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Descobrint el mén de les nanovesicules, nanoparticules i nanomaterials

RESUMEN

Cuando los materials se reducen hasta poseer un tamafio nanométrico experimentan un
cambio sorprendente en sus propiedades. Como resultado de estas caracteristicas
especiales y la gran variedad existente de nanomateriales y nanoparticulas estos tienen
un gran rango de aplicaciones que tienen un impacto directo en nuestras vidas. Un tipo
de nanoparticulas, las nanovesicula lipidicas, destacan por su potencial poco explorado

en el Ambito médico.

Por una parte, este trabajo tiene el objetivo de dar una visién global de manera
divulgativa de los nanomaterialses y nanoparticulas, destacando las nanovesiculas
lipidicas. Por otra parte, en la parte experimental se han realizado dos experimentos
para estudiar el impacto de la variacién de temperatura, la agitacion, el tipo de
surfactante y la dilucién en dos tipos de medios en el tamafio de los quatsomes, un tipo
de nanovesicules lipidicas. Para conseguirlo se han variado las condiciones mencionadas
anteriormente y se ha medido el tamafio de las muestras con la técnica de dispersion

dindmica de la luz.

Los resultados de los experimentos indican que la temperatura y la agitacion, a
excepcion de la agitacion maxima a altas temperaturas o la muestra no agitada a bajas
temperaturas, no tienen un efecto importante en el tamafio de una muestra de
quatsomes. Sin embargo, la dilucidn si que tiene un impacto en diferentes muestras,
sobre todo si contienen CTAB o MKC, y también el tipo de surfactante empleado para la

elaboracién de quatsomes cuando este es MKC.

Palabras clave: Nanomateriales, nanoparticulas, nanovesiculas lipidicas, quatsomes y

tamafio de muestras de quatsomes.
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ABSTRACT

When materials are reduced to nanometre size, they experience a surprising change in
their properties. As a result of these special characteristics and the great variety of
nanomaterials and nanoparticles, these have a wide range of applications that have a
direct impact on our lives. One type of nanoparticles, lipid nanovesicles, stand out for

their little explored potential in the medical field.

On the one hand, this work aims to provide an overview in an informative way of
nanomaterials and nanoparticles, highlighting lipid nanovesicles. On the other hand, in
the experimental part, two experiments have been carried out to study the impact of
temperature variation, agitation, type of surfactant and dilution in two types of media on
the size of quatsomes, a type of lipid nanovesicles. To achieve this, the conditions
mentioned before were varied and the size of the samples was measured using the

dynamic light scattering technique.

The results of the experiments indicate that temperature and agitation, except for
maximum agitation at high temperatures or the low temperatures before agitation , do
not have a significant effect on the size of a quatsome sample. However, dilution does
have an impact on different samples, especially if they contain CTAB or MKC, and also the

type of surfactant used to make quatsomes when it is MKC.

Keywords: Nanomaterials, nanoparticles, lipid nanovesicles, quatsomes and quatsome

sample size.
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1. INTRODUCCIO

1.1 Presentacio del tema i la seva rellevancia

Si es divideix un mil-limetre en un milié de parts cadascuna d’aquestes és un nanometre.
Quan un material i les particules que el constitueixen passen a tenir una mida
nanometrica es dona un canvi molt sorprenent en les seves propietats. Per exemple, el
nou material pot tenir un color diferent o conduir millor 1'electricitat que el material

original.

Hi ha molts tipus de nanomaterials i nanoparticules, les quals s6n un tipus de
nanomaterial que destaca per tenir les seves tres dimensions en la nanoescala. Aixi
mateix, la gran varietat de nanomaterials també comporta una gran varietat de possibles
aplicacions. Des de la industria alimentaria o la medicina fins a la cosmetica o productes
de la nostra llar, els nanomaterials es troben en molts més llocs del que pot semblar. Per
aquesta rad, la investigacié de les nanoparticules o nanomaterials i la seva sintesi o

caracteritzacio té un impacte en les nostres vides.

Les nanovesicules lipidiques es troben dins la categoria de nanoparticules i en s6n un
tipus amb un potencial poc explorat i molt elevat per aplicacions en la medicina. Les
seves caracteristiques les fan ideals per a administrar farmacs de manera més precisa i
amb una reduccié dels seus efectes secundaris. Aixi doncs, el seu estudi és rellevant

perque forma part d’'una revolucié en la medicina tal com la coneixem.

1.2 Motivacions i objectius

L'any 2021 va ocOrrer un esdeveniment que em va canviar la vida: em van seleccionar
per al programa Joves i Ciencia. Com a conseqiiéncia, I'estiu d’aquest any he tingut
I'oportunitat de fer una estada d’'un mes a I'Institut de Ciencia de Materials de Barcelona,
on he participat en les activitats del grup de recerca NANOMOL. Arran d’aquesta
experiéencia vaig descobrir I'existéncia de les nanoparticules i vaig tenir clar que en volia

saber més.
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A més a més, vaig poder treballar amb els quatsomes, un tipus de nanovesicules
lipidiques, la qual cosa em va motivar a dedicar una part de la meva investigaci6 en

aquest tipus poc conegut de nanoparticules.

D’una banda, 'objectiu principal del meu estudi tedric és donar una visié global del mén
dels nanomaterials i nanoparticules i aprofundir una mica en les nanovesicules
lipidiques. Tanmateix, un objectiu secundari de la recerca és exposar la informacio
trobada de manera didactica i divulgativa perque qualsevol persona pugui introduir-se
en aquest ampli i complex tema. Un altre objectiu destacable és el d’aprendre i relacionar

entre si els conceptes i aspectes claus dels nanomaterials i nanoparticules.

D’altra banda, per la part experimental els meus objectius se centren a estudiar
'estabilitat de la mida de quatsomes en diferents condicions, la qual cosa s’ha fet en
escassos estudis cientifics. En particular, vull esbrinar quin efecte té en la mida la
variacié de temperatura, I'agitacié de la mostra, el tipus de surfactant emprat per la seva

elaboracio i la dilucié.

1.3 Estructura del treball

Aquest treball de recerca esta dividit en dues parts basiques: la part teorica i la part
experimental. La primera comen¢a amb un glossari de termes basics i després es
divideix en apartats relacionats, per un costat, amb els nanomaterials i les
nanoparticules les seves caracteristiques, classificacio, sintesi, caracteritzacié i
aplicacions i, per un altre, amb les nanovesicules lipidiques i les seves caracteristiques,

classificacio, sintesi i aplicacions mediques.

La segona part inclou una petita fonamentacié teorica i dos experiments, cadascun amb
els seus objectius, disseny experimental, metode d’analisi de dades, resultats i discussio
de resultats i conclusions. Finalment, el treball acaba amb unes conclusions i unes

valoracions personals seguides de la bibliografia i els annexos.
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1.4 Metodologia

En aquest treball s’han seguit dues metodologies diferents: una per a la recerca
bibliografica i una pel treball experimental. Quant a la cerca d’'informacid, les fonts més
consultades han estat llibres i articles cientifics trobats gracies al buscador de Google
Scholar. D’altra banda, les pagines web consultades s’han cercat amb el navegador

Google.

Aixi mateix, cal destacar el rol de la traduccié de molta terminologia rellevant, deguda al
fet que gairebé tota la informaci6 es trobava disponible només en angles. Per a millorar
la precisié i fiabilitat de les traduccions (i no només dependre del coneixement propi de
la llengiia) s’ha contrastat la informacié proporcionada per dos traductors, el traductor
de Google i el traductor DeeplL, i per la pagina web wordreference.com i el diccionari

catala DIEC 2.

Respecte a les cites en el treball s’Tha emprat una aplicaci6 anomenada Zotero, amb la
qual s’han organitzat les fonts d’'informacié segons I'apartat al qual pertanyen i s’han

comentat aquestes per destacar la informacié més important de cadascuna.

Pel que fa a la metodologia experimental, aquesta difereix per cada experiment. En
I'experiment 1 es varia la temperatura d'una mostra de quatsomes i es mesura la seva
mida amb el Zetasizer Nano ZS a cada temperatura i després de I'agitacié de les mostres
amb un vortex a dues velocitats (200 i 2500 rpm). En I'experiment 2 es mesura la mida,
amb la mateixa técnica que en el primer, de cinc mostres de quatsomes preparats amb
cinc surfactants diferents abans i després de diluir-les en dos medis diferents per obtenir
mostres amb concentracions de quatsomes per volum de medi cada cop més reduides.
Els metodes i procediments emprats en la part experimental es detallen en més

profunditat en els apartats corresponents.
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2. GLOSSARI

En aquest glossari s’ha fet una recopilaci6 de termes importants per entendre el treball.

Atom: Es la part indivisible d’'un element quimic format per un determinat nombre de
particules elementals (electrons, neutrons i protons). Un atom és electricament neutre i
consta de dues parts principals: el nucli i 'escor¢a electronica. En el nucli, on es
concentra el 99,9% de la massa de I’atom, hi ha els protons (particules amb una carrega
eléctrica positiva d’'uns 1,602 - 10™° C i una massa d’'uns 1,673 - 10% kg) i els neutrons
(particules sense carrega eléctrica i una massa d'uns 1,675 - 10’ kg). En I'escorga
electronica o orbitals atomics hi ha els electrons (particules amb la mateixa carrega que

protons pero de signe contrari i una massa d’'uns 9,091 - 10! kg). [1], [2]

Compost quimic: Substancia formada per atoms o ions de dos 0 més elements quimics
diferents. Un compost té propietats quimiques caracteristiques i els seus elements no es

poden separar per metodes fisics. [2]

Dispersio quimica: Sistema heterogeni format per dues o més fases. La fase majoritaria

s’anomena dispersant o medi de dispersio i la minoritaria fase dispersa. [3]

Dispersio col-loidal: També anomenades col-loides, una dispersié col-loidal consisteix
en una substancia dispersa en un medi la qual es difon lentament i no es pot separar per
dialisi (separaci6 amb una membrana a partir de la velocitat de difusié) del medi. Les

particules disperses tenen un diametre entre 1 i 1000 nm. [3], [4]

Dissolucié: Mescla homogenia, aixd és, un sistema constituit per una sola fase formada

per més d’'un component. [5]

Dissolvent: Component d'una dissoluci6 en el qual es troba dispersat el solut. [4]

Element quimic: Substancia que no es pot separar altres amb processos quimics. Els

elements sempre estan formats per atoms d’'un mateix tipus (mateix nombre de protons.

[3]
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Emulsio: Dispersio estable en la qual la fase dispersa i dispersant sén liquids. [4]

Enlla¢ covalent: Enllag quimic entre dos o més atoms no-metal-lics els quals

comparteixen electrons de la seva capa de valencia (la més externa) entre si. [6]

Enllag ionic: Enlla¢g quimic entre dos o més ions o entre atoms metal-lics i no-metal-lics.

Es forma gracies a forces electroestatiques. [7]

Fase (fisica/quimica): Part homogénia d’'un sistema la qual té la mateixa composicid
quimica i propietats fisiques en tota la seva extensio. Tot i que hi hagi fase solida, liquida
i gasos, aquest concepte no equival a estat d’agregacié perque permet fer distincions més

subtils. [3], [8]

Forces intermoleculars: Interaccions debils entre molecules d’'un compost. Les més
importants sén: els ponts d’hidrogen o enllagos d’hidrogen, en els quals I'hidrogen
s’enllaca amb elements molt electronegatius (tendencia a atreure electrons d’'un element
en un enllag) que causa una distribucié lleugerament desigual de les carregues (dipols), i
les forces de Van der Waals, les quals son forces electriques débils que es donen entre

molecules apolars o dipolars en determinades circumstancies. [6], [9, p. 15]

Forca: Causa o fenomen que és capa¢ d’alterar 'estat de repds o moviment d’un cos o

produir-li deformacions. [4]

16: Atoms o grup d’atoms amb carrega positiva o negativa. El procés de dona ions

s’anomena ionitzacio [4]

Macroscopic: Que es veu a simple vista sense la necessitat d'un microscopi. [4]

Material: En la tecnologia un material és qualsevol matéria natural o artificial que es pot

emprar per a crear un objecte o cosa. [2]

Nanometre: Unitat del sistema internacional que equival a 10 m.
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Polimer: Molécula amb elevat pes molecular, la qual esta feta d’unitats estructurals

repetides unides amb enllagos covalents. [4]

Precipitacié quimica: Separaci6 del solut d’'una dissolucié en forma de precipitat

(substancia solids separada d’una dissolucio). [4]

Proteines: Biomolecules organiques d’alt pes molecular formades sobretot per carboni,
hidrogen, oxigen i nitrogen. A vegades també contenen sofre, fosfor, ferro... També es

defineixen com polimers formats per la unié d’aminoacids. [4], [9]

Solut: Component d’una dissoluci6 que es troba dissolt en un altre. [4]

Suspensio: Dispersié quimica estable en la qual la fase dispersa sén particules solides

visibles en un microscopi. Les particules es reparteixen uniformement en un liquid o gas

(medi de dispersio). [4]
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3. CONCEPTES INICIALS
3.1 Definicid i caracteristiques

La paraula nanoparticula prové de la fusié dels termes nanos (d’origen grec: nan) i
particula (d’origen llati: part molt petita). [10] Generalment, les nanoparticules es
descriuen com un tipus de material format d’atoms i amb totes les seves dimensions
compreses entre 1 i 100 nm. [11, p. 1], [12]. No obstant aix9d, la definicié pot variar

segons 'ambit que les estudia.

Quan es talla una fruita en trossos petits, aquests conserven les caracteristiques inicials
de la fruita (color, gust, olor...). Pero quan les dimensions d'un material assoleixen
I'escala nanometrica, les seves propietats canvien i passen a dependre de la seva mida.
Aquesta dependencia és la caracteristica distintiva de les nanoparticules i els

nanomaterials.

Un exemple d’aquest fenomen sdn les nanoparticules d’or. L'or macroscopic és un metall
de color groc brillant, quimicament inert! i
amb un punt de fusié de 1.064 °C. En canvi, - !!
les seves nanoparticules, en ser dispersades m m m
en un medi transparent, presenten colors ‘ Il

rogencs o liles, tal com s’observa a la Figura 1.

Figura 1. Color de nanoparticules d'or depenent de la seva
mida. Font: phornano.com

A més, les nanoparticules dor sén
quimicament actives i el seu punt de fusio

decreix amb la seva mida. [13]

Al seu torn, la relaci6 entre mida i propietats té essencialment dues conseqiiéncies:

I'increment de la ratio superficie/volum i el confinament espacial.

! Quimicament inert: No presenta activitat quimica.
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3.1.1 Ratio superficie/volum

A mesura que la mida d'una nanoparticula disminueix també ho fa la quantitat d’atoms
que la constitueixen. En canvi, el nombre d’aquests situats a la seva superficie, augmenta.
Aix0 es pot entendre facilment amb un exemple il-lustrat en la Figura 2: mentre que la
superficie d'una esfera augmenta respecte al seu radi elevat al quadrat, el volum ho fa
respecte al seu radi elevat al cub. Per tant, si es divideix la superficie entre el volum
s’observa que com més petit sigui el radi i la mida d’'una nanoparticula esférica més gran
és la superficie respecte al volum. De

manera similar, ocorre amb

nanoparticules no esferiques.

Lincrement d’atoms superficials té un 3/ =
gran impacte en les caracteristiques
] Figura 2. Ratio 5/1 d'esfera, on § = area de
d'una nanoparticula, ja que aquests son superficie d'esfera, I = volum d'esfera i r = radi
. N . d'esfera
diferents dels atoms interns: estan
envoltats de menys atoms i, aixi doncs,
tenen més enllacos lliures.? Com a resultat, la superficie de la nanoparticula té més
energia lliure, la qual cosa provoca un augment en la seva activitat quimica. [13, p. 4-5],

[14, p. 2-4]

Tanmateix, moltes propietats del material inicial canvien, arribant en alguns casos a
modificar aquelles considerades fonamentals (les temperatures de fusi6 disminueixen
en molts casos). Altres variacions inclouen: augment en la reactivitat, elasticitat i
plasticitat; increment de I'habilitat de formar dispersions col-loidals estables; canvis en
I'estructura cristal-lina; canvis en punt dielectric (propietats electromagnetiques);

diferents propietats mecaniques dependents de la mida... [13], [15, p. 6-7]

2 La majoria d’atoms tendeix a formar enllagos amb altres per a aconseguir estabilitat energética.

10
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3.1.2 Confinament espacial

Quan la mida d’'una nanoparticula arriba a un cert punt dins I’escala nanometrica, els
efectes quantics® dels atoms esdevenen més notables. Aquest punt depén totalment del

tipus de material i propietat fisica que s’observi. [13]

Les propietats d’'un material macroscopic es poden considerar la mitjana de les forces
quantiques dels atoms individuals que el componen. Per tant, quan disminueix la mida
d’aquest arriba un punt on la mitjana no és aplicable i cal tenir en compte els efectes

quantics especifics d’atoms o moléecules. [11]

El confinament espacial, és a dir, I'agrupacié d’atoms en un espai reduit, repercuteix
principalment les nanoparticules metal-liques, I'estructura de les quals es veu afectada
per la disminucié de la mida. A causa d’aquest efecte, les nanoparticules mostren
propietats com variacions de color en dispersions col-loidals (mostrat en Figura 1),
emissio de rajos ultraviolats (UV), millora de fotoluminescencia... En general, es pot dir

que experimenten canvis en les seves propietats electriques i optiques. [13], [14]

3.2 Distinci6 entre nanomaterials i nanoparticules

Sovint, els termes «nanomaterials» i «nanoparticules» s’empren indistintament en els
articles i llibres cientifics associats amb aquests. Per aquesta rad, la definici6 de
nanoparticula és canviant d'un ambit a un altre. No obstant aix0, aquests conceptes, tot i
estar estretament relacionats, no s6n el mateix, tal com assenyalen Baig et al. i

Jeevanandam et al. en els seus treballs d’investigacio.

D’'una banda, els nanomaterials es defineixen com aquells materials que posseeixen
almenys una dimensi6 entre 1 i 100 nm. D’altra banda, les nanoparticules sén
nanoobjectes amb les seves tres dimensions en la nanoescala. Aixi doncs, totes les
nanoparticules s6n nanomaterials, pero no tots els nanomaterials sén nanoparticules,

encara que estiguin conformats per aquestes. [12], [17]

3Fisica quantica: La fisica o mecanica quantica estudia particules en una escala reduida, on les lleis de la
fisica classica no sén aplicables. [16]
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Tanmateix, les diferencies parlant de classificacio, sintesi i caracteritzaci6 de
nanoparticules i nanomaterials s6n minimes (per exemple, quan es caracteritza un
nanomaterial en realitat se sol caracteritzar les nanoparticules que el constitueixen). No
obstant aixo0, s’utilitzaran els dos termes de manera diferenciada en el treball tenint en
compte les seves definicions. Finalment, cal destacar que les caracteristiques de les
nanoparticules explicades en I'apartat anterior també s’apliquen als nanomaterials, ja

que aquests es distingeixen dels materials macroscopics gracies a les seves dimensions.

12
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4. CLASSIFICACIO DE NANOPARTICULES I NANOMATERIALS
4.1 Segons origen

Segons el seu origen els nanomaterials es poden classificar en naturals o antropogeénics i
aquests ultims al seu torn, en dissenyats o intencionats i incidentals, amb una produccié
intencionada i no intencionada respectivament:

e Nanomaterials naturals: Aquest tipus, juntament amb els nanomaterials
incidentals es denominen particules ultrafines. Les fonts de nanoparticules i
nanomaterials naturals poden ser geologiques (erosié del vent, tempestes de

pols, glaciacions,
terratremols i  activitat
volcanica), combustions
incompletes® (durant
terratremols i  incendis
forestals), precipitacions
quimiques abiotiques® com

ara les particules d’aerosol®

maritimes que s’alliberen de

Figura 3. Exemples de nanomaterials naturals: (1) Micrografia feta amb microscopi

electranic de rastreig d'una microparticula de cendra expulsada en erupcio del volcd les ones de mar
.l"|1|gu:=1i|1|_' I':=1|:|_1_,r 2008 amhb |::|n|:y|:|url.in;'u||,~.5; en la seva :uup{'rl'ir;ig' i [)":l Nanotubs de carboni

d'uns 10000 anvs d'antiguitat ding un tros de gel de Groenlindia. .

Font: hitps:/ Sdolorg /10,1007 /978-3-319-46835-8 3 (anomenades esprail de mar

[18]) i cicles bioquimics de
bacteris, fongs o plantes. [19] Aixi mateix, les nanoparticules naturals es troben
naturalment dins éssers vius, com pot ser en la ferritina (proteina
emmagatzemadora de ferro) o hidroxilapatita de calci (mineral trobat dins dels
ossos). Fins i tot, s’han descobert nanomaterials com els ful-lerens a I'espai
exterior. [20] Dos exemples de nanomaterials naturals es poden veure en la figura
3.

e Nanomaterials incidentals: Aquest tipus és producte de 'activitat humana com
pot ser la combusti6 en els processos de transformacié de menjar (cuina),
industria, centrals electriques, motors, incineradors... O el llangament de residus

que continguin nanoparticules. També s’ha trobat evidencia de la preséncia

* Combustié incompleta: Reaccié quimica on es desprén llum i calor, amb flama o sense, on una
substancia perd electrons i s’oxida parcialment [4]

5 Abiotic: tot allo sense vida [4]

¢ Aerosol: Suspensio de particules solides o liquides en un gas. [4]
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potencialment toxica de nanoparticules en el fum dels cigarrets. En si, les
condicions que afavoreixen 'emissié de nanomaterials incidentals s6n que hi hagi
materials vaporitzables, altes temperatures o processos amb un rapid
refredament, entre altres. [19], [20]

e Nanomaterials dissenyats o intencionats: Els nanomaterials intencionats sén
alliberats principalment a l'agricultura, en forma de pesticides, fertilitzadors o en
la remediacié de sols’. [19] A més, molts tipus diferents de nanomaterials
dissenyats pels humans sén manufacturats actualment, com poden ser aquells
fets amb metalls, semiconductors, carboni, polimers... Globalment, es

caracteritzen per tenir una composicié, forma i dimensions controlades. [20]

4.2 Segons dimensionalitat

Tenint en compte la seva dimensionalitat els nanomaterials poden pertanyer a les
categories segiients [20], [22] :

e Zero-dimensional (0D): Totes les seves dimensions externes es troben entre 1 i
100 nm. Aqui s’inclouen totes les nanoparticules, per exemple, els punts quantics,
ful-lerens, nanoesferes...

e Un-dimensional (1D): Dues de les seves dimensions estan en la nanoescala i una
usualment es troba en la microescala. Pertanyen a aquest grup els nanotubs,
nanowires, nanofibres i nanorods (situats a la frontera entre els nanomaterials 0D
i 1D). Aquests creixen en una direccié i el seu diametre és nanometric.

e Dos-dimensional (2D): Només una dimensié es troba en la nanoescala; les altres
pertanyen a 'escala
macroscopica.  Aquest  grup

oD 1D
I'integren els thin films i
nanoplates, entre altres. Els ]

primers son recobriments

2D 3D

metal-lics o ceramics que poden
arribar a tenir un gruix de
poques capes d’atoms, amb  Figura 4. Classificacié de nanomaterials segons dimensionalitat

Font: http://dx.doi.org/10.1016/BI78-0-444-62747-6.00001-4
aplicacions fisiques 0

"Remediacié d’un sol: Eliminacié de substancies contaminants o perjudicials d’un sol. [21]
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electroniques, i els segons inclouen diversos nanobjectes 2D que poden ser
d’origen natural (es poden trobar en un tipus d’argila) o artificial (com ara
nanoplates d’or o plata).

e Tres-dimensional (3D): Tot i que en aquest tipus de nanomaterials totes les
dimensions externes superin els 100-1000 nm la seva estructura interna esta feta
per objectes nanometrics. Aquest grup inclou els dendrimers, dispersions de
nanoparticules, la mescla macroscopica de substancies en pols, conjunts de
nanotubs o nanowires...

En la figura 4 es pot veure una representacio grafica de la classificaci6 de nanomaterials

segons la seva dimensionalitat.

4.3 Segons composicio quimica

Els nanomaterials i les nanoparticules sovint es classifiquen segons la seva composicio
quimica en grups com nanoparticules de carboni, nanoparticules metal-liques,
nanoparticules polimeriques, nanoparticules semiconductores... Aquest conjunt
heterogeni de categories es pot englobar en dues més basiques: nanomaterials organics i

inorganics.

4.3.1 Nanoparticules organiques

Els nanomaterials i nanoparticules organiques estan fetes de compostos organics de tota
mena: proteines, lipids, polimers... Dins el grup destaquen les subdivisions de

nanomaterials de carboni, nanoparticules polimériques i nanoparticules lipidiques.

4.3.1.1 Nanomaterials de carboni

Aquest grup de nanomaterials és un dels més coneguts i inclou aquells materials formats
basicament per carboni, un element quimic molt abundant i que pot formar diverses
estructures atomiques o moleculars diferents, anomenades al-lotrops [3]. Tanmateix, hi
ha estructures de carboni 0D (ful-lerens), 1D (nanotubs de carboni), 2D (lamines de
grafe) i 3D (nanodiamants) [23, p. 8], les propietats de les quals, entre altres raons, es

deuen a la configuracié electronica® de l'atom ((1s)?*(2s)?(2p)?) i la seva possible

8Configuracio electronica: La configuraci6 electronica mostra la distribucié dels electrons en els orbitals
atomics o moleculars. En un atom neutre I'ordre d’emplenament dels orbitals és: 1s, 2s, 2p, 3s, 3p, 4s, 3d,
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hibridacid®. La hibridacié del carboni és de tipus sp, quan es combina un orbital s amb

un p; sp®, quan es combinen un orbital s i dos p; o sp?, quan es combina un orbital s amb

tres p. [24] Els quatre nanomaterials de carboni principals sén:

e Grafe: El grafe, en la seva forma habitual, consisteix en una capa d’atoms de

carboni amb hibridacié sp? que formen un

| enreixat hexagonal, similar a un rusc
r"':""v #Q #‘.
[ 1 ral BN d’abelles. Per tant, com que el carboni té
s e . .‘j %
ey gre He 1 o .4":' quatre electrons de valencia i en el grafe
il e Wi . > -
R, S S e 9% cada atom es troba enllagat covalentment
w L r: L #ﬁ 2
Nanodiamant Ful-lers C60 amb tres més, un electré queda lliure, la qual
cosa contribueix a les insolites
-
ra’ b A caracteristiques d’aquest material. Algunes
b 1--}11, Aﬁ}:".".' .
¢ W b L | , - 4
111 ,?.1 w’}f”].fl.f}}\.-"-*,: 1 de les més importants son la seva alta
i o Fioinscenaly
P AT LY Ve 1 flexibilitat (la qual li permet ser la base
getal B (a qual 11p
St d’altres nanomaterials de carboni com els
Grafe MNanotub de carboni

Figura 5. Alguns nanomaterials de carboni
Font: https://dolorg/10.1007 /541061-019-0278-8

ful-lerens o nanotubs de carboni), reactivitat
quimica, alta conductivitat térmica, alta

conductivitat electrica (per exemple, és sis

cops més alta que la del coure) i la seva gran resisténcia, sent el grafe el material

més resistent (capa¢ de suportar una for¢a sense deformar-se o trencar-se) del

7

mon.

Aquestes propietats I'han convertit en un nanomaterial d’'interés en ambits que

van des de la medicina fins a l'enginyeria espacial i presenta aplicacions

potencials per millorar de la capacitat d’energia en bateries recarregables,

construir cel-lules fotovoltaiques més barates, emmagatzemar l’energia de

manera més eficient... [23, p. 8], [25], [26], [27, p- 17]

e Ful'lerens: Quan lamines de grafe es dobleguen i formen una esfera o el-lipsoide

(superficie corbada amb totes les seccions planes en forma d’el-lipse)

4p, 5s, 4d, 5p, 6s, 4f, 5d, 6p...Lexponent de I'dltim orbital emplenat correspon amb els electrons de
valéncia (electré de la capa més externa). [2]

Hibridaci6: Procés en el qual els orbitals d’'un element es combinen per formar nous orbitals. [24] Un
orbital, al seu torn, és la regié de l'espai on hi ha una alta probabilitat (>99%) de trobar els electrons d'un
atom. Estan definits per tres nombres quantics; un d’ells, I'azimutal (1), descriu la seva forma i, segons
aquesta, els orbitals poden sers,p,dof.
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s’anomenen ful-lerens. Aquests tenen una estructura simetrica i presenten
hibridacié sp® El ful-leré més estudiat és el ful-leré C,, (també rep el nom de
bukybola o Buckminsterful-lere), el qual esta format per 12 pentagons i 20
hexagons, amb una morfologia semblant a la d'una pilota de futbol. El seu
diametre esta al voltant d’l1 nm. Té, igual que la resta de ful-lerens, unes
propietats fisicoquimiques tUniques, com pot ser una gran resisténcia (pot
suportar una pressié de 3000 atm sense perdre la seva forma original). Els
ful-lerens s’utilitzen en la cosmetica, imatge medica, electronica, com
catalitzadors en la purificacié d’aigua... [20], [23], [28]

e Nanotubs de carboni: Aquests consisteixen en lamines de grafe doblegades de
manera que formen un tub buit cilindric. Es classifiquen en dos tipus: nanotubs
amb una sola paret i nanotubs amb multiples parets. El seu diametre és d’'1 nm
per als d’'una paret i fins a 100 nm per als nanotubs amb multiples, mentre que la
seva llargaria va des d'uns pocs micrometres (10° m) fins a uns centimetres.
Destaquen per la seva rigidesa (igual a la del diamant), flexibilitat i conductivitat
electrica. Conseglientment, podrien ser emprats pel reforcament de compostos,
en sensors'?, dispositius electronics... [29], [30, p. 84-85]

e Nanodiamants: Els nanodiamants sén particules de carboni dins la nanoescala
(tenen uns 2-8 nm de diametre). Mentre que en el seu nucli presenta hibridacié
sp?, la seva superficie en té del tipus sp? Tenen una geometria semblant a una
esfera i unes propietats magnetiques i optiques especials que permeten la seva
utilitzaci6 com a substancies abrasives, recobriments protectors o
semiconductors. [28, p. 36], [31, p. 224]

Altres tipus de nanomaterials de carboni inclouen les nanofibres de carboni, els punts
quantics de carboni, els carbon black... Els nanomaterials de carboni explicats es poden

veure en la figura 5.

