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SINTESI DE NANOPARTICULES I LA SEVA APLICACIO EN SENSORS BIOLOGICS

1. INTRODUCCIO

L'inici del meu freball de recerca es remunta a l'abril de 2011. Llavors, vaig ser escollit per formar part
d'una beca anomenada “Joves i Ciéncia” proposada per I'Obra Social de Catalunya Caixa. L'estiu d'aquell
mateix any, vaig poder viure una experiéncia cientifica de quinze dies al Centre Natura de Catalunya
Caixa a Planes de Son ( Pallars Sobira ) amb cinquanta alumnes més. Gracies a aquesta beca, aquest estiu
he pogut fer una estada a 1'Institut Catala de la Nanociéneia ( Universitat Autonoma de Bellaterra ), dins

del grup d'investigacio de Nanobioelectronics & Biosensors.

El meu treball de recerca va sorgir d'aquesta estada a |'Institut Catala de la Nanociéneia on hi vaig
realitzar uns experiments molt interessants i vaig adquirir uns coneixements incials sobre nanotecnologia.
Abans d'aquesta experiéncia, la nanotecnologia era un mén desconegut per mi, perd m'atreia d'una
manera especial. Durant la setmana que va durar el projecte, vaig aprendre i disfrutar a parts iguals, a més
a més, vaig tenir la oportunitat d'introduir-me en la recerca ja que vaig treballar amb investigadors d'alt

nivell.

Ara bé, passada aquesta setmana d'experiéncies inolvidables, les meves preguntes no van quedar resoltes,
al contrari, em va suscitar noves preguntes que em van mostrar la complexitat del moén nanometric,
Aquesta motivacid va ser la que em va impulsar a realitzar aquest treball de recerca. Aixi doncs, el meu
objectiu és estudiar la nanocigncia i la nanotecnologia, les seves aplicacions al mon quotidia i valorar les
seves possiblitats reals en I'ambit dels sensors. Perd, sobretot, aquest treball ha servit per resoldre

nombrosos dubtes i inquietuds i hagi pogut comprendre completament els procediments realitzats a I'TCN.

En primer lloc, i amb l'objectiu de conceptualitzar tots els coneixements de la nanotecnologia, he fet una
introduccié tedrica dels origens, bases cientifiques, aplicacions i tendéncies d'aquesta branca de la ciéncia.
Seguidlament, he anat focalitzant la meva investigacié teorica, tocant temes com els tipus de
nanoparticules i la microscopia i técniques de sintesi i manipulacié que s'utilitzen en nanoci¢ncia, fing

centrar-me en la nanobiologia i, especialment, en els sensors biologics.

Després d'aquesta aproximacio tedrica, he sintetitzat els experiments més rellevants que vaig realitzar a
I'ICN entre el 9 de juliol i el 13 de juliol de 2012, La primera experiéncia va consistir en la sintesi de

nanoparticules d'or, d'una mida aproximada de 5 i 20 nandmetres, per la seva posterior caracteritzacid
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SINTESI DE NANOPARTICULES I LA SEVA APLICACIO EN SENSORS BIOLOGICS

amb espectrofotometria i el microscopi de transmissié eléctronica. En segon Hoc, vaig realitzar una
deteccid d'una proteina endosomal mitjangant 1"is d'unes nanoparticules especials, els “quantum dots”, i
un microscopi confocal. Finalment, vam estudiar la penetracié a l'interior de la cél-lula dels “quantum
dots” amb I'ajut d'un analisi electroquimic.

Els resultats obtinguts van ser prou satisfactoris, tot i que, repeteixo, l'objectiu, tant del treball com de
I'experiéncia en general, és aprendre i prendre contacte amb el mén de la nanociéncia i de la recerca en

general.

Espero que els lectors d'aquest treball el facin servir com una introdoccid al mén de la nanotecnologia,

especialment, en l'ambit biologic i dels sensors.

INS Vilamajor 2012-2013 5



SINTESI DE NANOPARTICULES 1 LA SEVA APLICACIO EN SENSORS BIOLOGICS

2. INTRODUCCIO A LA NANOCIENCIA

I.a nanociéncia consisteix en l'estudi de sistemes i particules el tamany dels quals és nanomeétric, entre 1 i
100 nandmetres. Amb la nanociéncia es pretén conéixer com funciona el mon en aquestes dimensions i,
aix{ poder aplicar-ho a la nostra vida quotidiana. Aixi doncs, gracies als estudis de la nanociéncia, ha
nascut la nanotecnologia, una novedosa branca que ha creat un munt d'expectatives i ha obert un nou mén

de possibilitats.

Encara que pugui semblar impossible, les nanoparticules han estat utilitzades molt abans de I'aparicio de
les tecnologies tan avancgades que utilitzem actualment. S'ha constatat que ja eren utilitzades per colorejar
el vidre i la ceramica fa dos mil anys. Ara bé, les noves técniques de microscopia, les quals permeten
'observacié del mén nanométric, han permeés descobrir propietats totalment noves degudes a la magnitud
d'aquesta escala. Aquestes propictats iniques, només observables en el mén nanométric, sén la rad
fonamental de la nanociéncia. D'aquesta manera, l'objectiu de la nanotecnologia és aplicar aquestes
propietats vmiques en tots els camps imaginables de la vida quotidiana. Es a dir, importem les

nanocaracteristiques al nostre mén macroscopic.

Ara bé, com és aquest mdn nanométric i de qué esta format? Per fer-nos una idea de I'escala de la que
estem parlant, 10 dtoms d'hidrogen representen més o menys un nandmetre, és a dir, 10 m. A aquesta
escala trobem I'ADN, els atoms que formen la matéria i la majoria dels processos biologics cel lulars.
Aixi doncs, poder manipular la matéria a aquesta escala ens permet aprofitar els mecanismes propis de les
cél-tules. Fins i tot, [a longitud d'ona de la llum visible ( entre 380 nm i 780 am ) és més gran que aquests
elements. Degut a aquest fet, no es poden identificar els atoms d'una molécula mitjangant un microscopi
optic, el qual utilitza la llum. En canvi, I'is de microscopis com el microscopi de forces atdmiques o ¢l
d'efecte tinel si que ho permeten i, per aquest motiu, la seva invencié va esdevenir un aveng cabdal pel
desenvolupament actual de la nanociéncia.

D'aquesta manera, una molécula d'aigua és més petita que un nandmetre ( formada per dos atoms
d'hidrogen i un d'oxigen ), el diametre de la molécula d'ADN és de, aproximadament, 2'5 nandometres i el
gruix duna fulla de paper és d'uns 100.000 nandmetres. Les relacions entre el mon nanométric i el

macroscOpic, €l nostre, sén mostrades en la figura 1.
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Fig. 1. Proporcions escalars entre el mon macroscopic i el nanométric (U.S. Departament d'Energia,

nano.gov/himl/facts/manoscale. html )

2.1 ORIGENS DE LA NANOCIENCIA

La nanociéncia i, per tant, també la nanotecnologia es van iniciar el 1959 a I'lnstitut de Tecnologia de
California amb una conferéncia del famds fisic R, Feynman' el qual va introduir el fet de manipular els
objectes des de I'escala molecular i les interessants oportunitats cientificotecnologiques que s'obrien. Tot i
aixd, no va ser fins el 1974 que va aparéixer el terme “nanotecnologia” en l'article On the Basic Concept

of “Nanotechnology” del professor japonés N. Taniguchi.

La conferéncia de Feynman, amb el titol There is plenty of room at the bottom ( Hi ha molt espai al fons ),
va fonamentar les bases del que, més tard, seria la nanociéncia. Feynman ja destacava les noves propietats

que tindrien els materials realitzats a partir de la col-locacié atom per atom ja que, segons ell, estarien

1 TRichard Phillips Feynman ( 1918 — 1988 ) va ser un fisic nord-america considerat un dels més importants del segle XX. Per el
seu treball en electrodindmica quantica, va guanyar el premi Nobel de Fisica I'any 1965. En la seva joventut va participar en
¢l projecte Manhatian. Va fer altres contribucions com la nanotecnologis o la computacié quantica.
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sota el domini de les lleis quantiques. A més a més, Feynman va demanar Porientacié dels esforgos
5 ¢

cientifics a construir els diferents materials a partir de la manipulaci6 dels atoms i les molécules.

Per tant, Feynman va proposar un canvi de paradigma tecnoldgic. Actualment, i des de fa molts anys, el
model de fabricacio ha estat el Top-down ( de dalt a baix ) el qual es basa en la reduccié d'un material més
gran a el que desitjem mitjancant diferents eines de modelar. Podriem fer un simil amb la técnica dels
escultors que amb les seves diferents eines redueixen un bloc de pedra a una figura extraordinaria. En
canvi, ¢l model proposat per la nanociéncia és el Botfom-up ( de baix a dalt ) del qual partim d'uns
components basics ( molécules, atoms, nanoparticules,... } i nosaltres “construim” l'objecte. Aquest tipus
de fabricacié podria ser comparada a la feina d'un mestre d'obra que partint de maons i ciment forma una
casa.

Perd, les encertades conclusions de Feynman no van poder ser contrastades ja que la possiblitat de
manipular els toms era impensable en aquella &poca a causa de la precarietat tecnoldgica. Aixf doncs, no
va ser fins el 1981, dos décades més tard, quan dos investigadors del IBM ( Zuric ), G. Binning i H.
Rohter, van inventar el microscopi d'efecte tinel el qual permetia veure i manipular els atoms.

Llavors, el 1986, E. Drexler va definir les idees de Feynman en el seu llibre “Engines of Creation ” on es
descriven les nanomaquines, capaces de construir ordinadors 1 aparells acoblant molecula per molécula,
amb un funcionament similar a estructures cel-lulars com els ribosomes. A més a més, també descriu
nano-submarins que recorren les venes en recerca d'antigens i altres dispositius fantastics. Tot i que
moltes de les aplicacions proposades sén de ciéncia-ficcio, E. Drexler va fer veure al mén les diferents

possiblitats que es creaven amb l'estudi de la nanociencia.

D'aquesta manera, en aquests Gltims anys, la ciéncia ha estat avalnant si totes aquestes fantasies poden
fer-se realitat en un futur i quins sén els nostres limits en aquest camp. Per aquest motiu és diu que la
nanociéneia i la nanotecnologia sén disciplines obertes les quals es defineixen dia a dia, descobriment

rere descobrimenit.

2.2 BASES CIENTIFIQUES

Ara bé, quines son aquestes propietats de les nanoparticules que les fan tan especials? Com ja hem dit
anteriorment, aquestes propietats ja eren usades en &poques antigues, perd ¢s ara guan hem pogut

estudiar-les i manipular-les i, per tant, utilitzar tot el seu potencial.
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SINTESI DE NANOPARTICULES 1 LA SEVA APLICACIO EN SENSORS BIOLOGICS

En primer Iloc, cal destacar les noves propietats que adquireixen els materials en el mén nanomeétric
depenent de la mida de les particules, de la seva naturalesa i de com sdn els enllagos entre atoms. Per
demostrar la importancia de la mida j la forma en Jes propietats de les nanoparticules podem observar la

variacid de color de les diferents mostres de la figura 2.

200 440 600 300 T4

Longitud de onda {nm) | Factor de forma

Figura 2. La longitud d'ona de radiacié electromagnetica absorbida per les diferents solucions de nanocilindres de
plata, excepte el recipient de l'ssquetta que conté esferes de 4 nm, varia segons fa forma. La forma esta en funcid de

la longitud i el didmetre fins arribar al valor 10. ( Murphy, Jana 2002 ).

