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Resumen TFG

El estudio se basa en la utilizacion de alimina nanoporosa autoordenada con la intencion
de disefiar y fabricar sustratos para el anclaje proteico. En primer lugar, se da a conocer el
material con el que se trabaja y la fabricacion utilizada para crear estos nanoporos, también
se modifican caracteristicas de las muestras una vez estan fabricadas, este proceso se realiza
mediante un ataque quimico. Una vez este proceso se realiza se caracterizan las muestras.
Mediante microscopia electronica de rastreo se estudia la morfologia que presentan.
Finalmente, utilizando diferentes equipos se conocen las propiedades que las muestras y el
anclaje proteico presentan.
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Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

1 Introduccion

Los materiales porosos son cominmente usados en diferentes campos a nivel industrial
y que se extienden a diferentes campos: quimico, farmacéutico, biolégico, alimenticio, medio
ambiente, etc. [1]

La porosidad produce un cambio en las propiedades que aporta el material. Es por eso
que cada tipo de porosidad aportara unas caracteristicas y propiedades concretas que hay que
tener en cuenta de cara a la aplicacion a la cual esta destinado. La porosidad esta asociada
con la densidad del material, con la naturaleza de sus compuestos y la existencia de espacios
vacios entre ellos. Las propiedades de la porosidad seran determinantes en las modificaciones
que sufre el material, estas propiedades de la porosidad se centran en la morfologia (forma y
tamafio), su localizacién, su conectividad y sus propiedades quimicas. [2]

El tamafo tiene gran importancia en las propiedades de la porosidad y suele estudiarse
la distribucién de los poros.

En el caso de la localizaciéon vemos una clara relacion con la colectividad. Los poros
pueden encontrarse en la superficie o en la estructura interna, ademas dependiendo del
material la localizacién se puede encontrar en una zona aislada o formar un entramado y de
esta distribucion depende una conectividad parcial o completa.

En cuanto a las propiedades quimicas, estas se ven afectadas por el factor ambiental y
de ellas depende la degradacion y el caracter del material.

Actualmente ha despertado el interés la porosidad a escala nanométrica con sus
diferentes aplicaciones. [3] Uno de los materiales que nos permite el desarrollo de este tipo
de porosidad es la alimina.

La alimina es el 6xido de aluminio (Al,Os), este existe de manera natural en dos formas
concretas ( corinddn y esmeril ), sus estructuras las podemos observar en la figura 1. Se
caracteriza por ser mas duro que el aluminio y el punto de fusiéon es mas alto, hablamos de
2345,2 K frente a 933,2 K que presenta el aluminio.

Figura 1. Estructuras de alimina. Esferas azules representan atomos de oxigeno y
esferas rojas atomos de aluminio. [4]
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Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

Comunmente la alimina se encuentra como material cristalino o coridon, presentandose
termodindmicamente estable. Los aniones de oxigeno forman una estructura hexagonal
compacta junto con cationes de aluminio llenando dos tercios de los centros de los cationes,
es decir los intersticios octaédricos. Adopta una red trigonal de Bravais con un grupo espacial
de R-3c. [5]

La fabricacion de alimina anddica porosa se ha estudiado en diferentes ocasiones y la
fabricacion se basa en un proceso elctroquimico basado en una solucién acida, el uso mas
frecuente son acido oxalico, acido sulflrico y acido fosforico, este proceso también se ve
afectado por muchos factores (temperatura, voltajes, tiempo...) estos factores seran
determinantes en las caracteristicas que el poro mostrara, por lo que es imprescindible tenerlo
en cuenta. [6] Sabiendo la aplicacion concreta de la alimina, se determinara el poro necesario,
tanto diametro como profundidad en el cual se trabajara. El tipo de anodizado es lo que
determinara la distribucién y las caracteristicas de los poros que presentara para lograr la
morfologia que se desea. [7] La alimina porosa nos proporciona una mayor area superficial
con respecto del volumen, en nuestro caso nos permite mayor almacenamiento de proteinas.

Todas estas caracteristicas que se busca determinar en el poro para la fabricacion vienen
determinadas por la aplicacién a la que se emplea, en este caso para el estudio de anclaje
proteico. Actualmente, un tema que esta en constante desarrollo por el afan de conseguir
novedades en el ambito de la salud. Es un concepto de interés ya que forman los componentes
estructurales de células y tejidos.

Las proteinas de nuestro cuerpo tienen una importancia vital ya que ademas del
mantenimiento de tejidos también ayudan al transporte de compuestos esenciales por la
sangre. [8] Estas se encuentran en continua reparacion y regeneracion. [9]

Las proteinas aportan multiples beneficios como la funcién a nivel celular, mantiene la
masa muscular, aporta un mayor rendimiento fisico y control del peso del organismo. [8] Estos
aspectos los vemos alterados sobre todo durante el envejecimiento, y es evidente que cada
vez la esperanza de vida es mayor.

Para un avance en este ambito es necesario conocer a la perfeccion cdmo trabajan las
proteinas y nuestro estudio se centrara sobre las muestras de alimina. La alimina porosa sera
la base donde se coloque la proteina.

2 Objetivos

Durante este trabajo nos centramos en la fabricacion de sustratos basados en
monocapas de alimina nanoporosa mediante un proceso de doble anodizacion. El objetivo es
disefar sustratos con nanoporos autoordenados para una futura aplicacion de anclaje proteico.
Este proceso se realiza con diferentes tipos de acidos lo que nos permite un estudio de
diferentes caracteristicas morfoldgicas en las muestras.

Ingenieria Biomédica, Universidad Rovira i Virgili 2



Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

Estas muestras son disefiadas y posteriormente caracterizadas para comprobar que los
valores reales, que somos capaces de obtener, son los esperados para un posterior estudio.
Para entender su nanoestructura hacemos uso de microscopia electronica de rastreo (FESEM,
Field Emission Scanning Electron Microscopy) para una vision de la topologia de la muestra.
También hacemos uso de la fotoluminiscencia para estudiar la fotoexcitacién que presentan
las diferentes muestras.

Mediante diferentes anodizaciones mostramos diferentes caracteristicas entre muestras,
como es la variacion en la porosidad o indice de refraccion. Esto se produce a través de una
modificacion del didmetro del nanoporo. Mediante la caracterizaciéon de las muestras podemos
investigar la geometria obtenida y sus condiciones de fabricacion.

La obtencidn de estas muestras o sustratos nos permite definir superficies con
geometrias especificas para una adecuada interaccién con proteinas. Para el estudio del
anclaje proteico, la superficie tiene vital importancia, ya que es donde se depositaran los
diferentes componentes quimicos que permiten el anclaje proteico mediante la agregacion
especifica de grupos funcionales. En el estudio del anclaje proteico se realizard un
postprocesado con UV-visible (ultravioleta-visible) y FTIR (infrarrojo de trasformada de
Fourier) que nos permite estudiar como los diferentes grupos funcionales son incorporados en
la superficie.

3 Fabricacion

3.1 Introduccion

A continuacion, se describen las técnicas necesarias para la fabricacion de las muestras
nanoporosas que son la base de este trabajo. Las técnicas de fabricacién, como el electropulido
y la anodizacién se describiran en detalle a continuacién, y también las diferentes soluciones
que se utilizan, el acido sulfurico y acido oxalico con las caracteristicas que aporta cada uno.

Los procesos de anodizacion electroquimica son procesos que llevan a cabo un
incremento de una pelicula de éxido superficial de las muestras. Estos procesos de anodizacion
y electropulido se realizan en unas celdas constituidas por teflon, este material nos proporciona
una alta resistencia a los medios acidos con los que se trabaja. En nuestro caso esta técnica
se utilizara para obtener monocapas de 6xido de aluminio, que brindan mayor resistencia y
durabilidad al aluminio. La anodizacion de aluminio tiene una importancia particular debido a
las diferentes aplicaciones tecnoldgicas. Las monocapas de alumina anddica con
nanoestructura porosa ordenada seran estudiadas en este trabajo y ademas sera la base
donde se estudiara en comportamiento proteico. [10]

Ingenieria Biomédica, Universidad Rovira i Virgili 3



Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

3.2 Preparacion del aluminio

La fabricacion de las muestras comienza con aluminio comercial que debe ser cortado
con un tamafio de 2 cm x 2 cm, como vemos en la figura 2. Este tamafio es necesario para
que las muestras no tengan contacto entre ellas y la corriente no pueda pasar, en caso
contrario las muestras se quemarian ya que conducirian a través de ellas.

Figura 2. Aluminio cortado 2 cm x 2 cm para empezar a trabajar.

Limpiamos las muestras para empezar a trabajar con ellas. Para ello, colocamos 16
muestras en acetona y haciendo uso del ultrasonido las limpiamos, dejandolas 10 minutos a
20 °C. Una vez ha transcurrido este tiempo limpiamos las muestras de acetona, esta limpieza
se realiza mediante etanol y posteriormente agua y secarlas mediante la pistola de aire.

Figura 3. Limpieza del aluminio con ultrasonidos.
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Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

3.3 Electropulido

Una vez obtenemos el material primario, el aluminio, limpio para la fabricacion de
alimina, primeramente, es necesario un proceso electroquimico llamado electropulido. El
electropulido permite eliminar una fina capa de la pieza metdlica dejando una apariencia
superficial brillante y lisa.