19 Sensor: Dispositiu capag de captar estimuls i produir un senyal transmeés a un altre dispositiu.[4]
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4.3.1.2 Nanomaterials polimerics
En el grup de nanomaterials polimerics s’'inclouen aquells materials dins la nanoescala
compostos per polimers naturals o sintétics. La biodegradabilitat!" i biocompatibilitat'?
dels polimers fa que s’utilitzin per aplicacions mediques sobretot com a sistemes de
control d’'administracié de medicaments. Més concretament, poden ser:
e Nanoparticules polimeriques: S6n nanoparticules fetes de polimers, amb una
mida d’entre 10 i 1000 nm. N’hi ha una extensa varietat, ja que depenen del
polimer que les constitueixen; els polimers sintetics més usats son derivats del

poliester com I'acid polilactic 0

. £
’ ’ ’ ~i) 0y
copolimers (polimers fets per més d'un o i-_,;_y - o =
H - L ')
. \ s G <
tipus de monomer, aixo és, la seva ‘i—u% & v /—;*_-IJ
. . . . Pl = :\ P o
unitat constituent) com el PLGA (poli * ?r & Q- I
o s . e OO0 0000
(acid lactic-co-glicolic)). Aquest ultim 0 O
X5
’ ’ e
és el més emprat. D’altra banda, alguns oo
T - g i “n P i
‘ . ey ol Fo ¥ AT A W
dels polimers naturals que serveixen JL--{‘ Pyt o LD
b '-; -i'! |'_'_" B b
. . s . ’ “u
per fabricar-ne sén l'alginat i -~ & 0 Q oy
e g -
| P - - & .
I'albiimina. A més a més, si les ‘u} b Q. 5O
LT [ I
’ 7 . b ol
nanoparticules sén sistemes o O

d’administraci6 = de  medicaments, Figura 6. Exemple de dendrimer.
Font: htips:/ fenwikipedia.org

presenten normalment dues formes: la

de nanocapsules i la de nanoesferes.

e Micel-les polimeriques: S6n nanomaterials de menys de 100 nm de diametre
formats per copolimers amfipatics, és a dir, copolimers amb parts hidrofobiques
(repel-leixen 'aigua), situades al seu nucli, i parts hidrofiliques (se senten atretes
per l'aigua), que conformen la seva superficie, sent la més comuna el polimer
polietilé glicol (PEG). Es formen per 'autoassemblatge dels seus components i
poden fer-se servir com a sensors quimics, sistemes d’administracié de
medicaments, membranes de filtracio...

e Dendrimers: Sé6n macromolécules 3D ramificades amb una mida inferior a 15

nm i una forma globular. Tenen un nucli definit i una superficie ramificada amb

"Biodegradabilitat: capacitat d'un substrat (substancia inicial en una reaccié quimica) complex, com és
ara la matéria organica, de descompondre's en substancies més senzilles a través de l'acci6 d’un
microorganisme. [4]

12Bjocompatibilitat: Parlant de biomaterials, la biocompatibilitat és un concepte referit a I'habilitat d’'un
material de suscitar una resposta adequada del seu hoste en una aplicacié concreta. [18]
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diversos grups quimics terminals que poden ser modificats. Tenen aplicacions
biomeédiques (per administracié de farmacs) i altres com per exemple la neteja
ambiental, ja que poden atrapar ions metal-lics. [18], [23], [26], [32, p. 89] Un

exemple de dendrimer es pot observar a la figura 6.

4.3.1.3 Nanoparticules lipidiques

Aquest tipus de nanoparticules estan formades per lipids naturals o sintetics i son
ampliament utilitzades per l'administraci6 de medicaments gracies a la seva baixa
toxicitat, naturalesa amfipatica, capacitat de controlar I'alliberament de farmacs i la
possibilitat de funcionalitzar-los (adherir grups funcionals a la superficie d’un sistema
d’administracié de medicaments per regular el procés [18]). Les més importants son:

e Nanovesicules (vegeu apartat 8)

e Nanoparticules lipidiques solides: Estan fets de lipids que so6n solids a
temperatura ambient i els quals es troben formant una dispersié col-loidal en un
medi aquds on les particules tenen una mida entre els 50 i 1000 nm. Per

estabilitzar la dispersié cal
utilitzar un  emulsionant
(substancia que estabilitza

emulsions) o tensioactiu,

també anomenat surfactant

(vegeu annex 1 per més

Manoparticula lipidica sélida Nanoestructura lipidica transportadora
A| I‘1'.|r|i||'|:|n||| ||I.ir|'i|‘| :1::|'.i-:|| i |'I.|'|1i4:. Iir|l.|ir|| ¥ | Firmac | lnformaCIO)' AqueSteS
Figura 7. Parts d'una nanopartiula lipidica sblida | una nanoestructura nanoparticules llpidlques
lipidica transportadora
Font: https: )/ fdoiorg 10.1007 /511051 -020-D4848-0

combinen els avantatges de

les nanoparticules
polimeriques (com és l'alliberament més controlat de farmacs) i de les
nanoparticules lipidiques (major biocompatibilitat). [33, p. 20]

e Nanoestrucutures lipidiques transportadores: Aquestes nanoparticules
lipidiques van ser desenvolupades com a versi6é millorada de les nanoparticules
lipidiques solides, les quals presenten problemes d’estabilitat i de capacitat de
carrega de farmac. Aixi doncs, estan formades per una mescla de lipids solids i

liquids, la qual permet immobilitzar més medicaments en comparacié amb l'altre
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tipus de nanoparticules lipidiques. [33, p. 22-23], [34, p. 601] Lestructura

d’aquest tipus de nanoparticula lipidica i 'anterior es pot veure en la figura 7.

4.3.2 Nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules inorganiques sén aquelles no formades per mateéria organica. Es
distingeixen per les seves propietats electriques i optiques. D'una banda, I'argila,
pertanyent al grup de nanomaterials ceramics, és un nanomaterial inorganic natural.
D’una altra, les nanoparticules metal-liques, d’oxids metal-lics i semiconductores so6n
nanomaterials dissenyats. Per tant, dins aquest grup, es distingeixen principalment:

e Nanoparticules ceramiques: També reben el nom de nanoparticules solides
no-metal-liques. La seva composici6 és ceramica (provinents d’argila o similars) i
poden estan formats per oxids (compostos amb oxigen), fosfats (compostos amb
fosfor), carburs (compostos amb carboni) o carbonats (compostos que tenen en
comd l'ani6*® CO;*). Tenen una mida menor als 100 nm i poden presentar una
forma porosa, buides per dins, cristal-lina (estructura molecular regular), amorfa
(no cristal:lina)... Destaquen per les seves propietats electrooptiques,
estructurals i superconductores, entre altres, i pel seu Us com catalitzadors'* o en
la imatgeria medica. [4], [18], [23, p. 10], [35, p. 5]

e Nanoparticules metal-liques: Aquesta categoria inclou les nanoparticules
d’entre 10 i 100 nm que es poden obtenir a partir dels metalls. Per aquesta ra6
n’hi ha molta varietat i les seves aplicacions depenen dels metalls i metodes de
produccié emprats. Alguns exemples son les nanoparticules d'or, usades en
detecci6 de cancer, medicaments o sistemes d’administracié d’aquests; les
nanoparticules de plata, emprades en el diagnostic medic o com a substancia
antimicrobiana; nanoparticules de coure, utilitzades en com a conductors o
catalitzadors; i nanoparticules d’aliatges com el d’alumini amb magnesi o
alumini amb titani s’utilitzen en processos de molt alta temperatura. [28, p.

36-37], [35, p. 5]

3Anié: 16 amb carrega negativa.

14 Catalitzadors: Substancies que augmenten velocitat de reaccié quimica reduint la seva energia
d’activacid (energia minima necessaria perque es produeixi).

SAliatge: Substancia metal-lica formada per la uni6é de dos 0 més metalls, normalment amb la seva fusié
conjunta.[4]
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e Nanoparticules d’oxids metal-lics: Formats per oxids metal-lics, tenen una
reactivitat quimica major a la de les nanoparticules metal-liques i, per tant,
resulten més avantatjosos per actuar com a catalitzadors, sensors quimics o
superconductors. Poden mencionar-se les nanoparticules d’oxid de zinc, amb
usos antimicrobians o antiestatic (reduccié d’acumulacié d’electricitat estatica);
les de dioxid de titani, emprades com a filtre de rajos ultraviolats en la cosmeética
o com a catalitzadores en productes de neteja; o les de dioxid de silici, utilitzades
per la fotoluminescéncia'® o per administracié de farmacs.

e Nanoparticules
semiconductores: Els
semiconductors sén
materials, els atoms dels
quals, segons la teoria de
bandes'’, tenen la banda de
valencia i de conduccié

separada per una petita

distancia. Aixo els hi permet

Flgura 8. Exemples de nanoparticules orginiques: (1) Punt quintic

(nanoparticula semiconductora] (2] pellicula de nanoparticules d'o

. N B {n'.arl-:r|:|:|r|i'-::u||::. nlelf||-|i|1|.|¢15] fj]- n'.lnn:lp:lﬂi-::uh:. de niteat de  sadi

aillants electrics depenent de (nanoparticules ceramiques) i (4) nanoparticules de didxid de titani
(nanoparticules d'oxid metal-lic),

st Fomnt [1): 10,1002 /jsid.27
les COHdlClOHS en les quals es Fomt (3): https:/ fwwwazomecomfarticle.aspx?Article D= 18815
Font (2,4): 10,1038/ srepl 1477

actuar com a conductors o

trobin.

Estan formats per elements semimetal-lics de la taula periodica i les seves
nanoparticules inclouen el nanosilici, emprades en bateries recarregables, en
cel-lules fotovoltaiques o aplicacions electroniques; nanoparticules de nitrur de
galli, usades per fabricar diodes emissors de llum (LED) resistents a I'aigua o
transistors per cotxes electrics; nanoparticules d’arsenur de gal:li, utilitzades en

fotodetectors o en panels solars; i moltes altres. [2], [20, p. 8]

1Fotoluminescéncia: Luminescéncia provocada radiacié visible, ultraviolada o infraroja. La
luminescéncia, al seu torn, és emissi6 de llum de certes substancies, sense un augment de la seva
temperatura, en la qual la intensitat de radiacié és més elevada en determinades condicions. [2], [4]
"Teoria de bandes: Teoria que explica els enllagos metal-lics i diu que quan tenim n orbitals moleculars
(provinents de n atoms metal-lics i els seus orbitals) formen una banda de nivells d’energia, ja que estan
molt junts entre si. Els electrons del material es podran moure entre bandes ocupades (bandes de
valéncia) i les bandes buides (bandes de conduccid) si se superposen o la seva distancia de separaci6 és
petita. [36]
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D’altra banda, 'exemple més prominent de nanoparticules semiconductores s6n
els punts quantics (del terme angles quantum dots), que sén nanocristalls
dissenyats que poden transportar electrons. Les seves propietats depenen de la
seva mida (usualment d’entre 2 i 10 nm), composicié i estructura. En particular,
es distingeixen per emetre llum de diferents colors quan s’irradien amb rajos UV i
per altres propietats optiques, les quals fan possible la seva aplicaci6 en els
camps d’electronica, imatgeria medica, fotonica... [37]

Alguns exemples de nanoparticules inorganiques es mostren en la figura 8.

4.4 Segons morfologia

Per la seva posterior aplicaci6 en
diversos ambits, és necessari que les
nanoparticules posseeixin una forma i
estructura definida. Consegiientment, es
poden classificar aquestes segons la seva

forma, que pot ser esfeérica, triangular,

cubica, hexagonal, semblant a prisma,

Figura 9. MNanoparticules metilliques amb  formes diferents (1)
nanoparticules de plati amb forma de cob tetrakis (2] nanoparticules §'or
amhb forma de cub céncau (3) nanoparticula dor amb forma de tripade [4)
, , . nanoparticules d'or amb forma d'estrelles (5) nanoparticula d'or triangular
dels nanorods, d’aqui el seu nom, ja que (&) nanoparticuls d'or hexagonal,

Font (1): deedodorg/ 10,1021/ em402384§

semblant a una vareta (aquest és el cas

rod en anglés és vareta), semblant a un
tub (nanotubs)... En cas de formar o contenir una estructura cristal-lina, aquesta pot
tenir cristalls amb forma de cub simple, icosaedre, decaedre... [38, p. 20] En la figura 9

es poden veure algunes nanoparticules metal-liques amb formes diferents.
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5. SINTESI DE NANOMATERIALS

Existeixen innumerables maneres de sintetitzar nanomaterials i nanoparticules a causa

de la seva gran varietat. La selecci6 del procés de produccio depen de la composicio i les

caracteristiques del nanomaterial buscat. [39] Habitualment, es classifiquen en dos

grups: els métodes top-down i métodes bottom-up (vegeu figura 10 per veure’n una

representacié). Els primers parteixen d'un material macroscopic que, mitjancant

processos que molen o retallen aquest, es transforma en les nanoparticules desitjades.

Els darrers, en canvi, s6n tecniques constructives amb les quals es creen les

nanoparticules unint-se atoms o molecules. [40], [41, p. 91]

&
Material E
inicial E
=
=
= 8
o T
2 Pols 2
a. £
= I =
w
e
Nanoparticules T
E
o
| =
[1+]
i 2
=
-
E' Molécules
O
s .
22 8
Atoms %
T

Figura 10. Imatge de métodes top-down § bottom-up.
Font:
https:/ fdoi.org/10,1016/B978-0-12-804703-3,00004-8

Els metodes top-down s6n de facil
implementacio, més barats que els altres i
universals, pero no son efectius per la sintesi
de nanoparticules de mida molt petita i
regular. Els metodes bottom-up permeten
crear nanomaterials amb una millor
distribucié de mides i, en general, son els
més utilitzats actualment. [20, p. 15-16], [42,
p. 5] A continuacid, s’exposen alguns
exemples de cada tipus principal de metode

de produccié.

5.1 Metodes top-down

5.1.1 Molta mecanica o amb boles

La molta mecanica és el meétode mecanic dels
top-down més simple i eficient. S'utilitza per
produir nanoparticules metal-liques,
metal-liques amb aliatge, ceramiques,

nanocompostos... A part de sintetitzar

nanomaterials, també es pot fer servir per canviar la seva estructura, crear aliatges,

canviar caracteristiques com la seva densitat, entre altres.
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Consisteix a moldre un material en pols inicial abocant-lo un contenidor cilindric ple de
boles dures que roten amb una elevada velocitat. La pressid, energia i temperatura
creada pels xocs i interaccions entre les boles i el material aconsegueixen reduir la seva
mida. Amb aquest procés es pot passar d'un material amb particules d’entre 501 100 um

a un nanomaterial d’entre 21 10 nm.

Tot i aix0, el resultat dependra de la mida de les boles, el volum del contenidor, la
velocitat de rotacio, les condicions ambientals... Aixi doncs, tot i ser un meétode simple,
segur i universal, té alguns desavantatges com és la baixa uniformitat de mides en el
nanomaterial produit, la seva naturalesa destructiva o la contaminaci6 que genera. [42,

p. 4-5], [43, p. 13]

5.1.2 Nanolitografia

El conjunt de processos de nanolitografia s’utilitzen per sintetitzar nanoparticules
d’entre 1 i 100 nm i inclou diversos tipus de litografies com per exemple la
foto-litografia, litografia de feix d’electrons, litografia soft, nanlitografia d'impremta... En
general, la nanolitografia parteix de materials macroscopics sensibles a la llum i
n'elimina parts de manera selectiva usualment emprant un motlle 3D que es pressiona
contra el material inicial. Tot i que produeixen cimuls de nanoparticules de mida

semblant requereix un car i complex equip. [35, p. 9], [44, p. 8]

5.1.3 Polvoritzacié catodica (Sputtering)

En el metode de polvoritzacio / \
catodica, les nanoparticules es Suport de substrat
Substrat

depositen (adhesié d’aquestes a la
superficie d'un solid) a sobre d’un
substrat després de ser expulsades o
arrancades del material inicial

vaporitzat (convertit en vapor) E—
Inii=

gracies a un bombardeig amb ions Figura 11, Esquema de polvoritzacis caidica,
Font: 10.1016,/j.cis.2021.102597 /

energetics i les seves col-lisions amb

les particules gasoses del material.

24




Descobrint el moén de les nanovesicules, nanoparticules i nanomaterial

S'utilitza per a produir pel-licules nanometriques o recobriments superficials dins la
nanoescala. Els factors que influencien el resultat sén la temperatura, el temps, I'angle

del substrat i material, la massa i I'energia dels ions que es bombardegen...

Alguns avantatges son el seu funcionament a baixes temperatures i pressions, la seva
capacitat de recobrir uniformement grans arees, molts components i aliatges poden ser
deposats... D’altra banda, produeix nanomaterials poc purs, molta energia es converteix
en calor i requereix material costos. [4], [42, p. 8-9] La figura 11 mostra un esquema del

metode.

5.1.4 Ablacié laser

Basicament, l'ablacié laser consisteix a fer incidir un raig laser sobre un material
macroscopic per a eliminar o expulsar molécules de la seva superficie i crear un
nanomaterial de menys de 100 nm. Aix0 només passara quan el substrat absorbeixi
suficient energia per a fondre’s o vaporitzar-se. Amb aquest metode es poden produir
nanoparticules i nanomaterials de carboni o nanoparticules d’oxids metal-lics, entre

altres.

La variant més emprada és aquella en la que s’incideix amb el laser a sobre d’'un metall
submergit en un liquid (aigua, cetona, etanol...) fins que es vaporitza o passa a un estat
gairebé neutre molt ionitzat (plasma) i reacciona amb el medi per a formar les

nanoparticules.

El metode és ecologic i barat i no produeix productes toxics ni es perd molta energia
durant el procés, tot i que es necessita una gran despesa energetica i la seva eficiencia

disminueix quan augmenta el temps d’ablacié. [4], [42, p. 8], [44, p- 9]
5.1.5 Descomposici6 termica

La descomposicid termica és un procés endotérmic (requereix I'aportacié d’energia) en

el qual la calor causa el trencament quimic dels enllacos de les molecules inicials i la
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dipositacié d’una fina capa de nanoparticules en un substrat. La temperatura especifica a

la qual es descompon un compost s’"anomena temperatura especifica de descomposicié.

/ v Supotde \ Permet sobretot crear pel-licules fines de
— I  cubsial
Subsfrat ’ . N .
nanoparticules inorganiques i els resultats
"-\-___Eapcude_
| depenen de la temperatura, temps

"apars del ) ., “ s .z
T maeralincal | d’evaporacio, la pressié i temps de reaccio.

—*Matarial inicial|

[ Gresol Els seus beneficis inclouen la falta de

/ necessitat d’'un dissolvent, la deposicié és

-

Figura 12, Esquema de descomposicit termica

Font: 10.1016/)cls. 2021102357 gruix del recobriment resultant... [ un dels

uniforme, es pot controlar amb exactitud el

seus inconvenients és que no es pot aplicar
en molts aliatges. [35, p. 7], [42, p. 7], [44, p- 9] En la figura 12 es mostra un esquema del

metode.

5.2 Metodes bottom-up

5.2.1 Dipositacié quimica de vapor

La deposici6 quimica de vapor consisteix a provocar que una capa fina de
nanoparticules, generada en unes reaccions quimiques, es dipositi sobre d’un substrat
solid. Es du a terme en un forn on s’escalfa el material inicial i es posa en contacte amb
molecules gasoses, les quals reaccionen amb les particules del material precursor que
s’acaben dipositant a sobre del substrat formant una fina pel-licula nanomeétrica.
Després, la capa de nanoparticules formada es refreda i es recupera per a poder

utilitzar-se.

Per la seva correcta realitzaci6 cal tenir en compte la pressié a la qual s’opera, la
temperatura (que sovint es troba al voltant dels 1002C), I'aportament d’energia,
'alliberament controlat de gasos... Aquesta és una tecnica molt utilitzada pels seus
multiples avantatges: permet crear nanoparticules dures, pures i uniformes; és el procés
amb el grau més alt de control possible; té un preu raonable; permet la seva

industrialitzacié... Tot i aixo, té desavantatges com un elevat cost, alguns substrats no es
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poden utilitzar per a les altes temperatures i alguns precursors son inflamables i

perillosos [42, p. 10-11], [44, p. 7]

5.2.2 Metode giratori (Spinning)

En el metode giratori s’utilitza un reactor de disc giratori, el qual consisteix en un disc
giratori situat dins un reactor en unes condicions fisiques, com la temperatura o humitat,
controlades. Per a evitar reaccions quimiques dins el reactor que puguin afectar a
'efectivitat del procés aquest s’'emplena amb gasos inerts com el nitrogen, els quals

eliminen I'oxigen acumulat a l'interior del compartiment.

La formacié de nanomaterials amb aquest metode s'esdevé en les segiients fases: unié
dels atoms o molecules a conseqiiencia de la forga centrifuga, la precipitacio de les
nanoparticules formades, la recol-leccié i rentat d’aquestes i el seu assecament.
Altrament, les caracteristiques dels nanomaterials obtinguts depenen de factors
relacionats amb el reactor de disc giratori com la velocitat de rotacio, la temperatura,

area superficial del disc... [35, p. 12], [44, p. 7]

5.2.3 Metode sol-gel

El metode sol-gel és el més usat dels bottom-up deguda la seva simplicitat i consisteix en
la formaci6 d'un sol-gel que conté nanomaterials, els quals s’extreuen i se separen
d’aquest mitjancant diverses técniques com la calcinacié®®. S'utilitza per a la producci6

de nanocompostos i nanoparticules d’oxids metal-lics.

D’'una banda, sol es refereix a una dissolucié col-loidal feta per particules solides
suspeses en un liquid i, d’'una altra, un gel és una macromolecula solida que es dissol en

un liquid i forma una massa gelatinosa.

El metode es basa a produir un nanomaterial a partir d’hidrolisi, policondensacid,
envelliment, assecament i calcinacid. Els passos més generics es poden resumir de la

seguent manera:

8Calcinacid: Provocar la descomposicié d’una substancia amb foc [4]
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1. Hidrolisis del precursor: Les substancies quimiques inicials s’hidrolitzen (es
descomponen amb l'addici6 d’aigua) formant una dissoluci6 amb hidroxids
(compostos que contenen I'i6 OH-).

2. Formacio de gel: Gracies a la condensaci6 de la soluci6 i I'eliminacié de I'aigua i
alcohol presents es va formant el gel.La condensacid, de tipus policondensacié en
aquest cas concret, continua fins que es forma una massa solida, el que
s’anomena envelliment. Al seu torn, es pot definir la policondensacié com una
condensaci6 quimica en la qual es crea un polimer enllagant monomers. [45]

3. Envelliment del gel: Sanomena a I'’envelliment d’un gel a tots els canvis quimics
o en la seva estructura fisica dependents del temps. [46, p. 23]

4. Assecament del gel: Es un procés complicat pel qual es poden utilitzar diversos
metodes.

5. Tractament termic: Finalment, el gel és calcinat a altes temperatures per
eliminar residus i moléecules d’aigua i obtenir el nanomaterial en pols. El
tractament determina l'estructura del nanomaterial aconseguit.

Encara que és barat, produeix materials homogenis i és molt simple, el metode és llarg i
no molt rapid i alguns compostos presenten un perill per la salut. [42, p. 14-15], [43, p.

11-12] A continuaci, en la figura 13, es mostra una imatge del metode:

Precursors + dissolvents

¥ —

Praducte final

| I ]
I | ¥ '
Pas 1: Hidrilisis Pas 2: Formacid del gel Pas 3 i 4: Envelliment i assecament del gel Pas 5: Tractament bérmic

Figura 13, Esquema del métode sol-gel Font: hitps:doi.org/10.1155/20:21/5102014

5.2.4 Sintesi hidrotermica

La sintesi hidrotérmica consisteix en un seguit de reaccions d’atoms o molécules
precursores en una dissolucié aquosa dins un receptacle d’acer (també rep el nom

d’autoclau) a altes temperatures i pressions, la qual cosa provoca la formacié de
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nanoparticules a partir d'un procés de cristal:litzaci6. La temperatura puja fins a superar
la d’ebullicié de l'aigua (el dissolvent de la dissoluci6 inicial). Després de I'obtenci6 del
cristall amb nanomaterials cal netejar i assecar aquest per a obtenir el producte final. En

la figura 14 es mostra un esquema del metode.

Se sol utilitzar per fabricar nanomaterials organics com els basats en oxids metal-lics. Si
es volgués sintetitzar un d’aquest tipus,

per exemple, dins l'autoclau esdevinidren

Tractament dos passos elementals: la hidrolisi de la

— termic
{_\-: T substancia precursora i la seva posterior
I I deshidratacid.
Dissolucid Autoclau
precursora

Les caracteristiques del nanomaterial

--f\

_ dependran de les condicions de pressié i
Producte final

Agsecamant temperatura i del tipus de precursor. El

metode presenta avantatges com un bon

Figura 14. Esquema de la sintesi hidrotérmica, control de la mida de les nanoparticules,
Font: 10.1016/).c1s,2021.102597 ., _ _ _
produccié de nanocristalls molt cristal-lins
i ser facilment traslladat a un procés industrial. Els desavantatges sén un cost elevati la
necessitat de trobar les reaccions quimics i condicions concretes per cada tipus de

nanomaterial. [42, p. 11], [43, p. 10]

5.2.5 Biosintesi

La biosintesi es tracta de la produccié de nanoparticules fent servir organismes biologics
com plantes i microorganismes (bacteris, fongs i llevats). Aquest conjunt de técniques és
molt convenient a causa de: la seva eficiéncia energetica, cost reduit, seguretat, menys
residus (és, per tant, més ecologic), possibilitat d’emprar-se en la inddstria medica i
farmaceutica... En les plantes, s’utilitzen parts com I'arrel, les fulles, les llavors, els fruits
i els talls. En els microorganismes, tot i que no s’entén el procés de manera completa, es
creu que son els enzims'® d’aquests els que contribueixen a la produccié de
nanoparticules. Amb el metode biosintetic es poden produir nanoparticules de tota

classe, pero en especial les inorganiques. [35, p. 13]

YEnzims: Biocatalitzadors, normalment de natura proteica. [4]
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6. CARACTERITZACIO DE NANOPARTICULES

Un cop sintetitzades les nanoparticules és important comprovar i estudiar-ne les
caracteristiques mitjancant la caracteritzaci6, ja que la seva funcié depén en gran
manera d’aquestes. La caracteritzaci6, per tant, es defineix com el conjunt de processos i
técniques, siguin qualitatives o quantitatives, emprades per determinar les propietats i

estructura dels nanomaterials estudiats. [47, p. 3]

Per analitzar unes nanoparticules es poden mesurar les seves caracteristiques
morfologiques i topografiques, les quals influencien moltes de les propietats uniques
dels nanomaterials. Aquestes inclouen parametres com la mida, la forma, desviaci6 de
propietats respecte a la mitjana en la poblacid, localitzacié, aglomeracié o agregacio
(formaci6 de conjunts grans de nanoparticules), area superficial, morfologia superficial i

la porositat del material.

També se’'n poden estudiar caracteristiques quimiques i estructurals, ja que determinen
la resta de les seves caracteristiques fisicoquimiques. Per realitzar-ho es fan servir
técniques que determinen la seva composicié quimica, fase, estructura cristal:lina,
carrega superficial, polaritat (propietat d’'un enllag, atom o molécula en la qual hi ha una
distribucié desigual i estable de carregues eléctriques [4]) i enllagos quimics, entre

altres.

Aixi mateix, es poden estudiar les propietats otiques i eléctriques de les nanoparticules,
les quals inclouen la seva fluorescéncia (emissié de llum a causa d’exposicié a un tipus
de radiacié electromagnética®®), luminescéncia, banda prohibida (banda situada entre la
de conducci6 i la de valencia), conductivitat electrica... O les propietats magnetiques,
térmiques (punt de fusid, conductivitat térmica, estabilitat térmica...) i mecaniques

(elasticitat, duresa, resistéencia, rigidesa...).