Per tant, aquest fet ens obre un mén de noves propietats que no només depén de la naturalesa del material
sind que també de la seva mida i forma. Aixi dones, caracteristiques com la temperatura de fusig, la
fluorescéncia, la conductivitat eléctrica, permeabilitat electromagnética i la reactivitat quimica d'una
molécula o element poden ser diferents en una escala nanométrica. Per exemple, la temperatura de fusié
de l'or en estat normal és de 1338 K mentres que la de nanoparticules d'or és 700 X ( P. Buftat i J. Borel,
1976 ). Aixd és degut al comportament, en mides de 1 a 100 nandometres, de les particules com un punt
quantic, €s a dir, sota l'efecte de les lleis quantiques. D'aquesta manera, una nanoparticula es comporta

com un sol atom.

A més a més, també influeix la quantitat d'atoms que ocupen la superficie del material. En particules de
mida molt petita el percentatge d'atoms superficials, els que interaccionen amb el medi, és major que en
els objectes més grans. Per tant, els nanomaterials presenten una major superficie en relacio al volum que
els materials macroscopics i, en conseqiiéneia, una major quantitat del material pot reaccionar amb el

medi, com s'observa en la figura 3. Aquesta millora de la reactivitat pot aplicar-se en la millora dels
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catalitzadors, en produir energia més neta i segura i en processos de tractament d'aiglies i dessalinitzacio.

b, .

 Total Surface Area
T cw ORI

Figura 3. Imatge que demostra 'augment de la superficie gracies a 1'0s de nanomaterials. {hitps//www.nano. gov/manotech-
101/special)
2.3 APLICACIONS GENERATLS

La nanotecnologia és un camp obert i interdisciplinar, per tant, és logic que els seus avengos també
afectin a una multitud de branques totalment diverses de la tecnologia amb l'objectiu de repercutir

favorablement en la societat. Els beneficis en la societat els podem classificar segons Pambit d'aplicacid.

MATERIALS I PROCESSOS QUOTIDIANS
Una de les grans finalitats de la nanotecnologia és millorar les caracteristiques dels productes; fer-los més
durs, lleugers, duraders, millorar la seva conductivitat o reactivitat,..., tot aixd gracies a les propietats
intrinseques de les nanoparticules. Aix{ doncs, actualment, es comercialitzen més de 800 productes (ue
han estat millorats gracies als processos nanotecnoldgics. En sén exemple d'aixo:

— Alguns bats de béisbol, raquetes de fennis, cascos de motocicleta, para-xocs d'automobils,
equipatges 1 caixes d'eines porten incorporades nanoparticules les quals els fan més lleugers,
rigids 1 resistents,

— Tractaments de superficie a nanoescala o F'addicié de nanoparticules en teixits poden evitar
I'aparici6 d'arrugues, taques, de! creixement bacteria 1 millorar la resisténcia de les cuirasses anti-
bales.

—  Pel-licules primes de nanoparticules aplicades sobre finestres, vidres d'ulleres, pantalles d'aparells
o altres superficies poden convertir-les en hidrofdbes, anti-reflectants, autonetejable, conductors

eléctrics o protegir-la de raigs nltraviolats o infrarojos.
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— En la industria alimentaria, la nano-enginyeria pot ajudar a preservar amb millor qualitat els
aliments, per exemple, evitant ['oxidacié dels aliments. A més a més, s'estan introduint
nanosensors que detecten aliments en mal estat o determinats grups de bacteries nocives pels
aliments com la salmonel!-la.

— Nano-enginyeria aplicada a aparells automotrius on s'inclouen sistemes de bateria recargable,
materials termoeléctrics pel control de la temperatura i, basicament, per la millora de l'eficiéncia
d'aquests aparells.

— Millorar els productes de neteja o desengreixants domeéstics mitjangant nanoparticules.

— Nanoestructures de ceramica utilitzades com a recobriment de peces de maquinaria diversa
augmenten la duresa del material i, per tant, la seva resisténcia i durabilitat. Com a exemple,
podem posar la Marina dels EUA que utilitzant aquesta tecnologia en els engranatges dels aires
acondicionats dels seus vaixells s'ha estalviat 20 milions de ddlars en manteniment. Aixi doncs,
INis d'aquests recobriments poden allargar la vida util dels components mobils de tot tipus de
maquinaria.

— Les nanoparticules també sén exfensament usades en catalisi de reaccions estalviant quantitat de

catalitzadors i, en conseqlidncia, diners 1 contaminants,

Figura 4. Imaige d'una nanoestructura de silici amb unes propietas termals i mecéaniques molt interessants per

Paplicacié com a material d'emmagatzematge de aliments i combustibles.

ELECTRONICA I LA TECNOLOGIA DE LA INFORMACIO
Actualment, la nanotecnologia ja és usada en computacid, comunicacid i aparells electronics per tal de ser
més rapids, més petits i manejables. Es evident ¢l constant desenvolupament d'aquest camp en els tltims
anys i la seva evolucio ha estat definida per ['is d'aquestes tecnologies.

~ Transistors nanomeétrics més potents i més eficients energéticament.
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Memoria d'accés aleatori magnétic ( MRAM ) realitzat per unions magnétiques a nanoescala que
pot recuperar dades xifrades després del tancament del sistema o d'un accident amb ['objectiu de
poder recopilar dades.

Una gran part de les pantalles de televisions, ordinadors i altres aparells electronics disposen
d'una pel-licula de un polimer nanoestructurat anomenat OLED. Aquest material proporciona
unes imatges més brillants, angles de visié més amplis, un pes més lleuger, major densitat
d'imatge i més vida util.

Altres productes com xips de memodria flash, materials repel-lents als bacteris 1 virus, tintes

d'impressora o videojocs realistes també presenten nanoestroctures.

ENERGIES SOSTENIBLES

Avui dia, hi ha una demanda energética creixent degut a l'augment de la poblacié i de necessitats.

Tanmateix, les energies de! futur han de ser respectuoses amb el medi ambient i ser el maxim d'eficients.

Per aconseguir aquest proposit s'estan desenvolupant noves tecnologies.

Els prototips de panells solars, utilitzant nanoparticules,
son més eficients que els estandard en convertir la llum
solar en energia i creen la possiblitat d'una energia
il-limitada i de baix cost en un futur. Les cél-lules solars
nanoestructurades son fabricades mitjangant processos
d'impressio i poden ser materials flexibles fet que les
converteix en productes més barats i facils d'instal:lar

que els panells solar sdlids, com en la figura 5. Fins i

E - Hxnssl,':
. . ) ] Fipura 5. Imatge d'una cél-lula solar flexible
d'energia solar mitjancant unes pintures especials. i lleugera amb nanoparticules. (Nanosys).

tot, s'ha estudiat la possiblitat de crear convertidors

1.'Gs de la nanotecnologia esta millorant 'eficiéncia de la produccié de combustible a partir del
petroli. A més a més, de la millora de la produccié en les centrals eléctriques i en els automabils
disminuint la friccio.

La conversid de la cel'lulosa de les estelles de fusta, de les tiges de blat de moro o de les grasses
perennes no fertilitzades,... a etanol utilitzat com a combustible gracies a enzims creats per la
nano-bio-enginyeria.

La nanotecnologia &s ja utilitzada en diverses bateries per fer-les menys inflamables, amb menys

temps de carrega, més lleugeres i, sobretot, més duraderes.
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Els cientifics també estan desenvolupant nous materials per tal de emmagatzemar I'hidrogen en
les piles de combustible alternatives i nous catalitzadors per millorar la reaccié duta a terme.
S'estan desenvolupant tecnologies relacionades amb les nanoestructures per convertir Ja calor
despresa per diferents aparells com els ordinadors o la televisié en energia eléctrica profitosa.

Les pales dels aerogeneradors estan fetes amb resina epoxi, un polimer organic termoestable, que
conté nanotubs de carboni que el converteixen en un material més llarg, fort i lleuger que altres
tipus de pales i, en conseqiieéncia, s'augmenta el rendiment dels aerogeneradors.

L'is dels nanotubs de carboni com substitiients dels cables actuals d'alta tensid de la xarxa
eléctrica ha estat estudiada per els investigadors degut a la menor resisténcia dels nanotubs que
reduiria [a pérdua de poténcia.

Per recargar aparells electrdnics mobils, els investigadors han desenvolupat fines pel-licules que
s6n c&l-lules solars que recarguen els dispositius 1 nanocables piezoeléctrics (materials que al ser
sotmesos a forces mecaniques es crea una polaritzacio eléctrica i, per fant, carregues eléctriques
en la seva superficie ) teixits a la roba que generen electricitat mitjancant la calor corporal o la
friceid.

En definitiva, han aparegut un seguit de productes eficicients energéticament. Entre ells
destaquen lubricants creats a partir de la nano-enginyeria per tal de reduir al minim les friccions

en els engranatges de la maquinaria i, aixi, evitar pérdues energétiques.

MEDI AMBIENT

A més a més de l'estalvi energétic que suposa 1'is de la nanotecnologia en diversos sectors, també s'han

desenvolupat materials que contribueixen a cuidar el medi ambient.

Per mitja de la nanotecnologia, en un futur no molt llunya s'haura aconseguit potabilitzar aigua
amb un métode senzill i eficag. Per exemple, s'ha descobert una interaccio magnética entre
petitissims agregats d'oxid i elements toxics com el arsénic i el tetracolur de carboni que podria
ajudar a separar-los de 'aigua.

També s'esta estudiant la possiblitat d'utilitzar les nanoparticules com a netejadors del
contaminants toxics de [l'aigua subterrinea gracies a reaccions quimiques que podrien evitar
l'elevat cost actual del tractament.

S'ha desenvolupat un material, teixit a partir de nanocables d'oxid de manganés—potassi, que
absorbeix 20 vegades més d'oli, en relacid al seu pes, per funcions de neteja.

Els filtres d'aire de molts vehicles estan basats en Ja nanotecnologia. El material presenta uns
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porus nanometrics que atrapen les particules majors que ells mitjancant la filtracié mecanica.

— Nous sensors seran capagos de detectar, identificar i eliminar o neutralitzar elements quimics o

agents bioldgics nocius amb una eficacia major que l'actual.

MEDICINA I SALUT
La nanobiotecnologia ens permet crear un seguit de noves técniques 1 processos que ajudarien a facilitar
els tractaments sobre determinades malalties, a més a més de convertir-los en més personalitzables i
segurs.

— Els “quantum dots” poden ser utilitzats, gracies a les seves propietats fotoniques, per crear les
imatges biologiques que, més tard, sestudiaran per realitzar el diagnostic. Aquestes
nanoparticules, que absorbeixen llum ultraviolada i emeten llum de diferents freqiiencies,
s'utilitzen com a localitzadors de cél-lules especifiques o elements particulars amb una deteccid
dptica molt major que els tints convencionals. Aquesta aplicacio de la nanobiotecnologia serd la
que utilitzarem en la practica central en la qual detectarem una proteina endosomal mitjancant
“quantum dots™.

—  (racies a una combinacid d'anticos-nanoparticula que s'uneix a les plaques d'ateroma formades
per l'arteriosclerosi, podem detectar precogment l'aparicio d'aquesta malaltia.

—  Us de les nanoparticules per dirigir especificament els tractaments a les cél:lules diana com, per
exemple, cancerigenes, evitant ['accid nociva sobre altres teixits.