Este proceso no mecanico utiliza corriente eléctrica para disolver una capa fina de iones
en la solucion electronica. Funcionando la muestra como anodo, es decir cargado de manera
positiva ya que esta conectada al terminal positivo de la fuente de alimentacion de corriente
continua. El catodo que se encuentra cargado negativamente, en nuestro caso formado por
platino, se encuentra conectado al terminal negativo de la alimentaciéon. Ambos terminales se
encuentran sumergidos en una solucion electrolitica de acido perclérico con una concentracion
4:1 con etanol, a temperatura controlada, ya que su conservacién es en el congelador a -20
oC.

Electropolishing

DC Power supply Electrical potential distribution

+
A

Work part »
Cathode Polishing (anode) +
electrolyte

Surface profile before electropolishing

Surface profile after electropolishing

Me — Me*
2-
o > 0, www.substech.com

+

H™— H,

Figura 4. Esquema de la corriente eléctrica en el proceso de electropulido. [11]

La corriente mencionada se conduce mediante el electrolito desde el anodo hasta llegar
al catodo y hace que los iones metdlicos de la superficie de las muestras se oxiden y se
disuelvan en el electrolito.

Figura 5. Material utilizado para el electropulido. Base de cobre, celda con las gomas,
tornillos y papel de lija.
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Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

El sistema cuenta con dos electrodos, como catodo encontramos el platino que se
introduce totalmente en el electrolito en forma circular. El segundo electrodo, el anodo, esta
constituido por las muestras de aluminio, estas se encuentran en la parte inferior de la celda
entre la base de cobre y el PVC. El teflon le permite estar en contacto con el medio acido y el
campo eléctrico donde se produciran las reacciones para conseguir la alimina porosa. La parte
inferior, el cobre, permite que las muestras actien como anodo. Por Ultimo, el sistema de
agitacion del electrolito consta de un agitador que gira gracias al motor eléctrico que se
encuentra sobre la celda.

FUENTE Y MULTIMETROS

SISTEMA DE AGITACION (INTERRUPTOR
PARA CAMBIAR EL SENTIDO)

Figura 6. Montaje del sistema de electropulido.

La cantidad de metal disuelto es controlado y en cantidades muy pequeiias, lo que no
produce cambios importantes en el espesor del material original. Esta cantidad de aluminio
disuelto se controla por la composicion quimica electrolitica, la temperatura del electrolito, el
tiempo de exposicion a la corriente eléctrica, la densidad de la corriente eléctrica y la
composicion de la aleacion metalica sometida a electropulido. [12]

Ingenieria Biomédica, Universidad Rovira i Virgili 6



Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

Este proceso electroquimico se iguala ya que las rugosidades superficiales atraen la
corriente eléctrica y sufren mayor erosion, este es el motivo por el que una vez la muestra
pasa por este proceso queda igualada, este fendmeno lo conocemos como nivelacion anddica.
[11]

e e

: e S

O Part surface O Electrolyte ///, Removed material by ion transport

Figura 7. Esquema de nivelacién anddica. [12]

Para determinar el disefio del sistema con el cual trabajamos es necesario un
desplazamiento de calor correcto. La celda donde se introducira la solucion electrolitica debe
tener un tamafo adecuado para un buen desplazamiento térmico de la solucion ya que la
corriente aplicada puede producir calor. La fuente de alimentacidén de corriente continua, la
pieza de trabajo conectada anddicamente, el electrolito y el catodo forman un circuito eléctrico.

e
s

s i 8

Figura 8. Celda donde se introduce la solucién electrolitica.

En la realizacion del proceso, el control de la tension se encuentra limitada a 20 V y la
corriente aproximadamente 1,3 A. Al mismo tiempo el control del motor también es
importante, ya que se encarga de mantener en movimiento la solucién. En nuestro caso
estamos hablando de un proceso de 10 minutos de electropulido, alternando el sentido del
motor cada minuto para conseguir una muestra lo mas homogénea posible.

Ingenieria Biomédica, Universidad Rovira i Virgili 7



Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

-

Figura 9. Aspecto de la muestra antes (A) y después (B) del proceso de electropulido.

3.4 Anodizacion

El montaje del sistema de la anodizacion es similar a la del electropulido con algunas
diferencias. Esta compuesto por la fuente de alimentacidn, que se encarga de aplicar el voltaje
de corriente continua. Tanto las medidas de corriente y tension son medidas por el multimetro,
y la coordinacién de estos viene dada por el puerto GPIB del software que encontramos en el
entorno ‘Labview’. Este software se encarga de controlar la fuente de alimentacion, para un
voltaje adecuado, asi como de registrar los datos del multimetro.

QUTPUT FI

CURRENT (ma)

Figura 10. Software Labview.
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Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

Para la refrigeracion del sistema consiste en una placa hueca de cobre sobre la que se
coloca la celda de anodizacion, imprescindible en algunos procesos, permite la refrigeracion
del sistema, ya que algunos procesos necesitamos la temperatura controlada. Como la base
de las celdas es una placa de cobre se consigue establecer un contacto térmico 6ptimo entre
las placas y permite un control de temperatura. Para garantizar que la temperatura en el
interior de la celda es la deseada, se utiliza un termédmetro que nos permitira extraer la
temperatura a la que se esta trabajando.

Iy
N\

| 3 X &
A | —1 N
i R — N
v = g% ' w)

Figura 11. Sistema de refrigeracion que permite mantener la temperatura constante durante le
proceso.

Este proceso utiliza al aluminio como anodo, al igual que estd explicado en el
electropulido, y para catodo se utiliza un metal inherente para el electrolito, en el caso de este
trabajo el platino. Entre el anodo y el catodo se establece una diferencia de potencial
constante, ya que se crea un circuito mediante la solucion, el electrolito, que se encuentra en
la celda electroquimica.
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Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

Anodo Cétodo

Acido sulfirico
oW VWA AV,

Electrolito

> »>

Figura 12. Creacion de la capa protectora o capa barrera que se produce entre el aluminio y la
alimina. [13]

La eleccidn del electrolito debe ser uno donde la alimina no se disuelva y de esta eleccion
depende las caracteristicas que presenta la capa de dxido, la alimina. En este trabajo la
alimina debe ser soluble en el electrolito para que, si se crea una densa capa de alimina no
porosa, este concepto se conoce como capa barrera. Al ser un electrolito donde la alimina es
soluble también se crea una capa de alimina porosa sobre la capa barrera, el espesor de esta
capa dependera del tiempo de anodizado y es necesario condiciones muy especificas para

obtener poros auto-ordenados.

FORMACION DE LA
CAPA BARRERA
(CAPA DE ALUMINA NO

POROSA) A

URRENT (mA)

C

FORMACION CAPA
ALUMINA POROSA

Samples

Figura 13. Formacion de la capa barrera visualizada mediante el software Labview.

3.5 Proceso de fabricacion
La fabricacion consta de dos procesos de anodizaciéon. [14] [15] A continuacién, se

explicaran de manera especifica.

10
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Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

3.5.1 12 Anodizacion (First Step)

El siguiente paso, después del electropulido, es la primera anodizacién o también llamado
First Step. Este proceso trata de una reaccidn electroquimica en la cual hay intercambio de
electores entre la solucion, el acido, con el metal, en el caso de este trabajo el aluminio, con
él se formara el 6xido de aluminio o alimina.

En este momento de la fabricacidn se decidira si trabajaremos con acido sulfirico o acido
oxalico. Esta decision dependera del diametro de poro que se busque para la fabricacion, cabe
destacar que esta decision debe mantenerse en la segunda anodizacion.

Una vez seleccionado el acido, teniendo en cuenta que la fabricacion con acido sulfdrico
sera de un menor didmetro que con acido oxalico, es necesario la seleccion correcta de los
parametros. El caso de la primera anodizacion se controla por tiempo, es decir la tension vy la
corriente que se aplica seran constantes durante 20 horas. En la figura 14 vemos la estructura
que tiene el programa, donde vemos los parametros que seleccionamos, siendo estos, el
voltaje varia dependiendo del acido con el que se trabaja (20V en el caso de acido sulfirico y
40 V con acido oxalico) y el tiempo de control 1200 minutos, ya que son 20 horas que deben
ser indicadas en minutos.

00:00:17

Figura 14. Parametros de configuracion para la 12 anodizacion, esta anodizacion se encuentra
controlada por tiempo.

Una vez los parametros estan definidos, el montaje de la celda es igual que el montaje
del electropulido como vemos en la figura 15.
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Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

VERY IMPORTANT

FUENTE DE
ALIMENTACION

~ TERMOMETRO PARA CONTROL
DE LA TEMPERATURA REAL

3 oy ‘ ,‘

\ —

\

AISLANTE
RECUBRIENDO LA
CELDA

T

FUENTE DE
AGITACION

At

" PLACA DEL COOLER

Figura 15. Montaje para la anodizacién.

A continuacion, con las muestras fijadas en la celda, introducimos el acido elegido para
la fabricacion de muestras y lo colocamos en el equipo de refrigeracién que nos permitira
mantener a temperatura constante a 5 °C durante el proceso. Conectamos la fuente igual que
en el proceso de electropulido con la diferencia que ahora no es necesario cambiar el sentido
de la agitacion, por eso no conectamos el interruptor. Una vez la temperatura se estabilice
corremos el programa dejando la anodizacion 20 horas.