Aixi doncs, la caracteritzacié és un procés complex, ja que no existeix una sola manera o

20Radiacié electromagnética: Radiaci6 formada per ones electromagnétiques, aixd és, ones compostes
per un camp eléctric i magnetic perpendiculars entre si i a la direccié de propagacid. [3]
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tecnica de coneixer totes les propietats i caracteristiques d’'un nanomaterial. Per aquesta
ra6, cal tenir en compte el tipus de nanoparticula que s’estudia, la polidispersitat
(diferéncia en les propietats d'un conjunt de nanoparticules) inevitable de la majoria de
propietats?’, i la fase en la qual es troba el nanomaterial (si és solid i sec o les
nanoparticules formen estan suspeses en un liquid). A continuaci6, s’exposaran alguns
dels metodes de caracteritzaci6 més emprats especialment per estudiar les

caracteristiques morfologiques, topografiques, quimiques, estructurals i optiques.

6.1 Metodes basats en microscopia electronica

La microscopia electronica explica el conjunt de técniques de microscopia que usen
algun tipus de microscopi electronic. Comparant-la amb la microscopia optica, es pot dir
que mentre que en la segona la mostra s’il-lumina amb llum i I'augment de la imatge
ocorre gracies a un conjunt de lents de vidre, en la microscopia electronica el raig
lluminds és substituit per un feix d’electrons i les lents de vidre no son siné bobines
cilindriques que creen un camp magnetic (el qual condensa el feix d’electrons quan el

travessa).

Com que la longitud d’ona (distancia entre dos punts en el mateix estat de variaci6 o
oscil-lacio [2]) del feix d’electrons és d’'uns 0.1 nm i la minima de la llum se situa al
voltant de 400 nm, un microscopi electronic permet veure mostres molt menors. També
és molt superior el seu poder de resolucié (d'uns 4 A enfront dels 0,2 um de I'dptic), aixo
és, la seva capacitat de distingir entre dos punts que estan a prop. A més a més, la
resolucié esta relacionada amb la longitud d’ona utilitzada; si dos punts estan separats
I'un de I'altre a una distancia menor que la meitat de la longitud d’ona es veuran com un

de sol.

Es distingeixen dos tipus principals de microscopi electronic: el microscopi electronic de
transmissio, en el qual el feix d’electrons travessa la mostra i va a parar a una pantalla
fluorescent; i el microscopi electronic de rastreig. Tanmateix, tant 'un com I'altre no
permet observar éssers vius i presenta dificultats per veure estructures bioldogiques, ja

que és necessari que en el seu interior es faci el buit per evitar els xocs entre les

21 Aquesta és la causa de qué es busquin métodes de produccié que proporcioni nanoparticules uniformes
en mida i forma, entre altres.
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molecules gasoses de l'aire i el feix d’electrons. A part, també existeixen microscopis
electronics de transmissiéo i microscopis electronics de transmissié modificats per
emprar-se en condicions concretes o altres tipus de microscopis electronics com el

microscopi de forces atomiques. [9, p. 120,123], [48, p. 136-137]

6.1.1 Microscopi electronic de transmissié

Aquest tipus de microscopi permet estudiar la mida, distribuci6 de mida, forma i
estructura cristal-lina de les nanoparticules individualment o d’'una regi6é concreta. Tal
com s’ha mencionat abans, en un microscopi electronic de transmissié el feix
d’electrons travessa la mostra i, per tant, s'obté una imatge com a resultat d'una
interaccid entre la mostra i el feix, més concretament, si la mostra és cristal-lina, de la
difracci6 dels electrons. La difraccid, al seu torn, és un fenomen fisic en el qual es
produeix una desviaci6 de la trajectoria d’'una ona (en aquest cas el feix d’electrons)

quan aquesta topa amb un orifici o obstacle. [2], [49]

Les seves parts fonamentals es
poden veure en la figura 15 . En
primer lloc, hi ha el cané
d’electrons, el qual és la font del
feix d’electrons i pot utilitzar una

font d’emissié termoionica (com
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T

Cand d'electrons
Feix d'electrons

Lent condensadora
Muostra

Lent aobjectiva

Lent electrinica

Imatpge

E a ) intermédia

el tungste) o font d’emissiéo de
Lent electrinica

cam els  electrons es BB jector: dnitat de
p ( projectora processament
produeixen aplicant un alt Pantalla
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voltatge a una punta metal-lica de

Figura 15. Parts de microscopi electrinic de transmissid.

Font:https:/ f'wwwmicroscopioelectronico.top/ partes-del-microscopio-el
ectronico

de /

menys de 100 nm). El segon tipus

permet obtenir imatges

resolucié més elevada.

En segon lloc, hi ha una lent condensadora, una lent electromagneética que condensa i
enfoca el feix d’electrons a la mostra. Seguidament, hi ha el lloc on es col-loca la
preparacio, el qual pot situar-se entre la lent condensadora i les lents d’objectiu o entre

aquestes ultimes. La mostra es munta a sobre d’una reixa de metall (or, coure, plati) que
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té uns 3 mm de diametre i un gruix de 100 pm sobre la qual es diposita una pel-licula de

carboni poros.

A continuaci6é es troben les lents objectives, les quals fan un primer augment de la
imatge aconseguida i les lents de projeccio, que 'augmenten encara més i permeten que
arribi a la pantalla fluorescent i es traslladi normalment a la pantalla d’'un ordinador. El
microscopi electronic de transmissié permet veure una mostra fins a 1.500.000
d’augments, tot i que té limitacions com el complicat procés de preparacié de la mostra
(ha de ser de menys de 200 nm de gruix), el seu cost elevat i la necessitat de formacio

técnica complexa per la seva utilitzacié. [31, p. 132], [48, p. 138], [50, p. 5-6]

6.1.2 Microscopi electronic de rastreig o scanning

El microscopi electronic de rastreig proporciona informacié de la mida i forma de les
nanoparticules i de la morfologia i composicié de la seva superficie. A diferencia del
microscopi electronic de transmissio, el feix d’electrons no travessa la mostra sind
que interacciona amb la superficie de la mostra, excitant-ne els electrons i captant els
electrons de diferents tipus
Cand d'electrons

(secundaris, retrodispersos,

Feix d'electrons Imarge
transmesos...) fruit d’aquesta

Lent condensadora . .,
E [] 1Interaccio.
Deflector
H B

Lot Les parts principals que el

‘ formen sén: un cand d’electrons

pitat de (igual al del microscopi
Detector F'rl.".'cﬁs—a[n'.'nl

electronic de transmissio),
Mostra

lents objectives i condensadores

Figura 16. Parts de microscopi electronic de rastreig. .
Font:https:/ fwww.microscopioelectronico.top/ partes-del-microscopio-el
ectronico/

que enfoquen el feix a la mostra i
se situen abans de la mostra,
bobines de rastreig que fan possible escanejar tota la superficie del nanomaterial,
detectors dels diferents tipus d’electrons, lloc on és la mostra (és mobil i pot rotar 3602)

i una pantalla on es mostra la imatge. Aquestes parts es poden veure a la figura 16. La
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interaccio entre els electrons i el nanomaterial també emet uns rajos X caracteristics, que

es poden estudiar per saber la composici6 de la superficie d’aquest.

D’una banda, el poder de resolucié del microscopi electronic de rastreig és unes 50
vegades menor al del microscopi electronic de transmissié (és d’'uns 2-3 nm) i els
seus augments totals poden arribar als 200.000. D’altra banda, la preparacié de la
mostra és més facil que en el microscopi electronic de transmissié i inclou basicament
el recobriment del material (si no és metal-lic) amb una capa fins de metall i la seva
deshidratacié. A més, el microscopi electronic de rastreig és més manejable i molt més

economic. [9, p. 121], [31, p. 140], [48, p. 140], [50, p. 6]

6.1.3 Microscopi de forces atomiques

Aquesta és una tecnica molt versatil que permet fer la caracteritzaci6é fisica de
nanoparticules i fins i tot d’estructures a escala atomica. Amb el microscopi de forces
atomiques s’obté una imatge 3D de la mostra i permet saber-ne la mida, distribuci6 de
mida, forma i caracteristiques superficials. En alguns modes concrets permet fins i tot
investigar les propietats mecaniques, electriques, magnetiques i térmiques d’un

nanomaterial. [48, p. 146]

Basicament, consisteix en una

: N Detector i
micropalanca metal-lica amb una -
control electranic
punta feta de silici o nitrur de silici i
amb un radi d’entre 51 15 nm la qual
) ) . Fotodicde
interacciona amb la superficie de la
. Laser
mostra, a través de la qual es mou per
estudiar-ne el relleu. [51] La punta )
Micropalanca
experimenta unes forces que poden
deflectir-la, és a dir, desviar-la de & \
. . H'::'-':_-.-;- — y Punta
diverses  maneres  (repel-lir-la, —

] ) MWostra
atreure-la, canviar la seva amplitud o

freqiiencia d’oscil-laci6...). Aquesta

variacio es mesura usualment amb un  Figura 17. Parts de microscopi de forces atimigques.
Font: https:/ feswikipedia.org/
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laser enfocat a la micropalanca que es reflecteix en un detector (fotodiode) el qual, al seu
torn, envia aquesta informacié a un sistema electronic que analitza la informacié. Les

seves parts es poden veure a la figura 17.

En general, el microscopi de forces atomiques té tres modes de funcionament: mode de
contacte, en el qual la punta esta en contacte constant amb la mostra; mode de
no-contacte, en el qual la punta interacciona amb el material a una petita distancia de la
seva superficie; i el mode intermitent, en el qual la punta entra en contacte de manera
discontinuada amb el material. Lelecci6 d'un mode o un altre depén de les

caracteristiques del nanomaterial estudiat.

El microscopi de forces atomiques supera el microscopi electronic de rastreig i
microscopi electronic de transmissié en diversos aspectes, com és la falta de
necessitat de condicions de buit, la possibilitat de caracteritzar nanomaterials liquids o
el facil estudi de materials conductors i no-conductors. No obstant aixo, és una tecnica
més lenta que el microscopi electronic de rastreig, per exemple. [48, p. 146-147], [50, p.

7-8]

6.2 Metodes de difraccié de rajos-X

El metode de difracci6 de rajos-X s’empra per estudiar les caracteristiques de
nanoparticules o nanomaterials cristal-lins, des de la seva mida i fase fins a I'estructura o
I'ordre dels seus components. Tot i aix0, la precisié de les mesures es pot veure afectada
si un nanomaterial és molt amorf i amb distancies interatomiques variants o si les

nanoparticules s6n menors que uns centenars d’atoms. [22, p. 14], [50, p. 8]

En la seva variant més basica, el métode consisteix en la irradiacié de la mostra amb
rajos-X i I'estudi de la intensitat i angles de difraccié d’aquests un cop han interaccionat
amb el nanomaterial. [22, p. 14] La difraccié ocorre en les substancies cristal-lines
perqué els atoms d’aquestes tenen una ordenacio periodica, formant plans® entre si, i la

longitud d’ona dels rajos-X és comparable a I'espai entre aquests plans.

22 Pla: Superficie en la qual si es traca una linia que passi pels dos dels seus punts aquesta estara
continguda dins la superficie.[4]
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Els patrons d’intensitat i posiciéo dels pics obtinguts per difracci6 de rajos-X soén
caracteristic de cada estructura cristal-lina, i per aix0 pot servir també per
determinar-ne la composicié quimica. A més, la difraccié cristal-lina d’aquest tipus esta
regida per la llei de Bragg, la qual relaciona la longitud d’ona dels rajos-X amb la

distancia entre plans i I'angle de difraccié amb la segiient férmula:

2dsin® = A

on

d: distancia entre plans del cristall
A: longitud d’ona dels rajos-X

0: angle de difraccio

A vegades, és més convenient estudiar l'estructura cristal-lina mitjancant el microscopi
electronic de transmissio, encara que la difraccié de rajos-X presenta avantatges com:

poder utilitzar-se en condicions atmosferiques, la preparacié de la mostra és més simple

i les mesures sén quantitatives i no qualitatives.

MNano 5 173 (2]
Nana Z5 73 o
Nano 590 0 @
Nano 2590 g0* a

6.3 Dispersio dinamica de la .. Zetasizer Angle de deteccid
llum

El metode espectroscopic de dispersio
dinamica de la llum permet coneixer la LA ]
.ﬂ.tenuadurU £
. . . . e . = &)
mida i la distribuci6 de mides de =/ Detectar

nanoparticules en una dispersi6 col-loidal

Detector
basant-se en el moviment Brownia % (o] @ L.r:.t;?ml”r

d’aquestes i el seu coeficient de difusié. El
primer concepte es refereix al moviment Cubeta
aleatori de les particules suspeses en un

medi fluid causat per les col-lisions entre

aquestes i les particules del medi en estat

. sz oan . , Figura 18. Esquema de técnica de dispersid dindmics de la
d’agltaCIO termica [3] El Segon es un Valor llum emprada en aparells de Zetasizer.
Font:
que representa, en aquest cas, la facilitat https: / fwww.malvernpanalytical.comfen/learn/knowledge
~cetiter ftechnical-notes /tn 101 104dynamiclightscatteringing
que tenen les nanoparticules de moure’s  roduction
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en el medi de dispersio i que determina la seva velocitat. [52]

Quan es fa incidir un laser sobre la mostra, les nanoparticules dispersen la llum en totes
direccions i seguidament uns detectors recullen el senyal de la intensitat de dispersio, la
qual varia amb el temps juntament amb la posici6é de les nanoparticules en la dispersié
col-loidal. Cal dir que la variacié d’intensitat respecte al temps esta relacionada amb la
mida de les particules, ja que nanoparticules més grans es mouen més lentament que
nanoparticules més petites. Tenint en compte aquesta relacié, i emprant una funcio6 de
correlacié®, s’obté el coeficient de difusié el qual s’utilitza per obtenir el diametre

hidrodinamic (diametre d’una esfera hipotética que es difon de la mateixa manera que la

particula mesurada) [53] a partir de I'equaci6 de Stokes-Einstein:

Kg: constant de Boltzmann (1,38x10-23 J/K)
T : temperatura

k T
B

3-””5? n: viscositat dinamica
h R, : radi hidrodinamic de les particules
D: coeficient de difusio

Es important notar que per molt que la técnica de dispersié dinamica de la llum relacioni
la intensitat dispersada de la llum amb la mida gracies través del coeficient de difusio,
aquest ultim (i, per tant, la intensitat dispersada) depen també d'altres factors com la

superficie de les nanoparticules, la seva esfericitat i els ions del medi. [54]

La tecnica de dispersi6 dinamica de la llum també permet saber l'index de
polidispersitat de la mostra, el qual és una mesura adimensional de I'amplitud de la
distribucié de mides en una escala del 0 a I'1, corresponent el 0 a una mostra totalment
homogeénia en mida i 1 una molt heterogenia (normalment s’obtenen valors d’entre 0,05
i 0,7). Tanmateix, la mesura d’'un nanomaterial molt polidispers (>1) no pot fer-se
adequadament amb aquesta tecnica ni tampoc poden estudiar-se mostres molt

concentrades. Un dels majors avantatges d’aquesta tecnica és que és molt rapida, ja que
la mesura d’una mostra es pot fer en qiiestié de minuts. [31, p. 140], [48, p. 149], [50, p. 10]

Un esquema de la tecnica es pot observar a la figura 18.

ZFuncioé de correlacié: Funcié que representa el grau d’interdependéncia entre variables. [3]
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6.4 Espectroscopia Ultraviolada-Visible

Una de les tecniques principals per a estudiar les propietats optiques de les
nanoparticules és l'espectroscopia Ultraviolada-Visible. Aquesta utilitza radiacions
electromagnetiques ultraviolades i visibles, amb una longitud d’ona d’entre 100 i 800
nm. A més a més, aquest metode pot emprar-se per fer una analisi qualitativa
(determinar quina substancia és), analisi quantitativa (determinar la concentracié del
material), estudiar la puresa de la mostra i calcular la banda prohibida (util per

identificar nanomaterials metal-lics).

Habitualment, les parts de I'espectrometre son: font de llum (lampada de deuteri®* per a
la llum ultraviolada i lampada d’halogen per a la visible) [14, p. 139], monocromador (fa
que la radiacié que incideix sobre la mostra sigui monocromatica, és a dir, d'un sol color
o longitud d’ona), mostra estudiada i mostra de referencia (serveix com a control i per
determinar certs parametres), un o diversos detectors i un processador de dades. Es

poden observar a la figura 19.

"\.I A,
Mastra de

, referéncia
Lampada de Lampada

dlewteri d'haldgeEn T
Mirall / Detector
Representaci

o de dades
Filtre _
r_—* Processador £
de dades +
]
=

— Largitud
| 1l tana [nm]
w —————————a H:H Detector
| Mirall
Mastra

Moneoromador

Figura 19. Esquema d'un model d'espectroscopia Ultraviolada-Visible. Font: hitps:/ fes.wikipedia.org

Quan la radiacié travessa la dispersié col-loidal de la mostra, situada dins una cubeta,
una fracci6 d’aquest és absorbida pel material i una és transmesa, reflectida o difractada.

La transmitancia (T) o quantitat de llum transmesa es pot calcular de la segiient manera:

2*Deuteri: Isotop (espécie quimica d’element amb diferent nombre de neutrons perd igual de protons) de
I’hidrogen amb 1 neutré i 1 proté al nucli. [4]
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T = I/I0 on la T és la transmitancia; la I, és la intensitat del raig abans de passar per la

mostra o la que passa a través la mostra de referencia; i I és la intensitat de la llum

després de travessar la mostra.

Un altre parametre que es pot calcular és I'absorbancia (A),laqualés:A = — logT on
A és l'absorbancia i T és la transmitancia. Per relacionar la concentracié6 amb
I'absorbancia cal aplicar la férmula definida per la llei de Beer-Lambert: A = €-1-c on
€ és l'absortivitat o coeficient d’extincié molar, depenent de la substancia i mesurat en
L/mol - cm (esta relacionat amb la capacitat d’'una mostra d’absorbir llum d’una
determinada longitud d’ona), ¢ és la concentracié en mol/L il és la distancia que recorre

la radiacié a través de la cubeta en cm. [55]-[57]

L'absorcié de fotons per part del material es deu a la capacitat de la llum visible i radiacié
ultraviolada de provocar transicions de nivells energetics dels electrons de valencia d’'un
atom. Aquestes sén el pas d'un electr6 d’'un nivell inferior a un de superior i més
energetic i només es donen quan l'energia dels fotons d’'una determinada radiaci6 és

igual a I'’energia que li cal a I'’electré per fer el salt energeétic.

6.5 Analisi del potencial Zeta

El potencial Zeta es defineix com la diferéncia del potencial eléctric entre la superficie o
capa més externa de la nanoparticula i el medi en el qual esta dispersa. Sol ser un
indicador d’estabilitat i es considera estable a nanoparticules amb un potencial Zeta
superior a 30 mV o inferior a -30 mV. Tot i aix0, aquest és un conveni imprecis, ja que hi
ha nanoparticules que formen un col-loide estable amb valors menors gracies a les
forces intermoleculars debils que estableixen amb el medi i les quals el potencial Zeta no

té en compte.
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Aixi mateix, el potencial d'una nanoparticula pot canviar quan s’introdueix en un nou
ambient i alguns parametres dels quals depén aquesta propietat son la forga ionica del

medi, el pH?® d’aquest o la preséncia d’altres molécules.

La mesura del potencial Zeta es pot fer amb diversos instruments (dispersié
electroforetica de la llum, sensor de pols resistiu ajustable, analisis de seguiment Zeta de
particules...) que s’anomenen analitzadors de potencial Zeta. [22, p. 15], [31, p.

141-142], [50, p. 4], [58, p. 1]

25 pH: Mesura quantitativa de 'acidesa o basicitat d'una dissolucid, calculada amb la segiient formula: pH =
-log[H]. [2]
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7. APLICACIONS DE NANOMATERIALS

Tal com s’ha anat veient fins ara, existeixen molts tipus de nanomaterials i, com a
resultat, aquests tenen aplicacions en una gran quantitat d’indudstries. Aquests inclouen
els segiients sectors: aeroespacial, automobil, quimic, construccié, enginyeria, cosmetica,
electronica, energia, ambiental, alimentacid, domestic, medicina, militar, seguretat,
esports i textils. En la figura 20 es mostra un esquema de les aplicacions més destacades.
Per més informacié al respecte es recomana la consulta de les fonts d’informaci6 [15],
[59], [60] A continuacid, s’explica la contribuci6é de les nanoparticules en alguns dels

ambits mencionats.

Industria

7.1 Aplicacions en medicina alimentaria i

agricultura
Les aplicacions de nanomaterials es il Energia i
poden trobar respecte a tots els seus electronica
sectors principals: prevencid, diagnosi i Aplicacions de
tractament. Quant a la prevencid, vacunes nanomaterials
elaborades amb nanovesicules lipidiques Doméstiques i
han estat desenvolupades (per veure en cosmétiques

més detall, llegiu I'apartat 8.4). En la

Medi ambient

diagnosi meédica nanotubs o nanofils

s’empren per millorar la sensibilitat
Figura 20. Aplicacions més destacades dels
nanomaterials,

Inspirada en:
https:/doi.org/10.1007/978-3-030-62761-4_1

d’aparells de deteccid. Aixi mateix, en la
imatge medica o en l'observacié de
processos biologics, s’utilitzen
nanoparticules metal-liques i semiconductores (com els punts quantics) gracies a les

seves propietats optiques especials. [20, p. 29]

Respecte al tractament, les nanoparticules destaquen sobretot en la industria
farmaceutica i com a components de materials biologics. Més concretament, pel que fa
als medicaments i la industria farmaceutica, les nanoparticules s’han aplicat per:
reutilitzar d’alguns farmacs, la millora i modificaci6 de medicaments existents i
I'administracié6 de farmacs. [61, p. 1] Quant a I'dltima aplicaci6, destaquen sobretot

nanoparticules metal-liques com les nanoparticules d’or (les quals també es poden
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utilitzar per tractament de cancer) i les nanoparticules organiques com les lipidiques.
[62, p. 17] Tanmateix, nanotubs, nanofibres i nanocompostos poden fer-se servir en

I'enginyeria de teixits en la fabricacié d’implants o regeneracié de teixits biologics.

D’altra banda, els nanomaterials també tenen un impacte en dispositius medics (com
audiofons o marcapassos), en eines mediques com per exemple el recobriment de

bisturis i roba medica (per exemple, emprant nanoparticules de plata). [20, p. 30]

7.2 Aplicacions en alimentacio

En el sector alimentari els nanomaterials es fan servir per al processament, preservacio i
envasament del menjar. En el processament alimentari nanomaterial poden emprar-se
per administrar ingredients com sabors, vitamines, minerals, enzims, lipids, nutrients...
Per la qual cosa poden accelerar el procés i millorar fins i tot la qualitat nutricional dels
aliments. Els tipus de nanomaterial que destaquen per aquests usos son els liposomes,

nanocol-loides i dendrimers, entre altres.

D’altra banda, el poder antimicrobia de moltes nanoparticules sén la ra6 de la seva
idoneitat per a la preservacié i envasament de productes. Per exemple, nanomaterials
com nanoparticules ceramiques o nanotubs de carboni es fan servir per millorar els
materials d’envasament actuals. A més a més, poden utilitzar-se com a sensors

biodegradables o comestibles de substancies quimiques nocives. [20, p. 27,28]

7.3 Aplicacions energetiques

En el sector energetic els nanomaterials resulten utils en 'emmagatzematge, generacio i
distribucié d’energia i en I'"is d’energies renovables. Per un costat, s’estudia la
possibilitat d’'incorporar a bateries recarregables nanomaterials de carboni, silici o
nanoparticules metal-liques o d’oxid metal-lic o de fabricar cables amb nanomaterials

amb millor conductivitat eléctrica. [20, p. 19,20]

Per un altre costat, les nanoparticules poden representar una millora en les energies
renovables gracies a les seves propietats optiques, gran area superficial, propietats

catalitiques... Com a resultat, aquestes s’emprenen per generar energia mitjancant la
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descomposicio de l'aigua, cel-lules fotovoltaiques o nanogeneradors que fan servir la

piezoelectricitat (electricitat produida per pressid). [35, p. 16,17]

7.4 Aplicacions ambientals

Les aplicacions dels nanomaterials en el medi ambient es poden dividir principalment en
tres: prevenir contaminacié amb la produccié de materials sostenibles o participacié en
processos no contaminants, reparacié de materials o superficies contaminades i

fabricaci6 de sensors per usos ambientals. [63, p. 18]

Respecte a la descontaminacié de materials o ambients, aquesta es realitza amb dos
processos diferents: per adsorcid, aixo és, adhesié d’atoms o molecules a la superficie
d’'un material o per degradacié amb reaccions quimiques. Alguns exemples son algunes
nanoparticules metal-liques i d’oxids metal-lics (com dioxid de titani) capaces de

degradar contaminants o la filtraci6 de 'aigua utilitzant nanotubs de carboni.

Quant als sensors ambientals, es poden mencionar sensors basats en nanomaterials que
permeten mesurar la concentracié de dioxid de nitrogen (NO,) o monoxid de carboni
(CO) en l'aire o sensors bioquimics capacos de detectar contaminants en I'ambient. [20,

p. 26,27]

7.5 Aplicacions en el sector automobil

Globalment, els nanomaterials permeten millorar els nanomaterials convencionals
fent-los més forts, lleugers, nets, resistents i molt més. Es per aixo que s’utilitzen com a
recobriments, farciments, adhesius o lubricants. [63, p. 19] En la industria automobil els
nanocomposots ceramics s’han fet servir per recobrir i fer més lleugers cinturons i es
troben en parts externes i internes dels cotxes. Els nanotubs de carboni i nanoparticules
ceramiques s’han emprat per farcir una part de les rodes, aportant a aquestes més

durabilitat i resisténcia.
Altres exemples d’aplicacions de nanomaterials en aquest ambit soén els recobriments

nanometrics fets de plata pels vidres de les finestres, els quals protegeixen contra el gel i

la boira; pintura resistent a rascades; convertidors catalitics (components d’alguns
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motors que transforma els gasos nocius en altres) més economics, bateries, il-luminacié

LED... [20, p. 21-22], [64]

7.6 Aplicacions domestiques i cosmetiques

Com s’ha vist anteriorment, els nanomaterials presenten caracteristiques millorades
respecte a altres tipus de materials, la qual cosa permet emprar-los per millorar la
nostra qualitat de vida. Sense anar més lluny, en I'ambit domestic moltes nanoparticules
metal-liques es poden trobar en electrodomestics com purificadors d’aire, aire

condicionat, neveres i congeladors, rentadores, aspiradores...

Aixi mateix, les propietats antimicrobianes i de neteja d’alguns nanomaterials fan que
s’usin en productes de neteja per tota mena de superficies. També s’utilitzen per millorar
la qualitat d’estris de cuina, per proporcionar proteccio contra el foc per materials textils
i fusta i en els components dels dispositius electronics (televisions, cameres,

ordinadors...) que es puguin trobar en una llar. [20, p. 28]

Respecte a la cosmeética, les nanoparticules tenen una gran preséncia i importancia. Els
productes que contenen aquestes tenen una elevada penetraci6 topica (destaquen les
nanovesicules lipidiques), transparéncia, proteccié contra rajos ultraviolats, efectes
duradors i major qualitat en general. [20, p. 23] Un exemple so6n les nanoparticules
d’oxid de titani, presents en moltes cremes solars. Aquestes, a diferéncia de 1'0xid de

titani macroscopic, s6n transparents. [64]
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8. NANOVESICULES LIPIDIQUES

8.1 Definicio i caracteristiques

Les nanovesicules lipidiques es defineixen com estructures esferiques que formen un
compartiment tancat amb un diametre d’entre 1 i 200 nm. Estan formades per una o més
bicapes (doble capa) que contenen lipids en la seva composicié (vegeu annex 1 per

explicacio sobre els lipids).

Tenint en compte la seva utilitzaci6 en la nanomedicina (vegeu apartat 8.4), les
caracteristiques que determinen la funci6 i el tipus de nanovesicula sén: la mida, la
lamel-laritat (nombre de membranes), l'eficiéencia d’encapsulacié (percentatge
d’encapsulacié del medicament afegit), potencial Zeta, estabilitat col-loidal en el temps,

permeabilitat i penetracié de les nanovesicules... [65, p. 8-10]

8.2 Classificacié de vesicules i nanovesicules

8.2.1 Segons mida i lamel-laritat de vesicules

Les vesicules es classifiquen segons la seva mida i lamel-laritat en les segiients
categories:
e Nanovesicules unilamel-lars/Vesicules unilamel-lars petites: Tenen una sola
bicapa lipidica (unilamel-lars) i una mida inferior als 200 nm.
e Vesicules unilamel-lars grans: Tenen una sola bicapa lipidica i una mida entre
20011000 nm.
e Vesicules unilamel-lars gegants: Tenen una sola bicapa lipidica i una mida
superior als 1000 nm.
e Vesicules/nanovesicules multilamel-lars: Son vesicules o nanovesicules amb
dues o més bicapes concentriques.
e Vesicules multivesiculars: Son vesicules amb una o més vesicules més petites en
el seu interior.
La classificacié es pot veure representada a la figura 21. En general, les nanovesicules
unilamel-lars son les que es prefereixen obtenir per la seva mida reduida i la seva unica
membrana, la qual es pot funcionalitzar més facilment que les nanovesicules

multilamel-lars o les vesicules multivesiculars. [61, p. 2]
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Manovesicula Vesicula Vesicula Vesicula Vesicula
unilamel-lar | unilamel-lar | unilamel-lar multilamel-lar multivesicular
gran gegant
« 200 nm 200 - 1000 nim » 1000 nm

JoI@] 1<

Figura 21. Classificacio de nanovesicules lipidiques en funcié de mida i lamel-laritat.
Font: 10,1039 fobcs0040ba

8.2.2 Segons els components de membrana de les nanovesicules

En la figura 22 es poden veure les caracteristiques principals de les nanovesicules

segons la seva composicié quimica.