—  S'esta estudiant V'aplicacié de nanoparticules com a estimulants de la regeneracié de teixits
nerviosos que han patit danys. Per exemple, I"is d'un gel nanoestructurat que s'introdueix en

I'espai intracel-lular i afavoreix el creixement de noves céllules.

TRANSPORT
Ja hem parlat de la necessitat de millorar I'eficiéncia dels vehicles i de les fonts d'energia, perd també cal
un aveng pel que fa a les infraestructures relatives al transport.
— La nano-enginyeria aplicada a l'acer, el ciment, i altres materials pot conferir a aquests elements
una resisténeia i durabilitat major que els materials usats actualment en les vies de transport.
—  Si apliquem els nanosensors al manteniment de les infraestructures, aquests podrien proporcionar
informacid sobre l'estat dels materials de forma més fiable I senzilla. A més a més, també es
podrien aplicar en sistemes de conduccié automatica del vehicle per tal de minimitzar els riscos

d'accidents.
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Com hem pogut veure, la nanotecnologia és oberta a qualsevol ambit de la tecnologia i es poden aprofitar

de les propietats Gniques que proporciona el fet d'utilitzar nanoparticules.

2.4 IMPACTE SOCIAL I TENDENCIES

La nanotecnologia ha creat un gran impacte sobre la societat i, com a prometedora nova via d'explotacié
industrial, s’han generat grans expectatives sobre les seves possiblitats. Es més, hi ha molta gent,
investigadors, empresaris i politics, que estan molt interessats amb I'expansid de la nanotecnologia com a

mitja de proporeionar grans beneficis economics.

Ara bé, de la mateixa manera, també han sorgit veus que alerten dels possibles riscos de I'is de
nanoparticules en la nostra vida quotidiana. Els seus arguments es basen en qué no hem arribat a conéixer
els veritables efectes de les nanoparticules en el nostre cos i al medi ambient. Aquest fet es podria
comparar amb les critiques a moviments cientifics anteriors com. l'energia nuclear o la biotecnologia
agricola. Actualment, l'opinié sobre les centrals nuclears és molt controvertida, a Estats Units el
desenvolupament d'aquest tipus de font d'energia ha estat frenat i gairebé eliminat. Aixi doncs, podem
concluir que si una nova ciéncia vol triunfar també ha de convéncer a la societat dels seus beneficis.
Aquest cas també s'ha donat amb la preocupant alarma que, en els Gltims anys, sha produit davant la
produccid d'aliments transgénics i la seves conseqiiéncies sobre I'organisme. Per tal de combatre aquest
rebuig, cal informar a la poblacié sobre les noves tecnologies, dels seus beneficis, perd també dels seus

riscos.

Per exemple, un dels perills de les nanoparticules és I'is de pel-licules que les recobreixen amb la finalitat
d'evitar l'aglomeracid i formar particules més grans. Per tant, aquestes nanoparticules i la seva alta
reactivitat poden mantenir-se durant llargs periodes en el medi ambient.

De la mateixa maneta, un estudi recent ( Exposure fo carbon nanotube matervial: assessment of nanotube
cytotoxicity using human keratinocyte cells Shvedova, A.A, 2003 ) ha demostrat els efectes nocius en
cél-lules de la pell davant de l'exposicid a certs nanotubs de carboni, amb resultats més toxics que el
quars. Fins i tot, de 'exposicié prolongada en deriva necrosis, la mort de les ¢¢l'lules,

Tot i els nous descobriments sobre els potencials efectes nocins dels productes relaciopats amb la

nanotecnologia, la tendéncia d'aquesta branca ¢s molt esperangadora. Sense cap mena de dubte, és el
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camp més innovador i el que presenta un index d'evolucié major. Hi ha estudis que comparen la
nanotecnologia amb avencos tan fonamentals per la societat actual com l'aparicid del automaobil 1 del tren

o dels ordinadors, com es pot veure en la figura 6.

Growth Innovations
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Industrial Revolution Second info Revolution

Sources: Norman Foire, Mermrill Lynch
Figura 6. Esquema que ens mostra els diferents descobriments que han revolucionat la societat. Es el cas de la

nanotecnologia?

Per quantitzar I'impacte econdmic que ha generat la nanotecnologia, ens podem fixar en la despesa global
publica que s'ha realitzat des del 2004, observable en la figura 7. Com podem veure, hi ha present un
creixement molf important, aproximadament del 130%, entre 2004 i 2008. Ara bé, el creixement registrat
entre 2008 1 2012 no supera el 10%. Cal esmentar la profunda crisis econdmica que, malauradament, ha
frenat aquest desenvolupament tan accelerat. A més a més, d'un canvi d'orientacié de la nanotecnologia de
la investigacid cap a l'aplicacié dels coneixements adquirits en solucions viables pels problemes globals
com el canvi climatic. Tot i aixd, s'espera un increment de la inversié en nanotecnologia en els proxims

anys,
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Figura 7. Grafica de l'evolucié de la despesa global anual en nanotecnologia per part dels governs dels diferents
paisos entre 2004 i 2015.
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3. TIPUS DE NANOPARTICULES

Com s'ha dit anteriorment, la nanotecnologia utilitza les propietats exclusives de les nanoparticules
( particules amb, com a minim, una dimensié menor de 100 nandmetres ) per aplicar-les al mdn
macroscopic formant nous materials. Aquestes nanopatticules, que poden estar formades per nomeés uns
milers d'atoms, també sdn caracteritzades per la seva naturalesa, com les nanoparticules d'or o de bismut.
A continuacid, es detallen les caracteristiques de les nanoparticules amb unes aplicacions més

prometedores.
3.1 NANOPARTICULES D'OR

Les nanoparticules d'or ( AuNPs ), i en general les nanoparticules de metalls nobles, presenten unes
propietats fisiques, quimiques i bioldgiques inesperades. En el cas de les AulNPs, cal destacar les seves
propietats fototérmiques, la possibilitat de produir particules de diferentes mides i formes i la facilitat per
conjugar-les amb lligands com anticossos, polimers, firmacs, material genétic,... A més a més, cal
mencionar la seva biocompatibilitat i baixa toxicitat, encara que s'ha observat que els efectes toxics de les
AUNDPs poden estar lligats a determinades formes i mides de les particules. D'aquesta manera, les AuNPs

es converteixen en una eina molt interessant en el camp de la biomedicina.

Les propietats fototérmiques de les AuNPs es deuen a les oscil-lacions ressonants dels seus electrons
lliures, que o bé poden radiar lum o bé absorbir-la i transformar-la en calor. La irradiacid de les AuNPs
g'utilitza en l'obtencid d'imatges. En canvi, la conversié de radiacié electromagnética d'una determinada
freqiiéncia a radiacié calorifica s'estd estudiant ampliament per tal de tractar selectivament cel-lules
tumorals, alliberar molécules a voluntat, eliminar bacteris 1 virus o desnaturalitzar proteines o acids
nucleics. La funcionalitzacié de les AuNPs amb diferents elements es sol produir mitjangant enllagos tiol,
encara que també es pot enllacar amb grups amino, fosfit i bisulfit. Utilitzant aquestes caracteristiques
especials, les aplicacions més prometedores de les AuNPs en el camp terapeutic son la terapia génica, la

terapia fototérmica, la vectoritzacid de farmacs i l'alliberament de macromolécules.
td

Les AuNPs poden ser utilitzades com a nanotransportadores de farmacs i diferents molécules, perd també

sistemes que alliberen la geva carga en funcié d'estimuls interns ( canvi de pH o la concentracid de
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glutatid ) o externs ( aplicacid de radiacid electromagnética ). Un cas de 1is de les nanoparticules d'or en

aquest ambit, és l'estudi proposat per Bhumkar’ per tal d'efectuar el fransport transmucosal de l'insulina.
Les AuNPs son recobertes amb un polimer quitosa al qual s'hi adhereixen les molécules d'insulina i
administrades per via nasal o oral. Aquest métode obté uns resultats d'eficiéncia comparables a I'insulina
injectada directament a la sang.

Fins i tot, la propietat fototérmica també pot ser utilitzada per alliberar molecules a voluntat. Aixi doncs,
si recobrim l'element a alliberar amb AuNPs podrem eliminar aquesta recoberta gracies a l'escalfor

produida per 'aplicacid de llum laser.

Per poder dur a terme la terapia génica cal transportar els acids nucleics fins el nucli de les cél-lules i, per
tant, hem d'utilitzar un transportador que eviti la degradacio del acid nucleic per l'accid de diferets enzims
i que, alhora, favoreixi la seva introduccid en el nucli cel-lular i el seu alliberament. Per realitzar aquesta
funcid, shan utilitzat diversos elements { virus, materials sintétics,... ), pero, Ultimament, les AuNPs han

demostrat ser unes transportadores de gran eficacia.

En la terapia del cancer, les nanoparticules d'or també han resultat ser una opcid viable. En primer lloc,
les AuNPs permeten la vectoritzacié dels farmacs en les cel-lules tumorals, millorant la seva eficacia i
evitant possibles efectes secundaris a la resta de 'organisme. Aix{ doncs, una nanoparticula d'or associada
a un anticos especific, que s'uneix a les cél'lules cancerigenes, i a un farmae antitumoral, que podria ser
alliberat mitjangant la irradiacié d'un determinat tipus de radiacié electromagnética, seria un sistema
terapéutic prou eficag. A més a més, la propietat fototérmica de les AuNPs, que al ser irradiades amb
lum liser d'una fregiiéncia aproximada d'entre 10 i 50 nandmetres desprenen calor { entre 40 1 80°),
provoca un dany irreversible a Pestructura de les cél-lules tumorals que desencadena la seva mort. Aquest
procés no es dona en les cél-lules sanes, les quals requereixen una major poténceia, i s'anomena fototerapia

o tractament del cancer per hipertémia.

Degut a totes aquestes propietats i aplicacions, les nanoparticules d'or tenen unes grans perspectives de

futur en nombrosos camps, perd, sobretot, en la biomedicina.

U Joshi, HM., Bhumkar, D.R., Joshi, K., Pokharkar, V & Sastry, M. (2006) Gold nanoparticles as carviers
Jor efficient transmucosal insulin delivery. Langmuir. 22: 300-3035.
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3.2 QUANTUM DOTS

Els “quantum dots™ o punts quintics son estructures molt petites, d'un diametre d'entre 2 i 10 nandmetres,
d'un material semiconductor i que formen un nanocristall que es comporta com un sol atom. En general,
solen estar formats per seleniurs o sulfurs d'un metall com el cadmi o el zine ( CdSe o ZuS ). Els punts

quantics presenten un espectre discret d'energia quantitzada.

A causa de la seva petita mida, els punts quantics presenten unes propietats optiques i electroniques
diferents que en un estat normal. Aquestes particules, al absorbir fotons d'una energia determinada,
emeten radiacid electromagnética d'una determinada freqiiéncia. A més a més, aquesta freqiiéncia depén
de la grandaria del punt quantic, no de la naturalesa del material, 1 és molt especifica. Com més petit és el
punt quantic, la seva freqlidncia d'emissié és més alta i, a mesura que la grandaria augmenta, aquesta
disminueix. Per tant, mitjan¢ant diversos meétodes de sintesi podem aconseguir particules amb unes
propietats propies i que, per exemple, emetin el tipus de llum que volem. En els ultims anys, els “quantum
dots™ han estat introduits en nombrosos camps com Ja biomedicina o la electronica. En primer loc, el seu
as com a transistors electronics permetra la miniaturitzacié dels circuits electronics i, alhora, incrementar

la seva eficicia.