Cuando finaliza el proceso, se obtienen poros desordenados de 15-20 nm en el caso de
trabajar a 20 V con acido sulfirico o unos poros desordenados de 30-35 nm en el caso de
haber trabajado a 40 V con acido oxalico.

3.5.2 Etching

Los poros obtenidos anteriormente se encuentran desordenados, para ellos se realiza el
siguiente proceso. Su objetivo es eliminar toda la capa de éxido de aluminio quedando en unas
pequenas concavidades que serviran de molde para el crecimiento de los poros de manera
ordenada y alineada durante el préximo proceso de anodizacion.
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Para que esta reaccidon quimica se pueda llevar a cabo introducimos las muestras en
acido cromico ( CrOs ) a una temperatura constante de 70 °C durante 3 horas, en este tiempo
la capa de alumna se elimina.

1fjrix)

[THGE

i

Figura 16. Montaje para Etching, las muestras introducidas en el soporte se sumergen en acido
créomico que se encuentra a 70 °C.

El montaje es el que se observa en la figura 16, en un vaso de precipitado colocamos el
acido cromico y esperamos a que se caliente a 70 °C, cuando el acido esta listo se sumergen
las muestras con el soporte, tal como se puede observar.

3.5.3 22 Anodizacion (Second Step)

Una vez han transcurrido las 3 horas del etching pasamos a realizar la segunda
anodizacion, que también podemos llamar Second Step.

En este proceso de anodizacién el control viene dado por la carga (Q), este tipo de
control nos permite trabajar con un grosor determinado y conocido, por la cual cosa, el grosor
de muestra que deseamos la fijamos en este proceso aplicando la cantidad de carga necesaria.
A mayor grosor deseado, la cantidad de carga sera mayor haciendo aumentar el tiempo de
duracion de este proceso. Asi mismo una variacion en la temperatura también afecta a la
duracién, en nuestro caso trabajamos a 5 °C pero hemos visto que si se aumenta la
temperatura disminuye el tiempo de la técnica y viceversa, si disminuye la temperatura el
tiempo para aplicar la carga de control es mayor.
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La carga que hay que aplicar en funcién de la longitud deseada se calcula mediante la
figura 17, esta es la curva que utilizamos en el laboratorio y que fue calculada para saber la
cantidad de carga que se aplica.

Calibration curve
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Figura 17. Curva representativa de la relacion lineal carga—groso en la fabricacion de las
muestras.

En nuestro caso anodizamos con la celda de 6 o de 8 muestras, esto hay que tenerlo en
cuenta ya que la carga se reparte de manera proporcional. Para poder realizar el calculo en
funcion de la longitud de poro deseada, vemos en la figura el valor para cada muestra y este
debe ser multiplicado por el niUmero de muestras con las que se trabaja. En este trabajo
utilizamos dos profundidades (2,5 um y 5 um) diferentes y puesto que la segunda anodizacién
se realiza con celdas de 6 o de 8 muestras los valores que utilizamos se ven reflejados en tabla
1.

Tabla 1. Valor de carga dependiendo de grosor y tamanio de celda.

Profundidad 1 muestra 6 muestras 8 muestras
del poro
2,5 pm 10 C 60 C 80C
5 pm 20 C 120 C 160 C

Una vez conocemos la carga con la que trabajar, determinamos el resto de los
parametros en el programa con el cual procedemos. Estos parametros seran iguales que en la
primera anodizacion, teniendo en cuenta que es necesario la utilizacion del mismo acido. Por
lo tanto, determinamos la tension a la determinada para cada acido (20 V si trabajamos con
acido sulftrico y 40 V si trabajamos con acido oxalico) y la temperatura fijada a 5 °C. Que
introducidos en el programa quedan de la forma que podemos observar en la figura 18.
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Al T

Figura 18. Parametros de configuracion para la 22 anodizacion, anodizacién controlada por carga.

El montaje del sistema es como hemos visto anteriormente en la primera anodizacién,
una celda de 6 o 8 muestras fijadas sobre una superficie de cobre, conectada a la fuente y el
proceso ocurre sobre el cooler para poder mantener la temperatura constante.

Finalmente, al terminar la segunda anodizacion, obtenemos las muestras para ser
estudiadas. El aspecto de estas muestras lo podemos observar en la figura 19.

Figura 19. Muestras resultantes de la fabricacion.
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3.6 Pore widening

En este punto con las muestras ya fabricadas se puede aplicar un ataque quimico
conocida como pore widening. Esta reaccion se produce mediante una solucion de acido
fosforico, la cual nos permite aumentar el diametro de los poros que presenta la muestra.

Este proceso nos permite aumentar el didmetro de los poros dependiendo del tiempo
que la muestra se someta al ataque quimico. Esto nos permite trabajar y estudiar con muestras
diferentes. Aplicaciones con las que este proceso toma importancia puede ser el biosensing o
aplicaciones celulares, ya que el tamafio del poro determinara el comportamiento a estudiar.

Este montaje es igual que el explicado con el etching, colocamos en un vaso de
precipitado el acido fosforico que en este caso dejaremos calentar hasta 35 °C, una vez
estabilizado a esta temperatura ya que se estabiliza un crecimiento de poro de 1 nm/min, aqui
entra en juego en funcién tiempo, ya que dependiendo del aumento de poro que se desee se
determinara el tiempo que la muestra esté expuesta al medio acido.

Las muestras se colocan individualmente en el soporte que se encontrara sumergido el
tiempo deseado, tal como se ve en la figura 20.

Figura 20. Montaje para el proceso de pore widening, muestras introducidas en acido fosférico a 35
°oC.

Una vez transcurrido el tiempo concreto, la muestra debe ser extraida y puestas en agua
para cortar la reaccion quimica de golpe.

Ingenieria Biomédica, Universidad Rovira i Virgili 16



Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

4 Caracterizacion de muestras

Una vez la fabricacion esta aclarada es importante programar como se desarrollara el
trabajo y conocer la necesidad de muestras. Hay que tener en cuenta que las condiciones
dependeran del acido escogido, por ello hablaremos de manera independiente.

4.1 Muestras anodizadas con acido oxalico

En primer lugar, se hablara de las muestras realizadas con acido oxalico. Como hemos
mencionado anteriormente se forman unos poros de 30-35 nm.

Tabla 2. Diseno de las muestras de acido oxalico dependiendo del grosor de muestra.

Profundidad del poro Nomenclatura Utilizada
2,5 pm 01
5pm 02

Al mismo tiempo trabajamos con muestras que han sido sometidas a un proceso de pore
widening (PW), de éstas hablaremos de forma especifica siguiendo la denominacién indicada
en la tabla 3.

Tabla 3. Disefio de las muestras de acido oxalico dependiendo del tiempo sometido a pore widening.

PW PW PW PW PW
Profundidad
minutos) minutos) minutos) minutos) minutos)
2,5 um OPWO OPWS5 OPW10 OPW15 OPW19

En las tablas anteriores vemos la clasificacion de las muestras que vamos a seguir
durante el trabajo. En la tabla 2 mostramos la mencién de las muestras que no estan sometidas
a pore widening dependiendo de la profundidad del poro. En cambio, en la tabla 3, tenemos
la denominacién que seguiremos para las muestras que si se les aplica pore widening con la
variacién de minutos que se aplica en proceso, indicados en la parte superior.

De tal forma obtendremos los didmetros de poro cada vez mas grandes al ir aumentando
el tiempo del proceso, por ello en el orden OPW0, OPW5, OPW10, OPW15, OPW19 seguira un
crecimiento en el diametro del poro.

Con el diferente grosor de la muestra y la variedad de diametros de poro caracteristicas
de cada muestra, obtendremos unos resultados. Anteriormente, a la funcionalizacién de las
muestras es importante caracterizarlas para conocer las caracteristicas exactas de cada
muestra y poder sacar conclusiones de manera realista.
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4.1.1 Caracterizacion por microscopia de rastreo

La caracterizacion de este tipo de muestras se hace mediante microscopia de rastreo,
en el servicio disponemos del microscopio FESEM, que vemos en la figura 21. Este lo
empleamos para ver la superficie de los poros, medir el didmetro de los poros, y al visualizar
el corte observamos el grosor real de las muestras.

Figura 21. Equipo de microscopia electrénica de rastreo, FESEM.

Una vez tenemos la imagen del microscopio, pasamos a analizar el diametro del poro
mediante el software Imagel.

1. Muestras sin pore widening:

Empezamos con las muestras a las cuales no se les ha aplicado el proceso de pore
widening. En este caso la variacion entre las muestras tiene que ver con el grosor, por lo tanto,
no deberiamos ver una variacion significativa. Para ello utilizamos las medidas de las
superficies de las muestras O1, con un grosor de 2,5 um, y 02, con un grosor de 5 pm.

& 69988 mm T2 A+B 350000x 5.00kV 592nm 25pA

Figura 22. Muestras anodizadas con acido oxalico. Grosor 2,5 pm — O1(A) grosor 5 pm -02 (B).
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Una vez hemos podido observar en la figura 22 la superficie de las muestras con
diferente grosor, procedemos a comentar los datos analizados en Imagel a partir de las
imagenes.