8.2.2.1 Liposomes

Els liposomes van ser el primer tipus de nanovesicules lipidiques desenvolupat (descrits
per primer cop I'any 1964) i, per aquesta rad, son els més emprats i coneguts avui en dia.
Tanmateix, a diferéncia de la resta de nanovesicules existents, s’han comercialitzat i es

troben al mercat com sistemes d’administracié de farmacs.

Els liposomes més basics estan formats per fosfolipids naturals o artificials, com ara
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina o fosfatidilglicerol. Un altre
component habitual és el colesterol, el qual augmenta la rigidesa de la bicapa lipidica i

|'estabilitat dels liposomes en si. Al seu interior hi ha un medi aqués.

Els seus avantatges com a sistemes d’administracié de farmacs sén poden transportar
medicaments hidrofilics i hidrofobics, la seva biodegradabilitat i biocompatibilitat, la
seva baixa toxicitat, es poden funcionalitzar... No obstant aixd, també presenten
desavantatges com reduida estabilitat quimica i col-loidal en el corrent sanguini (deguda
la naturalesa inestables dels fosfolipids), sovint tenen fuites dels farmacs transportats, el
seu alt cost o la baixa encapsulacié6 de medicaments hidrofilics. Aquests inconvenients
han motivat la recerca d’alternatives i, com a resultat, el desenvolupament de

nanovesicules lipidiques no liposomals.[61, p. 4], [66, p. 2]
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8.2.2.2 Niosomes

Els niosomes sén nanovesicules lipidiques que es formen mesclant surfactants no-ionics
(sobretot amb grups éter?®) i colesterol (aporta rigidesa a la membrana i redueix la
permeabilitat), i a vegades altres lipids, i hidratant la barreja. Lestabilitat dels
surfactants fa el seu emmagatzematge i purificaci6 més facils. La seva mida és
nanometrica o micrometrica i superior a la dels liposomes. A part, els niosomes poden

ser tant unilamel-lars com multilamel-lars.

Es consideren millors als liposomes perque tenen més estabilitat col-loidal, son més
flexibles, encapsulen farmacs amb gran varietat de solubilitat, poden ajudar a alliberar el
medicament lentament si és necessari... Tot i aixo, poden ser dificils d’esterilitzar. [66, p.

2], [67, p. 16]

8.2.2.3 Virosomes

Els virosomes son hibrids entre virus i liposomes, més concretament, sén liposomes amb
proteines viriques en la membrana. Tenen una gran varietat de mides i poden ser
unilamel-lars o multilamel-lars. S6n un gran candidat per administrar farmacs i s’ha
estudiat la possibilitat d’emprar-los com a vacunes perque sén capacos de generar
immunitat a llarg termini contra patogens. Alguns desavantatges dels virosomes sén la
seva poca estabilitat i la seva seguretat (perqué interaccionen amb el nostre sistema

immunitari). [67, p. 16]

8.2.2.4 Transfersomes
Els niosomes i els liposomes, tot i poder-se administrar per via intravenosa per exemple,
no son adequats per us topic pel trencament de les vesicules, la seva aglomeracio o les

seves fuites en passar a través de la pell.

Els transfersomes s6n un tipus de nanovesicules lipidiques que poden administrar-se
topicament i es caracteritzen per ser sistemes vesiculars complexos amb una gran

capacitat de deformar-se (sén elastics i flexibles). Estan fets sobretot de fosfolipids

26 Eter: Grup funcional quimic amb I’estructura -O- (sent O un oxigen).
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naturals o artificials (fosfatidilcolina o dipalmitoilfosfatidilcolina, entre altres) i d’'una
substancia que suavitza la bicapa, en aquest cas un surfactant biocompatible. Els
surfactants permeten als tranfersomes modificar temporalment la composicié de la seva

membrana per poder travessar els porus de la pell.

Tot i la seva capacitat de deformaci6 els transferomes aquests tenen un preu elevat, sén

inestables quimicament i cal considerar la seva puresa. [66, p. 2,4]

8.2.2.5 Ethosomes

Els ethosomes s6n un altre tipus de nanovesicules lipidiques desenvolupat per a poder
administrar-se topicament. De manera semblant als transfersomes estan fets de
fosfolipids naturals o sintétics i alcohols com I’etanol o I'alcohol isopropilic que actuen

com el compost suavitzant de membrana. [61, p. 6]

Per un costat, son facils de preparar, tenen una bicapa flexible i tenen una baixa toxicitat

i, per un altre, no sén economics i poden ser inestables i degradar-se. [68, p. 367]

8.2.2.6 Ufasomes

Els ufasomes van ser creats per a una millor administracié topica a través de la capa més
externa d’aquesta (stratum corneum). Estan compostos per acids grassos saturats o
instaurats (per exemple l'acid oleic o acid linoleic) i surfactants, tenen una mida
micrometrica o nanometrica, poden ser unilamel-lars o multilamel-lars i cal que es

trobin en pH d’entre 71 9.

Comparats amb els liposomes so6n més estables, tenen una major eficiencia
d’encapsulaci6 i son més barats de produir. D’altra banda, tenen toxicitat topica i una

baixa eficiéncia d’encapsulacié de medicaments hidrofilics. [61, p. 10], [61, p. 6]

8.2.2.7 Esfingosomes

Tal com indica el seu nom els esfingosomes sén nanovesicules lipidiques fetes
d’esfingolipids sintétics o naturals (fosfoglicoesfingolipids, dihidroesfingosina,
gangliosids...) i colesterol. Van ser dissenyats per millorar I'estabilitat dels liposomes i

els niosomes.
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Els esfingosomes poden mesurar micrometres o nanometres i ser unilamel-lars o
multilamel-lars. Els seus avantatges sén nombrosos: millor retencié de farmacs, es
poden administrar de moltes maneres (oralment, a través de la pell o musculs...),
toxicitat baixa, augmenten eficacia del medicament administrat... Quant als seus
desavantatges, els esfingosomes son cars i tenen una reduida eficacia d’encapsulacié.

[61, p. 10], [61, p. 6]

8.2.2.8 Quatsomes

Els quatsomes s6n nanovesicules lipidiques molt recents (presentades per primer cop
I'any 2013) fetes amb surfactants ionics, sobretot compostos d’amonis quaternaris
(CTAB o bromur d'hexadeciltrimetilamoni, CPC o clorur de cetilpiridini, MKC o clorur de

miristalconi...) i colesterol (o derivats d’esterols similars).

Fins al moment, la combinacié de quatsomes més estudiada ha estat la de CTAB i
colesterol. Mentre que el CTAB en
contacte amb l'aigua forma micel-les
d1 nm aproximadament, el
colesterol forma cristalls de més d’1

pum. Pero0 quan aquestes dues

substancies es barregen juntes amb

| M ! ..I' r-' e ; .-
Figura  23.  Synthen  de  colesterol | CTAB.  Font:
de.doiorg/10.1021/1a4003803

una proporcié 1:1 en un medi aquéds
s'agrupen formant wuna unitat
anomenada synthon, la qual es pot observar en la figura 22. Els synthons, al seu torn,

actuen com fosfolipids o altres tipus de lipids que formen una bicapa.

Es possible que I'asimetria dels synthons, la qual afecta la curvatura de les nanovesicules,
sigui en part responsable per l'elevada estabilitat dels quatsomes. Aquests sén
termodinamicament estables?’ i, consegiientment, poden mantenir-se estables en mida i
morfologia durant anys [70, p. 1] A més a més, presenten una gran homogeneitat de

mida (nanometrica), lamel-laritat (sén unilamel-lars), distribuci6 de mida i forma.

7 Estabilitat termodinamica: S’assoleix quan un sistema estd en el seu estat d’energia minima o
d’equilibri quimic amb l'entorn. [69]
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Aquesta ultima no es veu alterada per I'augment de temperatura o amb la diluci6 dels

quatsomes.

A banda de la seva estabilitat i homogeneitat els quatsomes presenten l'avantatge de

fabricar-se amb materials economics, encara que en alguns casos la seva toxicitat pugui

fer-los inviables com a sistema d’administracié de farmacs a dins el cos. Aixi mateix,

requereixen més estudis per entendre del tot el seu mecanisme d’'unié. [61, p. 7], [71]

Tipus de Composicio quimica Mida i lamellaritat Estabilitat
nanovesicula
lipidica
Liposomes Fosfolipids + ocolesterol - Microméirics i A curt termini
nanoméric (s mesos)
- Unilamellars i
multilamel-lars
Niosomes Surfactants no-ibnics + - Micromérics i A curt termini
colesterol nanomeTics (ms mesos)
- Unilarmel-lars i
muitilamel-lars
Virosomes Fosfolipids + proteines - Micométrics | A curt termini
viriques nanomETiCS (1ms mesos)
- Unilamel-lars i
multilamel-lars
Transfersomes Fosfolipids + surfactants - Micrométrics i A curt termini
nanométrics (ums mesos)
- Unilarmellars i
multilamel-lars
Ethosomes Fosfolipids + slcohals - Micromérics i A curt termini
nanomitrics (uns mesos)
= Unilamel-lars i
multilamel-lars
Ufasomes Acids grassos + surfactants | - Micrométrics i A curt termini
nanomitrics (s mesos)
- Unilame]-lars i
muitilamel-lars
Esfingosomes Esfingolipids + colesteral - Mirométries i A llarg termini
nanomBTics (molts mesos)
- Unilame]-lars i
multilamel-lars
Quatsomes Surfactants ibnics + - Nanométrics A llarg termini
colestero| = Unilame]-lars (uns any's)

Figura 22. Caracteristiques dels diferents tipus de nanovesicules lipidigues segons la seva
compaosicid quimica, Font: 10,1039 /cocs00409a
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8.3 Metodes de produccio

Les caracteristiques que defineixen les nanovesicules lipidiques (mida, morfologia,
lamel-laritat i eficiéncia d’encapsulaci6 de farmacs) i determinen els seus possibles usos,
depenen de dos factors: la seva composici6 i el seu meétode de sintesi. Freqiientment, els
metodes de produccié se solen dividir en meétodes convencionals i métodes nous o no

convencionals.

A continuacio6 s’exposen els avantatges, desavantatges i els exemples més representatius
de cada tipus. Cal dir, pero, que la gran majoria son técniques referidd’es a la produccid
de liposomes, a causa de la seva prevalenca fins al moment, encara que també es poden
utilitzar per fabricar nanovesicules lipidiques no liposomiques. [61, p. 7] Tanmateix, cal
dir que les nanovesicules lipidiques només poden sintetitzar-se amb metodes bottom-up,

ja que es formen per I'autoassemblatge dels seus components.

8.3.1 Metodes convencionals

Els metodes convencionals consisteixen en la formaci6 d’'una dispersié col-loidal de
nanovesicules lipidiques en un medi aquds (normalment s’aconsegueixen vesicules
unilamel-lars gegants, vesicules unilamel-lars grans i vesicules multilamel-lars) i el seu
posterior tractament diversos passos que aconsegueixen nanovesicules unilamel-lars
amb la morfologia i mida desitjada:

e Sonicacio: Tractament de la mostra amb ultrasons. [3]

e Extrusio: En aquest procés la dispersié de nanovesicules lipidiques és forcada a
passar per un filtre de membrana de porus reduits a alta pressio, la qual cosa
provoca la ruptura i reagrupament dels seus components. [72, p. 7]

e Homogeneitzacié a alta pressié: La mostra s’injecta a alta pressié en un
homogeneitzador, en el qual les nanovesicules es reordenen gracies a fenomens
de tallament, turbuléncia o formaci6 de cavitats (cavitacid). [73, p. 28]

Encara que els metodes convencionals siguin facils a dur a terme i relativament
economics, presenten molts desavantatges que deriven en la necessitat d’utilitzar nous
metodes de produccio: dificil ampliacié industrial pels lents processoss i les substancies
requerides, condicions (alta temperatura, pressio o forca mecanica) que poden malmetre

nanovesicules lipidiques amb biomolecules enllagades, dificil control de
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I'autoassemblatge de les nanovesicules (resulta en una alta polidispersitat) i els

dissolvents organics, toxics i, per tant, no ecologics emprats. [61, p. 7], [67, p. 20]

Alguns meétodes convencionals per la fabricacié de NVLs son:

e Evaporaciéo en fase inversa: Primer, els lipids es dissolen en un dissolvent
organic, el qual s’evapora a una baixa pressié i forma una capa fina de lipids. Es
torna a dissoldre en un dissolvent organic i se li afegeix una fase aquosa, la qual
cosa fara que es formin micel-les invertides. Finalment, es torna a evaporar el
dissolvent i es forma una dispersio de vesicules lipidiques en aigua. [61, p. 8]

e Hidratacié amb pel-licula fina: Es el métode original de sintesi de liposomes. Es
comenca dissolent els lipids en un dissolvent organic. Aquest és posteriorment
evaporat, la qual cosa forma una fina capa lipidica seca. Per acabar, la capa es
rehidrata amb una dissolucié amortidora?® aquosa i s’agita a una determinada
temperatura. El producte sén vesicules multilamel-lars que requereixen altres
passos per passar a nanovesicules unilamel-lars o vesicula unilamel-lars grans.
[74, p. 5]

e Eliminacio de detergent: Aquest metode es basa en la preparacié de micel-les
fetes amb detergents (surfactants) i la posterior eliminacié d’aquestes (amb
I'afegiment d'una fase liquida) per la formacié de vesicules lipidiques.
Normalment, es formen vesicules unilamel-lars grans o liposomes d’aquesta

manera. [61, p. 9], [75, p. 2]

8.3.2 Metodes no convencionals

Els metodes no convencionals no tenen moltes de les limitacions dels convencionals, ja
que s6n més sostenibles, no requereixen tants passos per a produir nanovesicules
unilamel-lars o vesicules unilamel-lars grans, generen mostres més uniformes... Pero,
d’altra banda, requereixen un equip especial que incrementa el seu cost. Poden
classificar-se en meétodes basats en fluids*® comprimits o altres métodes no

convencionals; els quals s’expliquen a continuacid.

28 Dissolucié amortidora: Dissolucié el pH de la qual es modifica poc amb I'addicié d’acids o bases.
29 Fluid: Estat de matéria que no pot resistir esforcos de cisallament i les seves particules tenen una forca
de cohesié reduida. Els liquids i gasos sén fluids. [3]
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8.3.2.1 Metodes basats en fluids comprimits

Els metodes basats en fluids comprimits, els quals també reben el nom de técniques de
gas dens, es caracteritzen per la utilitzacié de substancies en la regio6 al voltant del seu
punt critic. Han guanyat importancia en els darrers anys perque tenen un alt rendiment
pel que fa a crear mostres de nanovesicules lipidiques homogénies i d’alta qualitat,
presenten una facil i potencial industrialitzacié i son processos més ecologics que els

convencionals.

Un fluid comprimit és aquell fluid que
Presion
en condicions normals de (bar )

temperatura i pressié és un gas, perdo

que en  augmentar  aquestes
magnituds fins a acostar-se o superar

100
els valors critics passa a ser un liquid 73&-

o fluid supercritic respectivament. Al

seu torn, un fluid supercritic destaca 10

'M::nr

per posseir propietats intermedies

entre liquids i gasos i trobar-se, per

-80 -40 0 a1 40 80

tant, en un estat hibrid i unificat
Temperatura (*C)
d’aquestes dues fases. Per exemple, la Figura 24. Diagrama de fases del dioxid de carboni.
Font: https:/ /Ogrades.com / punto-triple-las-propiedades-termicas-del-co 2

seva  viscositat®® i  difusivitat

s’assembla més a la d'un gas, mentre que el seu poder de solvataci6®! i densitat s’acosta a
la d’un liquid. A la figura 24 es veu el diagrama de fases del dioxid de carboni pur en el
qual es pot veure el seu punt critic. [67, p. 21] Els fluids supercritics sén el tipus de fluid

comprimit més utilitzat.

El poder dissolvent d’'un fluid comprimit depen de la seva densitat, la qual es modifica
amb canvis de temperatura i pressi6. Aixi mateix, una variacié de pressi6 o una
pertorbacié6 mecanica es propaga de manera homogenia i rapida a través un material.

Per aquesta ra6, els metodes de fluids comprimits, els quals utilitzen aquest tipus de

30 Viscositat: Resisténcia d’'un fluid a moure’s a conseqiiéncia dels xocs entre les seves particules i les
forces intermoleculars. [3]

31 Solvatacié: Es la interaccié mitjancant forces intermolecular débils (i6-dipol, dipol-dipol, Van der
Waals) d'un dissolvent polar amb els ions o molecules del solut. [3]
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variacié per a induir la formacié de nanovesicules lipidiques, son més efectius que els
convencionals, els quals fan servir variacions de composicié o temperatura que donen

mostres menys uniformes.[61, p. 9], [67, p. 22]

El fluid comprimit més usat és el dioxid de carboni (CO,) supercritic, el qual és economic,
no toxic, no inflamable, no corrosiu, no contaminant, facilment recuperable un cop
utilitzat i té valors critics accessibles (31,12C per la temperatura i 73,8 bar de pressio).
Aixi mateix, permet produir nanovesicules lipidiques amb un sol pas i en condicions

esterils, cosa que els metodes convencionals no aconsegueixen. [75, p. 5]

8.3.2.1.1 Els primers metodes de fluids comprimits
Els metodes més antics per a la fabricacié de liposomes amb tecnologies de fluids

comprimits inclouen:

e Metodes d’injeccié de fluid supercritic i métode de descompressio: Van ser
descrits per primer cop el 1994. El meétode d'injeccié de fluid supercritic
consisteix a injectar amb una valvula d’injeccié una mescla de lipids, cosolvent
(substancia afegida a la mescla de dues o més d’altres que s6n immiscibles®® per
possibilitar la seva mescla [76]) organic i fluids comprimits en una dissolucid
aquosa. D’altra banda, el metode de descompressid és igual que I'anterior, pero
incloent la dissoluci6 aquosa dins la valvula, amb la qual es descomprimeix la
mescla, pero sense injectar-se en res. La velocitat de despressuritzacio i la mida

de la valvula sén factors que permeten controlar la mida dels liposomes produits.

El meétode d’injeccid, al contrari que el de descompressio, no aplica forces de tall a
les mostres i, per tant, és millor per treballar amb molécules labils. Respecte a
'estabilitat col-loidal, una propietat important a tenir en compte, els liposomes
produits amb aquestes tecniques so6n estables fins a sis mesos (inadequat per la
industria farmacéutica®®). A més a més, els dos métodes permeten I'encapsulacié
de medicaments hidrofobics i hidrofilics. [61, p. 10], [75, p. 5]

e Metode liposomic de fluid supercritic: En aquest metode, desenvolupat I'any

1994 i similar al metode d’injeccié es dissolen colesterol i fosfolipids en CO,

32 Immiscible: Adjectiu que vol dir: incapa¢ de mesclar-se o barrejar-se. [4]
33 Els requisits perqué els liposomes siguin un sistema d’administracié de medicaments inclouen que
I'estabilitat col-loidal ha de ser superior a dotze mesos. [61, p. 10]
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supercritic a 602C i 250 bar amb 5-7% d’etanol com a cosolvent i es recirculen els
dos ultims components perque els lipids es dissolguin del tot. Seguidament,
aquesta dissoluci6 s’injecta dins un medi aquds (amb el component hidrofilic que
es vulgui encapsular si es busca fer un sistema d’administracié de farmacs). Amb
aquest procediment s’han aconseguit fer nanovesicules unilamel-lars petites
(20-50 nm) amb una petita fraccié6 de nanovesicules multilamel-lars i amb una
eficiéncia d’encapsulacié del 15% (representa un desavantatge perque és menor
que la que s’obté amb els metodes convencionals). [75, p. 6] Comparat amb el
metode d’injecci6 requereix menys cosolvent pero una pressioé major. [61, p. 10]

e Procés d’evaporaci6 en fase inversa supercritica: El segiient metode,
desenvolupat l'any 2001, és, tal com indica el seu nom, similar al metode
convencional d’evaporacié en fase inversa. Consisteix en combinar els lipids,
cosolvent organic i fluid comprimit en un compartiment a una temperatura
determinada i afegir-hi lentament una soluci6 aquosa. Després, es redueix la
pressié alliberant fluid comprimit i, com a resultat, es formen els liposomes en el
compartiment. A més a més, la técnica s’assembla al metode de descompressio
(pero en aquest cas la despressuritzaci6 es fa alliberant gas i no amb una valvula)
i es pot comparar al metode liposomic de fluid cupercritic (requereix menys CO,
que aquest, pero és més complex). Vesicules unilamelars grans (200-1000 nm)

s’han pogut produit amb aquest procés. [61, p. 11], [75, p. 6]

8.3.2.1.2 Un exemple concret: metodologia DELOS-SUSP
Molts altres metodes de fluids comprimits han estat desenvolupats al llarg dels anys,

sobretot millorant aquells explicats en I'apartat anterior. Alguns exemples sén el procés
d’evaporacié en fase inversa supercritica millorat, métode de nanosoma de fosfolipids de
superfluids, procés de precipitat supercritic antisolvent, procés de preciipitat i expansié

rapida de dissolucions supercritiques...

Un metode, perd, que destaca per ser el primer desenvolupat i utilitzat per crear
nanovesicules lipidiques no liposomiques, és el metode DELOS-SUSP. El seu nom és un
acronim que prové de la seva descripci6 en angles, la qual traduida significa:
«Despressuritzacié d'una dissolucid-suspensié organica que s’ha expandit». La seva

primera mencié és troba en l'article de Cano-Sarabia et al. I'any 2008 [77]. Aquesta
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tecnica pero, esta basada en una altra patentada pel grup de recerca Nanomol de
I'Institut de Ciéncia de Materials de Barcelona I'any 2000 (és el metode DELOS, és a dir,

la despressuritzacié d’una soluci6 organica que s’ha expandit).

De manera resumida, el métode DELOS-SUSP consisteix a mesclar els components de la
membrana de les nanovesicules que es busquen i les substancies bioactives®*
hidrofobiques en un dissolvent organic (per exemple, I'etanol) i abocar-ho dins un
recipient metal-lic d’alta pressi6. A continuacié cal assegurar-se que el recipient que es
trobi en les condicions de treball (352C i 100 bar) després de pressuritzar-lo afegint-hi
CO, supercritic. Les nanovesicules lipidiques es formen quan es despressuritza aquesta
dissolucié en una dissolucié aquosa que pot contenir més substancies bioactives o
surfactant solubles en aigua emprant nitrogen (N,) com a “émbol” i per mantenir la
pressio constant. Una representacié d’aquest procés es pot veure a la figura 25.
. Addicié . Expansié .Dl:spn:sesuritzav:iﬁ

S L T g 5 La técnica DELOS-SUSP requereix
e | @ ' G ®
o .

BIEAnea

condicions més assolibles que en

rl 1 1 " n | altres métodes de fluids comprimits

i permet obtenir nanovesicules
.?. ) : unilamelars amb una  gran
homogeneitat de mida, morfologica i

- b 1

lamel-laritat. Cal destacar també que

Fase agquosa
=X la despressuritzacié s'aconsegueix
# Lipids de membrana f ——— —— N . N
Fa Surfactants de Nanavesicules - .. - amb una Valvula 1 no una Valvula
i Bloacti RRNFaRics lipidigues @6 s g . .
¢ Biosctius bidrofllics 299 d’injeccié (per la qual cosa és més
Figura 25. Representacid del métode DELOS-SUSTE. facil) i que el CO;, és la substancia
Fomtr httpe:y fdoi.org, 10,1021 /nl401 7072

que actua com a cosolvent en aquest
cas i, mitjancant la seva evaporacié durant la despressuritzacio, redueix la temperatura
de manera molt homogenia, cosa que podria explicar 'homogeneitat abans comentada.

[61, p. 11], [78, p. 3]

3Substancia bioactiva: Substancia que té un efecte biologic, en aquest cas podrien ser els medicaments a
encapsular.
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8.3.2.2 Altres métodes no convencionals

La microfluidica és una ciencia i un conjunt de tecnologies que permeten un precis
control i manipulaci6 de fluids i interficies (superficie compartida per dos sistemes [4])
de fluids en I'escala micrometrica (1-1000 um). En els xips microfluidics, els corrents de
fluid es poden fusionar i formar una interficie definida amb un flux laminar®, la qual
cosa fa possible fer mescles rapides i ajustables i proporciona plataformes experimentals

d’alt rendiment.

Aixi doncs, és una tecnologia que pot servir per aplicacions en la sintesi quimica, analisi
biologica o sintetitzar nanoparticules amb una elevada homogeneitat de mida. També es
pot emprar per fabricar liposomes amb una mida nanometrica, o fins i tot micrometrica,
controlant-ne I'autoassemblatge amb variacions en la velocitat dels corrents de fluids i la

composicio i concentracio de lipids.

Un metode concret basat en aquesta ciencia és la técnica centrada en microfluidica
hidrodinamica®, la qual consisteix a injectar un flux d’aigua en un canal d'uns 500 um de
diametre i un altre flux de la dissolucié de lipids en un dissolvent organic de manera
perpendicular al primer, mesclant-los. La fase organica es dilueix i els lipids formen
nanovesicules lipidiques. Aquest tipus de metode presenta l'inconvenient de ser de

dificil industrialitzacié. [61, p. 14], [79, p. 4-5]

D’altra banda, en els darrers anys s’han proposat i desenvolupat meétodes que usen
nanomotlles basats en acid desoxiribonucleic (ADN) per crear dispersions gairebé del
tot monodisperses i amb mida controlada de nanovesicules. [61, p. 14] Un exemple
d’aquesta metodologia és 'exposat en I'article de Yang et al,, en el qual fan us “d’origami”
d’ADN per plegar ADN amb una sola cadena amb l'ajuda de cadenes curtes d’ADN (fan
una funcidé de “grapes”) i I'hi addicionen moléecules lipidiques a la superficie interior. A
continuacié afegeixen una solucié amb més lipids i surfactants perque s’hi formin les

nanovesicules. Finalment, la mostra es dialitza (separa per velocitat de difusi6 a través

35 Flux laminar: Flux en el qual les particules es mouen ordenadament i amb una trajectoria recta, plana i
paral-lela respecte a I'eix del flux. [3]
3¢ Hidrodinamica: Part de dinamica que estudia els moviments de liquids. [4]
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d’'una membrana [4]) i se sotmet a centrifugacié per obtenir el producte final, en aquest
cas nanovesicules unilamel-lars i homogénies de 29, 46, 60 i 94 nm compostes de

diferents lipids. [80, p. 1-2]

Un ultim procediment no convencional per la produccié de nanovesicules lipidiques és el
metode de liofilitzaci6, aixo és, congelar rapidament la mostra a temperatures baixes i
deshidratar-la al buit. [4] La técnica es basa a dissoldre les substancies hidrofiliques
(farmacs) en aigua i les hidrofobiques (lipids i farmacs) en un dissolvent organic i formar
una emulsié. Seguidament, aquesta es liofilitza i la pols seca aconseguida es mescla amb

aigua; d’aquesta manera es formen les nanovesicules lipidiques.

8.4 Aplicacions en la nanomedicina

Quan es parla de nanovesicules lipidiques és inevitable referir-se a les seves aplicacions
en el camp de la nanomedicina. Al seu torn, la Fundacié Europea de la Ciencia defineix
nanomedicina com: «la ciencia i la tecnologia de diagnosticar, tractar i prevenir malalties
i lesions traumatiques, d'alleujar el dolor i de preservar i millorar la salut humana,

utilitzant eines moleculars i coneixements moleculars del cos huma».[81, p. 11]

Les nanovesicules lipidiques destaquen en la nanomedicina per la seva utilitzacié com a
sistemes d’administraci6 de medicaments deguda la seva alta biocompatibilitat,
biodegradabilitat, possibilitat de funcionalitzacié i la seva mida. En general, les
nanovesicules permeten administrar farmacs al lloc especific on ha de fer efecte,
disminuint aixi les peérdues, millorant l'efectivitat i reduint els efectes secundaris

d’aquests.

Quant a la seva mida, destaquen les nanovesicules al voltant dels 100 nm perque s6n
prou grans per evitar la seva eliminacio6 rapida a través dels ronyons i prou petites per
minimitzar la seva absorcid pels globuls blancs del nostre sistema immunitari. D’aquesta
manera, tenen un temps de circulacié6 major en el nostre cos i una major probabilitat
d’arribar al lloc que cal. D’altra banda, respecte a la lamel-laritat, es prefereixen les
nanovesicules unilamel-lars perqué permeten una millor funcionalitzacié de Ila
membrana i, com a resultat, un alliberament més homogeni dels medicaments. [61, p.