Gracies a la seva fluorescéncia, ficil de modificar i de gran rendiment, els punts quantics son 1tils en
biologia i medicina per la deteccid de diferents elements. Fls punts quantics, com les nanoparticules d'or,
es poden unir a altres molécules com anticossos que, a la vegada, s'enllagen amb proteines. Aixi doncs,
trobem que el “quantum dot” ha estat unit a una proteina determinada ( cada anticos és especific a una
proteina ) i, si irradiem ¢l sistema amb llum, podem detectar la llum emesa pel “quantum dot” i certificar
la preséncia de la proteina. Alguns “quantum dots™ estan recoberts per una membrana protectora per tal de
protegir 'organisme de la seva toxicitat. Aquest mateix procediment pot ser utilitzat amb altres elements
intracel-lulars i, per tant, pot ser un substitut viable dels classics colorants utilitzats en biologia molecular.
Gracies a aquest senzill métode podem detectar, per exemple, una proteina essencial en el inici duna
malaltia i, en conseqiiéncia, diagnosticar-la.

Una altra branca on els punts quantics tenen una gran perspectiva de futur sén les energies renovables. El
rendiment de les plaques solars amb una superficie de punts quantics és molt major que les actuals, el
qual és el principal problema d'aquestes. D'aquesta manera, millorant aquest aspecte, l'energia solar seria

equiparable a altres fonts d'energia com el carbé i impulsaria 1'is de les energies renovables.
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3.3 NANOESTRUCTURES DE CARBONI

Fins I'any 1985, les iniques formes alotropiques conegudes del carboni eren el grafit i el diamant. Harold
Kroto ( Universitat de Sussex )} i altres investigadors van observar, en experiments d'espectroscopia
molecular, molécules amb exactament 60, 70 o més atoms de carboni. Mitjangant la irradiacio laser d'un
tros de grafit, van descobrir els ful-lerens, molécules de carboni formades per anells hexagonals i
pentagonals, que conformen estructures esfériques i cilindriques. El nombre d'atoms que conformen els
ful*lerens pot variar, essent el més conegut el format per 60 atoms ( Cs ). De la mateixa manera, la forma
geométrica dels ful'lerens pot ésser diferent. Els ful-lerens amb forma esférica reben el nom de
“buckyballs” mentres que els cilindrics, “buckytubes” o nanotubs. El 1990 ja van aparéixer els primers

metodes de sintesi de ful-lerens, per tant, es va produir una notable expansié en el seu estudi.

La paret monoatdmica que conforma l'estructura dels ful-lerens és el grafé, una xarxa cristal-lina de forma
laminar formada per atoms de carboni enllagats amb hibridacié sp?. El grafé és la unitat basica de tots els
compostos grafitics: pot conformar ful-lerens esférics, nanotubs i, fins i tot, el grafit, que és el resultat de
la superposiciad de moltes lamines de grafé gracies a les forces de Vao der Waals. La relacid entre aquests

materials es pot distingir en la figura 8.

TFigura 8, Bl grafé ( a dalt, esquerra ) és una xarxa cristal-lina d'atoms de carboni enllagats formant hexagons. El grafit ( a dalt,
dreta ) és una superposicio de capes de grafé. Iin canvi, ¢ls nanotubs de carboni { a baix, esquerra ) es formen enrotllant el grafé.
Finalment, en els ful-lerens esféries ( a baix, dreta ), C60, s'introdueixen pentigons en la capa de grafé que proporciona aquesta

forma.
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El grafé no va ser aillat fins el 2004, quan Andre Geim i Kostya Novoselov van aconseguir-ho mitjancant
la disseccio del grafit amb un element adhesiu. Actualment, és possible detectar el grafé amb un simple

niicroscopi optic gracies a l'efecte dptic que produeix en un substrat de SiO..

El grafé és un semi-metall, és a dir, presenta caracteristiques semblants als semiconductors i als metalls,
per tant, és un conductor eléctric i térmic. A més a més, presenta una gran resisténcia i duresa, alhora que
també una gran flexibilitat deguda a la naturalesa dels seus enllagos. Cal destacar la seva lleugeresa, un
metre quadrat de grafé pesa només 0,77 mg. Encara que ¢l grafé no és un material molt reactiu, és a dir,
en condicions normals és practicament inert, permet la seva conjugacié amb alires molécules ( F-,
OH-,... ) i, en conseqiiéncia, obtenir compostos amb propietats Tiniques. En l'Ambit eléctric, el grafe
presenta un menor Efecte Joule ( pérdua d'energia dels electrons al xocar amb les molécules conductores
que es transforma en calor ) que altres materials com el silici, per tant, la seva resisténcia eléctrica també
és menor, fet que el converteix en un eficag conductor. Tot i que el grafé és el material més prim que es
coneix, el seu gruix és d'aproximadament 0,33 nm, és visible a ull nu ja que absorbeix un 2,3% de la llum,

un percentatge extremadament alt per un material amb una sola capa d'atoms.

Degut a les seves condicions electroniques, I'aplicacio potencial més prometedora del grafé és el seu s
com a transistor en circuits integrats, El grafé té una alta mobilitat d'electrons i poc soroll, perd presenta la
impossiblitat, de moment, de produir-lo en el substrat adient. A més a més, les seves propietats
mecaniques obren la possibilitat de produir aparells electronics flexibles. Gracies a aquestes inferessants
propietats mecaniques, el grafé també es conjuga amb altres materials com plastics per millorar les seves
condicions com la lleugeresa i resisténcia. Aixi doncs, el grafé és un nou material d'estudi en tots els

camps de la tecnologia.

Les interessants propietats dels ful-lerens esférics ranen en la seva singular estructora que ens permet
utilitzar-los, principalment, com a transportadors de moldcules, ja sigui unides a la superficie o bé
tancades al seu interior. Tot i aixd, els camps d'aplicacié d’aquestes molécules esfériques sén molt

diversos i, encara, estan en procés d'investigacio.
Un altra molécula de carboni que ha demostrat ser una eina viable sén els nanotubs de carboni.

Primerament, cal remarcar les propictats fisiques dels nanotubs de carboni: molt més lleuger i resistent

que l'acer i amb una mida molt inferior. D'aquesta manera, son esfudiats com una alternativa com a
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material de construceid. Les seves condicions electroniques son relevants, pot actuar com a conductor,
semiconductor o aillant. La variacid de les propietats eléctriques depén de com formem l'estructura, de
manera recta o amb un cert angle. Aixi, aquests filaments, amb un didmetre nanométric i wna longitud
variable, seran capacos de conformar els circuits integrats i reduir les seves dimensions, o bé formar els
diodes o transistors mitjancant la creacié de defectes en la molécula ( convertint-la en semiconductora ).
Els nanotubs de carboni poden ser aplicats, no només a l'electronica, sind que també en el de l'electricitat,
formant els cables d'alta tensié ja que, a temperatura ambient, poden transportar grans quantitats de

carrega.

En conclusid, les diferents molécules que pot formar el carboni representen una branca d'estudi en el
camp de la nanotecnologia de molt interés per les seves propietats mecaniques i electroniques. Pero, i
aquest és el causant de les il-limitades aplicacions de la nanotecnologia, existeixen moltes més tipus de
nanoparticules, de diferents clements, formes i mides, que proporcionen als investigadors noves

propietats amb les quals jugar.
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4. APARELLS DE MICROSCOPIA ATOMICA

L'expansié actual que ha desenvolupat [a nanotecnologia és deu, en gran part, en els avengos significatius
que s'han produit en ¢l camp de la microscopia. Com ja sabem, els atoms no es veuen a simple vista i,
sense les capacitats tecnoldgiques actuals, la possiblitat de manipular els materials a escala atdmica, com

proposava Feynman, semblava una quimera.

Pels volts de la década de 1930, van apareixer un nou tipus de microscopis, els electronics, que
presentaven una resolucid molt major que els optics ( en els quals es pot observar fins, aproximadament,
un micrometre ), de fins a 100 nandmetres. Els microscopis electronics es basen en focalitzar un feix
d'electrons a la mostra i, llavors, mitjangant uns defectors analitzar tots els processos resultants { creacid

d'electrons secundaris, electrons estatics, raigs X o catodeluminiscéncia ) per crear la imatge. El

microscopi electrdnic de rastreig o SEM és un
microscopi electronic en el qual el feix d'electrons és
produit per un filament incandescent i la imatge &s
formada per la superposicio de les diferents interaccions
entre el material 1 els electrons. A més a més del SEM,
existeix el microscopi electronic de transmissié o TEM
que, basant-se en el mateix concepte que el de rastreig,
forma la imatge a partir de les senyals detectades pels
electrons que han travessat la mostra. Com que no hi ha
una gran freqiiéncia de pas d'electrons a través de la
mostra, cal que el feix d'electrons tingui una gran
energia ( entre 80 i 400 keV, mentres que en el SEM es
troba entre 1 i 40 keV ) i reduir el gruix de la mostra,

entre 1001200 A ( 10°m ),

Ara bé, la revolucid significativa en el camp de la

. . . . Figura 9. Fotografia on es mostren el microscopi electronic
microscopia que va tenir un gran impacte en la

. . . de transmissid ( al fons ) i el microscopi d'efecte Minel ( ma
nanotecnologia van ser els microscopis de sonda de

. L. Lo del investigador ). Es pot observar la diferéncia de mida.
rastreig. Bl 1981, Gerd Binig i Heinrich Rohrer van

desenvolupar el microscopi d'efecte tinel i, cinc anys més tard, Gerd Binig, Calvin Quate i Cristoph
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Gerber van presentar el microscopi de forces atdmiques, una millora de I'anterior. Amb aquests tipus de
microscopis podem observar els atoms amb una gran resolucid, obtenir imatges tridimensionals i estudiar
mostres en tot tipus d'ambients ( al buit, aire, liquids,... ). A més a més, no malmeten el material a
analitzar fet pel qual sén una gran eina en l'estudi de mostres bioldgiques. Fins i tot, aquests microscopis
sén significativament més petits i barats. La resolucid dels microscopis de sonda de rastreig depén de la
mida de la punta, per tant, si volem veure atoms, l'extrem de la punta ha d'estar format per un

solatom.

La tecnologia del microscopi d'efecte tinel es basa en l'efecte tinel, una propietat quantica dels materials.
Aquesta propietat consisteix en que una particula pot atravessar una barrera de potencial major que la
seva propia energia, una situacié impossible sota els principis de la fisica classica. Perd, en I'escala
nanométrica, sota els efectes quantics, hi ha una possiblitat petita, és a dir, no nul'la de que aquest
fenomen es dugui a terme. Gracies a aquest raonament, un electré situat en la superficie d'un material té
una possiblitat no nula d'escapar de la forga d'atraccié del nucli. I si li apropem un material metal-lic a una
distdncia molt petita i degut a l'efecte tinel es pot crear una petita corrent d'electrons entre la punta
metal-lica i la mostra que es pot calcular. La corrent generada depén de la distincia entre els dos
materials, de la diferéncia de voltatge aplicada i de la seva densitat. Com que la corrent generada depén
exponencialment de la distancia, si matenim la intensitat de corrent constant, la punta haura de variar la
distancia ( auvgmentant-la o bé disminuint-la ) per tal de mantenir el valor constant. Els diferents
moviments que realitza la punta al llarg de la mostra conformen la imatge de la mostra, que ¢s una
representacid de la densitat dels estats electronics de la mostra. Els moviments de la punta, els quals han
de ser d'una precisid 1 exactitud nanométrica, sén controlats per un sistema de materials piezoeléctrics

unit a la senda ( els materials piezoeléctrics es deformen al aplicar una diferéncia de potencial ).