Tabla 4. Caracterizacion de diametro y distancia entre poros en monocapas anodizadas con acido

oxalico.
o1 02
Diametro medio 32,6 +4 nm 32,6 + 4,4nm
Distancia en_tre poros 101 + 6 nm 103 + 7 nm
media

Vemos en la tabla 4, la caracterizacién que hay entre las muestras, para ello de cada
imagen obtenida por microscopia de rastreo tomamos 15 datos, con ello nos evitamos posibles
errores que si tomaramos menos numero de valores. Observamos, tal como esperabamos,
que tanto la distancia entre poros como el diametro de los poros los valores medios de ambas
muestras son similares, independientemente del diferente grosor que presenta. Estamos
tratando con muestras donde el diametro medio es 32 nm vy la distancia entre poros entre 101
nm y 103 nm. Al mismo tiempo en la tabla vemos el intervalo de valores que obtenemos
tomando las diferentes medidas, de estos datos nos quedamos con los valores medios para
los posteriores estudios.

2. Muestras con pore widening:

A continuacion, haremos la comparacion donde analizaremos las muestras sometidas al
proceso de pore widening. Tal como hemos dicho, esperamos que los didmetros a mayor
tiempo de proceso mayor tamafio de poro.
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Figura 23. Muestras anodizadas con acido oxalico y sometidas a pore widening con grosor 2,5 um O1.
Muestra OPWO (A). Muestra OPW5 (B). Muestra OPW10 (C). Muestra OPW15 (D). Muestra OPW19 (E)

En la figura 23 vemos la superficie de poros que hemos obtenido después de someter
las muestras idénticas a diferentes tiempos de pore widening. Después de un analisis preciso
mediante Image] obtenemos resultados mostrados en la tabla 5.
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Tabla 5. Caracterizacion de didmetro y distancia entre poros en monocapas anodizadas con acido
oxalico y sometidas al proceso de pore widening en funcion del tiempo.

OPWO OPW5 OPW10 OPW15 OPW19
Diametro | 5, , 4 1 | 41230m | 54+5nm | 61+5nm 72 + 8nm
medio
Distancia
entre poros | 102 +7 nm 101 £ 5 nm 99 + 6 nm 99 + 6 nm 100 + 9 nm
media

Con los datos obtenidos de las muestras, conseguimos caracterizar tanto el diametro
como la distancia entre poros, de estos valores nos interesan las medias para los posteriores
estudios.

Gracias a la tabla 5, vemos como el didmetro de poro sufre un aumento, en cambio la
distancia entre poros se mantiene practicamente constante, esto es debido a que el proceso
de pore widening modifica el didmetro, pero lo que es la estructura hexagonal de surcos que
creamos en la 12 anodizacion se mantiene en la muestra.

4.1.2 Estudio del diametro de poro al aplicar pore widening

Con las muestras ya caracterizadas, siendo sometidas al proceso de pore widening
diferentes tiempos podemos hacer un estudio del crecimiento del poro. Este proceso ha sido
llevado a cabo en un medio de acido fosférico 0,3 M y a una temperatura constante de 35 °C.
Se espera un crecimiento de 1 nm/min, esto sera comprobado con el estudio de aumento de
poro en el tiempo que vemos en la grafica 1 siguiente.

Crecimiento diametro

80

70 y = 2,0845x + 31,99_8}

60— ———————— 11—} —

T
D B W=t .

30

Tamafio del poro (nm)

20
10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tiempo de pore widening (min)

Grafica 1. Recta del crecimiento del didmetro con la aplicacion de pore widening a las muestras
anodizadas con acido oxalico.
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En la grafica 1 vemos el crecimiento de este proceso expresando el valor que hemos
obtenido en su tiempo determinado. Mediante la linea de regresién podemos ver el crecimiento
que tienen estos poros observando la pendiente que presenta. En el caso de las muestras
OPW se muestra un crecimiento de poro de 2,1 nm/min, este es el doble del valor esperado y
podria deberse a la concentracion del acido fosforico que utilizamos. En estas muestras vemos
un crecimiento lineal, tal como esperabamos.

4.1.3 Porosidad de las muestras

La porosidad de las muestras se define como la proporcion de poros en relacion con el
volumen total de muestra. [16] Para realizar este estudio se sigue la regla de 10%, la cual nos
indica que los poros se encuentran ordenados correctamente si su porosidad se encuentra
cercana al 10%. [17]

P =%*(1%)2*100

(1)

Siguiendo la ecuacion 1, vemos como la porosidad viene determinada por el diametro
de poro que presenta nuestra muestra y al mismo tiempo de la distancia entre poros. Mediante
la caracterizacion de muestras, hace posible este calculo de la porosidad, como hemos dicho
los valores con los que realizaremos es estudio sera con el valor medio. Siendo Dp el valor
medio del diametro de los poros y Dint el valor medio de la distancia entre los poros.

Estudio de la porosidad en las muestras de oxalico con diferente tiempo de aplicaciéon
de pore widening:

Tabla 6. Calculo de la porosidad que presentan las diferentes muestras anodizadas con acido oxalico
con pore widening.

OoPWO OPW5 OPW10 OPW15 OPW19

Porosidad 8,87 % 15,53 % 27,56 % 33,86 % 47,54 %

El estudio de la porosidad nos da como resultado la tabla 6, en ella vemos como las
muestras al salir de la 22 anodizacién la porosidad es correcta ya que encontramos un valor
cercano al 10 %, en nuestro caso 8,87 %. Al mismo tiempo vemos como cuanto mayor tiempo
se aplique el proceso de pore widening este porcentaje aumenta considerablemente, llegando
a un valor de 47,54 % cuando el tiempo es el maximo estudiado.

Al graficar estos datos podemos ver de forma mas visual en crecimiento de la porosidad
como aumenta en funcién del tiempo de pore widening aplicado sobre cada muestra.
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Porosidad oxalico
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Grafica 2. Relacion lineal entre la porosidad y el tiempo de ataque quimico (pore widening) en
muestras anodizadas en acido oxalico.

La porosidad presenta un crecimiento lineal y proporcional al tiempo sometido a pore
widening, obteniendo asi un resultado como esperabamos ya que tanto en la ecuacién como
por la definicién de porosidad podemos deducir que al aumentar el vacid, en nuestro caso el
vacio seran los poros, el valor de la porosidad ird aumentando.

4.1.4 iIndice de refraccion a partir de la porosidad.

Una vez finalizado el estudio de la porosidad de las muestras, utilizaremos estos datos
para el calculo del indice de refraccion. El indice de refraccion indica la rapidez con la que el
haz de luz viaja por el medio con mayor o menor densidad. [18] Lo relacionamos directamente
con la porosidad ya que esta altera la densidad del medio y nos proporcionara diferente indice
de refraccion dependiendo de la porosidad que presente la muestra.

neff = nal2* (1—P) + np? x P
(2)

El indice de refraccion sigue la ecuacién 2. Para poder realizar el calculo es necesario
conocer todos los parametros que presenta. En primer lugar, encontramos na/siendo el indice
de refraccion de la alimina, donde utilizaremos el valor de 1,77. La incdgnita P hace referencia
a la porosidad de la muestra y finalmente 7p que indica en indice de refraccion del medio que
encontramos en los poros, en nuestro caso los poros contienen aire por lo que su valor sera
1.
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Tabla 7. Calculo del indice de refraccidén que presentan las diferentes muestras anodizadas con acido
oxalico con pore widening.

indice de
refraccion.

1,72 1,67 1,60 1,55 1,46

En la tabla 7, podemos ver la diferencia entre los indices de refraccion dependiendo de
la muestra. Con los datos obtenidos nos damos cuenta de que a una mayor porosidad el indice
de refraccidn va disminuyendo, ya que a mayor porosidad mas proporcion de aire presenta la
muestra por lo que el valor tendera al indice de refraccion del aire.

Al mismo tiempo sabemos que los valores tienen que encontrarse entre 1,77 (indice de
refraccion de la alimina) y 1 (indice de refraccion del aire). La diferencia entre los dos indices
de refraccion con los que trabajamos no tiene una gran importancia, solamente de un 0,77,
es por ello por lo que entre las diferentes muestras no hay un cambio muy significativo.

4.1.5 Estudio de espectros UV-Visible.

Con la utilizacién de UV-Visible, que emite a diferentes longitudes de onda, vemos un
espectro de a cuya longitud de onda la alimina absorbe.

ey

Figura 24. Equipo de ultravioleta Perkin Elmer 950.

Para obtener el espectro tenemos que introducir los parametros a lo que queremos
medir. Para ello es importante tener en cuenta que la alimina absorbe de 400 nm a 700 nm,
este parametro sera calculado y ampliamos un poco para ver el espectro.
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ESPECTRO UV OXALICO
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Gréfica 3. Espectro UV con muestras anodizadas con acido oxalico con distinto grosor, se
muestra la refraccién de la muestra en funcion de la longitud de onda. (01, 02)

Tal como vemos en la grafica 3, observamos dos espectros de muestras sin el proceso
de pore widening, concretamente O1 y O2. En el rango de luz 400-700 nm la alimina absorbe
luz y crea el espectro de forma sinusoidal, generado por oscilaciones debido a las interferencias
Fabry-Perot. Vemos como fuera de este rango las ondas disminuyen y presentan una menos
amplitud o el periodo aumenta considerablemente.