1-3]
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Diversos farmacs encapsulats en nanovesicules, en la seva gran majoria liposomes, han
arribat al mercat o es troben en fase de proves cliniques. Un exemple és la primera
nanomedicina comercialitzada, amb el nom de Doxil/Caelyx, la qual conté el
medicament doxorubicin antitumoral que s’empra per tractar el cancer de mama i
cancer d’ovari, disminuint la mida del tumor, endarrerint el seu creixement i augmentant
la supervivencia de les persones afectades. Aquest farmac es troba encapsulat en
liposomes i esta disponible des de I'any 1995. [61, p. 15], [82] Un altre farmac liposomal
utilitzat pel tractament de cancer pulmonar, de mama, renal, leucemia, entre altres, és el

Lipoplatin, el qual sén liposomes que contenen el medicament Cisplatin. [83]

A part dels liposomes, també s’ha pogut comercialitzar vacunes fetes amb virosomes. Un
exemple és una vacuna per I'Hepatitis A (afeccio virica que pot causar febre, nausees,
coloracié groguenca d’ulls i pell i, en casos extrems, la mort) amb el nom comercial
d’Epaxal i feta amb els virus debilitats d’aquesta. Una sola dosi proporciona una

protecci6 contra el virus del 88-97% al cap de dues setmanes. [84, p. 1]

Altrament, molts sistemes d’administraci6 de farmacs basats en nanovesicules lipidiques
s’estan desenvolupant, com és el cas dels fets amb niosomes. Aquests mostren un gran
potencial per fer-se servir per administrar medicaments contra la sindrome de la
immunodeficiéncia adquirida (SIDA), malalties pulmonars, inflamacid, infeccions
bacterianes... [85] En concret, es pot mencionar un estudi en el qual es mostra que un
gel d’us topic elaborat amb niosomes és prometedor. Els niosomes contenen Aceclofenac,
un farmac antiinflamatori emprat per tractar l'artritis. [86, p. 1]

Finalment, cal mencionar els quatsomes i les seves aplicacions en la nanomedicina, tant
com a sistema d’administracié de farmacs o molécules biologiques com a metode per
observar processos biologics en temps real de manera no invasiva. Un exemple del
primer cas és un estudi en el qual s’han elaborat quatsomes per administrar microARN?’
per tractar diverses afeccions com és el neuroblastoma (cancer que afecta un tipus de

teixit nervids). Quant a la utilitzacié de quatsomes per observar processos biologics, cal

7 MicroARN: Es ARN (acid ribonucleic) de mida micrométrica. Sén eines terapéutiques prometedores
perqueé regulen multiples gens, entre altres. [87, p. 1]
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destacar un article en el qual desenvolupen quatsomes fluorescents que contenen

colorants lipofilics com el Dil, el Dir i el DiD . [88, p. 1]

Per més informacio6 sobre les nombroses aplicacions de les nanovesicules com a sistemes
d’administraci6 de medicaments es recomana la lectura dels articles [61], [65], [66],

[85], [89].

8.5 Perspectives futures

Les nanovesicules lipidiques han demostrat tenir un potencial molt gran per aplicacions
en la nanomedicina, sobretot com a sistemes d’administracié de farmacs. Tot i que
alguns ja han arribat al mercat molts altres estan en desenvolupament, per la qual cosa,
en un futur no molt llunya és probable que aquestes nanovesicules s'imposin en la

industria farmaceutica.

De moment, pero, I'estudi de nanovesicules lipidiques és molt limitat (excepte en els
liposomes) i es requereix més investigaci6 per entendre les caracteristiques i
possibilitats que ofereix cada tipus de nanovesicules. Aixi mateix, la funcionalitzaci6 de
nanovesicules amplia el seu rang d’aplicacions i presenta innumerables opcions, la qual

cosa permetra alliberar tota mena de medicaments de manera molt més precisa.

Per acabar, cal dir que la majoria de nanovesicules lipidiques comercialitzades es
fabriquen amb meétodes convencionals, els quals presenten molts desavantatges (vegeu
apartat 5.3.1) i, per tant, és probable que lentament es faci una transicio6 cap als metodes

no convencionals.
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9. PART EXPERIMENTAL

Els quatsomes s6n un tipus de nanovesicules lipidiques desenvolupades recentment de
les quals es coneix la seva extraordinaria estabilitat termodinamica (vegeu apartat
8.2.2.8). Tot i aixo0, les seves aplicacions i limitacions encara s’estan explorant. Per
aquesta ra0, a part d’alguns articles que estudien els quatsomes i que han afirmat la seva
estabilitat en diferents temperatures i després de diluir-los, hi ha escasses dades

respecte als factors que influencien la seva estabilitat i caracteristiques com la seva mida.

9.1 Fonament teoric del Zetasizer Nano ZS

El Zetasizer Nano ZS és 'aparell que s’ha emprat per analitzar la mida i distribucié de
mida de les mostres obtingudes. Pero de quina manera ho fa? Tot i que utilitza la técnica
de dispersié dinamica de la llum (vegeu apartat 6.3) es necessita més informacio i
fonament teoric per entendre els grafics i resultats que s’aconsegueixen utilitzant aquest

tipus de maquina.

Primerament, cal recordar que en la tecnica de dispersio
dinamica de la llum s’irradia la mostra amb un laser i es
mesura la variaci6 de la intensitat de dispersi6 de les
nanoparticules respecte al temps. Tal com es veu en la imatge
1, quan es duu a terme aquesta técnica apareix en una pantalla

un patr6 de taques constantment canviant (pel moviment

brownia de les nanoparticules) corresponent a les variacions Imatge 1. Patrd de
tagques obtingut amb
dispersid dinamica de la
corresponen a dispersions que es cancel-len entre siiles clares ~ llum. Font:  Zetasizer

Mano User  Manual
a les dispersions iguals que es “sumen”, tal com es veu en la  [Man0485-1.1)

d’intensitat de dispersi6. Més concretament, les parts fosques

imatge 2.

En el Zetasizer Nano ZS es col-loca un detector a un angle de 1732 del laser incident, per
a mesurar les fluctuacions d’intensitats de les dispersions amb aquest angle, amb la qual
cosa és suficient per obtenir la funcié de correlacié6 amb calculs matematics a partir del

patr6 de taques. Langle del detector fa que la dispersi6 mesurada sigui una
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retrodispersid, en la qual la direccié del laser coincideix amb la de la dispersi6 de les

nanoparticules.

F.1 .
. Quant a la funci6 de correlacié, aquesta s’obté
amb un component de I'aparell anomenat digital
. correlator, el qual mesura la semblanca entre dos
B

senyals d’intensitat d’'una part del patré de

Famala - taques en un periode de temps. Si es compara el
senyal d’intensitat en un temps determinat amb
els posteriors la seva semblanc¢a disminuira fins a
Pantalla

arribar a 0, la qual cosa ocorre en uns
Imatge 2. Dispersions gque es cancellen [A) i

dispersions que se sumen (B). Font: microsegons.
o f frnr JR T — feall . - y

A partir d’aquesta funci6 de correlacié i emprant
la relaci6 entre mida i velocitat del moviment de les particules (equaci6 de
Stokes-Einstein) el programa informatic del Zetasizer és capa¢ de donar un
correlograma, el qual mostra la variacié de la correlaci6 amb el temps, i una distribucié
de mides de la mostra segons la variaci6 de la intensitat relativa.

Tota la informacié del fonament teoric de I'aparell s’ha extret del Zetasizer User Nano

Manual (Mano485-1.1).[90, p. 215-219]

9.2 Experiment 1

9.2.1 Objectius d’experiment 1

Aquest experiment té dues parts amb un objectiu per cadascuna. L'objectiu de la primera
part és estudiar I'efecte que té en la mida d’uns quatsomes (elaborats amb colesterol i
CTAB) la variacié de temperatura. El segon objectiu és estudiar I’efecte que té en la mida
dels mateixos quatsomes l'agitaci6 a diferents velocitats amb un vortex estant els

quatsomes a diferents temperatures.
Més concretament, per fer I'estudi de I'efecte de I'agitaci6 o variaci6 de temperatura en la

mida dels quatsomes es compararan els valors de I'index de la Z-mitjana entre les dades

de les condicions inicials i finals, s’observaran fluctuacions en la distribucié de mides de
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les mostres i s’identificaran precipitats o agregats i canvis en aquests. Els metodes

d’estudi i analisi de les dades es detallen en I'apartat 9.2.5.

9.2.2 Disseny de I'experiment 1

Per obtenir les dades necessaries per complir els objectius es va realitzar un disseny
experimental amb el qual, primer de tot, es van definir les segiients variables:

e Variable independent: La mida (i els parametres que la defineixen) dels
quatsomes de la mostra.

e Variables dependents: D’'una banda, la temperatura a la qual es troba la mostra
i, d'una altra, la velocitat d’agitaci6 del vortex.

e Variables de control: Composicié i elaboraci6 de la mostra de quatsomes
emprada, temps d’agitaci6 amb el vortex (en la segona part de I'experiment),
condicions de pressié atmosferiques i procediment i técnica de mesura de la
mida.

Seguidament, es van definir les temperatures de les diferents mostres tant per la
primera com segona part de I'experiment., les quals son 4 °C + 1 °C, temperatura de
I'ambient (22°C £ 1°C) i 40 °C £ 1 °C. Tanmateix, per la segona part es va decidir el
temps d’agitacié amb el vortex, 1 minut, i les velocitats d’agitaci6, les quals son la
minima (200 rpm) i maxima (2500 rpm) de l'aparell. Finalment, es va decidir la
realitzaci6 d’una repetici6 completa de la segona part de I'experiment per a minimitzar

els errors.

9.2.3 Materials
e Micropipetad'l ml (1000 pl) i micropipeta de 10 ml
e Puntes per les micropipetes
e Etiquetes adhesives i boligraf
e Mostra de quatsomes elaborada anteriorment (vegeu protocol d’elaboraci6 de la
mostra de quatsomes en annex 2)
e 3vials de vidre de 6 ml amb tap.
o Vortex
e Zetasizer Nano ZS + ordinador amb Zetasizer software + cubetes del Zetasizer

e (Guants, bata de laboratori i ulleres de proteccié*
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e Pistola d’aire comprimit
e Bany térmicinevera
e 12 tubs Eppendorfd’1,5 ml

e C(Cronometre

* Les ulleres son necessaries en el laboratori que he estat perque es treballa amb pressions elevades (no

en aquest experiment).

9.2.4 Procediment

1. Preparar material necessari

2. Netejar els vials amb la pistola d’aire comprimit i etiquetar-los amb les etiquetes i un
boligraf. 1

3. Amb l'ajuda d'una micropipeta de 10 ml s’aboquen 5 ml de la mostra inicial de
quatsomes en tres vials de vidre i es deixa un dins una nevera a uns 4 °C, un altre a
temperatura ambient (uns 22 °C) i un altre en el bany termostatic configurat perque
mantingui una temperatura d’uns 40 °C.

4. Passades unes hores es fan les mesures de la mida de cada vial amb el Zetasizer Nano
ZS (vegeu annex 3 per explicacié més detallada de la realitzacié d’'una mesura amb el
Zetasizer Nano Z5).

5. Emprant una micropipeta d’1 ml s’aboca 1 ml d’'una mostra en un tub Eppendorf i es
tanca aquest.

6. S’agita el tub a 200 rpm (velocitat minima) en un vortex durant 1 minut.

7. Seguidament, s’aboca el contingut del tub en una cubeta del Zetasizer Nano ZS i fer
una mesura de la mida de la mostra amb I'aparell. Per assegurar-se que no quedin gotes
de mostra dins el tub es pot utilitzar la micropipeta d’1 ml.

8. Repetir passos 4,5 i 6 per la mateixa mostra pero canviant la velocitat d’agitaci6 del
vortex a 2500 rpm (la maxima de I'aparell).

9. Repetir els passos 4,5,6 i 7 dos cops per cada mostra de quatsomes a una temperatura
diferent. D’aquesta manera es realitza la repetici6 de I'experiment.

Per acabar, a continuacié es mostren algunes imatges del procediment experimental:
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Imatge 3. Jo netejant un vial amb la
pistola d'aire comprimit Imatge 4. Vials de vidre etiquetats.

Imatge 5. Vials de vidre Imatge 6. Jo realitzant el pas 3 del Imatge 7. Agitacio amb
etiguetats. procediment experimental. vortex d'una mostra,

9.2.5 Metodes d’analisi de resultats d’experiment 1

En primer lloc, és important destacar que les dades obtingudes es poden classificar en
dos tipus: dades de I'analisi de Cumulants i les dades de I'analisi de distribucié de mides
(vegeu imatge 8). D’'una banda, en l'analisi de Cumulants es troba l'index de
polidispersitat o PDI (vegeu apartat 6.3) i la Z-mitjana, la qual és la mitjana del diametre
(i, per tant, mida) de les nanoparticules de la mostra tenint en compte la intensitat de la

dispersi6 de llum relativa, sent relativa perque si se sumen totes el resultat sera 100%.

Per aquest experiment s’ha decidit només estudiar les variacions dels valors de
Z-mitjana, ja que el PDI és una mesura de la distribucié de mides, la qual es pot veure
millor en l'analisi de distribucié de mides. Aixi mateix, cal mencionar que el valor de la
Z-mitjana també depén de la distribucié, encara que no es pot veure a simple vista, i en

especial de la presencia d’agregats o particules més grans. Per analitzar les dades de la
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Z-mitjana s’han realitzat grafics que comparen els seus valors entre les mesures inicials i
les mesures finals respecte a les variables estudiades en cada part. El grafic mostra en

'eix d’abscisses la temperatura en °C i en I'eix d’ordenades la Z-mitjana en nanometres.

D’altra banda, les dades de l'analisi de distribucié6 de mides es donen en forma d'un
grafic que mostra la distribucié de mides de la mostra (l'eix d’abscisses és la mida en
nanometres) en enfront de la intensitat relativa de dispersié de les nanoparticules (I'eix
d’ordenades és el percentatge relatiu d’intensitat). Aquests grafics possibiliten veure
I’homogeneitat de la mostra en detall i identificar diferents poblacions amb mides
diferents observant la quantitat de pics o “muntanyes” que apareixen. Les diferents
poblacions, al seu torn, indiquen la possible preséncia d’agregats o precipitats i els
canvis de les caracteristiques poblacions mostren variacions d’aquests possibles

agregats o precipitats.

Per I'elaboracié dels grafics dels dos tipus d’analisi s’han utilitzat les mitjanes de les

dades de les tres mesures

Sizw |d.remj % It Rty &t Dow dnmj

que elabora el Zetasizer

I hegwr mge | re Paak 1 BG4 50,02

Nano ZS per cada mostra. Les

mitjanes s’han aconseguit p——

seleccionant les tres mesures
en el Zetasizer software ,
clicant el bot6 dret del ratoli
i seleccionant l'opcié que E ]

crea una mitjana dels o ; T, T

resultats. En la segona part

g

de l'experiment 1 també
Imatge 8. Analisi de Cumulants (quadre rosa) i analisi de distribucid de mides

s’han fet les mitjanes de les (quadre blau fosc).

primeres dades i de les

dades de la repeticié de I'experiment.

Tanmateix, per generar un grafic de la distribucié de mides d’'una o més mostres només

cal seleccionar les mostres desitjades i clicar a una pestanya que diu Intensity PSD en el
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Zetsizer software. També cal assenyalar que a part del grafic també es genera una taula

que indica les caracteristiques de cada poblacio.

Aixi doncs, per analitzar les dades obtingudes s’ha fet una analisi quantitativa dels valors
de Z-mitjana i de les distribucions de mida centrada en la identificacié de precipitats o

agregats i en la valoracié de I'homogeneitat de les mostres.

9.2.6 Resultats i discussio dels resultats de I'experiment 1

9.2.6.1 Part 1: Variacié de temperatura
Analisi de la distribucio de mides

Grafic 1: Distribuci6 de mides a diferents temperatures

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)
—— Record 49: QT_22_NOVOR_28/7/22 1_average Record 55: QT_40_noVOR_28/7/22_average
—— Record 59: QT_4 NOVOR_29/7/22_average
NOVOR 40 |size (d.nm): % Intensity: | NOWOR. 22 |Size (d.nm): % Intensity: . NOVOR. 4 | Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 69,22 96,7 Peak 1: 75,46 96,7 Peak 1: 97 16 98,6
Peak 2: 35N 33 Peak 2: 4224 3.1 Peak 2: 4467 14
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 12,20 0.2 Peak 3: 0,000 0,0

En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes a diferents temperatures.
S’observa que la mostra a 4 °C presenta una forma diferenciada respecte a les altres, amb
un pic en un valor superior i una distribuci6 lleugerament menys homogenia perque els

pendents de la corba sén menors.
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Aixi mateix, cal notar que segons les taules associades al grafic en totes les mostres hi ha
més d’'una poblacid, la qual cosa indica la possible presencia d’'un agregat en la mostra
inicial. No obstant aix0, mentre que la intensitat de dispersié de la llum de la segona
poblacié és practicament igual a 40 °C i 22 °C, en la mostra a 4 °C la intensitat és
aproximadament la meitat de les altres, la qual cosa indica que el possible agregat és

diferent.

Analisi de la Z-mitjana

Grafic 2: Valors de Z-mitjana a diferents temperatures
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Aquest grafic mostra el valor de la Z-mitjana d’'una mostra de quatsomes a tres
temperatures diferents. Es veu clarament que el valor més gran correspon a la mostra
que es troba a 4 °C i el menor a la mostra a 40 °C. Tot i aix0o, mentre que la diferencia
entre els valors de la Z-mitjana de la mostra a 40 °Cia 22 °C és de 4,51 nm la diferencia
entre els valors de la mostra a 22 °C i 40 °C és de 10,99 nm. Aixi doncs, s’observa una
lleugera tendencia d’augment de la Z-mitjana amb la disminucié de la temperatura i,

sobretot, un creixement important del valor quan la mostra es troba a 4 °C.
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9.2.6.2 Part 2: Agitacio amb vortex
Analisi de la distribucioé de mides

Grafic 3: Distribucidé de mides abans i després d’agitacié a 22 °C

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Size (d.nm)
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Peak3: 0,000 00 Peak3: 12,20 02 Peak3:  0.000 0,0

En aquest grafic es pot veure la distribucié de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes a 22 °C abans de ser agitada
amb un vortex i després de I'agitacié a la velocitat minima (200 rpm) i maxima (2500
rpm) de 'aparell. En general no hi ha cap variacié notable de la distribucié de mides en
les tres condicions, ja que la forma de les distribucions és molt similar. Tot i aixo,
s’observa, segons les taules associades al grafic, que la mida en la qual es troba el pic
principal augmenta lleugerament amb la velocitat d’agitacio. A més a més, es pot veure
que la segona poblaci6 de la mostra agitada a més velocitat té un percentatge d’intensitat

menor a la resta.

69



Descobrint el moén de les nanovesicules, nanoparticules i nanomaterial

Grafic 4: Distribucio de mides abans i després d’agitacio a 4 °C

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d'una mostra de quatsomes a 4 °C abans de ser agitada amb
un vortex i després de I'agitacio a la velocitat minima (200 rpm) i maxima (2500 rpm) de
I'aparell. Primerament, s’observa que la fluctuacié de la distribucié de mides entre les
mostres en les diferents condicions és minima. En segon lloc, cal destacar que, segons les
taules associades al grafic, la mostra agitada a menor velocitat presenta tres poblacions
significatives i no dues com la resta. Finalment, també es pot dir que el percentatge
d’intensitat és major en les mostres que han estat agitades tot i que no és un augment

important (aproximadament és d’1 %).
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Grafic 5: Distribucio de mides abans i després d’agitacié a 40 °C

Size Distribution by Intensity
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En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes a 40 °C abans de ser agitada
amb un vortex i després de l'agitaci6 a la velocitat minima (200 rpm) i maxima (2500
rpm) de l'aparell. En aquest cas s’observa una variacié important de la distribucié de
mides en la mostra agitada a 2500 rpm, ja que els pendents de la corba s6n menors.
D’altra banda, segons les taules associades al grafic, en la mostra agitada a 200 rpm hi
ha tres poblacions i no dues i es veu com en les mostres agitades la segona poblacié té un

percentatge d’intensitat més de tres cops menor al de la mostra no agitada.
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Analisi de la Z-mitjana

Grafic 6: Valors de Z-mitjana abans i després d’agitacio amb vortex
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Aquest grafic mostra els valors de la Z-mitjana d'una mostra de quatsomes a 40 °C, 22 °C
i 4 °C abans de l'agitaci6 amb vortex, després de l'agitacié a la velocitat minima del
vortex (200 rpm) i després de I'agitacio a velocitat maxima del vortex (2500 rpm). Quant
a la mostra a 40 °C, es veu que la Z-mitjana augmenta amb la velocitat de I'agitacio
aplicada i la diferencia del valor inicial amb el de després de I'agitacié més velog és de
10,33 nm. En la mostra a 4 °C, contrariament a la de major temperatura, la Z-mitjana
disminueix amb l'agitacio, tot i que la variaci6 entre el valor inicial i final és de només
4,12 nm. D’altra banda, en la mostra a temperatura ambient no hi ha cap fluctuacié

notable del valor de la Z-mitjana.

9.2.7 Conclusions d’experiment 1

Primerament, és important dir que com que l'experiment s’ha dividit en dues parts,
cadascuna amb un objectiu diferent, les conclusions de I'experiment també s’escindiran.
Aixi mateix, respecte als objectius definits abans de dur a terme I'’experimentacio, es
considera que aquests s’han assolit tant en la primera com segona part. Aixo vol dir que

en la primera part s’ha aconseguit estudiar la influéncia de la temperatura en la mida
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d’'una mostra de quatsomes i en la segona s’ha pogut estudiar 'efecte que té en la mida

de les mostres I'agitacié d’aquestes amb un vortex a diferents velocitats.

En segon lloc, pel que fa a la primera part experimental, només la temperatura de 4 °C ha
afectat la mostra de quatsomes. Més concretament, ’homogeneitat de la mostra a 4 °C és
el menor (els pendents de la seva corba de distribucié sén els més petits) i la segona
poblacié present en totes les mostres (aixd0 és, un possible agregat o precipitat) és
diferent en la mostra a la temperatura més baixa perque el seu percentatge d’intensitat
de llum dispersada és aproximadament la meitat del de les altres mostres. A més a més,

la Z-mitjana és la més gran a 4 °C.

Quant a la segona part de l'experiment, 1'agitaci6 amb el vortex només ha tingut un
impacte en la mida de la mostra a 40 °C, sobretot quan s’ha agitat a la maxima velocitat
de l'aparell (2500 rpm). L'efecte de 'agitacio ha resultat en un augment en la Z-mitjana
directament proporcional a 'augment de la velocitat d’agitacid, una homogeneitat més
elevada després de l'agitacié a 2500 rpm i uns possibles precipitats diferents en les
mostres agitades (tenen un percentatge d’intensitat menor al de la mostra no agitada).
Tot i que I'agitacié ha impactat majoritariament la mida de la mostra a 40 °C s’observa
que els percentatges d’intensitat de les segones poblacions s6n diferent en totes les

mostres agitades comparades amb les no agitades.

En conclusio, es pot dir que mentre que la temperatura menor (4 °C) és la que més ha
afectat la mida de les mostres abans de l'agitaci6 només la mostra a 40 °C ha variat
després d’aquesta, sobretot després d’agitar-se a la velocitat maxima. Més concretament,
I'agitaci6 ha afectat el possible precipitat de la mostra a 40 °C i ha augmentat
I’homogeneitat de la seva distribucid i la variacié de temperatura ha canviat el precipitat
i reduit I'homogeneitat de la mostra a 4 °C. Aixi doncs, la mostra de quatsomes és en
general molt estable, ja que la seva mida gairebé no canvia amb un augment de
temperatura o una agitacié a 4 °C i 22 °C amb el vortex fins i tot a la velocitat maxima de

I'aparell.
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9.3 Experiment 2

9.3.1 Objectius d’experiment 2

Aquest experiment, similarment al primer, també s’ha dividit en dues parts amb
objectius diferenciats. L'objectiu principal de la primera part és comparar les mides de
quatsomes elaborats amb cinc surfactants distints (MKC, CPC, ST, CTAC i CTAB). La

comparacio es realitzara seguint els metodes descrits en I'apartat 9.3.5.

El segon objectiu, corresponent a la segona part, és estudiar I'efecte que té en la mida de
cadascun del tipus de quatsomes estudiats (elaborats amb colesterol i cinc surfactants
diferents) la disminucié de la concentraci6 de quatsomes en dos medis distints
mitjancant la dilucid. Per estudiar les variacions en la mida s’empraran els metodes

descrits en els objectius del primer experiment i detallats en I'apartat 9.2.5.

9.3.2 Disseny de l'experiment 2

En primer lloc, cal dir que el disseny de I'’experiment 2 no ha estat elaborat per mi, sin6
pel David Pifia Munoz (el meu supervisor a I'Institut de Ciencia de Materials) i Lidia
Ferrer-Tasies (investigadors de I'Institut de Ciéncia de Materials), en col-laboracié amb
altres investigadors. L'experiment, en el procediment del qual he participat, forma d'un

projecte del grup de recerca NANOMOL.

En segon lloc, en I'experiment intervenen les segiients variables:

e Variable independent: La mida (i els parametres que la defineixen) dels cinc
tipus de quatsomes.

e Variables dependents: Per la primera part la variable dependent és el surfactant
emprat per la fabricacio dels quatsomes i per la segona part ho és la concentracio
de les mostres i el medi de dilucid.

e Variables de control: Temperatura dels quatsomes en tot el procés (37 °C = 1
°C), temps dels vials en la incubadora (minim d’una hora), les condicions de
pressié atmosferiques, procediment i tecnica de mesura de la mida de cada
mostra i volums de cada dilucié (10 ml per la primera i 5 ml per la segona i

tercera).
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9.3.3 Materials

Micropipeta d'l ml (1000 pl) i micropipeta de 10 ml

Puntes per les dues pipetes

Etiquetes adhesives i boligraf

Mostres de quatsomes elaborats amb cinc surfactants diferents

Medis de dilucié: aigua amb 10,7 % d’etanol i medi PBS (vegeu annex 5 per
detalls dels medis)

18 vials de vidre amb tap de 10 ml i 9 vials de vidre amb tap de 6 ml.
Incubadora amb agitaci6 orbital i gradeta

Vortex

Zetasizer Nano ZS + ordinador amb Zetasizer software + cubetes del Zetasizer
Guants, bata de laboratori i ulleres de proteccié*

Pistola d’aire comprimit

* Les ulleres son necessaries en el laboratori que he estat perque es treballa amb pressions elevades (no

en aquest experiment).

9.3.4 Procediment

9.3.4.1 Calculs inicials

Diluci6 100 pg Dilucié 20 pg Diluci6 2 pg
quatsomes,;/ml de gquatsomes,;/ml de quatsomes,;/ml de
medi medi medi
Surfactant | Volum Volum de Volum Volum de Volum Volum de
de mostra inmicial medi (ml) dilucio medi [ml) dilucio medi [(ml)
de 100 20 pg/ml
mostra g, /ml (ml)
(ul) (ml)
CTAB 375 962 1 3 05 4,5
CTAC 427 957 1 4 05 45
CPC 403 959 1 4 0.5 45
ST 322 9687 1 4 0.5 45
MEC 372 9,62 1 4 0,5 45
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Per obtenir les dades mostrades en aquesta taula i, per tant, els volums de mostra i medi
necessaris per a dur a terme les dilucions, cal fer calculs. Aquests, al seu torn, s’han de
fer tenint en compte que el volum final de la primera dilucié és de 10 ml i el de la segona
i tercera de 5 ml. També cal dir que els volums inicials de mostra s’han obtingut a partir

de les concentracions de surfactant inicials de cada mostra (vegeu annex 4).

Un cop se sap el volum inicial de cada mostra i medi (el volum del medi en cada cas és el
volum que falta per arribar al volum final de dilucié que es vol) cal esbrinar quin volum
de la dilucio resultant és necessari per a la segona diluci6:

1. La concentracié de la primera dilucio6 és de 100 ug quatsomes/ml dilucio, i, com que el

volum de la dilucié és de 10 ml la massa de quatsomes que caldra és:

100 LLIMALOMES 9 0 ] dilucié = 1000 1ug quatsomes .

ml diluci6
2. En la segona dilucio, la concentraci6 desitjada és de 20 ug quatsomes/ml dilucid, per

la qual cosa la massa de quatsomes necessaria per a un volum final de 5 ml és de:

20 pg quatsomes

5 ml diluci6 - ——
ml dilucié

100 pg quatsomes .

Aquesta quantitat s’aconsegueix si s’agafa un ml de la primera dilucid, ja que per cada ml
d’aquesta hi ha 100 pg de quatsomes.
3. Finalment, com que la concentracié6 que es vol per la tercera dilucié és de 2 g

quatsomes/ml diluci6, la massa de quatsomes necessaria per a 5 ml de diluci6 és:

5 ml diluci6 - ZELLLALmEs. 10 g quatsomes .

ml dilucio
Aquesta massa s’aconsegueix si s’agafa 0,5 ml de la segona diluci6, ja que per cada ml

d’aquesta hi ha 20 pg de quatsomes i la quantitat necessaria és la meitat de 20.

9.3.4.2 Procediment experimental

1. Preparar tot el material necessari i netejar cada vial amb la pistola d’aire comprimit.

2. Fer mesures de la mida de les cinc mostres inicials de quatsomes amb el Zetasizer
Nano ZS a 37 °C.

3. Etiquetar tots els vials amb etiquetes i boligraf. Els vials de 10 ml seran per la primera
i segona dilucid, i els de 5 ml per la tercera dilucié.