Ara bé, cal remarcar que aquest tipus de microscopia només és valid per I'estudi de mostres metal-liques o
semiconductores ja que és necessari que la mostra sigui conductora. Aquesta limitacid va ser resolta amb
I'apariciéd del miciroscopi de forces atdbmiques. En aquest cas, es mesuren les forces d'interaccid { de
repulsié o bé d'atraccio ) entre la punta i [a mostra. Per mantenir aquesta forga entre la punta i la mostra
constant, la punta ha de variar la distancia amb Ja mostra { les forces depenen, de la mateixa manera que
el corrent, de la distancia a la mostra ) i és mesurada gricies a una estructura de micro-palanca, acoblada a
la punta, que es flexiona proporcionalment amb l'altura. Llavors, amb un feix de llum laser es pot mesura

aquesta flexid i formar la imatge. El resultat es pot observar en la figura 10.
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A més a més del microscopi d'efecte tinel i el de forces atdmiques, existeixen altres tipus que estudien
diferents interaccions entre fa punta i la mostra. Aixi, el microscopi de forces magnétiques i el microscopi

optic de sonda de rastreig permeten estudiar les propietats magnétiques o dptiques d'una mostra.

Figura [0. Imatge capturada per un microscopi de forces atdbmiques d'una lAmina de grafé a condicions ambientals,
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5. MANIPULACIO ATOMICA I NANOFABRICACIO

Hi ha diversos métodes de sintesi de nanoparticules amb els quals podem aconseguir solucions col'loidals
que contenen aquests elements o substrats on hi estan enganxats. No obstant, el desenvolupament real de
la nanotecnologia es deu a la possibilitat de manipular aquestes molécules nanométriques, tant organiques
com inorganiques, per fomar estructures 1 aparells més complexos, la coneguda tecnologia de bottom-up (
formant els productes a partir dels seus components basics ). Aquest tipus de tecnologia és clau per

continuar reduint la mida dels actuals aparells, com per exemple en microelectronica.

Des de la invencid dels microscopis de sonda de rastreig, es va observar el seu potencial en la modificacid
de la superfice de la mostra estudiada, gracies a la interaccid entre punta i material. Aquestes interaccions
poden ser de diferents tipus: de contacte { amb la formacié d'un pont ), de interaccid ( eléctrica o bé
mecanica ) o quimiques ( oxidacié o polimeritzacié ). En un primer moment, es va comprovar com, amb
el microscopi d'efecte tinel, es podia moure els atoms a voluntat, només en materials conductors i
semiconductors, aplicant una diferéncia de potencial entre l'extrem de la punta i 'atom. EI microscopi de
forces atdmiques superava aquesta limitacié ja que utilitza les forces d'interaccio, I'electrostatica o de Van
der Waals, per desplacar els atoms o les molecules, per tallar nanotubs o per tombar molécules al substrat,
per exemple, Tot 1 aixd, portar a terme la formacié d'un sistema polimolecular a partir de la col-locaci
individual de cada unitat molecular és complicat. Per construir un mm’, molécula a molécula, trigariem

anys.

D'aquesta manera, existeixen altres formes més rapides i eficaces de nanofabricacié ( Taula 1 ) com I'as
de patrons o plantilles sobre una superficie o l'auto-acoblament, capacitat de les molécules per formar
estructures en la superficie d'un material espontaniament, que permeten obtenir nombroses estructures

nanomeétriques.

Taula 1, Procediments més comuns de hanofabricacié

Téenica de nanofabricacid Descripeid del procediment

Deposicid quimica de vapor | Procés quimic per el qual podem aconseguir depositar materials en diverses formes sobre
una superficie. El subsirat és exposat a un reactiu volatil que reacciona o e descompon

formant el producte desifjat gracies a excitacié tdrmica o lluminica.

Deposicid fisica de vapor Presenta el mateix métode que la deposicid quimica de vapor, perd la unié cs realitza

mitjang¢ant processos fisics com l'evaporacié al buit o la pulveritzacid catddica.

Creixement epitaxial mitjancant | Escalfant el substral ¢ristal-l{ fins a, gairebé, la temperatura de fusié i aplicant-li un feix
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feixos maoleculars

molecular, aconseguim formar una capa cristal-lina la formacid de la qual la podem

contralar.

Creixement epitaxial de capa

Controlant ['exposicid de la substancia al substrat cristal-li, podem formar capes amb un

atdmica gruix d'un atom, A més a més, alternant aquesta exposicié de dos o més substincies podem
formar capes diferents superposades.
Nanolitografia La nanolitografia e¢s basa en la exiraccié selectiva de parts d'una pellicula fina o del

substrat per formar patrons. En la fotolitografia, ia litografia de raigs X i litografia
ultraviolada utilitzen la llum per crear diferents patrons geometrics. La llum passa a través
d'una fotomascara, capa que permet el pas de la llum en un determinat patrd, i arriba a la
pel-licula la qual, mitjangant una série de reaccions quimiques, és sensible a J'exposicié a
la llum,

En canvi, en la litografia de feix d'electrons i de ions els elements que formen la plantilla
sdn, respectivament, els electrons i €ls ions, que solen ser de gal-Ii, un exemple és el de la
figura 11. Aquest tipus de téenigues solen estar acoblades a microscopis electronics que

permeten visualitzar 1a imatge de l'estructura.

Litografia de sonda de rastreig

En aquest tipus especial de litografia, s'utilitzen els microscopis de sonda de rastreig per
formar els patrons. Aquest procés pot ser constructiv o destructiv. En el métode constructin
{ Nanolitografia Dip-pen ) s'afegeixen molécules, unides a les puntes dels microscopis, al
substrat per formar el patrd. En canvi, en els processos destructius es deforma la superficie

del substrat de manera mecanica, fisica, electrdnica o quimica, com en la figura 12.

Litografia de nanoimpressi6

Es un procés especific de nanolitografia que realitza els patrons mitjangant deformacions

mecaniques del material a estudiar.

Auto-acoblament

Aprofitant la capacitat de certes molécules de organitzar-se espontiniament d'una
determinada manera, podem aconscguir monocapes autoacoblades, que presenten un gruix
duna melécula, Aquest procediment ens permet aconseguir unir un gran nombre de
molécules en un espai de temps relativament petit.

Les mol2cules utilitzades solen presentar tres parts: el cap, que serveix d'anclatge al
substrat, l'esquelet organic, proporciona estabilitat a l'estructura, i el grup funcional, que
determina [a funcid i propietats de l'estructura. Els alcanotiols, hidrocarburs saturats
enllagats a un grup tio! { SH- ), s6n unes molécules extensament utilitzades en aquesta
técnica. D'aquesta manera, el grup funcienal tiol serveix de cap d'anclatge al substrat, el
sofre presenta una gran afinitat quimica amb elements metal-lics com 'Au, Ag, Cu, Pt. La
cadena hidrocarbenada estabilitza l'estructura mitjangant interaccions amb altres esquelets.
Finalment, el grup tetminal pot ser molt variat: nanoparticules magnétiques, material
bioldgic,...

L'auto-acoblament permel, jugant amb els grups funcionals, crear superficies amb
propictats especifiques ( afegint un grup metil a alcanotiols que recobreixen un material, la

seva hidrofobicitat ) o bé funcionaliizant una superficie, com els biosensars.
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Figura 11. Estructures nanométriques realitzades mitjangant la litografia de feix idnic. La imatge de Fesquerra consisteix en una

série d'elactrodes interdigitalitzats i, la de la dreta, en una xarxa de forats ordenats.

Figura 12, Modificacio d'un substrat d'or { cobert per una capa homogénia de alcanctiols ) mitjangant €l microscopi de forces
atomiques. En la primera imatge podem observar com, aplicant una forga major que la necesséria per obtenir la imatge, podem
arrencar ¢ls alcanotiols del substrat, No obstant, si reduim la forga aplicada podem tornar a obtenir imatges de la mostra ( segona

imatge ). Per Gltim, en la tercera imatge podem observar el resultat del métode anterior en una capa de C18,

L'is apropiat i combinat de les diverses técniques de
nanofabricacié i de sintesi de nanoparticules ha de permetre \ .
la creacid de tot tipus d'estructures que puguin dur a terme les
funcions desitjades. Fs a dir, la funcié de l'estructura
determina la seva composicid i forma. et
Un clar exemple d'aquest fet és la possible estructura d'una
nanoparticula la funcié de la qual sigui arribar a una zon
especifica del organisme, com una cél-lula cancerigena
L'estructura  d'aquesta suposada nanoparticula es troba

definida en la figura 13. ey neeEn :
Figura 13. Esquema de l'estructura de la nanoparticula detallada anteriorment. Ef cor de [a nanoparticula és

magnétic per poder moure-la a voluntat. La capa intermijta serveix d'adheréneia entre el cor i 1a capa d'or,
la qual protegeix l'organisme dels efectes toxics d'alguns elements. Aprofitant les propietats de l'or i dels
alcanotiols, podriem associar-ho amb els farmacs anticancerigens i amb biomolécules que compatiblitzen la

nanoparticula amb el sistema immunitari del organisme.
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6. NANOBIOLOGIA I NANOBIOTECNOLOGIA

Observant els multiples avengos en aquest camp, la biologia sembla ser el camp amb més projeccio de la
nanotecnologia i, sobretot, les seves aplicacions biomediques. Darrerament, una gran part de la recerca
cientifica t¢ com a objectiu final la deteccid i tractament de malalties. S'han realitzat i s'estan realitzant
grans esforgos per erradicar patologies com el cancer o el sida. Amb aquesta finalitat, en els Gltims anys
noves técniques, com la terapia génica, s'han afegit a la medicina tradicional mitjangant els nous estudis

realitzats pels investigadors.

En un primer moment, la combinacié de nanotecnologia i biologia pot semblar estranya. Perd, ben pensat,
la gran majoria dels processos bioldgics, concretament en biologia molecular, es produeixen a escala
nanométrica ( a l'interior d'una cél-lula ) i les molécules que ens constitueixen ( proteines, ADN,...) sén
també¢ d'aquesta mida. Reduint-ho a la minima expressid, els organismes vius sén un conjunt de
nanomaquines que son capaces de replicar-se. Aixi doncs, la biologia molecular ¢s el camp idoni per
conéixer noves possiblitats de la nanotecnologia, 'anomenada bionanotecnologia, i per aplicar-hi les
ultimes investigacions, coneguda com nanobiotecnologia. Per tant, la biologia i la nanotecnologia es

retroalimenten, és a dir, la nanociéncia aporta a la biologia, perd aquest procés tambeé és dona a l'inversa.