ESPECTRO UV OXALICO PW
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Grafica 4. Espectros UV con muestras anodizadas con acido oxalico y sometidas a pore
widening. (OPW0, OPW5, OPW10, OPW15, OPW19)

Ingenieria Biomédica, Universidad Rovira i Virgili 25



Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

En la grafica 4 vemos los diferentes espectros dependiendo del tiempo de pore widening,
donde vemos que la amplitud va disminuyendo cuando el tiempo de pore widening aumenta.

4.1.6 Estudio de fotoluminiscencia en las muestras.

La fotoluminiscencia es una clase de interaccion luz-materia en la que los fotones
incidentes absorbidos por los atomos de un material excitan los electrones a niveles de energia
mas altos. Una vez excitados, los electrones experimentan ciertos procesos de relajacion a
través de los cuales los fotones son reirradiados o emitidos en forma de haz de luz. Las
propiedades del haz fotoluminiscente emitido dependen de la estructura de banda electrénica
del material fotoexcitado.[19][20][21]

Gracias al fluorimetro que nos permite estudiar la fotoluminiscencia de las muestras,
estd es una propiedad intrinseca de la alimina fabricada con oxalico, por lo tanto, haremos un
estudio el cual nos permitira ver las diferencias entre las monocapas sometidas a pore widening
y relacionarlo con el tiempo expuesto a este proceso.

Phaton Technology.
7777 International, Inc.

Figura 25. Equipo de fotoluminiscencia.

Los parametros en este equipo juegan un papel importante, que hay que tener en cuenta
que trabajaremos con luz ultravioleta en un rango de 280 nm — 400 nm. Con una excitacion
de 350 nm para alimina. Al mismo tiempo, el soporte de las muestras es importante que se
encuentre a 340 ° y a 3,5 cm de distancia, esto es para obtener la colocacion de la muestra
para que pueda incidir la luz correctamente y asi poder excitarlo de manera adecuada.
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Grafica 5. Espectros de fotoluminiscencia con muestras anodizadas con acido oxalico y
sometidas a pore widening. (OPWO0, OPW5, OPW10, OPW15, OPW19)

Con la utilizacion del software y el equipo somos capaces de obtener los espectros de la
luz captada por las diferentes muestras, como representamos en la grafica 5. Como podemos
observar las monocapas anodizadas con acido oxalico presentan mayor fotoluminiscencia en
longitudes de onda cercanas a 420 nm. Como van aumentando las longitudes de onda la
fotoluminiscencia va disminuyendo en forma de campana de Gauss.

Con la aplicacién del pore widening vemos que las oscilaciones van disminuyendo hasta
tal punto que la muestra que presenta un pore widening de 19 minutos practicamente no
presenta oscilaciones.

La variacion en las oscilaciones entre las muestras sometidas a pore widening se debe
al aumento del didmetro del poro, el cual conlleva un aumento en la porosidad y una
disminucion en el indice de refraccion. Ademas de verse modificado por el diametro del poro,
la fotoluminiscencia también se ve afectada por el grosor de la muestra, por ello para poder
comparar las muestras es necesario que todas presenten el mismo grosor.

4.2 Muestras anodizadas con acido sulfurico

Seguidamente, se hablara de las muestras realizadas con acido sulfurico. Como se indica
en el apartado de fabricacion se forman unos poros de 20 nm aproximadamente, estos son
mas pequenos ya que a la hora de la fabricacion con este acido aplicamos una tensiéon menor,
20 V en acido sulfurico frente a 40 V en el acido oxalico.

Estas muestras presentan diferentes caracteristicas a las muestras de acido oxalico, por
ello ahora se muestra un andlisis de las propiedades que este tipo de muestras presentan.
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Tabla 8. Disefio de las muestras de acido sulftrico dependiendo del grosor de muestra.

Profundidad del poro Nomenclatura Utilizada
2,5 um S1
5pum S2

En la tabla 8, vemos como las muestras que no son sometidas a proceso de pore
widening, es decir, el poro no se ve aumentado. En la tabla 9 vemos a continuacién vemos la
indicacién que seguiremos para las muestras que sus poros si que han sido aumentados los
diametros e indicamos cuanto tiempo de proceso se ha llevado a cabo con cada muestra.

Tabla 9. Disefio de las muestras de acido sulftrrico dependiendo del tiempo sometido a pore widening.

PW PW PW
Profundida PW PW T o e
d del poro P P
5 (D) ) (5 i, minutos) minutos) minutos)
2,5 um SPWO SPW5 SPW10 SPW15 SPW19

Al igual que veiamos en el acido oxalico, esperamos que a mayor tiempo con pore
widening el poro de las muestras aumente, por lo tanto, la tabla presentaria un didmetro de
poro creciente tal como se encuentra ordenado.

Para conocer las caracteristicas reales de cada muestra realizaremos un estudio, como
anteriormente en acido oxalico, que nos permite diferentes estudios y comparaciones con los
resultados que esperabamos.

Las muestras mostradas en la tabla 8, presentan dos tipos de grosor a 2,5 pmy 5 pym.
Para ellas, como hemos explicado en el apartado de fabricacion, es necesario aplicar diferentes
tipos de carga en la segunda anodizacion para obtener la profundidad especifica que
deseamos. Los valores de carga que aplicamos son, teniendo en cuenta que trabajamos con
celdas de 6 muestras para 2,5 pm una carga de 60 C y en el caso de una profundidad de 5
Mm aplicamos 120 C.

4.2.1 Caracterizacion por microscopia de rastreo

Este tipo de muestras, al igual que las realizadas con acido oxalico, las observamos
mediante el microscopio de rastreo FESEM, en cambio, los poros creados con acido sulfurico
son de menor didametro por lo tanto aun es mas importante la observacion con este tipo de
microscopio. De la misma forma que anteriormente, nos proporciona una vision de la superficie
estudiando el didametro del poro.
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1. Muestras sin pore widening:

Con las muestras que no presentan el proceso de pore widening no esperamos ver un
cambio significativo de los didametros de los poros de las diferentes muestras. En este tipo de
muestras debemos ver la diferencia con el grosor. Las medidas de las superficies de las
muestras que observamos son S1, con un grosor de 2,5 um, y S2, con un grosor de 5 um.

HFW

g @ HV
0000 x 5.00kV 592 n

Figura 26. Muestras anodizadas con acido sulftrico. Grosor 2,5 um — S1(A) grosor 5 um -S2 (B).

Como se presenta en la figura 26 observamos dos muestras con diferente grosor y un
diametro similar. Después del andlisis de los poros en la superficie comentamos los resultados
que obtenemos mediante Imagel.

Tabla 10. Caracterizacién de didmetro y distancia entre poros en monocapas anodizadas con acido
sulftrico con distinto grosor de muestra.

S1 S2
Diametro medio 22 £ 4 nm 22 +3 nm
Distancia en_tre poros 50 + 6 nMm 48 + 6 nm
media

Vemos la caracterizacion que hay entre las muestras, como ocurre anteriormente vemos
que el diametro de las diferentes muestras no presenta variacion entre ellas en el diametro
del poro independientemente a que cada muestra presenta un grosor diferente. Observamos
un diametro medio de 22 nm vy la distancia entre poros se encuentra alrededor de 49 nm, de
ambas muestras los datos de interés son los valores medios para los posteriores estudios.

2. Muestras con pore widening:

Tal como hemos hecho en la caracterizacion de las muestras anodizadas con acido
oxalico, posteriormente veremos cdmo se comportan las muestras anodizadas con acido
sulfurico y sometidas a un proceso de pore widening.
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det mode / FW

o Wi d e mag @ HV HAW [ ti
# 4.9925mm T2 A+B _350000x 5.00kV 592nm 25pA 0.0°

el

WD et n 9 Y HFW  curr i
50062mm T2 _A+B_350 5.00kV 592 nm 25pA 0.0°

Figura 27. Muestras anodizadas con acido sulftrico y sometidas a pore widening que presentan
diferentes tiempos de proceso y un grosor 2,5 um (S1). Muestra SPWO (A). Muestra SPW5 (B).

Muestra SPW10 (C). Muestra SPW15 (D). Muestra SPW19 (E)

Con la utilizacion del FESEM obtenemos la figura 27 donde vemos la superficie de poros
creados al someter las muestras a pore widening diferente tiempo entre ellas. Esto nos permite
analizar el crecimiento del poro en el caso de trabajar con acido sulfirico, y para ello es
necesario el analisis mediante Imagel.
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Tabla 11. Caracterizacién de diametro y distancia entre poros en monocapas anodizadas con acido
oxalico y sometidas al proceso de pore widening en funcion del tiempo.

SPWO SPW5 SPW10 SPW15 SPW19
Diametro | .9, 5. | 28:5nm | 36+6nm | 41+6nm | 48+7nm
medio
Distancia
entre poros 51+£9 nm 51+£6nm 51+£5nmm 53+ 7 nm 52+ 6 nm
media

En la tabla 11, tenemos expresados los datos de las muestras que estamos estudiando.
Con este estudio nos permite caracterizar el didmetro de poro de las muestras y también la
distancia entre poros, tal como pasa anteriormente, la distancia entre poros vemos que no
sufre modificacion notable mientras que el diametro muestra un crecimiento lineal.