4. Emprant la micropipeta d’1 ml s’aboca el volum inicial de cada mostra en el vial

corresponent.
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5. Utilitzant la micropipeta de 10 ml s’aboca el volum inicial de cada medi en el vial
corresponent (cal recordar que hi ha dos medis diferents i, per tant, aquest pas es
repetira un cop).

6. Un cop s’ha abocat el volum inicial de medi i de mostra en un vial, es tanca aquest amb
el seu tap i s’Thomogeneitza la diluci6 agitant 10 segons en el vortex. Aixo es repeteix per
cada vial.

7. Després d’agitar el vial amb el vortex es col-loca cada vial en una gradeta dins una
incubadora amb agitacié orbital on romandra durant una hora com a minima 37 °Cia
sobre d’una plataforma amb un constant moviment circular (sobre la qual es troba la
gradeta).

8. Un cop preparades i incubades totes les dilucions i vials cal fer les mesures de mida
amb el Zetasizer Nano ZS de cada mostra per separat. Es important que mentre es fa la
mesura d'una mostra la resta romangui en la incubadora.

Finalment, a continuaci6 es poden observar algunes imatges del procediment

experimental:

Imatge 9. Mostres de
guatsames inicials Imatge 10, Vials de vidre etiquetats,  incubadora.

Imatge 11. Gradeta amb mostres dins la

9.3.5 Resultats i discussio dels resultats I'experiment 2

Per analitzar i comparar les variacions en els parametres relacionats amb la mida en les
dues parts de l'experiment s’ha seguit la metodologia descrita en Il'apartat 9.2.5
modificant només les variables respecte a les quals s’estudien les variacions i les quals

s’expliquen en el disseny experimental de I'experiment 2.

9.3.5.1 Part 1: Diferents tipus de surfactants

Analisi de la distribucioé de mides
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En aquest cas s’inclou la mostra de quatsomes elaborats amb MKC perqueé el seu medi
original és PBS, el qual és I'tinic en el qual s6n estables.
Grafic 7: Distribucié6 de mides de cinc mostres de quatsomes fets amb cinc

surfactants diferents

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)
—— Record 45: CPC_NODIL_37 average Record 46: CTAB_NODIL_37 average
—— Record 47: CTAC_NODIL_37 average Record 48: ST_MODIL_37 average
— Record 43: MKC_NODIL_37 average
NODILCPC  (Size (d.nm): % Intensity: | NODILCTAB |size (d.nm): % Intensity:
Peak1: 8158 98,5 Peak1: 97,57 95,7
Peak 2: 4563 15 Peak 2: 2978 43
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 0.000 0.0
Size (d.nm): % Intensity: Siza (d.nm): % Intensity: NODILST |gjze {d.nm): % Intensity:
Peak1: 8361 ort Peak1: 5522 99.0 Peak1: 1025 99,2
Peak 2: 4066 23 Peak 2 4920 10 Peak 2: 4135 08
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 0.000 00 Peak 3: 0,000 0,0

En aquest grafic es pot veure la distribucié de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada de cinc mostres de quatsomes elaborats amb cinc
surfactants diferents (CTAB, CTAC, CPC, ST i MKC). Primerament, s’observa que la
distribucié de mides de la mostra amb MKC varia significativament de la resta perque la
corba es troba molt més avangada, la qual cosa significa que els quatsomes de la mostra

s6n majors en mida a la resta.

En segon lloc, és notable I'elevada I'’homogeneitat de la mostra amb CPC comparada amb
la resta a causa dels majors pendents de la seva corba. Quant a ’homogeneitat de la resta
de mostres segueixen aquest ordre de menor a major: mostra amb CTAB, mostra amb

CTAC, mostra amb ST i mostra amb MKC.
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Finalment, tenint em comptes les dades de les taules associades al grafic, totes les
mostres tenen dues poblacions, encara que destaca la de la mostra amb CTAB per tenir

un alt percentatge d'intensitat de llum dispersada.

Analisi de la Z-mitjana
Grafic 8: Valors de Z-mitjana de cinc mostres de quatsomes fets amb cinc

surfactants diferents

Valors de Z-mitjana en quatsomes de diferents surfactants
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Aquest grafic mostra els valors de la Z-mitjana de cinc mostres de quatsomes elaborades
amb cinc tipus de surfactants diferents (CTAB, CTAC, CPC, ST i MKC). En primer lloc, es
veu com la Z-mitjana de la mostra de quatsomes fets amb MKC és molt major a la de la
resta. Més concretament, la diferencia entre la Z-mitjana de la mostra amb MKC i la
seglient més gran (la que conté ST) és de 328,95 nm. En segon lloc, la diferéncia entre les
Z- mitjanes de la resta de mostres no és molt elevada, sent la més gran la diferéncia entre

la mostra de quatsomes fets amb CTAB i ST, la qual és de 10 nm.

9.3.5.2 Part 2.1: Dilucions en medi aquoés
Analisi de la distribuci6é de mides

Grafic 9: Distribucié de mides de mostra de quatsomes fets amb CTAB abans i

després de dilucions en medi aquds
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En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes fets amb CTAB abans de la
dilucié i després de tres dilucions en un medi aquéds (H,0 + 10% EtOH) que han resultat

en tres mostres amb concentracions diferents (100 pg/ml, 20 pg/mli 2 pg/ml).

En primer lloc, s’observa que la dilucié té un impacte significatiu en la distribucié de
mides de la mostra. La variacié més gran es dona en la mostra amb menor concentracio,
en la qual no hi ha una sola corba ni un sol pic (més concretament, es veu com el
percentatge d’intensitat augmenta i disminueix i torna a augmentar). D’altra banda, en la
mostra amb una concentracié de 20 pg/ml té una corba amb un pic irregular i una petita
vall en mig d’aquest la qual en la mostra amb la concentraci6 més petita s’acaba
convertint en una altra corba. Pel que fa a la resta de distribucions destaca
I’homogeneitat de la mostra amb una concentraci6é de 100 pg/ml, major a la de la mostra

inicial i a les mostres comentades anteriorment.

En segon lloc, quant a les dades de les taules associades al grafic, s’observa que la

mostra amb dues corbes té tres poblacions, dues amb percentatges d’intensitat molt
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elevats en comparacid a les altres mostres. Tanmateix, la segona poblaci6 de les mostres
de la primera (100 pg/ml) i segona dilucié (20 pg/ml) tenen un percentatge d’intensitat
menor al de la mostra sense diluir, la qual cosa també passa amb la tercera poblacié de la

mostra de menor concentracio (si es compara amb l'inicial).

Grafic 10: Distribucié de mides de mostra de quatsomes fets amb CTAC abans i

després de dilucions en medi aquds

Size Distribution by Intensity
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Record 112: CTAC_NODIL_37 average Record 118: CTAC_100ug/ml_H20_37_average
—— Record 119: CTAC_20ug/ml_H20_37_average Record 120: CTAC_2ug/ml_H20_37_average
NODIL CTAC | Size (d.nm): % Intensity: | - C "¢ 190 |size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 83 61 977 Peak 1: 81,74 97,9
Peak 2: 4066 21 Peak 2: 3693 2,1
Peak3: 0,000 0,0 Peak3: 0,000 0,0
DIL CTAC 20 Fize (d.nm): % Intensity: | DL CTAC2 | Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 84 92 96,0 Peak 1: 77,56 903
Peak 2: 3166 40 Peak 2: 4063 6,0
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 4735 3.7

En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes fets amb CTAC abans de la
diluci6 i després de tres dilucions en un medi aquéds (H,0 + 10% EtOH) que han resultat

en tres mostres amb concentracions diferents (100 ug/ml, 20 ug/mli 2 pg/ml).

Quant a les distribucions de mides, s’observa una variaci6 molt petita en totes les
condicions, encara que la mostra de menor concentracié destaca per tenir una corba
principal amb 'homogeneitat més gran i una petita corba secundaria (segona poblacid) i
avancada, la qual la resta de mostres no posseeixen. Tanmateix, la mostra inicial té

I'homogeneitat més reduida.
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D’altra banda, segons les dades de les taules associades al grafic, la mostra de la tercera
dilucié (2 pg/ml) té tres poblacions significatives i la mostra de la segona diluci6 (20
pg/ml) té una segona poblacié amb un percentatge d’intensitat de la llum dispersada
més elevat que les de la mostra de la primera dilucié (100 ug/ml) i la mostra sense diluir.
El mateix passa amb la tercera poblacié de la mostra de menor concentracié (equivalent

a les segones poblacions de la resta de mostres).

Grafic 11: Distribucié de mides de mostra de quatsomes fets amb CPC abans i

després de dilucions en medi aquds

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Record 110: CPC_NODIL_37 average Record 121: CPC_100ug/ml_H20_37_average
Record 122: CPC_20ug/ml_H20_37_average Record 123: CPC_2ug/ml_H20_37_average

NODILCPC |Size (d.nm): % Intensity: | DILCPC 100 |g;q (d.nm): % Intensity:
Peak1: 81,58 98,5 Peak1: 73,96 99,3

Peak 2: 4563 1.5 Peak 2: 4614 0,7

Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 0,000 0,0
DILCPC20 |sjze (d.nm): % Intensity: | piLcPC2 | Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 7978 1000 Peak 1: 81.85 93,2

Peak 2: 0,000 0,0 Peak 2: 648 4 3,8

Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 4877 3.0

En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes fets amb CPC abans de la
dilucio i després de tres dilucions en un medi aquds (H,0 + 10% EtOH) que han resultat

en tres mostres amb concentracions diferents (100 pg/ml, 20 pg/mli 2 pg/ml).

D’una banda, la fluctuacié de les distribucions de mides en les diferents mostres és

minima, tant en la seva posicié6 com homogeneitat. No obstant aixo, la mostra amb la
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concentraci6 més baixa té una corba molt petita i avancada en comparacié a la corba

principal (és la seva segona poblacid).

D’altra banda, segons les dades de les taules associades al grafic, la mostra amb la menor
concentracio té tres poblacions diferenciades, la de la segona diluci6(20 pg/ml ) destaca
per tenir només una poblaci6 i la resta tenen dues. A més, la segona poblaci6 de la
mostra sense diluir té un percentatge d’intensitat major al de la mostra amb una

concentraci6 de 100 pg/ml.

Grafic 12: Distribucié de mides de mostra de quatsomes fets amb ST abans i

després de dilucions en medi aquds

Size Distribution by Intensity
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Record 113: ST_NODIL_37 average Record 124 ST_100ug/ml_H20_37_average
Record 125: ST_20ug/ml_H20_37_average Record 126- ST_2ug/ml_H20_37 average

NODILST |Size (d.nm): % Intensity:| DIL ST 100 Size (d.nm): % Intensity:
Peak1: 1025 99,2 Peak1: 8954 99,3
Peak 2: 4135 08 Peak 2: 4760 0,7
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 0,000 0,0
DILST20 | Size (d.nm): % Intensity: | pILST2 | Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 80,87 94.0 Peak 1: 108,3 89,2
Peak2: 1501 32 Peak2: 9808 82
Peak3: 4197 27 Peak3: 4529 26

En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes fets amb ST abans de la diluci6
i després de tres dilucions en un medi aqués (H,0 + 10% EtOH) que han resultat en tres

mostres amb concentracions diferents (100 pg/ml, 20 pg/mli 2 ug/ml).
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En primer lloc, les distribucions de mides de les mostres s6n molt similars entre si, sent
les majors diferencies ’homogeneitat elevada de la mostra amb una concentracié de 20
pg/ml i les corbes secundaries (segones poblacions) d’aquesta mostra i la mostra amb la

menor concentracid, la qual té una corba secundaria més significativa.

En segon lloc, tenint en compte les dades de les taules associades al grafic, les mostres
amb les dues concentracions més reduides tenen tres poblacions mentre que la mostra

sense diluir i la de la primera diluci6 (100 pg/ml) tenen dues molt similars entre si.

Analisi de la Z-mitjana

Grafic 13: Valors de Z-mitjana abans i després de dilucions en medi aqués

Valors de Z-mitjana abans i després de dilucions en medi aqués

Abans de dilucio Concentracio 100 ug/mi Concentracio 20 ug/mi
Concentracié 2 ug/ml
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Tipus de surfactant

Aquest grafic mostra els valors de la Z-mitjana de quatre mostres de quatsomes
elaborades amb quatre tipus de surfactants diferents (CTAB, CTAC, CPC i ST) abans de
diluir-se i després diluir-se assolint tres concentracions de quatsomes diferents (100
pug/ml, 20 ug/ml i 2 ug/ml) en un medi aquoés (H,0 + 10% EtOH). S’observa que la
mostra de quatsomes fets amb CTAB és la que ha experimentat una variacié de Z-mitjana
més pronunciada amb la diluci6. Més concretament, la Z-mitjana té una tendéncia

d’augment amb un creixement més alt en la mostra amb una concentracié de 2 pug/ml. En
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particular, la diferencia entre la Z-mitjana inicial (abans de dilucié) i la final (després de

la tercera dilucid) és de 50,45 nm.

Quant a la resta de mostres, es veu que la dilucié augmenta la Z-mitjana. Una excepcid és
la de les mostres amb concentraci6é de 100 pg/ml i 20 pg/ml dels quatsomes fets amb ST,
en les quals la Z-mitjana és major en la primera concentraci6. No obstant aixo, la
diferéncia entre la Z-mitjana inicial i final és la segona més gran i és de 22,45 nm. Una
altra excepci6 és la de les tres primeres mostres dels quatsomes elaborats amb CPC, la

Z-mitjana de les quals no augmenta amb la dilucio.

Tanmateix, en les quatre mostres de quatsomes diferents el valor més alt de la Z-mitjana

correspon al de la diluci6é major (2 pg/ml).

9.3.5.3 Part 2.2: Dilucions en medi PBS

Analisi de la distribuci6 de mides
Grafic 14: Distribucié de mides de mostra de quatsomes fets amb CTAB abans i

després de dilucions en medi PBS

Size Distribution by Intensity
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Record 127: CTAB_100ug/m|_PBS_37_average
Record 129: CTAB_2ug/ml_PBS_37_average

NODIL CTAB |size (d.nm): % Intensity: | D't CTAB 100 Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 97,57 95,7 Peak 1: 1417 98,7
Peak 2: 2978 43 Peak 2: 4329 1.3
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 0,000 0,0

DILCTAB 20 |Size (d.nm): % Intensity: | DILCTABZ | gjza (d.nm): % Intensity:
Peak1: 1417 98,2 Peak1: 8607 100,0
Peak 2: 4291 18 Peak 2: 0,000 0,0
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 0,000 0,0
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En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes fets amb CTAB abans de la
dilucié i després de tres dilucions en el medi PBS que han resultat en tres mostres amb

concentracions diferents (100 pg/ml, 20 pg/mli 2 pg/ml).

D’una banda, és evident la gran variacié en la distribucié de mides de la mostra amb una
concentraci6 de mida. Aquesta no només té una homogeneitat molt elevada en
comparacié amb la resta, sin6 que també es troba més avancada que les altres mostres.
En les altres mostres, destaca la seva baixa homogeneitat i 'avancament de les corbes de

les mostres diluides en comparacié amb la mostra sense diluir.

D’altra banda, segons les dades de les taules associades al grafic, la mostra amb la
concentraci6 menor té només una poblacié i no dues com la resta. A més a més, les
mostres de la primera (100 pg/ml) i segona (20 pg/ml) dilucié tenen una segona

poblaci6 amb percentatges d’intensitat menors als de la mostra sense diluir.

Grafic 15: Distribuciéo de mides de mostra de quatsomes fets amb CTAC abans i

després de dilucions en medi PBS

Size Distnbution by Intensity
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Record 130: CTAC_100ug/ml_PBS_37_average
Record 132: CTAC_2ug/ml_PBS_37_average

NODIL CTAC |Size (d.nm): % Intensity: DIL CTAC 100 |Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 83,61 97,7 Peak 1: 93.16 91 4
PeakZ 4005 23 Peak2: 1207 46
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 4029 40

DILCTAC 20 |sjze (d.nm): % Intensity: | DI-CTAC 2 Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 114,5 97,5 Peak 1: 101,2 97 8
Peak 2: 4835 25 Peak2: 4619 22
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 0,000 0.0
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En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes fets amb CTAC abans de la
dilucié i després de tres dilucions en el medi PBS que han resultat en tres mostres amb

concentracions diferents (100 pg/ml, 20 pg/mli 2 pg/ml).

Primerament, s’observa que I'’homogeneitat de les mostres diluides és major a la de la
mostra sense diluir i les posicions de les seves corbes principals estan lleugerament més
avancades. Aixi mateix, la mostra de la primera dilucié (100 pg/ml) té una corba
secundaria (segona poblacid) en una posici6 més avangada que la principal molt poc

significativa.

En segon lloc, tenint en compte les dades de les taules associades al grafic, només

destaca la mostra amb una concentracié de 100 pg/ml, 1a qual té tres poblacions.

Grafic 16: Distribucié de mides de mostra de quatsomes fets amb CPC abans i

després de dilucions en medi PBS

Size Distribution by Intensity
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Record 134: CPC_20ug/ml_PBS_37_average Record 135: CPC_2ug/ml_PBS_37_average
NODILCPC |Size (d.nm): % Intensity: DILCPC 100 |gjze (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 81,58 98.5 Peak 1: 105,0 929
Peak 2: 4563 1.5 Peak 2: 3951 48
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 9853 23
DILCPC20 |sjze (d.nm): % Intensity: | DILCPC 2 Isjze (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 82 45 919 Peak 1: 106,6 985
Peak 2: 4123 6.0 Peak 2: 4471 15
Peak 3: 1016 2.0 Peak 3: 0,000 0,0
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En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d'una mostra de quatsomes fets amb CPC abans de la
dilucié i després de tres dilucions en el medi PBS que han resultat en tres mostres amb

concentracions diferents (100 pg/ml, 20 pg/mli 2 pg/ml).

Quant a les distribucions de mida, s’observa que tot i haver-hi diferéncies en
I’homogeneitat de les mostres, aquesta no té una relaci6 directa amb les concentracions
d’aquestes. Tanmateix, es pot dir que I'homogeneitat més gran correspon a la mostra de
menor concentraci6 i I'homogeneitat més gran a la mostra de la primera dilucié (100

ug/ml).

D’altra banda, respecte a les dades de les taules associades al grafic, destaca el fet que les
mostres amb una concentracié de 100 pg/ml i 20 pg/ml tenen tres poblacions i no dos
com la resta. Aixi mateix, les segones poblacions de la mostra inicial i final sén

excepcionalment similars.

Grafic 17: Distribucié de mides de mostra de quatsomes fets amb ST abans i

després de dilucions en medi PBS

Size Distribution by Intensity
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Record 137: ST_20ug/ml_PBS_37_average Record 138: ST_2ug/ml_PBS_37_average

NODIL ST |size (d.nm): % Intensity:| DIL ST 100 |Size (d.nm): % Intensity:
Peak1: 1025 99,2 Peak 1: 104,6 98,4
Peak2: 4135 08 Peak2: 4612 16
Peak3: 0,000 0,0 Peak3: 0,000 0,0

DILST 20 |Size (d.nm): % Intensity: | DILST 2 Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 111,8 979 Peak 1: 10,4 98,7

Peak 2: 4288 21 Peak 2: 4828 1,3

Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 0,000 0,0
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En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes fets amb ST abans de la dilucio
i després de tres dilucions en el medi PBS que han resultat en tres mostres amb

concentracions diferents (100 pg/ml, 20 pg/mli 2 pg/ml).

En primer lloc, s’observa que les distribucions de mides difereixen; ’homogeneitat més
elevada la té la mostra amb la menor concentraci6, seguida de la resta de mostres
diluides, les quals tenen una forma molt semblant. Aixi mateix, la mostra sense diluir no

esta tan avancada com la resta i té ’homogeneitat més reduida.

En segon lloc, segons les dades de les taules associades al grafic, totes les mostres tenen
només dues poblacions, encara que els percentatges d'intensitat de llum dispersada de

les segones poblacions son més elevats en les mostres diluides.

Grafic 18: Distribucié de mides de mostra de quatsomes fets amb MKC abans i

després de dilucions en medi PBS

Size Distribution by Intensity
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Record 139: MKC_100ug/ml_PBS_37_average
Record 141: MKC 2ug/ml PBS 37 average

NODIL MKC  |size (d.nm): % Intensity: | DILMKC 100 | Size (d.nm): % Intensity
Peak 1: 55622 99,0 Peak 1: 4115 98,6
Peak 2: 4920 1,0 Peak 2: 4353 1,2
Peak 3: 0,000 0,0 Peak 3: 9,730 0,2
DILMKC 20 |sjze (d.nm): % Intensity: [ DILMKC 2 |Size (d.nm): % Intensity:
Peak 1: 3832 949 Peak 1: 7434 100,0
Peak 2: 4768 38 Peak 2: 0,000 0,0
Peak3: 6223 13 Peak 3: 0,000 0,0
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En aquest grafic es pot veure la distribuci6é de mides respecte al percentatge relatiu de la
intensitat de llum dispersada d’'una mostra de quatsomes fets amb MKC abans de la
dilucié i després de tres dilucions en el medi PBS que han resultat en tres mostres amb

concentracions diferents (100 pg/ml, 20 pg/mli 2 pg/ml).

D’una banda, és evident la fluctuacié en la posici6 i forma de la distribucié de mides de la
mostra amb menor concentracio, la qual esta molt més avancada i té una homogeneitat
molt més elevada. La resta de mostres diluides només destaquen per estar menys

avancades que la mostra sense diluir.

D’altra banda, tenint en compte les dades de les taules associades al grafic, les mostres
de la primera (100 pg/ml) i segona (20 pg/ml) diluci6 tenen dues tres poblacions i no
dues com la mostra sense diluir. Tanmateix, la mostra amb la menor concentracié només

té una poblacio.

Analisi de la Z-mitjana

Grafic 19: Valors de Z-mitjana abans i després de dilucions en medi PBS

Valors de Z-mitjana abans i després de dilucions en medi PBS

Abans de dilucio Concentracio 100 ug/ml Concentracio 20 ug/ml Concentracio 2 ug/ml
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Tipus de surfactant

Aquest grafic mostra els valors de la Z-mitjana de cinc mostres de quatsomes elaborades

amb quatre tipus de surfactants diferents (CTAB, CTAC, CPC, ST i MKC) abans de diluir-se
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i després diluir-se assolint tres concentracions de quatsomes diferents (100 pg/ml, 20
pg/ml i 2 pg/ml) en un medi de PBS. En aquest cas s’inclou la mostra de quatsomes
elaborats amb MKC perque el seu medi original és PBS, el qual és I'tinic en el qual sén

estables.

Primerament, és evident que les mostres amb CTAB i MKC amb una concentraci6 de 2
pum/ml han experimentat un augment molt elevat del valor de la seva Z-mitjana amb la
dilucié. En particular, la diferencia entre la Z-mitjana major i menor de la mostra amb
CTAB és de 1240,85 nmide 1131,4 en la mostra amb MKC. A més a més, a part d’aquesta
variacié de la Z-mitjana entre el valor inicial i final la resta de valors no té cap tendencia

d’augment o disminucié.

En segon lloc, en les mostres de quatsomes fets amb CTAC, CPC i ST la Z-mitjana tendeix
a augmentar amb la disminucio6 de la concentracid, tot i que no hi ha cap fluctuacio tan
drastica com en les mostres amb CTAB i MKC. Més concretament, la variacié entre el
valor més gran i més petit de la Z-mitjana es dona en la mostra amb CPC i és de 34,27

nm.

Per tant, s’observa que efectuant les dilucions en el medi PBS s’observen canvis en la
Z-mitjana de les cinc mostres. Tanmateix, en totes aquestes el valor més alt de la

Z-mitjana correspon al de la dilucié major (2 pg/ml).

9.3.6 Conclusions d’experiment 2

Abans de tot, cal dir que arran de la divisi6 de 'experiment en dues parts amb objectius
diferenciats les conclusions també es dividiran en dos. També es pot dir que s’han
complert els objectius establerts tant per la primera com per la segona part de
I'experiment. Aquests, al seu torn, consistien a comparar les mides de cinc mostres de
quatsomes fets amb cinc surfactants diferents (CTAB, CTAC, CPC, ST i MKC) per la
primera part i, per la segona part, estudiar I'efecte de la disminucid de la concentracio de

quatsomes de les cinc mostres en la mida d’aquestes.

Respecte a la primera part de I'experiment, cal dir que la mostra de quatsomes fets amb

MKC és la que té una variacié més gran en la seva mida. En primer lloc, aixd implica que
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la seva Z-mitjana és molt més alta que la resta, sent la diferencia entre aquesta i la
segiient més alta de 328,95 nm. De fet, es poden considerar els quatsomes de MKC
vesicules i no nanovesicules. En segon lloc, la variacié en la mida també es nota en la
posicié de la seva corba principal en la distribuci6 de mides, molt més avancada en
comparacié amb la resta. Per acabar, cal dir que la mostra amb CPC és la més homogenia,
ja que els pendents de la seva corba sén majors, i que la segona poblacié de la mostra
amb CTAB (és a dir, el possible precipitat) és diferent de la resta de mostres (les quals
també tenen una segona poblacid) perque el seu percentatge d’intensitat és el més

elevat.

Quant a la segona part de 'experiment, la conclusié principal és que les dilucions han
tingut un efecte més pronunciat en la mostra amb CTAB, tant en el medi aquds com en el
medi PBS, i en la mostra amb MKC, en el medi PBS. En aquest ultim medi i quan la
concentracio és la menor (2 pg/ml) les distribucions de mides de les mostres amb MKC i
CTAB per aquesta concentracié estan molt avancades comparades amb les corbes de les
mostres amb CTAB i MKC amb altres concentracions. Tanmateix, '’homogeneitat de les
mostres a la menor concentracié és molt més elevada que en la resta de concentracions i
els seus valors de la Z-mitjana s6n molt més grans que la resta (tant la de la mostra amb

CTAB com la de la mostra amb MKC és d’'uns 1300 nm).

En el medi aqués i després de la diluci6 final (2 pg/ml) la mostra amb CTAB té dues
corbes diferenciades. A més, en la mostra amb CTAB amb la menor concentracio, la
Z-mitjana és la més elevada en comparacié amb les mostres amb altres surfactants. Aixi
mateix, totes les mostres amb CTAB diluides tenen un possible precipitat, amb un pic
situat en una mida més gran que la corba principal, que té un percentatge d’intensitat

meés petit que el de la mostra sense diluir.

Pel que fa a les mostres amb altres surfactants en el medi aquds, les mostres de
quatsomes fets amb CTAC i ST, després de la segona i tercera dilucid, presenten unes
terceres poblacions (possibles precipitats) amb un percentatge d’intensitat major al de
les segones poblacions de la mostra sense diluir i la mostra de la primera dilucid. Aixi
doncs, la dilucié ha afectat els seus possibles agregats. Una altra afirmacié que permeten

fer les dades és que totes les mostres amb surfactants diferents i la menor concentracid
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tenen tres poblacions i, per tant, la dilucié contribueix a la formacié de precipitats o

agregats.

En el medi PBS, una de les mostres més afectades (la mostra amb CTAB) té les segones
poblacions de la primera (100 ug/ml) isegona (20 pg/ml) dilucié amb uns percentatges
d’intensitat menors als de la mostra sense diluir. Conseglientment, la dilucié ha provocat

canvis en el possible agregat.

En la mostra amb CTAC les dilucions han causat una homogeneitat més elevada de totes
les mostres diluides en comparacié amb la no diluida i un augment de la Z-mitjana amb
la disminucid de la concentraci6 tant en el medi aqués com en el medi PBS. En la mostra
amb CPC les caracteristiques de la distribuci6 de mides i la Z-mitjana no es veuen
gairebé afectades per la dilucid, sobretot en el medi aquos, i no tenen una relacio directa
(no es compleix que un parametre varia com major és la dilucid). En canvi, en la mostra
amb ST en el medi PBS la Z-mitjana augmenta amb la dilucié i les mostres de la segona
(20 pg/ml) i tercera (2 pg/ml) dilucié tenen segones poblacions amb un percentatge
d’intensitat major al de la mostra sense diluir, tant en el medi aquds com en el medi PBS.
A més a més, cal dir que en totes les mostres de quatsomes fets amb diferents surfactants
el valor més alt de la Z-mitjana correspon al de la tercera diluci6 (2 ug/ml) en els dos

medis.

En resum, es pot dir, d’'una banda, que la mostra amb MKC és la que més diferéncia té en
la seva mida comparada amb mostres amb altres surfactants. D’altra banda, la
disminucié de la concentracio de les mostres amb dilucions té un efecte en la mida de les
mostres, sobretot en les que contenen CTAB (en els dos medis) i MKC (en medi PBS). No
obstant aixo, en totes les mostres el valor més alt de la Z-mitjana és el de la mostra de
concentraci6 menor, per la qual cosa es pot dir que la dilucié6 provoca un augment
d’aquest valor (segurament per la formacié d’agregats). Tanmateix, en el medi aquos, la
tercera dilucié ha provocat un augment en ’homogeneitat de totes les mostres. Aixi
doncs, la mida dels quatsomes és menys estable després de la diluci6 de les mostres amb
MKC i CTAB, la qual cosa s’hauria de tenir en compte per la seva manipulacié en

experiments i estudis posteriors.