Els avencos de la nanotecnologia en la manipulacié i observacid de molécules i atoms han permes
estudiar i treballar amb una unica biomolécula aillada, fet que ha impulsat el coneixement actual de
molécules com PADN, Fing llavors, els estudis es realitzaven sobre mostres formades per un gran nombre
de molécules, per tant, els resultats obtinguts eren la resposta promig de totes les molécules, 'aproximacio
a la realitat és molt menor. L'estudi de I'ADN, per exemple, ha permés descobrir la capacitat d'aquesta
molécula d'unir-se amb seqiiéncies complementaries, és a dir, sdn capaces d'hibridar-se. Aquesta
caracteristica és utilitzada per construir nanoestructures i, principalment, en biosensors. Un altre aspecte
clau és la manipulacid d'aquestes biomolécules. La manipulacio de les biomolécules €s facilita mitjancant
la conjugacid de la biomolécula amb una nanoparticula, més estable i amb major mida, i I'ds de técniques

com el microscopi de forces atdmiques o les novedoses pinces dpliques.

Gracies a totes les innovacions descrites, ens hem apropat al mén nanométric que regeix tots els
processos moleculars, fins i tot, els relatius a malalties. Aquest coneixement, desconegut fins I'aparicié de

la nanotecnologia, ha iniciat el camp de la nanomedicina mitjangant la fabricacié de nanodispositius que
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son capagos d'introduir-se a les ceél-lules i dur a terme les reparacions necessaries. Destaquen la
nanomedicina regenerativa I l'alliberament selectiu de farmacs, en 1'ambit del tractament, i la millora dels

actuals métodes de diagnosi amb I'introduccié d'elements com els nanobiosensors.

La nanomedicina regenerativa ha sofert una gran expansié ja que s'han comencat a fabricar teixits
alternant molécules bioldgiques amb materials inorganics nanoestructurats. Aquests teixits sén molt dtils
per produir protesis i implants que no siguin rebutjats per l'organisme o per organitzar la matriu
extracel lular dels teixits. Una altra via d'investigacid, relacionada amb la terapia génica, consisteix en
crear nanoparticules capaces d'actuar com a interruptors en l'expressid dun o meés gens i, en
conseqiiéncia, activar o evitar la sintesi de determinades proteines. D'aquesta manera, es podrien alentir i,

fins i tot, anul-lar processos relatius a una determinada malaltia.

No obstant, formar nanodispositius capagos de dirigir-se a un teixit concret i, alla, alliberar els farmacs
necessaris és, potser, l'aplicacié més prometedora en nanomedicina, A més a més d'augmentar |'eficacia
del farmac, els possibles efectes secundaris a la resta de l'organisme sén evitats. Aquesta tecnologia,
utilitzant nanovehicles que circulen pel nostre organisime, ja és comercialitzada per empreses, amb més de
150 farmacs nanoestructurats comercialitzats. Per assolir aquests objectius es poden aprofitar estructures
propiament bioldgiques com els lisosomes o els virus, unides a proteines de reconeixement, els quals
s'encapsulen els farmacs. D'altra manera, els ful-lerens, comentats anteriorment, sén una altra possible
capsula i estudis indiquen la possibilitat de fer migrar els farmacs a partir de nanotubs de carboni. Una
altra linia d'investigacio és la sintesi de nanoparticules ( normalment de metalls nobles per la seva baixa
toxicitat ) o dendrimers, conjunt de molécules disposades de forma arborea. Tot 1 aixo, préviament a la
comercialitzacid d'aquest tipus d'estructures, és necessari estudiar intensament els efectes que poden tenir

Iis de nanodispositius en el nostre organisme.

Una altra funcié que poden realitzar els nanodispositius dins de la cél-lula, a més a més de reparar

elements diversos, €s substituir els propis elements que conformen l'estructura cel-lular. Investigadors de

I'Institut de Fabricacid Molecular de California han desenvolupat una mena de nanorobotl,
d'aproximadament un micrometre, capa¢ d'emmagatzemar i alliberar oxigen. Aquests globuls vermells
artificials, o “respirocyles”, ienen una capacitat 236 vegades major que un globul vermell natural gracies

a unes bombes moleculars que omplen i desomplen uns tancs pressuritzats, un per cada gas { CO, 1 O, ),

1 Robert A. Freitas Jr., "Respirocytes: High Performance Actificial Nanotechnology Red Blood Cells," NanoTechnology
Magazine 2 (October 1996):1, 8-13 (11)
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com es pot veure en la figura 14. Mitjangant sensors de temperatura, pressié i concentracid, els
investigadors poden coneixer la localitzacid del dispositiv i modificar la operacié que estigui realitzant.
L'is de nanorobots com a maquinatia cel-lular permetria millorar les nostres capacitats, per exemple, amb
1'is dels mencionats globuls vermells artificials es podria bucejar durant hores sense oxigen. Tot i aixo, és
indispensable analitzar els efectes secundaris abans de convertir-se en una opcid real.

Com hem pogut veure, les possibilitats de la nanobiotecnologia semblen ser il-limitades i, de moment,
només es regeixen per I'imaginacié dels investigadors. El temps i els nous estudis que e¢s realitzin

determinaran les aplicacions reals de la nanotecnologia en I'dambit bioldgic.

BOYATOR
Figura 14, Talf equatorial de l'anomenat “respirocyte”. Com es pot observar, la cimera de l'oxigen { esquerra } i la del didxid de

carboni { dreta ) es troben separades per un dipdsit d'aigua que permet regular la flotabilitat del dispositiu. El punt negre central és

l'ordinader de bord que controla tots els processos.

6.1 SENSORS BIOLOGICS

Un sensot biologic és qualsevol dispositiu capag de detectar especificament una substancia, normalment
bioldgica, determinada. La part principal d'aquests aparells és l'element de reconeixement biologic, el
qual és capag¢ d'unir-se a la substancia a detectar. Alhora, l'element de reconeixement estd acoblat a un
sistema transductor que permet processar la senyal produida per l'interaccid enire substancia i I'element
de reconeixement. Aquesta interaccid pot ser Optica ( per exemple, emissio de fluorescéneia ), eléctrica

( com una generacio d'electrons ), mecanica,...
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Els “microarrays” o xips, un dels tipus de biosensors més
utilitzats, consisteixen en un superficie solida ( formada per
materials com el silici, el vidre o el or ) en la qual s'hi dipositen, . 7
de forma organitzada, un gran nombre de biomolecules - Recaptor #laﬁlﬁglcu
( proteines, acids nucleics, teixits o altres molécules organiques ). < g_e.r;m,,

La separacid entre molécules és d'uns 100 o 150 micrometres. Al
passar la mostra, préviament marcada ( fluorescéncia, isdtops

radioactius, marcatge mitjangant enzimes.... ) pel bioxip aquesta

s'enganxara a certes parts d'aquest corresponent a l'element amb &%
Figura 15. Esquema de l'estructura d'un

el qual té afinitat. Coneixent les posicions de cada element de ,
biosensor.

reconeixement i observant els punts marcats obtinguts, podem recongixer la naturalesa de la mostra.
Aquest procediment es caracteritza per ser rapid i acurat. Les aplicacions d'aquest tipus de dispositius sdn
prou importants: deteccid de preséncia bacteriana contaminant en nombrosos medis, diagnostic de
malalties per la preséncia de determinades biomol&cules,...

No obstant, gracies a les noves técniques de nanofabricacio que disposem en l'actualitat, podem construir
xips molt més petits ( reduint la distancia entre els elements de reconeixement de centenars de
micrometres a pocs nandmetres ) i, alhora, més potents. Aixi doncs, reduim la mida dels sensors a 'escala
real on les molécules interactuen, per tant, la sensibilitat dels resultats millora. Logicament, com el sensor
és significativament més petit, la quantitat de mostra requerida és també menor. A més a més, 1'is de
marcadors no és necessari en els nanoxips, fet que incrementa la sensibilitat al no modificar-se la
molécula diana. Fins i tot, és possible realitzar elements de reconeixement formats per una sola molécula.
Els procediments de fabricacié d'aquests dispositius comprenen, de forma majoritaria, técniques
nanolitografiques ( a partir de la superficie solida, esculpir-hi la forma desitjada ), processos d'auto-

acoblament i manipulacions moleculars mitjancant microscopis com el de forces atdmiques.
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Figura 16, Esquema de la deteccit del virus de la immunodeficiencia humana mitjangant un nanoarray. En primer lloc, es
col-loquen alcanotiols, amb 'ajut duin microscopi de forces atdmiques, el quals, grécies a la seva carrega negativa, atrauen
l'anticds p-24. Aquest anticos és especific de la proteina p-24, relativa al desenvolupament del VIH. Aix{ denes, si la mostra conté
p-24, aquesta s'enganxard a aquesta estructura, A continuacid, afegim nanoparticules d'or conjugades amb 'anticds p-24, que
permetran la seva unid, La deteccio de la unid es realitza observant l'estructura amb un microscopi de forces atdmiques i
analitzant l'altura del complex. Aquesta detecci6 es podria haver realitzat d'una altra manera, per exemple, utilitzant una
nanoparticula fluorescent. En ¢l cas de que la proteina p-24 no estigui present en la mostra, les nanoparticules no s'adheriran a
l'estructura i, en conseqiiéneia, l'altura no es veura afectada. Aquest tipus de sensors utilitzen el complex “sandvitx” ja que es

forma una superposicid de diferents elements.

Ara b€, els nanoxips soén una eina més dins del mdn dels nanosensors. A més a més, el fet d'estar adherits
a un xip redueix molt ¢ls seus ambits d'aplicacid. Per tant, 1'as de nanoparticules que, funcionalitzades
amb diverses molécules, realitzin la funcid de sensors és interessant ja que permetria introduir-les, per
exemple, dins d'una cél-lula. En aquest ambit, les nanoparticules han demostrat ser una tecnologia amb
futur 1 han comengat a ser utilitzades en l'estud de cél lules i microorganismes i en la deteceid d'elements
intracel-lulars { veure 4.2 ). En teoria, les nanoparticules presenten diversos avantatges davant dels actuals
tints fluorescents utilitzats en immunocitoquimica. Primerament, les nanoparticules, com els “quantum
dots”, sén més estables , presenten una major intensitat de fluorescéncia, emeten durant un temps més
prolongat i en la seva banda d'emissié és molt concreta, permetent que els estudis amb microscopia

confocal siguin més sensibles.

Aixi dongcs, tots aquests sistemes formen el concepte lab on a chip, que consisteix en reduir tota la feina

d'un equip de laboratori a un dispositiu nanometric que ens proporciona totes les dades necessaries.
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7. PART EXPERIMENTAL

Per tal de realitzar la part experimental d'aquest treball de recerca i comprovar les aplicacions de la
nanociéncia, vaig fer una estada d'una semana de duraci6 ( del 9 al 13 de juliol de 2012 ) en {'Institut
Catala de la Nanociéncia (ICN), gracies a una beca de Catalunya Caixa del programa Joves i Ciéncia.

Durant aquesta setmana, vaig patticipar en un grup de recerca amb investigadors del propi centre,
I'Helena Montdn i en Miquel Cadevall. A més a més, vaig compartir I'experiéncia amb dos estudiants més
del propi programa. Sense cap mena de dubte, va ser una experiéncia enriquidora ja que em va permetre
conéixer de primera ma com esta la situacio actual de la nanobiologia 1 per quins camins s'estan centrant

els esforgos.

Al llarg del projecte, vaig realitzar tres practiques diferents,

d'alires activitats que també em van proporcionar altres
coneixements necessaris, perd totes elles relacionades amb el camp
de la nanociéncia i, més concretament, en la nanobiologia i els |
sensors bioldgics.