4.2.2 Estudio del diametro de poro al aplicar pore widening

Una vez hemos obtenido los datos de interés, ya es posible hacer un estudio del
crecimiento del poro. El proceso que utilizamos con las muestras de acido sulfurico es igual
gue con las muestras de acido oxalico, se trata de un medio de acido fosférico 0,3 My la
temperatura de 35 °C de manera constante. En este caso no tenemos certeza del en
crecimiento, se espera que sea superior a 1 nm/min.

60

50

40

30

Porosidad (%)

Crecimiento diametro

8

10 12

Tiempo de pore widening (min)

y =1,5208x + 19,096.-®

20

Grafica 6. Recta del crecimiento del didmetro con la aplicacion de pore widening a las muestras
anodizadas con acido sulfurico.
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En la grafica 6 vemos el crecimiento de poros dependiendo del tiempo que se le aplica
el pore widening. Utilizando la linea de regresidon estudiamos el crecimiento en este tipo de
muestras. Después del estudio, observamos que con sulflrico la pendiente nos muestra un
crecimiento de 1,52 nm/min.

4.2.3 Porosidad de las muestras

La porosidad, en este caso, se calcula del mismo modo que con las muestras
previamente estudiadas en el apartado 4.1.3, con la ecuacion 1. Siguiendo esa explicacion y
la regla del 10 % calculamos la porosidad que presentan las muestras anodizadas con acido
sulfurico.

En este caso la porosidad sigue siendo determinada por el diametro de poro y de la
distancia entre poros. Al haber caracterizado previamente las muestras hacemos el calculo de
la porosidad. El estudio de la porosidad en las muestras de sulflrico con diferente tiempo de
aplicacién de pore widening lo vemos a continuacion:

Tabla 12. Calculo de la porosidad que presentan las diferentes muestras anodizadas con acido
sulfdrico con pore widening.

SPWO0 SPW5 SPW10 SPW15 SPW19

Porosidad 12,18 % 27,88 % 43,35 % 54,14 % 77,13 %

El estudio reflejado en la tabla 12 representa la porosidad de las muestras de acido
sulfurico dependiendo del tiempo de exposicion al pore widening. Como anteriormente, las
muestras al salir de la 22 anodizacién, es decir sin aplicar pore widening, presenta una
porosidad homogénea y se trata de poros ordenados al ser valor es cercano a 10 %, como se
muestra en la tabla 12 el valor real es 12,18 %. Como anteriormente cuando se aumenta el
tiempo el porcentaje aumenta, llegando a un valor de 77,13 % cuando el tiempo es el maximo
estudiado.

Para una interpretacién mas visual tenemos la grafica 7, con la que representamos la
variacion de porosidad de las muestras respecto el tiempo de pore widening.
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Grafica 7. Relacion lineal entre la porosidad y el tiempo de ataque quimico (pore widening) en
muestras anodizadas en acido sulfurico.

En la grafica 7 observamos un crecimiento lineal y proporcional de la porosidad con el
tiempo sometido a pore widening, este resultado era esperable. Como anteriormente, ya que
la ecuacion y la definicion de porosidad no cambian entre los diferentes tipos de muestras,
deducimos que al aumentar los poros hay menor cantidad de alimina, hablamos de un
aumento de la porosidad.

A continuacion, compararemos el comportamiento de la porosidad cuando se somete a
este ataque quimico, se estudia el aumento de poros ya que este proceso consta de un
aumento de didmetro con el paso del tiempo por lo que nos dara informacion del resultado de
la muestra tras ser sometido al pore widening.

Comparacion porosidad
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Grdfica 8. Comparacion entre el crecimiento de porosidad de las muestras dependiendo del
acido de la anodizacion.
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Tal como podemos ver en la grafica 8, la porosidad en acido sulfirico es mayor a la que
presentan las muestras con acido oxalico, esto se debe a que la distancia entre poros de los
diferentes tipos de muestra es bastante significativa, siendo casi la mitad las muestras de acido
sulfarico. Por lo tanto, aunque el tamano del poro sea menor, si lo miramos en proporcién a
la muestra, la porosidad es mucho mayor.

En cuanto al incremento de didametro del poro con los diferentes acidos también presenta
una variacion, presentando el acido sulfurico una velocidad de ataque de 1,52 nm/min, frente
a 1,98 nm/min que es la velocidad de ataque en acido oxalico.

4.2.4 indice de refraccion a partir de la porosidad.

Una vez obtenido el estudio de la porosidad de las muestras utilizamos los anteriores
datos para realizar el calculo del indice de refraccion. Ya explicado en el apartado 4.1.4, y visto
la explicacién de la ecuacion 2 y los parametros que se deben utilizar obtenemos la siguiente
tabla.

Tabla 13. Calculo del indice de refraccion que presentan las diferentes muestras anodizadas con acido
sulfdrico con pore widening.

SPWO SPW5 SPW10 SPW15 SPW19

Indice de

iy 1,70 1,59 1,49 1,41 1,22
refraccion.

En la tabla 13, vemos la diferencia que presenta cada muestra con sus indices de
refraccion. Con los datos del indice de refraccion al relacionarlos con la porosidad, nos damos
cuenta de que a mayor porosidad la muestra presenta un indice de refraccion menor, ya que
al hablar de porosidad hacemos referencia a la proporcion de aire presente, al tener menos
alimina hay mayor presencia de aire el indice de refraccion tendera al del aire, es decir a 1.

Al mismo tiempo sabemos que con una menor porosidad habrd mas presencia de
alimina y por lo tanto el indice de refraccion tendera al indice de la alimina, como
anteriormente dicho, 1,77.

4.2.5 Estudio de espectros UV-Visible.

A continuacion, calibrado el equipo UV en los parametros que deseamos para la alimina,
como se explica anteriormente veremos los espectros UV visible que las muestras emiten.
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ESPECTRO UV SULFURICO
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Grafica 9. Variacion del espectro UV-visible con muestras anodizadas con acido sulftrico que
presentan distinto grosor. (51,52)

En la grafica 9 podemos ver estos espectros mencionados de las diferentes muestras.
En primer lugar, en la imagen A vemos el espectro de las monocapas sin ser sometidas a
proceso de pore widening S1 y S2. En cambio, en la imagen B las monocapas han sido
sometidas a un aumento de didmetro mediante pore widening y observamos los efectos que
presentan sus espectros.

ESPECTRO UV SULFURICO PW
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-
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Longitud de onda (nm)

SULF_2.5 SULF_PW5  emmmmSULF_PW10  emsm=SULF_PW15  ess=SULF_PW19

Grafica 10. Espectros UV-visible con muestras anodizadas con acido sulfdrico que sometidas a
distintos tiempos de pore widening. (SPWO0, SPW5, SPW10, SPW15, SPW19)

Ingenieria Biomédica, Universidad Rovira i Virgili 35



Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

En la grafica 10 se puede observar el caso de las muestras que presentan pore widening
vemos que a mayor tiempo sometidas al proceso la forma sinusoidal de la sefal va
disminuyendo su amplitud. Sobre todo, llama la atencion las muestras SPW15 y SPW19, en
estos casos vemos que la sefial sinusoidal desaparece completamente, esto es debido a que
su porosidad es tan alta que no permite captar el espectro de luz ultravioleta.

4.2.6 Estudio de fotoluminiscencia en las muestras.

Como se explica anteriormente, hacemos uso del equipo de fotoluminiscencia para
determinar la luz captada por los diferentes tipos de muestras que presentamos realizadas con
acido sulftrico.

Manteniendo los parametros como se explica en el apartado 4.1.6, ya que trabajaremos
del mismo modo y con los mismos parametros obtenemos los espectros de la siguiente
manera.

Fotoluminiscencia Sulfurico
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Grafica 11. Espectros de fotoluminiscencia con muestras anodizadas con acido sulfurico y
sometidas a pore widening. (SPWO0, SPW5, SPW10, SPW15, SPW19)

Tal como vemos en la gréfica 11, en este caso las monocapas en longitudes de onda
menores presenta fotoluminiscencia. En el caso de la muestra expuesta a pore widening 19
minutos vemos que es menor al resto de sustratos. Como hemos visto anteriormente, la
muestra SPW19 se encuentra deteriorada por el aumento de diametro de poro, ya que incluso
algunos de estos se llegan a unir. También, con el paso del tiempo expuesto a pore widening
las oscilaciones disminuyen, siendo eso una consecuencia del aumento de didmetro y de
porosidad. Ademas, como en el caso del oxalico, el grosor de la muestra también influye en la
intensidad de luz emitida o la fotoluminiscencia, si la muestra es muy gruesa tendra mayor
intensidad por lo que para una correcta comparacion seleccionamos muestras del mismo
grosor.

En comparacion con las muestras de oxalico vemos cambios notables e interesantes de
comentar ya que vemos que dependiendo del medio acido de fabricacion la fotoluminiscencia
es unos de los parametros que los diferencian.
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En cuanto a las muestras de acido sulfurico presentan una cantidad mucho menor de
fotoluminiscencia si las comparamos con las de acido oxalico. Esta fotoluminiscencia se
produce porque el electrolito de acido oxdlico presenta carbono, lo que introduce una
impureza. [22]
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Grafica 12. Comparacién de espectros de fotoluminiscencia de muestras con anodizacion de
distintos acidos sin aplicar pore widening.