93



Descobrint el moén de les nanovesicules, nanoparticules i nanomaterial

10. CONCLUSIONS

En primer lloc, cal dir que considero que he complert tots els objectius establerts a l'inici
d’aquest treball tant pel que fa a la part teorica com l'experimental. En la part teorica
crec que he aconseguit donar una visié global i de manera didactica i divulgativa dels
temes estudiats. Aixi mateix, he apreés moltes coses dels nanomaterials, nanoparticules i
nanovesicules lipidiques que m’han donat la certesa de que els nanomaterials sén molt
importants actualment i segurament ho seran més en un futur. En la part experimental
certament he comprovat quin efecte en la mida de les mostres de quatsomes tenen la

variacio de temperatura, I'agitacié amb vortex, el tipus de surfactant i les dilucions.

En segon lloc, les conclusions que puc extreure després de la recerca bibliografica i
'estudi teoric s6n que la gran diversitat d’aplicacions dels nanomaterials els atorguen
una gran importancia, que la sintesi i la caracteritzacié son parts critiques i complexes
per estudiar la possible utilitat d’un tipus de nanomaterial o nanoparticula en un ambit i
que les nanovesicules lipidiques sén un tipus de nanoparticules molt poc explorat i que
requereix molta investigaci6 pero amb molt de potencial dins l'ambit de la

nanomedicina.

Quant a les conclusions de la part experimental, aquestes sén diferents en cada
experiment. L'experiment 1 permet afirmar que la mostra de quatsomes estudiada té una
mida bastant estable, ja que només es veu afectada a 4 °C abans de l'agitaci6 i a 40 °C
després de l'agitacié a 2500 rpm amb el vortex. D’altra banda, de I'experiment 2 es
dedueix la mida dels quatsomes fets amb MKC com a surfactant és diferent de la resta
per la primera part de I'experiment. Per la segona part, es pot dir que la diluci6 té un
efecte més o menys pronunciat en la majoria de les mostres amb surfactants diferents,
sobretot quan es fa en el medi PBS. A més, la Z-mitjana de totes les mostres amb la
menor concentracié és la més alta comparada amb altres concentracions, cosa que
apunta al fet que les dilucions propicien la formacié de precipitats o agregats. Aixi
mateix, les mostres més afectades son les que contenen CTAB i MKC, sobretot després de
fer-se la tercera dilucid. En general, s’haurien de tenir en compte els efectes que tenen
les variables estudiades en la mida de les mostres de quatsomes per estudis posteriors

on aquestes variables tinguin algun paper rellevant.
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Les dificultats més importants que he experimentat durant I’elaboracio6 de la part teorica
sén la barrera lingliistica, ja que quasi tota la informaci6 esta en angles i algunes
explicacions cientifiques han estat molt dificils de comprendre, la complexitat del tema
en general i la terminologia confusa, com per exemple la utilitzacié indistinta en molts

articles dels termes «nanomaterials» i «nanoparticules».

Finalment, les dificultats a les quals m’he enfrontat en la part experimental de manera
global son la definici6 del metode d’analisi i els parametres de la mida de les mostres a
tenir en compte en aquest i I'explicacio de tot de manera simplificada. En I'experiment 1
I'adversitat més gran ha estat elaborar un disseny experimental complet de manera
autonoma i en 'experiment 2 extreure les conclusions a causa de la gran quantitat de

grafics que s’han estudiat.
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11. VALORACIONS PERSONALS

En general, estic satisfeta amb el treball de recerca final sobretot per la quantitat d’esfor¢
que hi he posat i la quantitat de coses interessants que he apres i espero haver transmes
bé a qualsevol lector. Aixi mateix, sento que aquest treball ha estat el més dificil que he
fet per les dificultats mencionades en les conclusions com és la complexitat del tema o

I'eleccié del meétode d’analisi per la part experimental.

Tanmateix, la meva estada en l'Institut de Ciéncia de Materials m'ha semblat una
experiencia Unica i enriquidora i, juntament amb la realitzaci6 del treball de recerca,
m’ha ajudat a decidir-me per una carrera futura cientifica. Treballar en un laboratori de
debo m’ha permes adonar-me de les possibilitats d’investigacié que ofereix un tema que
pot semblar molt concret (en aquest cas els quatsomes) i de la constancia i la part més
tediosa del treball experimental, ja que s’han de fer moltes repeticions d’'un mateix

procediment que potser al final no permeten fer cap descobriment.

Pel que fa a les coses a millorar en el treball, en la part tedrica considero que algunes
explicacions podrien ser millors i que potser s’hauria d’haver escollit un tema més
especific per a reduir la complexitat d’aquest per molt que signifiqui una reduccié de la

quantitat de coses apreses.

Finalment, considero que en la part practica es podria millorar la simplicitat de I'analisi i
conclusions i algun aspecte del metode d’analisi emprat. A més a més, es podrien haver
fet més repeticions en els dos experiments per a minimitzar els errors i estudiar rangs
més amplis de les variables dependents (més varietat de temperatures i temps i velocitat
d’agitacié en el primer experiment i un rang més ampli de concentracions en el segon).
En futurs experiments similars crec que s’hauria d’estudiar com afecten les variables
dependents escollides en altres parametres de |'estabilitat de quatsomes com pot ser el

potencial Z.
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13. ANNEX 1: LIPIDS I SURFACTANTS

LIPIDS

Qué és un lipid?

Els lipids constitueixen un grup molt heterogeni de substancies que comparteix dues
caracteristiques: sén insolubles en aigua i altres dissolvents polars i son solubles en
dissolvents organics. Aixi doncs, no tenen cap grup funcional distintiu. La seva
composicio basica és carboni i hidrogen, encara que també poden contenir nitrogen,

fosfor, oxigen, sofre...

Els acids grassos

Els acids grassos s6n molecules formades per una llarga cadena hidrocarbonada del
tipus lineal (o alifatica) i amb un nombre parell de carbonis. Tenen un grup carboxil,
també anomenat grup acid (COOH-) al seu extrem. En general es poden dividir en dues
categories:

e Acids grassos saturats: Els carbonis d’aquest tipus d’acid gras, els quals solen
ser entre 12 i 20, estableixen només enllacos covalents simples entre si. Aixo
afavoreix que aquests acids grassos formin ponts d’hidrogen o estableixen
enllacos de Van der Waals entre ells. Tanmateix, aquesta possibilitat d’enllagar-se
els atorga un punt de fusi6 més gran que els instaurats i, per aquesta rag, son
solids a temperatura ambient. Un exemple és l'acid palmitic, amb la férmula:
CH;-(CH,),4,-COOH.

e Acids grassos insaturats: Tenen un o més enllagos covalents dobles entre els
seus carbonis i, com a conseqiiéncia, posseeixen colzes (canvis de direccié on hi
ha els dobles enllagos) que dificulten la formacié de ponts d’hidrogen o enllagos
de Van der Waals. Aixi mateix, a temperatura ambient s6n liquids pels seus baixos
punts de fusié. Un exemple d’acid gras insaturat és l'acid oleic, trobat en I'oli

d’oliva i amb la seglient formula: CH;-(CH,),-CH=CH-(CH,),-COOH.

També és important destacar dues reaccions quimiques en les quals intervenen els acids
grassos i, a vegades, altres tipus de lipids:
e Reacci6 d’esterificacié: Es la reaccié d'un grup alcohol (-OH) amb un acid gras,

la qual dona un éster i aigua. Es important perqueé la majoria de lipids sén ésters.
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'ﬁ ESTERIFICACIO ©
R—C—0OH <4 HOR' R—C—0OR' 4+ H—OH
HIDROLISI
acid adlcohol aster

Imatge 1. Reaccid d'esterificacid, Font;
https:/ fbachilleratoenlinea.com feducar/mod/lesson /view phplid=4775&lang=
=]

e Saponificacié: Es la reaccié d’un acid gras amb una base forta com I'hidroxid de
potassi (KOH) o I'hidroxid de sodi (NaOH). Els productes s6n una sal d’acid gras
(sabd) i aigua. La ionitzacié dels grups -COOK i -COONa dels sabons, la qual es
dona més que en els grups acids (-COOH), és la rad que els sabons puguin formar

dispersions col-loidals en medis insolubles.

| saponiFicacio |

o 0
WL ..., C " A A N A C
WO NN NN Y OH + NaOH - VAN _f-.‘, %o W “ONa+ H0
Acid palmitic Hidraxid Palmital sodic i
aeal gras) sodic P T4

[ iz
Imatge 2. Reaccid d'esterificacio. Font:
https:/ feducaciodigital.cat/fiesh? /moodle /pluginfile.php/321402 fmod_resourc
efcontent/1,/LM%CI%%ADpids.pdf

Finalment, cal destacar la naturalesa amfipatica dels acids grassos. Aquests tenen una
regi6é apolar i hidrofoba (la cadena hidrocarbonada) i una regié polar i hidrofila (extrem
carboxilic). Gracies a aquesta propietat els sabons formen micel-les en aigua (o altres
dissolvents apolars) col-locant-se amb la part hidrofila en contacta amb l'aigua i la

hidrofoba a dins. També s6n amfipatics alguns lipids insaponificables.

Classificacio

Els lipids es classifiquen en dos grans: els lipids saponificables, els quals tenen acids
grassos en la seva composicido molecular i enllacos ester (-COOR-) que els permeten fer la
saponificacid i els lipids saponificables, sense acids grassos i enllagos ester en la seva

composicio.

Lipids saponificables

Els principals tipus de lipids saponificables sén:
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Acilglicerids: Es formen per 'esterificacié d’un, dos o tres acids grassos amb un
glicerol (alcohol amb tres grups -OH). Segons el nombre d’acids grassos que els
componen sén monoacilglicerids (un acid gras), diacilglicérids (dos acids
grassos) o triacilglicerids (tres acids grassos).

Cerids o ceres: S’obtenen de l'esterificacié d’'un acid gras de cadena llarga (14 a
36 carbonis) amb un alcohol de cadena llarga també (14 a 30 carbonis). S6n
apolars i completament insolubles en dissolvents apolars.

Fosfolipids: Els fosfolipids son molecules amfipatiques que poden ser de dos
tipus. El primer son els fosfoglicerids, els quals son esters formats per dos acids
grassos, un glicerol, un alcohol (generalment amb grup amino (-NH,)) i un acid
fosforic (H;P0O,). Alguns exemples son la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilcolina i
la fosfatidilserina. El segon tipus son els fosfoesfingolipids, uns esters amb
comportament amfipatic i compostos per un acid gras, un aminoalcohol de
cadena llarga (esfingosina), un aminoalcohol i un grup fosfat (P0,*). Un exemple
és 'esfingomielina (esta en una part de les neurones).

Glicoesfingolipids: So6n esters obtinguts amb la unié d'un acid gras, una
esfingosina i un glucid®®. Dos exemples son els cerebrosids, el glicid és un
monosacarid®*® o oligosacarid® senzill, o els gangliosids, el glicid és un

oligosacarid complex.

Lipids insaponificables

Els lipids insaponificables més importants sén:

Isoprenoides o terpens: Son el resultat de la uni6 de molecules d’isopre
(2-metil-1,3-butandié) en estructures lineals o cicliques. Abunden en el mén
vegetal, sent alguns exemples les vitamines A, K i E, pigments vegetals com els
carotens, el cautxu i 'esquale (precursor del colesterol).

Esteroides: Els esteroides deriven dels terpens i contenen en la seva estructura
una molecula d’estera o ciclopentaperhidrofenantre. Aquest tipus de lipids

insaponificables inclouen:

3 Glucid: Biomolécula organica formada basicament per carboni ( C), hidrogen (H) i oxigen (0) en la
segiient proporci6é C,H,,0,. Sempre tenen un grup carbonil (un carboni que forma un enlla¢ covalent doble
amb l'oxigen). També s’anomenen hidrats de carboni. [9, p. 32]

39 Monosacarid: Unitat constituent dels gltcids, amb férmula general (CH,0),. [4]

0 Oligosacarid: Glucid format per la unié d’entre 2 i 10 monosacarids. [4]
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=> Esterols: Es caracteritzen sobretot per tenir un grup alcohol en el carboni
3 i una cadena carbonada alifatica en el 17. Lexemple més conegut és el
colesterol, una molécula amfipatica que es troba a la membrana
plasmatica (membrana més externa) de les cel-lules animals i I'estabilitza.
Un altre sén els acids biliars, derivats del colesterol, amfipatics i
tensioactius, i la vitamina D.

-> Hormones esteroidals: Les hormones s6n missatgers quimics que ajuden a

regular el metabolisme d’'un organisme (les reaccions quimiques que es
donen en aquest). Les de tipus esteroide es caracteritzen per formar un
doble enlla¢g amb un oxigen al carboni 3. Poden ser hormones suprarenals,
com l'aldosterona (regula l'equilibri de sodi i potassi) o el cortisol
(relacionada amb I'estres i reguladora de metabolisme de degradacid), i
les hormones sexuals, com poden ser la testosterona (hormona sexual
masculina) o els estrogens i la progesterona (hormones sexuals
femenines).

e Prostaglandines: Provenen de I'acid araquidonic i destaquen per participar en

la coagulacio de la sang, 'aparicié de la febre i estimular receptors de dolor.

Tota la informaci6 s’ha extret de les fonts d'informaci6 [2], [4], [9, p. 50-59], [91].

SURFACTANTS

S’anomena surfactants o tensioactius a les substancies que disminueixen la tensi6
superficial (propietat fisica que es pot definir com el treball necessari per augmentar la
superficie d’'un liquid per unitat d’area) d’un liquid o de la superficie de contacte entre

dues fases d’un sistema heterogeni.

Els surfactants s6n molécules amfipatiques. D’'una banda, tenen una part hidrofoba que
pot ser una cadena hidrocarbonada, una cadena d’éter d’alquil, una cadena
fluorocarbonada i una cadena de siloxa (H;Si-(-OSiH,-),-OSiH;). D’altra banda, tenen una
part hidrofila que defineix el tipus de surfactant:

e Surfactants no ionics: La part hidrofila no esta carregada electricament.

e Surfactants ionics: La part hidrofila esta carregada.

=> Surfactants ionics: La carrega de la part hidrofila és positiva.
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-> Surfactants cationics: La carrega de la part hidrofila és negativa.
=> Surfactants zwitterionics: La part hidrofila té una part amb carrega

positiva i una amb carrega negativa.

E] : p : .
Els surfactants d’amoni quaternari son surfactants cationics i sals d’amoni quaternari
que poden utilitzar-se com a tensioactiu. Al seu torn, una sal d’'amoni quaternari és una
molecula en la qual un nitrogen amb una carrega positiva, i el qual forma quatre enllagos

covalents de carboni-nitrogen, s’'uneix amb un anié.

Alguns exemples d’aquest tipus de surfactant, els quals s’han emprat en el segon
experiment i son el tipus de surfactant utilitzat per a la fabricaci6é de quatsomes son:

e Bromur d'hexadeciltrimetilamoni: També conegut com CTAB, es fa servir com

a surfactant, detergent i antimicrobia, entre altres. Té la segiient estructura i

formula molecular:

CH,
(1) CHy Br HyC_ | @
HaC(H2C)15~N*-CHj NIAAAANANAAS
CH:} I[;C /Bl‘ (:rl‘AI}J

Imatge 3. Formula semidesenvolupada de CTAB (1) i estructura molecular de CTAB (2).
Fant (1] s S richue 2G feag Jenihista S . - £
Fant (2): hitps:/ Sdoiorg/ 10,1155, 20014 /863049

4

e Clorur d'hexadeciltrimetilamoni: Es coneix també com a CTAC s’empra com a
surfactant, desinfectant, detergent, en condicionadors de cabell... La seva

estructura i férmula molecular és:
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(1 CHa @
| -
CHS(CHE).LS_F;ILCHS CI . ”’cmw"t
CHj

Imatge 4. Formula semidesenvolupada de CTAC (1) i estructura molecular de CTAC (2).
FI:II'It[].:]Z .. P PR . . . T - . .

Font [2): hitps:/ Swww.pharmaffiliates com feng112-02-7-hexadecyltrimethylammoniwm-chloride-pa2 7 001 99 50.html

e Clorur d'hexadecilpiridini: També anomenat CPC es emprat com a medicament

antiseptic, tractament de gola o genives i surfactant, entre altres. Té la seglient

estructura i formula molecular:

~ | Cl o |'“‘*~ 2)
RI:I N

éHQ(CH2)14CH3 I\/\/\/\/\/\/\/\CH

Imatge 5. Formula semidesenvolupada de CPC (1] i estructura molecular de CPC (2).
Font (1): Jfvewwsipmaaldrich.o 7E fog g faldie c

Font [2]): https:/ fen.wikipedia.org fwiki /Cetvipyridinium chloride

g

e (Clorur de benzildimetiltetradecilamoni: També conegut com a MKC s’utilitza

com a surfactant, detergent, preservatiu de fusta... La seva estructura i formula

molecular és:

{I:Ta (1) @)
CHo,—N—(CHa)13CH3 -
| 2 IPN:MWMCH;!
CHs (hdon
Cl~™

Imatge 6. Formula semidesenvolupada de MEC (1) i estructura molecular de MEC [2).
Font [1): https: /feymitquimica.com/es /productos/ 3B-A0208/139-08- 2 /benzyldimethyltetradecylammonium-chloride f
Font [2): o fweww pharmalfiliates o vy 1A9-08-2-he . " ium-chloridenatal?

e Clorur d'estearildimetilbenzilamoni: També anomenat ST. Aquest compost es

fa servir com a surfactant, emulsionant, fungicida, desinfectant... Té la segiient

estructura i formula molecular:
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CHy (1) (2)

'::I-;n'cH?]..a-:}I;—u—m-;@ c B O e TV VN
| L Wik L H

':: H_-!:

Imatge 7. Formula semidesenvolupada de 5T (1) i estructura molecular de 5T (2).
Font (1): https:/incidecodercom/ingredients/stearalkonium-chloride
Font [2): https:/ fwwwpharmaffillates com fen/122-19-0-stearalkonivm-chloride-paZ61 753 0.himl

Tota la informacid sobre els surfactants s’ha extret de les fonts d’informacio [92]-[94]

14. ANNEX 2: PROTOCOL D’ELABORACIO DE LA MOSTRA
DE QUATSOMES AMB COLESTEROL I CTAB EMPRANT LA
TECNICA DELOS-SUSP

1. PREPARACIO DE MOSTRA DE QUATSOMES

Tant les concentracions com les quantitats necessaries de cada component per la
preparacié de la mostra segueixen un protocol elaborat per investigadors del grup de

recerca NANOMOL de I'Institut de Ciéncia de Materials de Barcelona.
1.1 CALCULS INICIALS

Per a poder calcular el volum d’etanol i massa de CTAB necessaris s’ha partit de les
dades i requisits seglients:

Dades

Massa de colesterol: 58,01 mg

Massa molecular colesterol: 386,65 g/mol

Massa molecular CTAB: 364,48 g/mol

Concentraci6 de dissolucié de colesterol i etanol: 20 mg colesterol/ ml d’etanol

Ratio de mols de CTAB i colesterol: 1:1 (1 mol de CTAB per cada mol de colesterol).

Calcul de volum d’etanol per dissolucio de colesterol en etanol:

1 ml etanol

58,01 mg colesterol - = 2,9 ml d’etanol

20 mg colesterol
Calcul de massa de CTAB per la dissolucio de CTAB en aigua

-3 1 mol colesterol 1 mol CTAB 364,48 g CTAB
58’ 01-10 g colesterol 386, 65 g colesterol 1 mol colesterol 1 mol CTAB

= 54,67 mg

CTAB
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1.2 PREPARACIO DE MOSTRA PER AL REACTOR: DISSOLUCIO DE
COLESTEROL I ETANOL

1. Preparar material necessari per a aquesta part: vial de vidre de 6 ml netejat amb
pistola d’aire comprimit, tap del vial, espatula, colesterol, parafilm, etanol, micropipeta
de 10 ml, maquina d’ultrasons, bascula analitica d’alta precisié de laboratori i material

de proteccié* (guants, bata de laboratori i ulleres de proteccid).

.l

Imatge 3. Balanca analitica

Imatge 1. Colesterol Imatge 2. Etanol d'alta precisié

2. Col-locar un vial a sobre la bascula i tarar-lo. A
continuacid, emprant l'espatula pesar 58,01 mg de
colesterol i tapar el vial.

3. Utilitzant la micropipeta de 10 ml abocar 2,9 ml
d’etanol dins el vial amb colesterol.

4. Tapar el vial i assegurar amb parafilm.

5. Per a dissoldre el colesterol en I'’etanol omplir la

A

maquina d’ultrasons amb una mica aigua o
Imatge 4. Maquina d'ultrasons

destil-lada i encendre-la (boté ON). Seguidament,

configurar el programa de la maquina a 5 min i una temperatura de 35 °C.

6. Col-locar el vial a dins i pitjar el bot6é perque comenci (RUN en la imatge 4).

* El material de proteccié és necessari per no contaminar les mostres i també per les condicions del
laboratori on s’ha realitzat 'experiment. A més a més, és un material que és comu per tot el procediment

de I'experiment.
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1.3 PREPARACIO DE FASE AQUOSA PER DESPRESSURITZACIO: DISSOLUCIO
AQUOSA DE CTAB

7. Preparar materials necessaris: tros de paper, espatula, micropipeta de 10 ml, recipient
de plastic gran amb tapa, aigua MilliQ, CTAB, bany térmic i balan¢a analitica d’alta
precisio.

-

309 # Bt

Imatge 5. CTAB

Imatge 6. Maguina d'ultrasons

8. Col-locar un tros de paper sobre la balanca i tarar-lo. Amb I'ajuda de 'espatula pesar
54,67 mg de CTAB.

9. Abocar dins de recipient de plastic gran netejat amb una pipeta de vidre i etanol i
després tapar el recipient.

10. Afegir 26 ml d’aigua MilliQ al recipient utilitzant una micropipeta de 10 ml i tapar el
recipient amb el tap.

11. Dissoldre CTAB en l'aigua fent servir un bany térmic. Per aixo, cal encendre el bany
térmic, ajustar a 30 °C la temperatura en el dispositiu de control i un cop la temperatura

arribi a la desitjada prémer Set.

2. PREPARACIO INICIAL DE MATERIALS PER AL DELOS-SUSP

12. Encendre els dos banys termostatics (bany termostatic per la xeringa i la bomba per

escalfar el reactor), els quals es mostren en les seglients imatges:
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Imatge 7. Bany termostatic per xeringa Imatge 8. Bomba per escalfar reactor
1SCO

13. Obrir les bombones una bombona de gas de dioxid de carboni i una de nitrogen.
Aquestes es troben a I’exterior del laboratori.

14. Tornar al laboratori obrir totes les valvules de gasos del panell de control.

Imatge 9. Panell de control interior de gasos Imatge 10. Dispositiu de control de xeringa 15C0

15. Obrir valvula d’interior de campana.

16. Encendre xeringa ISCO amb els dos interruptors i comprovar
la seva pressié (115 bar) i volum (emplenar amb CO, si el volum
no esta al maxim, aproximadament 260 ml, pitjant Refill).

17. Tancar valvula interior per aillar la xeringa.

18. Pitjar els botons de constant press + run, per mantenir la

pressio sempre a 115 bar durant tot el procés.

3. COL-LOCACIO I NETEJA DEL REACTOR

19. Preparar material necessari: reactor, dues pinces metal-liques

Imatge 11. Xeringa 15C0

de subjecci6, dues claus angleses, camisa de reactor, campana amb valvules de control de

flux de gasos, etanol i pipeta de vidre amb tetina.
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20. Subjectar el reactor amb pinces metal-liques i ajustar amb les dues claus angleses en

el punt indicat en la imatge 14.

21. Posar la camisa per sobre del reactor superior
amb l'orientaci6 adequada (assenyalada amb
fletxes en la camisa).

22. Treure la part inferior del reactor baixant la
part amb rodetes (vegeu imatge 14) i subjectar-la
amb una pinga perque no es caigui. Seguidament,

tancar-la amb la V1 (vegeu imatge 14)

Imatge 12. pipeta de vidre amb tetinai potamb 23, Utilitzant una pipeta de vidre i tetina emplenar
ronet la part inferior del reactor amb etanol.
24. Tornar a ajuntar el reactor inferior amb el superior (de la mateixa manera que s’ha
tret el primer) i baixar la camisa fins al reactor inferior.
25. Obrir V2 (valvula del dioxid de carboni) i esperar aproximadament 5 minuts.
26. Tancar V2 i obrir V3 (la del nitrogen). Agafar recipient de plastic i col-locar baix

reactor . Obrir V1 i buidar tot el reactor fins que només surti nitrogen.

27.Quan la pressié de la ISCO sigui de 0 bar tancar V3.

Imatge 13. Valvules de gasos dins
de campana. Imatge 14. Parts del reactor

4. ADDICIO DE CO, AMB LA MOSTRA

28. Preparar el material necessari: dissolucié de colesterol en etanol, dissolucié de CTAB
en aigua MilliQ i pipeta i tetina de vidre (també calen tots els instruments i parts del
reactor mencionades en els passos anteriors).

29. Tornar a establir les mateixes condicions de volum i pressié que les descrites en el

pas 16 en la xeringa ISCO.
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30. Pujar la camisa del reactor i tornar a treure la part inferior. A continuacid, tancar la
V1. 31. Amb pipeta de vidre i tetina afegir la dissolucié de colesterol i etanol dins el
reactor.

32. Recol-locar el reactor inferior i baixar camisa fins al reactor inferior. Esperar 5
minuts perque la camisa escalfi lleugerament la mostra.

33. Comprovar que la V1 estigui ben tancada i no hi hagi fugues (mirar si surten
bombolles del reactor quan se submergeix aquest en un recipient amb aigua) i obrir la
V2 després d’abaixar lleugerament la campana.

34. Esperar una hora comprovant de tant en tant que les condicions siguin estables.

5. DESPRESSURITZACIO DE LA MOSTRA

35. Obrir V3. El nitrogen actuara com a embol per la mostra del reactor.

36. Submergir el tub del reactor inferior en el recipient amb la fase aquosa (dissolucié de
CTAB en aigua MilliQ) i sostenir el recipient fermament durant la resta del procés.

37. Amb l'altre brag¢ obrir molt a poc a poc V1 i deixar sortir la mostra amb un flux
constant ajustant la V1 constantment.

38. Quan tota la mostra ha sortit (hi haura un canvi en el so i es veura una variacié en el
flux) esperar fins que la pressi6 de la xeringa sigui de 0 bar i tancar V3. Seguidament,

abocar la mostra del recipient de plastic a un vial de vidre gran (vegeu imatge X).

k h—. Ll
Imatge 15, Mostra de quatsomes Imatge 16. Jo realitzant la
despressunizacio

6. PASSOS FINALS

39. Prémer boté6 Stop a la xeringa ISCO i apagar aquesta i els banys termostatics.

40. Tancar totes les valvules de gasos internes i les bombones de gas exteriors.
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15. ANNEX 3: PROTOCOL PER MESURAR LA MIDA D’UNA
MOSTRA AMB EL ZETASIZER NANO ZS

1. MATERIALS

e C(ubetes estandard de plastic del Zetasizer Nano ZS i tapa de les cubetes.

e Micropipeta d’1 ml i puntes per a la micropipeta

e Zetasizer Nano ZS i ordinador amb el Zetasizer software connectat a 'aparell
e Pistola d’aire comprimit

e Mostres per mesurar

e (Guants, bata de laboratori i ulleres de proteccio*.

* Les ulleres sén necessaries en el laboratori que he estat perque es treballa amb pressions elevades (no

en aquest experiment).

2. PROCEDIMENT

1. Netejar les cubetes amb la pistola d’aire comprimit.

2. Emprant la micropipeta d’'1 m abocar 1 ml de la mostra que es vol mesurar a dins
d’una cubeta estandard del Zetasizer Nano ZS i es tanca la cubeta amb un tap.

3. Seguidament, cal encendre el Zetasizer Nano ZS, aixecar la seva tapa i inserir la
cubeta dins el forat corresponent. Després d’aixo s’ha de tancar la tapa de 'aparell.

4. A continuacio, en la pantalla de 'ordinador, amb el Zetasizer Software obert i havent
creat un arxiu nou per a les mesures de I'experiment, seleccionar la pestanya de Measure
i pel tipus de mesura cal clicar a Manual.

5. En la pantalla apareixera una nova pestanya en la qual cal especificar les
caracteristiques de la mostra i de la mesura de la mida. En primer lloc cal seleccionar
I'opcié de Size (mida) pel tipus de mesura. En segon lloc, cal nombrar la mostra; el
format del nom per als dos experiments és:

Experiment 1: QT_TEMPERATURA_AGITACIO AMB VORTEX (VOR) VELOCITAT
D’AGITACIO (1/2).NOMBRE DE REPETICIO (1/2)/NO AGITACI0O AMB VORTEX
(NOVOR)_DATA DE MESURA Un exemple és: QT_22_VOR1.1_22/7/2022

Experiment 2: SURFACTANT_CONCENTRACIO_TEMPERATURA. Exemple:
CTAB_100ug/ml_37

6. Seguidament, cal clicar a la pestanya de Dispersant i seleccionar el medi de la mostra.
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7. A continuacié s’ha d’establir la temperatura de la mesura en la pestanya de
Temperature.