En primer lloc, vam sintetizar nanoparticules d'or ( AuNPs ) de

diferents mides mitjancant dos meétodes diferents. Aquest : a
experiment va servir d'introduccié ja que no vam utilitzar les nanopartiéﬁes c-éédes per més cses, sense
tenir en compte la seva caracteritzacid. Tot i aix0, les nanoparticules d'or tenen propietats molt importants
com ja hem detallat anteriorment. Seguidament, vam utilitzar els “quantum dots™ en un immunoassaig per
la deteccid d'una proteina, en aquest cas era una endosomal, mitjangant el model “sandvitx” gracies a
anticossos especifics. D'aquesta manera, en aquesta segona practica intentem calibrar la resposta de les
nanoparticules ( “quantum dots” en aquest cas ) com a detectors de proteines i, alhora, la compararem
amb la dels tints orgdncis usats habitualment en la citoquimica. Posteriorment, vam analitzar els resultats
en microscopi confocal per poder obtenir conclusions propies.

Finalment, i com a continuacid dels experiments amb “quantum dots”, vam observar la captaci6 cel-lular,
és a dir, la quantitat de particules que entraven dins de la cél-lula. Aquest procés el vam realitzar en
cél-lules HeLa i els “quantum dots” estaven funcionalitzats amb un peptid ( SAP ) que facilita el pas per
la membrana citoplasmatica. Els resultats d'aquest experiment sén importants ja que, si volem detectar
elements intracel-lulars ( com en la segona practica ), les particules han de ser capaces d'introduir-se a

l'interior de la cél-lula.
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L'objectiu principal de totes aquestes practiques és demostrar que 1'ds de les nanoparticules en la deteccid

de diferents elements de la c&l-lula i en sensors bioldgics és una eina eficag i viable en un futur.

7.1 SINTESI DE NANOPARTICULES D'OR

HIPOTESI

La hipotesi que vam formular per aquesta practica és que seguint dos métodes relativament senzills, el
métode de Brust i el métode de Turkevich, seriem capagos de sintetitzar nanopatticules d'or d'una mida de
5 nm ide 20 nm, El métode de Brust s'utilitza per aconseguir nanoparticules d'or de 5 nm mentres que el

de Turkevich per 20 nm.
PROCEDIMENT

El métode de Brust té els segiients passos:

—  Vam afegir en un erlenmeyer 1 mL de HAuCl, (Acid tetracloroduric) a I'1% i vam adjustar el
volum a 30 mL amb aigua.

— Vam posar la barra magnética en l'erlenmeyer i el vam deixar en un plat sacsejador,

— Tot seguit, vam afegir 2 mL. de citrat de sodi al 38 mM.

— Rapidament, vam introduir 1 mI NaBH, (hidrmr de bor-sodi) al 0,075% i vam remenar durant 5
minuts.

—  Després, vam escalfar a 35° durant un temps ( en el métode no el determinava ).

—  Quan ja no surt més vapor de la mostra, la vam deixar d'escalfar perd vam seguir remenant.
També, cal readjustar el volum a 30 mL amb aigua.

~  Finalment, vam guardar la solucid a 4° i la vam protegir de la Hum.

El metode de Turkevich presenta el segtient procediment:
~  Vam afegir en un erlenmeyer 0,5 mL de HAuCl, a ['1% i vam adjustar el volum a 50 mL amb
aigua.
— Vam posar la barra magnética a l'erlenmeyer i, alhora, en un escalfador.
—  Quan va bullir, vam afegir 1,25 mL de citrat de sodi a 'l %.

— Ho vam deixar bullir durant 10 minuts i vam observar com la solucié passa de blau a vermell.
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—  Vam deixar d'escalfar perd vam seguir remenant i vam tornar a readjustar el volum a 50 mlL,

— Al cap d'una estona, vam deixar reposar la soluci6 a 4° i la vam protegir de la llum.

Figora 17, Mostres de les solucions obtingudes de AuNPs. La imatge de l'esquerra pertany a les particules de 20 nm (Turkevich) i

la de la dreta de 5 nm ( Brust ). La diferent mida de les particules fa que el color de les mostres també sigui diferent.

RESULTATS

Els resultats d'aquest experiment van ser la posterior caracteritzacid que vam realitzar de les
nanoparticules i que ens va permetre conéixer l'estat d'aquestes.

Cal mencionar que la primera vegada que vam dur a terme el métode de Turkevich no ens va convencer la
dissolucié resultant i vam fer una altra mostra. Tot i aixi, vam caracteritzar les tres mostres de

nanoparticules: 5 nm, 20 nm (1) i 20 nm (2).

En primer lloc, vam realitzar una prova d'espectrofotometria per tal d'aconseguir un analisi quimic i poder
determinar qué hi teniem mitjancant la mesura de la radiacio absorbida per la mostra. En teoria i si totes
les particules tenen una mida més o menys semblant, el maxim d'absorbancia ha de ser un “pic” dins del

grafic i que totes les altres bandes presentin una absorcid minima.

MOSTRA A CARACTERITZAR MAXIM D'ABSORBANCIA
5nm 584 nm
20 nm (1) 582 nm*
20 nm {2) 534 nm

En aquesta taula podem observar els maxims d'absorbancia corresponents a cada mostra. Com podeu
veure, les mostres de 5 nm i de 20 nm (2) mostraven un cert “pic”’ que semblava indicar el correcte

funcionament dels métodes. Tot i aixi, encara no podiem deterininar la mida de les particules amb
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exactitud. Només sabiem que, de manera aproximada, responien a una longitud uniforme.

El resultat obtingut en la mostra de 20 nm (1) ens indicava, com ja pensavem anteriorment, que no havia
funcionat el métode. A més a més de la diferéncia en el maxim d'absorbancia amb l'altra mostra de 20 nm,
el grafic resultant era una espécie de campana, i no els pics de les altees grafiques. Aquest fet ens va fer
intuir que hi havia nanoparticules de diferents tamanys ja que la mostra havia absorbit radiacié en

diferents punts.

Posteriorment, vam observar les mostres al microscopi electronic de transmissio { TEM ). Les
nanopatticules no es poden veure en un microscopi Optic ja que la seva longitud nanometrica és més
petita que la longitud d'ona de la llum, per tant, hem d'utilitzar un feix d'electrons com en el TEM. Amb
aquesta técnica, doncs, podem observar les nanoparticules tal i com sén en realitat.

Els resultats obtinguts en les diferents mostres van ser prou esperats. En la mostra de 5 nm van sortir
resultats bons, vam poder observar un bon nombre de nanoparticules que s'apropaven forga als 5 nm, tot 1
que també vam veure particules d'altres mides totalment diferents.

La mostra de 20 nm (1) va proporcionar uns resultats extranys. Vam poder distingir algunes
nanoparticules de 20 nm perd la gran majoria eren formes molt diverses que no s'escauen en les
aproximades esferes que s'havien de crear.

En canvi, les de 20 nim (2), tot i estar molt agregades cosa que comporta que es formin estructures més

grans, tenen una mida que s'assembla prou a l'esperat.

Figura 18. Fotografics obtingudes de les diferents mosires amb el microscopi electronic de transmissid. En primer lloc, observem

les particules dels 20 nm (1), forga irregulars. En segon lloc, trobem la mostra de les particules de 20 nm {2), amb una forma més

uniforme, Per tltim, amb una mida més reduida, les patticules de 5 nm encara que trobem algunes formes agregades.
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CONCLUSIONS

Vistos els resultats obtinguts d'aquesta practica, jo crec que la hipotesi formulada és pot confirmar ja que
mitjangant aquests dos métodes hem pogut sintetitzar particules d'or nanometriques. Tot i aixi, podem dir
que les nanoparticules sintetitzades no soén perfectes ja que o bé tenen formes extranyes i estan molt
agregades o la seva longitud no escau a l'esperada. També cal remarcar la elevada dificultat técnica
d'aquests métodes, que, encara que el procés sembli senzill, aconseguir que totes les particules siguin

uniformes i individuals depén de molts factors.

7.2 IMMUNOASSAIG AMB “QUANTUM DOTS” TALEXAPER ATLA
DETECCIO D'UNA PROTEINA ENDOSOMAL

HIPOTESI

En aquesta practica central, ens vam proposar demostrar la validesa dels “quantum dots”, nanocristalls
formats de materials semiconductors, com a marcadors de determinats elements de 'estructura cel-lular.
En aquest cas, el nostre objectiu és realitzar un analisi quantitatiu de una proteina endosomal, EEAL,
mitjangant un sistema comprés per “quantum dots”, formats per un nucli de seleniur de cadmi i una
recoberta externa de sulfur de zine, i anticossos especifics de la proteina esmentada. A més a mes, ho
compararem amb els resultats de un tint sintétic, Alexa 488, dels quals volem observar els avantatges dels
“quantum dots” davant d'aquests marcadors habituals. Els “quantum dots”, i 'Alexa 488, emeten
fluorescéncia al ser irradiats amb una determinada radiacid, per tant, les mostres seran analitzades amb un
microscopi confocal' del qual obtindrem imatges que ens mostraran els diferents punts de la mostra que

emeten fluorescéncia.

PROCEDIMENT

El procediment va ser el seglient:
— En un principi, nosaltres disposavem d'un cultiu cel-lular adherit a un portaobjectes. Hi vam
realitzar un rentat amb el tampd PBS ( dissolucid salina que conté clorur de sodi, fosfat de sodi,
clorur de potassi i fosfat de potassi que manté el pH estable i té una osmolaritat semblant a la del

cos huma ) 1, tot seguit, vam afegir el fixador paraformaldehid durant 15 minuts.

I El microscopi confocal és un microscopi optic que dirigeix a un punt determinat un raig de llum, variant la longitud d'ona,
quc va
resseguint tota la mostra i, amb l'ajuda de detectors, cs capta la llum emesa per la mostra i es forma la imatge.
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— Després de dos rentats més amb PBS, hi vam afegir un permeabilitzador de membrana { amb la
finalitat d'obrir els porus de les membranes cel-lulars i permetre el pas a les nostres particules ) i
ho el vam deixar treballar 10 minuts.

—  Seguim rentant amb PBS, i deixem aquesta dissolucié com a medi de les c¢l lules.

—  Més tard, afegim BSA, un bloquejador de proteines que evitara que el nostre sensor s'uneixi a
altres proteines no desitjades.

— Hi afegim l'anticos primari, de la proteina EEAT1, que s'unira a la proteina endosomal.

—  Més endavant, hi afegim els QD 655 (“quantum dots™) i I'Alexa 488 en cultius cel-lulars diferents
que ja porten enganxats un anticos secundari que propiciarda l'unié amb el primari. Aquest
procediment s'anomena model “sardvite "

— Ho incubem a 37° durant una hora. Finalment hi afegim un marcador de nucli.

Figura 9. Fotografia dels portacbjectes on vam dur a terme 'experiment. Com es pot observar a 'imatge, i ha sis mostres, les
quals han seguit ¢l mateix ptocediment, excepte 1Mltim pas, En el primer cas, hi vam afegir el QD655 amb ['anticds secundari. En
canvi, en les mostres del segon portacbjecte, hi vam posar 'Alexa488, també unit a I'anticos sceundari. Finalment, en 1'Gltim cas

no s'hi va realitzar res, ¢s el grup control que, en teoria, no hauria de mostrar senyal.

RESULTATS

Els resultats esperats de l'analisi amb microscopi confocal son que els “quantum dots”, QD655, presentin
un major rendiment { intensitat i quantitat de senyal ) que 'Alexa488. En canvi, en el grup control no

s'hauria de veure res, només el marcador de nucli.
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Figura 20. Captura de la mostra amb QD635 realitzada pel microscopi confocal. Es pot observar el nucli marcat de color blau,
corresponent a cada cél-lula. Tots els punts vermells sén la resposta dels QD655 que shan unit a 1a proteina endosomal. Com es

pot véure, [a imatge també presenta un cert soroll de fons.