Comparando los diferentes tipos de muestras por electrolitos, en la grafica 12, la
fotoluminiscencia entre las muestras presenta una gran diferencia, ya que la fotoluminiscencia
es una propiedad intrinseca de las muestras de oxalico lo que nos permite diferenciarlas. Esta
caracteristica, de presentar fotoluminiscencia, es diferencial entre el tiempo de anodizacién
realizada con la muestra. Ademas, vemos que la perdida de fotoluminiscencia es mas lenta en
el oxalico independientemente de la proporcidn a la que cada muestra llega a emitir.

5 Funcionalizacion

Una vez se ha realizado el analisis de la superficie de las muestras, procedemos a trabajar
con la proteina. Este proceso se utiliza con la finalidad de modificar o cambiar quimicamente
la superficie de la muestra. Es importante tener en cuenta que nuestra importancia se centra
en la superficie, ya que es donde se trabajara para afnadir la proteina. En nuestro estudio el
grosor de las muestras no debe influir. [23][24]

Para un correcto estudio de la funcionalizaciéon de las muestras es importante empezar
conociendo el espectro UV de cada una. Esto nos permite poder ir comparando los diferentes
procesos y ver si la union de los diferentes grupos funcionales se produce como esperamos.

Al mismo tiempo también hacemos uso del FTIR que nos proporciona el espectro en
infrarrojos, que con la misma funcién que el espectro UV nos permite ver las interacciones
entre los grupos funcionales.
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5.1 Proceso de funcionalizacion

Este proceso los podemos diferenciar en cuatro técnicas, en cada una de ellas anadimos
grupos funcionales con el fin de llegar al anclaje de la proteina.

5.1.1 Hidroxilacion

En primer lugar, es necesario un proceso de hidroxilacién. Aunque la alimina, como
hemos dicho anteriormente, es 6xido de aluminio y ya presenta grupos OH, necesitamos un
proceso de hidroxilacién para aumentar la cantidad y con ellos poder aumentar el rendimiento
de la muestra.

Figura 28. Material necesario para la hidroxilacion. Tubo, septum, perdxido de hidrégeno,
soporte para las muestras y agujas.

Para este proceso se necesita el material que se observamos, en la figura 28, En el tubo
se introduce el soporte donde estan las muestras y afiadimos perdxido de hidrégeno (H.0,) y
cerramos con el septum, a este le afiadimos dos agujas para permitir la salida de la
condensacion, como representa la figura 29.

Figura 29. Montaje de la hidroxilacion.
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Es importante colocar papel entre las agujas para que absorba el posible liquido que
salga a la superficie y el tubo lo envolvemos de papel de aluminio para que pueda mantener
la temperatura. Este proceso se lleva a cabo introduciendo el tubo en el aceite a 180 °C una
duracién de 30 minutos, como vemos en la figura 30.

Figura 30. Proceso de la hidroxilacidon de las muestras, modificacion quimica de la superficie
anadiendo grupos hidroxilos.

5.1.2 Anadir APTES

En el siguiente paso que se realiza se quiere afiadir el grupo NH,, para ello utilizamos el
APTES que en nuestro caso hablamos de un silano. El montaje necesita una atmosfera de
nitrdgeno. Para conseguirlo introducimos la muestra en un tubo tipo, ademas es necesario
introducir un iman para que la disolucién sea agitada uniformemente durante la realizacion del
proceso y cerramos el tubo con el tapén de goma.

A esta altura conectamos la salida de nitrogeno al tubo para crear la atmosfera nombrada
anteriormente, y durante unos 5 minutos introducimos en el tapdn dos agujas para permitir la
salida del oxigeno, quedando asi una atmdsfera de nitrégeno.

Una vez que el tiempo para crear la atmdsfera éptima ha trascurrido, introducimos
mediante una jeringuilla 10 ml de tolueno al tubo donde se encuentran las muestras y dejamos
agitando. Al cabo de 10-15 minutos introducimos el APTES o silano, este se introduce igual
que el tolueno, con la ayuda de una jeringuilla, pero es importante que se introduzca despacio,
a gotas poco a poco, ya que en caso contrario polimerizaria y seria imposible obtener el grupo
amino. De APTES introducimos 0,1 ml y el disolvente que creara junto con el tolueno lo
dejamos agitando 30 minutos mas. El montaje del proceso quedaria de la siguiente manera,
tal como vemos en la figura 31.
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Figura 31. Montaje de la atmosfera de nitrogeno y agitacién del disolvente.

Para finalizar el proceso, sacamos las muestras y las limpiamos en un vaso de precipitado
con tolueno introduciéndolas en el ultrasonido durante 5 minutos a 20 °C.

E
Figura 32. Limpieza de las muestras en ultrasonido.

A continuacion, realizamos lo mismo cambiando el tolueno por etanol y a continuacion
secamos las muestras con nitrdgeno. El secado con nitrdgeno es importante, ya que si se
hiciese con oxigeno polimerizarian las muestras y los poros quedarian tapados. Una vez secas

las introducimos en una placa Petri de cristal y las dejamos toda la noche en el horno a 120
oC.
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5.1.3 Anadir glutaraldehido

Al sacar las muestras del horno, en la misma placa Petri introducimos el glutaraldehido.
Con este afiadimos la unién necesaria entre el grupo amino y la proteina que introduciremos
posteriormente, esta union es C=0. Dejamos las muestras 1 hora y posteriormente extraemos
el glutaraldehido de la placa Petri y afiadimos agua destilada, el proceso del agua lo repetimos
3 0 4 veces y las secamos con aire.

Figura 33. Muestras introducidas en el glutaraldehido.

5.1.4 Anadir proteina

Para finalizar, llega el momento de afiadir la proteina. Este paso se realiza como el
anterior, es decir, introducimos la disolucion donde se encuentra la proteina hasta que las
muestras se encuentren sumergidas y las dejamos hasta el dia siguiente. Para obtener las
muestras las limpiamos extrayendo con la ayuda de una pipeta esta solucion de la placa Petri
y las secamos con aire.

6 Resultados

Durante el proceso hacemos diferentes medidas para poder analizar el anclaje proteico
si se consigue llevar a cabo. Para ello hacemos uso de infrarrojos y ultravioleta, como hemos
usado anteriormente.

6.1 12 Funcionalizacion

En esta funcionalizacién utilizamos muestras de tipo O1 y S1, por lo tanto, usamos dos
muestras del mismo grosor, 2,5 um realizada con diferente acido, estas no estan sometidas a
pore widening por lo que los diametros de los poros son aproximadamente en O1 de 30 nm -
35 nmy en el caso de la muestra de sulftrico S1 alrededor de 20 nm.
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6.1.1 Estudio de espectros UV-Visible

A continuacidn, vemos el espectro que se genera con luz ultravioleta en la muestra de
acido oxalico. Al introducir el glutaraldehido la sefial coge una forma sinusoidal, lo que nos
indica la refraccién en cada medida de longitud de onda. Sabemos que esta banda al aplicar
la proteina se traslada de manera lateral, esto nos confirma el proceso de anclaje, como vemos
en la grdfica 13.
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Grafica 13. Representacién de la refraccion en funcién de la longitud de onda mediante los
espectros UV en los diferentes pasos de la funcionalizacién con la muestra anodizada con acido
oxalico.

Analizando la gréfica observamos que hay un desplazamiento, aunque este es mucho
menor del esperado. Para ello, disminuimos el rango a estudiar como mostramos en la gréfica
14 para una mejor observacion.
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Grafica 14. Representacién de la refraccion en funcidn de la longitud de onda mediante los
espectros UV en los diferentes pasos de la funcionalizacién con la muestra anodizada con acido
oxalico ampliada para poder ver el desplazamiento.
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En este vemos que la desviacion lateral es muy baja, lo que nos demuestra que durante
el proceso ha habido algun error que impide un buen anclaje de la proteina en la muestra de
O1.

Por otro lado, vemos a continuacién el espectro de luz ultravioleta que se produce en las
muestras de acido sulfurico. En este caso, como anteriormente, muestra un desplazamiento
lateral. En la grafica 15 parece que se produce de manera minima, asi que disminuimos el
rango a observar.
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Grafica 15. Representacién de la refraccion en funcién de la longitud de onda mediante los
espectros UV en los diferentes pasos de la funcionalizacién con la muestra anodizada con acido
sulfurico.

En un rango menor de visualizacién observamos en la grafica 16 como si que presenta
un desplazamiento mas notable que el oxalico, aun asi, comprobamos el anclaje de la proteina
mediante el quipo FTIR para una respuesta certera.
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Grafica 16. Representacién de la refraccion en funcién de la longitud de onda mediante los
espectros UV ampliados en los diferentes pasos de la funcionalizacion con la muestra anodizada con
acido sulfurico.
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6.1.2 Estudio infrarrojo de transformada de Fourier

A continuacion, pasamos a analizar los espectros que sacamos en el infrarrojo de las
muestras funcionalizadas. Estos espectros se crean de la absorcion de las diferentes longitudes
de onda. Este tipo de espectros nos permite sacar informacion relevante de cada paso del

proceso, ya que nos presenta las curvas caracteristicas indicandonos los enlaces que modifican
quimicamente la superficie.
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Grafica 17. Espectros FTIR en los diferentes pasos de la funcionalizaciéon con la muestra
anodizada con acido oxalico.