8. Després, és necessari escollir 'opcié de Disposable cuvettes en la pestanya de Cell
(aquest és el tipus de cubeta utilitzat en els experiments).

9. Finalment, s’ha de clicar a I'Ok situat en la cantonada inferior de la pestanya, la qual
cosa iniciara la mesura. Un cop finalitzada, obrir la tapa del Zetasizer Nano ZS i treure la

cubeta.

A continuacié es mostren unes fotografies d’'una mesura:

Imatge 1. Zelasizer Nano 25 amb Imatge 2. Interior del Zetasizer

ordinador al costat Mano Z5
 ——

_WORTEN cia|
‘__whmu
Mharnaal are
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Towg eatrm
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g am o d
ko]
sk ety
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==K
E Y Imatge 4. Pestanya Dispersant; en aquest cas el medi és
Imatge 3. Pestanya de nom de la mostra. En aguest aigua amb 10% d'etanal
cas, hi ha hagut un error tant en el format del nom
com en el tipus de mesura, tot i que apariencia de la
pestanya és lgual 5i es mesura la mida.

|

enersl opors: SN B (SO

Fiegorty - '
Export I

8 =
Imatge 5. Pestanya temperature; en aquest cas la Imatge 6. Pestanya Cell on hi ha marcada la cubeta emprada en

smparaturs é= da 20 2 ; . R
temperatura és de 20 *C els experiments. Tanmateix, a la cantonada inferior es wveu
l'opcid OK que cal clicar per iniciar la mesura.
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16. ANNEX 4: CALCULS DE VOLUM INICIAL DE CADA
MOSTRA PER A I'EXPERIMENT 2

High
Composition of High concentration
Batch concentration Media
nanovesicles range (M) range
(mg/ml)
Cholesterol 73 2.82
. - L Water with 10%
Cholesterol:CPC Cetylpyridinium 7.3 2.48 EtOH (v/v)
chleride (CPC)
Cholesterol 73 2.82
Water with 10%
Cholesterol:CTAB Cetrimonium 73 2.66 EtOH (v/v)
bromide (CTAB)
Cholesterol 7.3 2.82

: 1 1 Water with 10%
Cholesterol:CTAC Cetrimonium 73 2.34 EtOH (v/v)

chloride (CTAC)

Cholesterol 1.3 - 2.82
I | E——— . | PBS100 mM with
Cholesterol:MK( Miristalkonium 73 2.69 10% EtOH (v/v)
chloride (MKC)
Cholesterol 73 2.82
_ ; 1 Water with 10%
Cholesterol:ST Stearalkonium 73 3.10 ELOH (v/v)

chloride [5T)

Els volums inicials que calen per fer les dilucions de 'experiment 2 s’han calculat a partir
de les concentracions de surfactants (CPC, CTAB, CTAC, MKC i ST) en mg/ml que es
mostren en la taula en la quarta columna. Abans dels calculs de volum inicial, pero, cal
tenir en compte que la massa de quatsomes que es necessita per la diluci6 inicial (amb
un volum de 10 ml) és de 1000 pg per cada mostra.

Un cop establerta la massa de surfactant/quatsomes (és equivalent perque el surfactant
es troba en una ratio equimolar amb el colesterol) que cal es poden calcular els volums

inicials de cada mostra de la seglient manera:

) _ _1000 I CTAB
CTAB: 1000 pg CTAB - 5 ol ~ 375 pl CTAB
1000 ul CTAC

CTAC: 1000 pg CTAC - 2340pug CTAC

~ 427 ul CTAC
1000 ul CPC

CPC: 1000 ng CPC - —=5 1g CPC

~ 403 pl CPC

. _1000pIST
ST: 1000 pg ST - 5 jori i = 322wl ST
1000 pl MKC

MKC: 1000 pg MKC - — <5 1ig MKC

~ 372 ul MKC
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17. ANNEX 5: MES DADES I DETALLS DE MATERIALS

Composicio dels medis de les dilucions de I'experiment 2

Medi aquds (aigua amb 10,7 % d’etanol): 223,25 ml d’aigua MilliQ + 26,75 ml d’etanol
Medi PBS: 5 ml Kpi + 2,19 g de clorur de sodi + 250 ml d’aigua MilliQ

- Kpi: 4.35 g de fosfat de dipotassi + 3,4 g de fosfat de monopotassi + 100 ml
d’aigua MilliQ.

Dades de les mesures fetes amb Zetasizer Nano ZS de I'experiment 1

Record | Type
1 Size
2 Size
3 Size
7 Size
8 Size
9 Size

10 Size

11 Size

12 Size

13 Size

14 Size

15 Size

16 Size

17 Size

18 Size

19 Size

20 Size

21 Size

22 Size

23 Size

24 Size

25 Size

26 Size

27 Size

28 Size

29 Size
30 Size
31 Size
32 Size
33 Size
34 Size
35 Size
36 Size
37 Size
38 Size
39 Size

40 Size
41 Size
42 Size
43 Size
44 Size
45 Size

47 Size
49 Size
50 Size
51 Size
52 Size
53 Size
54 Size
55 Size
56 Size
57 Size
58 Size

Sample Name

QT_22_NOVOR_28/7/221
QT_22_NOVOR_28/7/22 2
QT_22 NOVOR_28/7/223
QT_22 VOR1.1_28/7/221
QT_22_VOR1.1_28/7/221

QT_22 VOR1.1_28/7/221
QT_22_VOR2.1_28/7/221
QT_22_VOR21_28/7/222

QT_22 VOR21_28/7/223

QT_22 VOR1.2_28/7/221
QT_22_VOR1.2_28/7/222

QT_22 VOR1.2_28/7/223

QT_22 VOR22_28/7/221
QT_22_VOR22_28/7/222

QT_22 VOR2.2_28/7/223
QT_40_VOR1.1_28/7/221
QT_40_VOR1.1_28/7/222
QT_40_VOR1.1_28/7/223
QT_40_noVOR_28/7/221
QT_40_noVOR_28/7/222
QT_40_noVOR_28/7/22 3
QT_40_VOR2.1_29/7/221
QT_40_VOR21_29/7/222
QT_40_VOR2.1_29/7/223
QT_40_VOR1.2_28/7/221
QT_40_VOR1.2_29/7/222
QT_40_VOR1.2_29/7/223
QT_40_VOR2.2_28/7/221
QT_40_VOR22_29/7/222
QT_40_VOR22_29/7/223
QT_4_NOVOR_29/7/22 1
QT_4_NOVOR_29/7/222
QT_4_NOVOR_29/7/22 3
QT_4_VOR1.1_29/7/221
QT_4_VOR1.1_29/7/222
QT_4_VOR1.1_29/7/223

QT_4 VOR21_29/7/221
QT_4_VOR21_29/7/222
QT_4_VOR21_29/7/223

QT_4 VOR1.2_29/7/221
QT_4_VOR1.2_29/7/222

QT 4 VOR1.2 29/7/223
QT_4_VOR2.2_29/7/222

QT 22 NOVOR_28/7/221_average
QT_22_VOR1.1_28/7/22 1_average
QT 22 VOR2.1_28/7/221_average
QT_22_VOR1.2_28/7/22 1_average
QT_22_VOR22_28(7/22_average
QT_40_VOR1.1_28/7/22_average
QT_40_noVOR_28/7/22_average
QT_40_VOR2.1_29/7/22_average
QT_40_VOR1.2_29/7/22_average
QT_40 VOR2.2_29/7/22_average

Measurement Date and Time

jueves, 28 de julio de 2022 15:19:.02
jueves, 28 de julio de 2022 15:21:26
jueves, 28 de julio de 2022 15:23:51
jueves, 28 de julio de 2022 15:33:.09
jueves, 28 de julio de 2022 15:35:23
jueves, 28 de julio de 2022 15:37.37
jueves, 28 de julio de 2022 15:45:00
jueves, 28 de julio de 2022 15:47:13
jueves, 28 de julio de 2022 15:49:27
jueves, 28 de julio de 2022 15:57:25
jueves, 28 de julio de 2022 15:59:49
jueves, 28 de julio de 2022 16:02:14
jueves, 28 de julio de 2022 16:08:21
jueves, 28 de julio de 2022 16:10:46
jueves, 28 de julio de 2022 16:13:10
jueves, 28 de julio de 2022 16:22:43
jueves, 28 de julio de 2022 16:24:58
jueves, 28 de julio de 2022 16:27:12
jueves, 28 de julio de 2022 16:33:35
jueves, 28 de julio de 2022 16:36:00
jueves, 28 de julio de 2022 16:38:25
viernes, 29 de julio de 2022 11:46:03
viernes, 29 de julio de 2022 11:48.07
viernes, 29 de julio de 2022 11:50:11
viernes, 29 de julio de 2022 11:55:57
viernes, 29 de julio de 2022 11:58:01
viernes, 29 de julio de 2022 12:00:05
viernes, 29 de julio de 2022 12:05:07
viernes, 29 de julio de 2022 12:07.12
viernes, 29 de julio de 2022 12:09:16
viernes, 29 de julio de 2022 12:20:26
viernes, 29 de julio de 2022 12:22:51
viernes, 29 de julio de 2022 12:25:15
viernes, 29 de julio de 2022 12:31:23
viernes, 29 de julio de 2022 12:33:38
viernes, 29 de julio de 2022 12:35:52
viernes, 29 de julio de 2022 12:42:08
viernes, 29 de julio de 2022 12:44:27
viernes, 29 de julio de 2022 12:46:41
viernes, 29 de julio de 2022 12:52.4%
viernes, 29 de julio de 2022 12:55:03
viernes. 29 de iulio de 2022 12:57:18

viemnes, 29 de julio de 2022 13:.06:09

miercoles, 3 de agosto de 2022 9:48:20
miércoles, 3 de agosto de 2022 948:34
miercoles, 3 de agosto de 2022 94848
miercoles, 3 de agosto de 2022 348:55
miércoles, 3 de agosto de 2022 9:49:09
miércoles, 3 de agosto de 2022 $:4%:18
miércoles, 3 de agosto de 2022 9:49:26
miércoles, 3 de agosto de 2022 94935
miércoles, 3 de agosto de 2022 949:45
miercoles, 3 de agosto de 2022 94953

Zeta Potential
mY

Z-Average
d.nm

61,35
62.24
62,58
60.25
62.16
62,32
60.20
60.87
61.07
62,66
63.13
63.08
60.89
6211

62,32
6133
5884
5797
59.09
58,36
56.81

70.53
67,70
67.20
68.38
66,93
6715
69.76
68.08
6728
69.32
73.89
75.92
6757
73.24
7378
65,20
71,68
7278
68,32
7343
7482

71.06
62.06
6158
60.71
62.96
61.77
5338
53.09
68.47
6749
68.37

Pk 1 Mean Int
d.nm
7451
7329
7855
733
7899
81.08
.01
76.91
81.87
7559
7950
8277
79.88
8776
88.21
79.85
7353
7056
70.71
73.03
6368
76.06
8040
7861
82.08
77.07
7618
7383
80.20
75.89
9224
1019
99,60
80.61
8943
88.03
9588
9238
90.79
82,75
94,51
1038

86.29
75,46
7718
76.66
7931
86.31
74,70
69.22
78.37
78.46
76.66

Pk 2Mean Int
d.nm
4307
4226
4128
4387
4687
4521
4385
0.000
0.000
4382
4397
4563
4775
0.000
0.000
0.000
1233
4787
4625
4563
2789
4782
0.000
0.000
0.000
4667
4852
5288
0.000
4436
4816
4251
18.88
4076
1444
3961
0.000
5168
14.89
4394
1784
0.000
4454
4224

Pk 3 Mean Int
d.nm
0.000
1255
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
1151
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
1243
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
4432
0.000
4925
0.000
0.000
0.000
4535
0.000
4589
0.000

0.000
1220
0.000
0.000
1160
0.000
4677
0.000
0.000
0.000
0.000
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59 Size
60 Size
61 Size
62 Size
63 Size
64 Size
65 Size
66 Size
67 Size
68 Size
69 Size

QT_4_NOVOR_29/7/22_average
QT_4_VOR1.1_29/7/22_average
QT_4_VOR2.1_29/7/22_average
QT_4_VOR1.2_29/7/22_average
QT_4_VOR22_29(7/22_average
QT_22 VOR1_28/7/221_average
QT_22_VOR2_28/7/22 1_average
QT_40 VOR1_28/7/22_average
QT_40_VOR2_29/7/22_average
QT_4_VOR1_29/7/22_average
QT_4_VOR2_29/7/22_average

miércol
migrcol
miércol
miercol
miércol
viernes
viernes
viernes
viernes
viernes
viernes

es. 3 de agosto de 2022 9:50:05
es, 3 de agosto de 2022 9:50:12
es. 3 de agosto de 2022 9:50:27
es, 3 de agosto de 2022 9:50:34
es. 3 de agosto de 2022 9:51:07
.9 de diciembre de 2022 15:41:49
.9 de diciembre de 2022 15:42:13
.9 de diciembre de 2022 15:42:28
.9 de diciembre de 2022 15:42:46
. 9 de diciembre de 2022 15:43:01
. 9 de diciembre de 2022 15:43:11

40.0
400
4.0
4.0

Dades de les mesures fetes amb Zetasizer

Record

1 Size
2 Size

3 Size
4 Size

5 Size

6 Size

7 Size

8 Size

9 Size
10 Size
11 Size
12 Size
13 Size
14 Size
15 Size
16 Size
17 Size
18 Size
19 Size
20 Size
21 Size
22 Size
23 Size
24 Size
25 Size
26 Size
27 Size
28 Size
29 Size
30 Size
31 Size
32 Size
33 Size
34 Size
35 Size
36 Size
37 Size
38 Size
39 Size
40 Size
41 Size
42 Size
43 Size
44 Size
45 Size
46 Size
47 Size
48 Size
49 Size
50 Size
51 Size
58 Size
59 Size
60 Size
61 Size
62 Size
63 Size
64 Size
65 Size
66 Size
67 Size
68 Size
69 Size

Type |Sample Name

CTAB_100ug/ml_PBS_371
CTAB_100ug/ml_PBS_372
CTAB_100ug/ml_PBS_373
CTAE_20ug/ml_PBS_371
CTAB_20ug/m|_PBS_372
CTAB_20ug/m|_PBS_373
CTAC_100ug/ml_PBS_371
CTAC_100ug/ml_PBS_372
CTAC_100ug/ml_PBS_373
CTAC_20ug/ml_PBS_371
CTAC_20ug/ml_PBS_372
CTAC_20ug/ml_PBS_373
CTAC_2ug/ml_PBS_371
CTAC_2ug/ml_PBS_372
CTAC_2ug/ml_PBS_373
CPC_100ug/ml_PBS_371
CPC_100ug/ml_PBS_372
CPC_100ug/ml_PBS_373
CPC_20ug/mi_PBS_371
CPC_20ug/ml_PBS_372
CPC_20ug/ml_PBS_373
CPC_2ug/mi_PBS_371
CPC_2ug/ml_PBS_372
CPC_2ugjmi_PBS_373
CTAB_100ug/mi_H20_371
CTAB_100ug/ml_H20_372
CTAB_100ug/ml_H20_373
CTAB_20ug/ml_H20_371
CTAB_20ug/ml_H20_372
CTAB_20ug/ml_H20_373
CTAB_2ug/ml_H20_371
CTAE_2ug/ml_H20_372
CTAB_2ug/mi_H20_373
CTAC_100ug/mi_H20_371
CTAC_100ug/ml_H20_372
CTAC_100ug/ml_H20_373
CTAC_20ug/ml_H20_371
CTAC_20ug/ml_H20_372
CTAC_20ug/ml_H20_373
CTAC_2ug/ml_H20_371
CTAC_2ug/mi_H20_372
CTAC 2ua/ml H20 373
CPC_100ug/mi_H20_371
CPC_100ug/ml_H20_372
CPC_100ug/mi_H20_373
CPC_20ug/mi_H20_371
CPC_20ug/ml_H20_372
CPC_20ug/ml_H20_373
CPC_2ug/ml_H20_371
CPC_2ug/ml_H20_372
CPC_2ug/ml_H20_373
ST_2ug/ml_PBS_371
ST_2ug/ml_PBS_372
ST_2ug/ml_PBS_373
ST_100ug/ml_PBS_371
ST_100ug/mi_PBS_372
ST_100ug/mi_PBS_373
ST_100ug/ml_H20_37 1
ST_100ug/mi_H20_37 2
ST_100ug/mi_H20_373
ST_20ug/ml_PBS_371
ST_20ug/ml_PBS_372
ST_20ug/ml_PBS_373

Measurement Date and Time

martes, 26 de julio de 2022 131755
martes, 26 de julio de 2022 13:19:58
martes. 26 de julio de 2022 13:22:02
martes, 26 de julio de 2022 13:27.58
martes, 26 de julio de 2022 13:30:33
martes. 26 de julio de 2022 13:33:08
martes, 26 de julio de 2022 13:38:15
martes, 26 de julio de 2022 13:40:29
martes. 26 de julio de 2022 13:42:43
martes, 26 de julio de 2022 13:4755
martes, 26 de julio de 2022 13:50:30
martes, 26 de julio de 2022 13:53:05
martes, 26 de julio de 2022 14:08:47
martes, 26 de julio de 2022 14:12:13
martes, 26 de julio de 2022 14:15:39
martes, 26 de julio de 2022 14:21:38
martes, 26 de julio de 2022 14:23:42
martes, 26 de julio de 2022 14:25:46
martes. 26 de julio de 2022 14:30:17
martes, 26 de julio de 2022 14:32:31
martes, 26 de julio de 2022 14:34:45
martes. 26 de julio de 2022 14:40:40
martes, 26 de julio de 2022 14:43.25
martes, 26 de julio de 2022 14:46:10
martes. 26 de julio de 2022 15:02:22
martes, 26 de julio de 2022 15:04:36
martes, 26 de julio de 2022 15:06:50
martes. 26 de julio de 2022 15:12:30
martes, 26 de julio de 2022 15:15:05
martes, 26 de julio de 2022 15:17:40
martes. 26 de julio de 2022 15:25:10
martes, 26 de julio de 2022 15:28:25
martes, 26 de julio de 2022 15:31:42
martes, 26 de julio de 2022 15:37:00
martes, 26 de julio de 2022 15:39:04
martes, 26 de julio de 2022 15:41:08
martes, 26 de julio de 2022 15:47:40
martes, 26 de julio de 2022 15:50:15
martes, 26 de julio de 2022 15:52:50
martes, 26 de julio de 2022 15:58:33
martes. 26 de julio de 2022 16:02:19
martes. 26 de‘\ullo de 2022 16:06:06
martes. 26 de julio de 2022 16:10:48
martes, 26 de julio de 2022 16:12:52
martes, 26 de julio de 2022 16:14:56
martes. 26 de julio de 2022 17:03:02
martes, 26 de julio de 2022 17:05:26
martes, 26 de julio de 2022 17:07:51
martes, 26 de julio de 2022 17:12:51
martes, 26 de julio de 2022 17:15:26
martes, 26 de julio de 2022 17:18:00
jueves, 28 de julio de 2022 114856
jueves, 28 de julio de 2022 11:51:41
jueves, 28 de julio de 2022 11:54.27
jueves, 28 de julio de 2022 11:26:39
jueves, 28 de julio de 2022 11:28:44
jueves, 28 de julio de 2022 11:30:48
jueves, 28 de julio de 2022 12:04.00
jueves, 28 de julio de 2022 12:06:05
jueves, 28 de julio de 2022 12:08:10
jueves, 28 de julio de 2022 11:37:51
jueves, 28 de julio de 2022 11:40:06
jueves, 28 de julio de 2022 11:42.20

37.0
370
370
37.0
370
370
37.0
370
370
37.0
370
370
37.0
370
370
37.0
370
370
370
370
370
370
37.0
370
370
37.0
370
370
37.0
370
370
37.0
370
370
37.0
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370

7305
7153
69.89
7219
67.96
6227
6124
6344
6842
71.86
68,93

9716
86.01
9245
9291
8793
7814
81.00
76,59
7752
9011
30.21

4467
4207
4726
4473
4208
4455
4494
4668
4771
4305
4350

0.000
1444
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
1164
0.000
16.78
0.000

Nano ZS de l'experiment 2

Zeta Potential
mVy

Z-Average
d.nm
94.20
88.54
8741
86.09
8453
83.97
8735
83,96
82,96
89,32
86.27
8435
88.88
89,34
86.96
9421
90.04
8940
84.51
80,22
79.26
1074
1048
97.99
7314
7413
7418
81.69
79,92
85.81
1209
1043
1066
6747
66.75
65,85
73.28
69,18
6817
76.55
7216
69.16
68.10
65.72
65.00
70.83
67.78
66.23
83.62
78.09
741
68.98
68.09
66.43
89.94
88.00
86.09
74.89
71.88
72.26
91.06
92.06
89.58

Pk 1 Mean Int
d.nm
1346
1118
1041
99,71
1738
4.2
9541
95.01
84.29
1056
1216
1164
99.30
103.0
1013
1036
105.7
1043
8307
8182
8248
98.08
1145
1076
94.89
94,30
1139
1186
62,65
158.3
1330
1799
2018
78.98
7927
86.80
91.19
87.77
7537
105.3
7374
72.00
7398
7537
7253
82.81
78.85
7768
91.85
7912
7528
67.50
7358
78,65
1019
1014
1104
8882
8840
9137
99.86
1294
1056

Pk 2 Mean Int
d.nm
0.000
4343
815.0
6401
3936
4708
4443
3609
1193
5108
4723
4653
4681
4395
4880
968.4
4236
3406
1077
4082
4175
0.000
4471
0.000
4544
4482
0.000
0.000
198.7
4235
48.24
3929
52,51
3580
3800
0.000
4303
4373
2308
4824
402.0
4648
4614
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
648.4
4782
5047
0.000
4881
4491
4619
4604
0.000
4760
0.000
0.000
4197
0.000
4433

Pk 3 Mean Int
d.nm
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
4272
0.000
0.000
4441
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
4828
0.000
4652
4978
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
4807
488.2

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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70 Size
71 Size
72 Size
73 Size
74 Size
75 Size
76 Size
77 Size
78 Size
79 Size
80 Size
81 Size
82 Size
83 Size
84 Size
85 Size
86 Size
87 Size
88 Size
89 Size
90 Size
110 Size
111 Size
112 Size
113 Size
114 Size
115 Size
116 Size
117 Size
118 Size
119 Size
120 Size
121 Size
122 Size
123 Size
124 Size
125 Size
126 Size
127 Size
128 Size
129 Size
130 Size
131 Size
132 Size
133 Size
134 Size
135 Size
136 Size
137 Size
138 Size
139 Size
140 Size
141 Size

ST_2ug/ml_PBS_371
ST_2ug/ml_PBS_372
ST_2ug/ml_PBS_373
ST_20ug/ml_H20_371
ST_20ugiml_H20_372
ST_20ug/ml_H20_373
ST_2ug/ml_H20_371
ST_2ug/ml_H20_372
ST_2ug/ml_H20_373
MKC_100ug/ml_PBS_371
MKC_100ug/ml_PBS_372
MKC_100ug/ml_PBS_37 3
MKC_20ug/ml_PBS_371
MKC_20ug/ml_PBS_372
MKC_20ug/ml_PBS_373
MKC_2ugfml_PBS_371
MKC_2ugimI_PBS_372
MKC_2ugimI_PBS_37 3
CTAB_2ug/ml_PBS_371
CTAB_2ug/m|_PBS_372
CTAB_2ug/m|_PBS_373
CPC_MNODIL_37 average
CTAB_NODIL_37 average
CTAC_NODIL_37 average
ST_NODIL_37 average
MKC_NODIL_37 average

CTAB_100ug/ml_H20_37_average

CTAB_20ug/ml_H20_37_average
CTAB_2ug/ml_H20_37_average

CTAC_100ug/ml_H20_37_average

CTAC_20ug/ml_H20_37_average
CTAC_2ug/ml_H20_37_average
CPC_100ug/ml_H20_37 average
CPC_20ug/ml_H20_37_average
CPC_2ug/ml_H20_37_average
ST_100ugfml_H20_37_average
ST_20ug/m|_H20_37_average
ST_2ug/ml_H20_37_average

CTAB_100ug/mI_PBS_37_average

CTAB 20ua/ml PES 37 averaae
CTAB_2ug/ml_PBS_37_average

CTAC_100ug/mI_PBS_37_average

CTAC_20ug/ml_PBS_37 average
CTAC_2ug/m|_PBS_37_average
CPC_100ug/mI_PBS_37_average
CPC_20ug/ml_PBS_37_average
CPC_2ug/m|_PBS_37_average
ST_100ug/ml_PBS_37_average
ST_20ug/mI_PBS_37_average
ST_2ug/ml_PBS_37_average
MKC_100ug/mI_PBS_37_average
MKC_20ugfm|_PBS_37_average
MKC_2ug/mI_PBS_37_average

jueves, 28 de julio de 2022 11:48:56
jueves, 28 de julio de 2022 11:51:41
jueves, 28 de julio de 2022 17:54:27
jueves, 28 de julio de 2022 12:53:22
jueves, 28 de julio de 2022 12:55:36
jueves, 28 de julio de 2022 12.57:51
jueves, 28 de julio de 2022 13:07:40
jueves, 28 de julio de 2022 13:13:54
jueves, 28 de julio de 2022 13:20:06
jueves, 28 de julio de 2022 13:28:00
jueves, 28 de julio de 2022 13:30:06
jueves, 28 de julio de 2022 13:32:10
jueves, 28 de julio de 2022 13:42:58
jueves, 28 de julio de 2022 13:45:14
jueves, 28 de julio de 2022 13:47:31
jueves, 28 de julio de 2022 13:56:13
jueves, 28 de julio de 2022 13:58:40
jueves, 28 de julio de 2022 14:01:07
jueves, 28 de julio de 2022 14:.07.23
jueves, 28 de julio de 2022 14:09:48
jueves, 28 de julio de 2022 14:12:12
martes. 26 de julio de 2022 10:19:26
martes, 26 de julio de 2022 10:28:52
martes, 26 de julio de 2022 10:45:46
martes. 26 de julio de 2022 11:00:30
martes, 26 de julio de 2022 11:26:44

viernes,
viernes,
viernes.
viernes,
viernes,
viernes.
viernes,
viernes,
viernes,
viernes.
viernes,
viernes,
viernes.
viernes.
viemes,
viemes.
viemes,
viemes,
viemes.
viemes,
viemes,
viemes.
viemes,
viemes,
viemes.
viemes,
viemes,

9 de diciembre de 2022 16:46:37
9 de diciembre de 2022 16:46:58
9 de diciembre de 2022 16:47:11
9 de diciembre de 2022 16:47:25
9 de diciembre de 2022 16:47:35
9 de diciembre de 2022 16:47:47
9 de diciembre de 2022 16:48:01
9 de diciembre de 2022 16:48:11
9 de diciembre de 2022 16:48:22
9 de diciembre de 2022 16:48:43
9 de diciembre de 2022 16:49:00
9 de diciembre de 2022 16:49:08
9 de diciembre de 2022 16:49:25
9 de diciembre de 2022 16:49:40
9 de diciembre de 2022 16:51:02
9 de diciembre de 2022 16:51:13
9 de diciembre de 2022 16:51:22
9 de diciembre de 2022 16:51:31
9 de diciembre de 2022 16:51:3%
9 de diciembre de 2022 16:51:47
9 de diciembre de 2022 16:51:59
9 de diciembre de 2022 16:52:18
9 de diciembre de 2022 16:52:30
9 de diciembre de 2022 16:52:40
9 de diciembre de 2022 16:52:55
9 de diciembre de 2022 16:53:03
9 de diciembre de 2022 16:53:11

370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370

1045
1032
100.7
73.00
7455
70,16
91,00
8445
1023
2433
2427
2418
3377
3108
298.7
1528
1320
1274
1296
1318
1290
69.13
60,15
63.85
70.15
3991
73.82
8248
1106
66,69
70.21
7262
66.27
68.28
78.61
730
7257
92,60
90.05
84.86
1301
84.76
86.65
88.39
91.22
81.33
1034
88.01
90.80
102.8
2426
3157
1374

101.8
ma
1185
7955
85.04
7810
101.0
79.18
1786
4702
3792
413.0
3989
3800
3Nz
654.1
678.7
8974
898.9
8404
8428
8168
9757
83,61
1025
5522
1011
1250
1738
81.74
84.92
7756
73.96
79.78
8185
89.54
80.87
1083
1.7
417
860.7
93.16
1145
1012
1060
8245
1066
1046
1118
1104
4115
3832
7434

0.000
4972
4581
1445

4784
5388
977.0
3463
31.02
4615
0.000
5385
4940
4388
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
4563
2978
4066
4135
4920
4507
4828
4798
3693
3166
406.3
4614
0.000
6484
4760
1501
980.8
4329
4291
0.000
1207
4835
4619
3951
4123
47
4612
4288
4828
4353
4768
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
4766
0.000
9.730
0.000
0.000
0.000
5344
7017
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
4834
0.000
0.000
4735
0.000
0.000
4877
0.000
4197
4529
0.000
0.000
0.000
4029
0.000
0.000
985.3
1016
0.000
0.000
0.000
0.000
9.730
62.23
0.000
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