Figura 21, Captura de la mostra amb Alexad88 realitzada pel microscopi confocal. Com en l'anterior imatge,

el nucli estd marcat en blau mentres que ['Alexad88, en verd.
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Figura 22, Captura de la mosira de grup control realitzada pel microscopi confocal. Tot i que, en teorja, no shauria d'observar cap

senyal, es mostra prou soroll de fons, potser causat per interferéncies en el propi microscopi.

CONCLUSIONS

Amb els resultats d'aquest experiment, podem concluir que els “quantum dots” sén una opcio viable en
citoquimica per la estabilitat [ la seva gran emissio de fluorescéncia. No obstant, la seva eficicia cal ser
estudiada més profundament i intentar millorar els procediments per tal de que els resultats siguin més
precisos. Tot i aixd, sembla que la resposta dels “quantum dots” és major que 1'Alexa488 i els tints

habituals. Els resultats del grup control demostren que la precisio del procediment és pot millorar.

7.3 DETECCIO DE QUANTUM DOTS EN LINTERIOR D'UNA CEL-LULA

HIPOTESI

L'objectiu d'aquest experimentar ¢s estudiar I'index d'absorcié cel-lular dels “quantum dots”, conjugats
amb péptids que afavoreixen aquesta insercio, mitjangant un técnica electroanalitica. Aquesta técnica és la
voltamperometria d'ona quadrada la qual, aplicant un cert potencial a la mostra, mesura la cotrent
generada per V'oxidacid-reduccid de les espéeies quimiques. Aixi doncs, una major intensitat de corrent
correspon a un major nombre de particules. En aquest cas, els “quantum dots” estan formats per sulfur de

cadmi i estudiarem la seva reduccid a Cd° i la seva posterior oxidaci6, seguint la reaccid segiient:

CdO+H,S —» Cd+2H +2e
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D'aquesta manera, analitzarem les diferents mostres per tal de coneretar si els “quantum dots” penetren a

l'interior de 1a cél-lula o, contrariament, resten a l'exterior.
PROCEDIMENT

En primer lloc, un cultiu de cél-lules Hel.a van ser incubades durant dues hores i a 37° amb un medi que

contenia CdS-QDs. Segunidament, es va separar en un tub Hppendorf una petita quantitat de sobrenedant,

liquid on es troben les ceél-lules en suspensio, per al seu posterior estudi. D'altra banda, la suspensié de

cel'lules va ser tractada amb rentats de PBS i ] mL de DMEM, una solucié aquosa que manté les cél-lules

vives. Vam extreure el sobrenedant sobrant mitjangant una centrifugacio. De l'anomenat pellet, material

sedimentat d'una centrifuigacié i que correspon a les nostres cél lules, en vam obtenir dues mostres. La
primera va servir per estudiar les inferaccions dels “quantum dots” amb la membrana, per tant, no hi vam

realitzar cap procediment més. En canvi, en la segona, en la qual volem estudiar si les nostres particules

han entrat dins la cél-lula, vam realitzar una lisi cel-lular afegint-hi 0,1 mL d'aigua destil-lada.

Finalment, amb les tres mostres diferents realitzarem l'andlisi electroquimic i quantificarem les particules

presents en cada mostra. El procés a seguir va ser el descrit a continuacio.

Primer, una carrega de 20 ul. es

col-loca en l'elécirode, el circuit on

es produira l'analisi. Fl segon pas

congisteix en laplicacié  dun
potencial de -1,1 V durant 120
segons que provocara la reduccio

del Cd* a Cd° Seguidament, el

Total counts {10%

potencial es redueix de -1,1 V a -0,5

V 1 es realitza la reaccid inversa,

l'oxidacié del Cd, del qual en resulta

un pic mesurat per l'ordinador
. . . Figura 23. Esquema del procediment de la deteccid de “quantum dots” en linterior
especific d'aquesta espécie. Aquest
. d'una cél-lula. En A, es mostra el procediment de decantacid, centrifugacié i lisi per
procediment es va dur a terme per . ‘ ) i
aconseguir les diferents mostres ( sobrenedant, a baix, cél'lules, a dalf, i cél-lules que
les diferents mostres. El procediment o . ) o L
han sofert la lisi, al mig. En B, el procediment d'analisi electroquimica mitjangant el

reneral de 'experiment es pot
& P P potencial d'oxdiacid-reduccié del cadmi.

observar en la figura 23.
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RESULTATS

Gracies a la digitalitzacio del procés, els resulats eren directament processats per un ordinador, a partir del

qual vam extreure diferents grafiques que mostren els resultats obtinguts.

1,60£-06
1,40E-06
1,20E-06
1,00E-06
8,00E-07 T
) ERE3_lysed_1-10

== £1_sobranadantambQD_1-10
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2,00E-07

0,00E+00 T T T T f 1
-1,2 -1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0]

Figura 24. Grafic que represenia l'intensitat respecte el voltatge aplicat en diferents mostres cel-lulars. Els resultats blavosos
correponen a l'andlisi d'una mostra de solucié de QDs com a grup control. Com es pot veure, és un pic molt més important i es
traba situat, aproximadament, a uns -0,75 V. En canvi, els resultats marcats de color verd, pertanyents a les cél'lules, no mostra

cap signe de preséneia de QDs. A més a més, els resultats de les c&l-lules que han sofert la lisi tampoc s6n gens reveladars,
tampoc shan introduit QDs a l'interior de les cél-lules. Finalment, els resultats del sobrenedant ( color vermelt ) indiquen que hi

ha una certa quantitat de nanoparticules amb una espécie quimica prou semblant al cadmi,

CONCLUSIONS
Els resultats obtinguts no han estat els esperats, els “quantum dots” no han penetrat dins de la cél-lula.

S'hauria d'intentar amb diferents elements que facilitin, encara mgés, l'absorcié cel-lular. També cal

remarcar que aquests resultats es poden deure a un error en el procés experimental o del propi electrode.
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Es important millorar aquests resultats ja que la insercié de nanoparticules a l'interior de les cél-lules esta

esdevenint un pas crucial per el correcte desenvolupament de la nanobiologia.

7.4 VALORACIO DE LA PART EXPERIMENTAL

El balang de Fexperiéncia viscuda a 'ICN és immillorable. Els experiments realitzats, encara que algunes
parts no han sortit com s'esperava, han complert la seva funcid principal: ensenyar-me el potencial de la

nanotecnologia i les nombroses aplicacions que pot arribar a desenvolupar,

No obstant, els resultats dels experiments han estat prou positius i s'ajustaven prou a les hipdtesis inicials.
En el primer cas, vam aconseguir sintetitzar nanoparticules d'or de diferents mides, encara que la forma
era una mica irregular, amb uns métodes relativament senzills. En el segon cas, sha demostrat que els
“quantum dots” poden ser utilitzats com a detectors cel-lulars amb un rendiment considerable. Tot i aixo,
només s'ha iniciat el cami, és necessari millorar la seva especificitat i sensibilitat. En canvi, els resultats
de la tercera experiéncia no han coincidit amb les expectatives incials ja que l'index d'absorcid dels
“quantum dots™” ha estat gairebé nul. Malgrat tot, millorant certs aspectes del procediment, seria possible

aconseguir resultats més alts.
Els articles de recerca en el qual es basen els experiments 7.2 i 7.3 ( immunodeteccio d'una proteina

endosomal mitjang¢ant “quantum dots” i la deteccid d'aquests a l'interior de la cél-lula ) es poden consultar
J q q P

en els annexos.
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8. CONCLUSIONS GENERALS

Finalitzat el treball, és necessari valorar els coneixements adquirits i les conclusions extretes. Crec que la
part tedrica ha complert el seu objectin: fer coneixer els misteris de la nanociéncia, i la part experimental
ha permés, sobretot, visualitzar aplicacions reals de la nanotecnologia en ambits biologics. Aixi doncs, la

valoracid és clarament positiva.

No obstant, en un procés tan llarg i feixuc, com ho €s el treball de recerca, les valoracions no es poden
centrar Onicament en els resultats finals. Des del meu punt de vista, s6n tan importants, o més,
l'aprenentatge realitzat al llarg de tot el cami, iniciat fa gairebé un any, i altres valors que es forgen en

projectes d'aquest estil com la constancia i la rigurositat.

Per altra banda, també cal valorar l'estada a I'lCN i, més generalment, la beca “Joves i Ciéncia” de
Catalunya Caixa. Aquesta oportunitat m’ha estat de gran ajuda per introduir-me dins del mén cientific,
gairebé desconegut per mi des de l'institut. Aquesta estada ha estat imprescindible per la realitzacié

d'aquest treball ja que m'hagués mancat la part experimental { bona part dels coneixements tedrics.

Sense cap mena de dubte, aquest treball m'ha ajudat de manera cientifica, gracies a ell he incorporat
coneixements de nombrosos camps desconeguts per mi com l'electronica, perd, també ha millorat les

meves capacitats lingiiistiques i de comprensio.
En conclusid, el treball de recerca ha estat una eina per aprofundir en la nanociéncia i que m'ha permés

adonar-me'n de les grans possiblitats de futur que té. Per tant, la considero una opcié molt prometedora

per dedicar-hi les meves investigacions futures.
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Programa Joves i Ciéncia on es donen oportunitats a estudiants de secundaria i batxillerat de conéixer el
mén cientific de primera ma i, sobretot, a 'Eva i la Maria, sense les quals el Programa no seria igual. De
la mateixa manera, vull mencionar a tot lequip de I'ICN que em va acollir i tractar com un meés.
Especialment, m'agradaria donar les gricies als investigadors amb els quals vaig treballar, 'Helena

Montén i en Miquel Cadevall, i l'investigador lider del meu grup de recerca, ' Arben Merkogi.
Més enlla del programa, agraeixo al meu tutor del treball, I'Albert Navarro, la seva feina i atencié en la
meva recerca, els seus consells han estat de gran ajuda. En general, dono fes gracies a 'INS Vilamajor per

confiar en mi i presentar-me a optar per la beca.

Finalment, dono les gracies a tots aquells que m'han ajudat a fer el treball i, particularment, a la meva

familia.
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11. ANNEXOS

A continuaci6é, s'exposen els articles de recerca a partir dels quals vaig realitzar el meu treball
experimental. Aquests articles em van ser disposats per part dels investigadors de I'ICN per realitzar les
experiéncies detallades en la part experimental. Aixi doncs, sén documents que els he treballat a fons i,

per tant, és necessari incloure'ls en la memoria per mostrar la feina realitzada.

El primer article ( Qds versus Alexa: veality of promising tools for immunocytochemistry ) em va servir de
gran ajuda per: primer, dur a terme correctament ['experiment i, segon, comprendre, amb tota mena de

detalls, el procediment i els resultats obtinguts.

En segon lloc, l'article Electrochemical investigation of Cellular Uptake of Quantum Dols decorated with
a Proline-Rich Cell penetrating peptide fou la base de la tercera practica. En aquest cas, l'article em va
servir de referéncia, perd, sobretot, de font d'informacid ja que els seus fonaments no van ser tractats pels

investigadors.

Cal mencionar que tots aquests articles de recerca han estat realitzats per investigadors de I'ICN, amb els

quals vaig treballar-hi.
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