En primer lugar, en la grafica 17 vemos la diferencia entre las fases del proceso de
funcionalizacién. Nos fijaremos en las longitudes de onda donde encontramos las curvas
caracteristicas de los grupos funcionales que modifican la superficie, lo que nos permite saber
que el proceso se lleva a cabo correctamente.

La curva que encontramos es el proceso de hidroxilacion afiadiendo grupos -OH a la
alimina, grafica 18. Se lleva a cabo de manera correcta pudiendo visualizar la curva
caracteristica a una longitud de onda sobre 3200 nm.
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Grdfica 18. Curva de refraccién caracteristica del grupo hidroxilo en la longitud de onda
alrededor de 3200 nm.
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Seguidamente, en una longitud de onda sobre 2900 nm encontramos las curvas
caracteristicas que nos muestra el silano, indicadas en la grafica 19. Por lo tanto, estas dos
curvas mencionadas, donde encontramos el grupo hidroxilo y el grupo amino, se muestran en
las tres medidas ya que es el primer paso que medimos.
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Grafica 19. Picos caracteristicos del enlace del silano en la superficie, que se producen en una
longitud de onda sobre 2900 nm.

Finalmente, la curva del glutaraldehido vemos que si que presenta modificaciones
durante el proceso, esto es debido a que el grupo C=0 se afiade en el segundo paso. El
espectro que obtenemos al afadir el grupo carboxilico crea un pico en la longitud de onda
1600 nm, grafica 20, sin embargo, la presencia del grupo amino deberia crear en esa misma
longitud de onda una curva. Por lo tanto, la proteina no es posible que se ancle.
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Grafica 20. Desplazamiento de la curva caracteristica producida por el enlace del glutaraldehido,
que se produce sobre la longitud de onda de 1600 nm.

En el caso del acido sulfurico, acurre de la misma forma que con oxalico, nos permite
seguir el proceso de funcionalizacion.
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Grafica 21. Espectros FTIR en los diferentes pasos de la funcionalizaciéon con la muestra
anodizada con acido sulfirico.

Vemos en primer lugar la curva de hidroxilacion en una longitud de onda de 3200 nm,
donde expresa la activacion de grupos hidroxilos, grafica 22.
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Grafica 22. Curva caracteristica producida por el enlace del grupo hidroxilo en la longitud de
onda alrededor de 3200 nm.

En la longitud de onda alrededor de 2900 nm vemos los picos caracteristicos que muestra
el silano, al afadir el grupo NH.. Los picos que representan el enlace del silano estan presentes
en los tres espectros, ya que durante los pasos del proceso estos grupos funcionales ya estan
presentes en la muestra, visibles en la grafica 23.
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Grafica 23. Picos caracteristicos del enlace del silano en la superficie, que se producen en una
longitud de onda sobre 2900 nm.

Para terminar, vemos la curva del glutaraldehido, que como anteriormente, presenta una
modificacién al afadir el grupo carboxilico y con el FTIR nos muestra en forma de picos en la
grafica 24, pero lo que realmente esperamos para que la funcionalizacién sea adecuada es
una curva. Por ello al afadir el colageno vemos que este grupo carboxilico ya no se presenta,
pero no vemos el pico caracteristico del colageno.
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Grafica 24. Desplazamiento de la curva caracteristica producida por el enlace del glutaraldehido,
que se produce sobre la longitud de onda de 1600 nm.

Sin embargo, algo que esta presente en esta muestra y que en la de oxalico no se podia
apreciar, son las curvas caracteristicas de la alimina en la longitud de onda alrededor de 1600
nm, como se observa en la grafica 25.

Ingenieria Biomédica, Universidad Rovira i Virgili 47



Diseio y fabricacion de sustratos de alimina nanoporosa para el estudio del anclaje
proteico.

ADICION DE COLAGENO EN SULFURICO

Grafica 25. Espectros FTIR en los diferentes pasos de la funcionalizaciéon con la muestra
anodizada con acido sulfdrico con la sefializacion en las curvas caracteristicas de la alimina.

Como conclusion de la funcionalizacién realizada vemos que ha habido algln problema
durante el proceso y hace que el anclaje de la proteina se imposibilité, ya que los picos del
APTES, el silano, son mas bajos de los esperados y el grupo carboxilico no presenta la curva
caracteristica que esperabamos. Ademds, como hemos visto en el espectro ultravioleta la
desviacion del espectro sinusoidal es menor a la que se acostumbra a ver en este tipo de

funcionalizacion.

6.2 22 Funcionalizacion

A estas alturas del estudio nos centramos en ver que parte del proceso ha fallado. Para
ello analizamos las muestras como en el funcionamiento anterior, con espectros tanto de

ultravioleta como de infrarrojos. En este caso utilizamos muestras de tipo 02 y S2.
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6.2.1 Estudio de espectros UV-Visible
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Grdfica 26. Visualizacion del desplazamiento de los espectros UV en los diferentes pasos de la
funcionalizacién con la muestra anodizada con acido oxalico.

En primer lugar, en la grafica 26 vemos que el especto ultravioleta es correcto y vemos
el desplazamiento que sufre la sefial de medirse al salir de fabricacién a después de estar
oxidada y con el grupo amino afadido.
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Grdfica 27. Visualizacion del desplazamiento de los espectros UV en los diferentes pasos de la
funcionalizacién con la muestra anodizada con acido sulftrico.

En la gréfica 27, el caso de las muestras con acido sulfurico ocurre lo mismo y vemos
que la oxidacién y el grupo amino hace desplazar el especto.
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6.2.2 Estudio espectro infrarrojo FTIR

Para un analisis por partes del proceso, como anteriormente utilizamos el espectro que
nos proporciona el FTIR.
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Grafica 28. Espectros FTIR respecto a aire y a una muestra sin oxidar de muestras con
anodizacion realizada con acido oxalico.

Como hemos realizado en el estudio anterior, a este punto del proceso deberiamos ver
la curva de hidroxidos y los picos del APTES. En la grafica 28, vemos que esta presente la
curva del grupo hidréxilo pero los picos de silano son muy bajos.

En este caso se iba a probar otra forma de anadir la proteina, mediante una sulfonamida,
por lo tanto, el siguiente paso seria anadir la proteina, pero al no presentar estos picos este
anclaje tampoco seria posible.
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Grafica 29. Espectros FTIR respecto a aire y a una muestra sin oxidar de muestras con
anodizacion realizada con acido sulfurico.

En el caso de las muestras S2, ocurre igual que con las 02 siendo que presenta la curva
gue nos indica una correcta hidroxilacion, pero el APTES no se encuentra en la concentracion
adecuada.

Vemos que en ambos casos el problema viene en los picos del silano, por lo que nos
hace plantearnos algun problema en este momento del proceso.

7 Conclusion

Durante este trabajo de final de grado hemos visto la fabricaciéon de alimina nanoporosa
autoordenada, con ella, hemos estudiado diferentes estructuras anodizadas con diferentes
soluciones en la anodizaciéon. Hemos analizado las monocapas creadas en el proceso de
fabricacion las diferentes caracteristicas que presentan y también las hemos modificado
mediante el ataque quimico, pore widening, con el que hemos demostrado la capacidad de
crecimiento del poro posteriormente a la fabricacion.

Con un postprocesado de la informacion que obtenemos de la superficie hemos visto el
efecto que tiene el didmetro de poro sobre la porosidad que presenta cada muestra, siendo la
porosidad mayor al aumentar el diametro de poro, siempre y cuando la distancia entre poros
no tenga variaciones significativas.

Al mismo tiempo vemos como la porosidad es determinante para el calculo del indice de
refraccion de las muestras. Con una porosidad mayor vemos como este indice tiende a 1 ya
que es el indice del aire, en cambio cuando la porosidad es menor la cantidad de alimina
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presente es mayor lo que produce que este indice sea cercano a 1,77 que es el indice de
refraccion de la alimina.

Con el estudio de monocapas con diferentes tiempos del pore widening hemos
comprobado que la distancia entre poros no se me modificada, siendo esa una manera de
modificar la porosidad de las muestras o el indice de refraccion.

También hemos caracterizado monocapas observado su morfologia y geometria con la
ayuda de microscopia de rastreo, FESEM. Y hemos visto la diferencia entre las monocapas con
diferente acido de anodizacion respecto a la fotoluminiscencia, siendo este una caracteristica
diferencial entre ellas. Hemos comprobado como la fotoluminiscencia varia dependiendo del
didmetro de poro que se presenta y del grosor de muestra, si la muestra presenta mayor
grosor presentara mayor intensidad.

Se ha hecho uso de medidas Opticas comprobando espectros tanto con rango de
longitudes de onda UV que nos ha permitido caracterizar las muestras como conseguir el
seguimiento del proceso de funcionalizacién, observando cédmo se desvia la sefial sinusoidal.
Para la funcionalizacién, también hemos usado espectros con longitudes de onda infrarroja.
Con el uso de FTIR logramos ver las curvas caracteristicas que representan los enlaces de los
diferentes grupos funcionales que incorporamos a la superficie de la muestra, lo que nos
permite un estudio del cambio quimico al que sometemos la superficie.
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