de la funcionalitzacio, sense funcionalitzar (linia blava), després de funcionalitzar els aptamers (linia
vermella) i la immobilitzacié de la AFB1 (linia negra).

A primera vista, s’observa una disminucié, d’'unes 5000 contes, de les emissions
en preséncia d’aptamers en la superficie del nanocompost. A més, s’aprecia un
lleuger augment de les emissions quan les molécules d’AFB1 es troben
immobilitzades en aquests aptamers, si es comparen amb les mostres sense
'AFB1 adherida.

Les mostres de 10 um de gruix de la mateixa concentracio de NPs també es van
caracteritzar opticament. Els resultats sén similars a les mostres comentades
anteriorment, pero les variacions en les emissions es veuen d’'una manera molt
meés clara que amb les mostres anteriors. Per tant, es pot confirmar que per a
aplicacions de biosensors, com més prima sigui la capa del nanocompost, millor
per a detectar diferencies en les emissions optiques del material.
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Figura 44. Comparacio de les emissions dels nanocompostos, de 10 um al 4% de NPs, en diferents etapes
de la funcionalitzacid, sense funcionalitzar (linia blava), després de funcionalitzar els aptamers (linia negra)
i la immobilitzacio de la AFBL1 (linia vermella).

Com ja he comentat, els resultats s6n molt similars. Hi ha una clara disminucio
de les emissions, causada pels aptamers, en la superficie que causen
interferencies. De nou, les AFB1 immobilitzades en la superficie de les mostres
causen un petit augment en les emissions, comparant amb les mostres
funcionalitzades Unicament amb aptamers.

Aquest fet ens va portar a pensar que, tal com confirmen tant en les mostres de
100 um com les de 10 um de gruix, 'AFB1 esta interferint en la senyal optica
emesa per les NPs d’una forma molt lleu. D’aquesta manera, es va arribar a la
conclusié que la solucié d’AFB1 utilitzada (1 uM) presentava una concentracio
de l'aflatoxina excessivament baixa com per a que una bona quantitat de
molécules d’AFB1 s’adherissin als aptamers i poguessin causar una variacio
realment important de les emissions de les NPs. Perd que en general, la
interaccié de 'AFB1 existeix i esta present en les mostres.

El grup d’investigacio, gracies a aquests resultats, seguira investigant i proposant
noves idees per optimitzar aguestes variacions de les emissions provocades per
'AFB1, millorar la seva sensibilitat i fabricar el biosensor.
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6- Conclusions

L’emissio optica produida pel nanocompost CasNaBi(POas)sF2:Eu/PDMS
s’ha pogut optimitzar en funcié del gruix de capa i de la concentracié de NPs, per
a aplicacions de deteccié optica. En concret, 100 um i 4% de NPs és la
combinacié que aporta una maxima emissio, pero les mostres de 10 um i 4% de
NPs s6n amb les que s’aprecien millor les variacions de les senyals optiques i,
per tant, son la combinacio optima per aplicacions en biosensors. També ha estat
possible determinar que el SU-8 no és una matriu polimérica valida per a la
fabricacié de biosensors mitjangant les NPs estudiades en aquest treball, si
s’'utilitzen unes NPs que no absorbeixin a 'UV els resultats també podrien ser
favorables.

Variacions de les emissions optiques s’han detectat, a causa d'una
funcionalitzacio de la superficie d’aquests nanocompostos. Important mencionar
que les variacions de les emissions s’han detectat per I'adhesi6 dels aptamers i
que per 'AFB1 s’ha apreciat una lleugera variacio en aquesta senyal, s’esperava
gue aquesta interaccionés amb les emissions optiques d’'una forma més clara i
provoqués un canvi important. Probablement, s’haura d’incrementar la
concentracio d’AFB1 en solucié per acabar obtenint una millor sensibilitat per
aplicacions de biosensors. Noves propostes i investigacions en relacio a aquest
estudi es duran a terme pel grup de recerca FICMA.

The optical emission produced by the Ca8NaBi(PO4)6F2:Eu/PDMS
nanocomposite has been optimised as a function of layer thickness and NPs
concentration for optical sensing applications In particular, 100 um and 4% NPs
is the combination that provides maximum emission, but 10 um samples and 4%
NPs are the ones with the best optical signal variations and therefore the optimal
combination for biosensor applications. It has also been possible to determine
that SU-8 is not a valid polymeric matrix for the fabrication of biosensors using
the NPs studied in this work, if NPs that do not absorb UV are used, the results
could also be favourable.

Variations of the optical emissions have been detected, due to a functionalisation
of the surface of these nanocomposites. It is important to mention that the
variations of the emissions have been detected by the adhesion of the aptamers
and that AFB1 has shown a slight variation in this signal, which was expected to
interact with the optical emissions in a clearer way and cause an important
change. It is likely that the concentration of AFB1 in solution will have to be
increased in order to obtain better sensitivity for biosensor applications. Further
proposals and research in relation to this study will be carried out by the FICMA
research group.
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