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DESCRIPCION
Cribado de propiedades de nanoparticulas
Campo técnico

La presente invencion se refiere generalmente a nanoparticulas y en particular a un método y dispositivo para
determinar rapidamente determinadas propiedades de las nanoparticulas.

Antecedentes de la técnica

La caracterizacion extensiva de nanomateriales pristinos (NM), también denominados nanoparticulas (NP), resulta de
importancia para entender y controlar sus interacciones con sistemas bioldgicos. En efecto, crecientemente se esta
poniendo de manifiesto que los NM, aparte de sus ventajas en un gran nimero de sectores, presentan potencialmente
efectos negativos sobre organismos vivos.

En efecto, la hidrofobicidad de la superficie de NM se ha informado, p.ej., que presenta un papel critico en la
incorporacion celular, toxicidad y respuestas inmunoldgicas a los nanomateriales. Los NM con un grado elevado de
hidrofobicidad superficial también se ha mostrado que producen hemolisis grave. Segun algunas fuentes, los NM con
hidrofobicidad superficial decreciente presentan una influencia sobre la adsorciéon de las proteinas plasmaticas.
Ademas, durante el desarrollo de adyuvantes de vacunas basadas en nanoparticulas, se afirma que la hidrofobicidad
de los NM es un factor clave para modificar la interaccion con las células inmunolégicas.

Aunque estos son so6lo algunos ejemplos, aparentemente las propiedades principales para las que resultaria deseable
la determinacion de datos fiables y reproducibles son:

(1) Eltamafio y distribucion de tamarios de los NM,
(2) Propiedades superficiales (carga superficial, hidrofobicidad) y
(3) Propiedades opticas, mecanicas y magnéticas.

En particular, se ha demostrado que las propiedades de carga superficial e hidrofobicidad presentan efectos directos
sobre la funcionalidad y toxicidad de los NM.

Existen multiples técnicas de caracterizacion que permiten la caracterizacion de las propiedades de los NM, pero
actualmente no existe ningin método Unico que permita la determinacion de las propiedades superficiales y la
distribucién de tamafios en una sola etapa.

El tamafo y distribucion de tamafos de los NM pueden determinarse mediante la utilizacion de una combinacion de
técnicas opticas/de obtencion de imagenes, mientras que las propiedades superficiales pueden determinarse con
técnicas de analisis superficial (XPS [espectroscopia fotoelectrénica de rayos X], ToF-SIMS [por sus siglas en inglés,
espectrometria de masas de iones secundarios de tiempo de vuelo]). Estos métodos son muy sensibles, aunque
desafortunadamente resultan laboriosos y requieren equipos caros y conocimiento experto especializado.

El constante incremento de los NM presentes en los productos de consumo en un enorme numero de campos y el
elevado nimero de nuevas nanomedicinas basadas en los NM convierten en urgente la necesidad de desarrollar
nuevas herramientas que permitan la caracterizacion rapida de las propiedades de los NM, tales como el tamafio de
particula, la quimica superficial y la hidrofobicidad. El documento n® WO2006/093055 describe un chip para analizar
una sustancia. El chip consiste en un material dieléctrico que comprende surcos. Los surcos se hacen hidrofilos,
mientras que la matriz es hidréfoba. Al repartir el material diana de analisis sobre la superficie, ocupara las zonas
hidréfilas. A continuacion, se analiza épticamente el material de analisis.

Problema técnico

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un equipo y método de cribado apropiados para
identificar y/o cuantificar rapida y facilmente una pluralidad de propiedades de las nanoparticulas, en particular el
tamafio y preferentemente la distribucion de tamafos, carga superficial y/o acidez y/o basicidad, hidrofobicidad y/o
hidrofilicidad.

Descripcion general de la invencion

Con el fin de superar el problema anteriormente mencionado, la presente invencién proporciona, en un primer aspecto,
un chip de cribado de nanoparticulas organizado para determinar propiedades fisicas de las nanoparticulas, en donde
el chip de cribado comprende un sustrato que presenta una superficie de trabajo dividida en una pluralidad de zonas,
en donde cada una de estas zonas presenta diferentes propiedades superficiales definidas por el componente de
energia superficial (d,b,a), la energia libre total yror de la superficie de cada zona, estando definida de la manera
siguiente:

YToT = Yuw * YaB = Yuw + 2(y+ ¥-)8
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en donde los componentes son:

YLw = componente dispersivo = d

YaB = componente acido-base, expresado por:
y+ = componente aceptor de electrones = b
y-= componente donador de electrones = a

y cada una de estas zonas comprende una pluralidad de subzonas, comprendiendo cada subzona una serie de orificios
0 surcos submicrométricos con un tamafio de apertura nominal diferente (S1, S2, S3, ...).

En el chip de cribado de nanoparticulas de la invencién, el nimero de zonas preferiblemente es de 5 a 100, mas
preferiblemente de 10 a 50, mientras que el niumero de subzonas preferiblemente es de 2 a 10, mas preferiblemente
de 3a6.

Evidentemente, el numero de zonas y subzonas puede seleccionarse para ser mas elevado que el indicado
anteriormente si se desea de esta manera, p.ej. para afinar el analisis, especialmente para muestras complejas con
un numero enorme de diferentes nanoparticulas. Sin embargo, a mayor nimero de zonas y/o subzonas, mayor nimero
de items de informacién que deben capturarse y tratarse.

El sustrato del chip de cribado de nanoparticulas es preferiblemente un sustrato altamente plano, preferiblemente
seleccionado de vidrio o silicio. Para la microscopia de campo oscuro en modo reflexion (véase posteriormente), el
sustrato se seleccionara adicionalmente para ser altamente reflectante, tal como mediante la deposicién de un espejo
dieléctrico unidimensional o un espejo plano de oro u otro metal noble sobre el sustrato. Tal como se muestra
posteriormente, una configuracion denominada de campo oscuro para la determinacién resulta particularmente
ventajosa; por lo tanto, resultan particularmente preferentes los sustratos altamente reflectantes.

En los chips de cribado de nanoparticulas de la invencion, las propiedades superficiales (tales como la carga superficial
y la hidrofobicidad) de por lo menos una zona han sido modificadas para capturar nanoparticulas que presentan
propiedades correspondientes. Tal modificacion de las propiedades superficiales puede realizarse mediante
cualesquiera medios apropiados, tales como los tratamientos de plasma o haces iénicos, quimica humeda,
recubrimiento por inmersion, recubrimiento por centrifugacion, autoensamblaje, ... Un medio particularmente
preferente para modificar las propiedades superficiales locales es mediante deposicién de plasma de una o mas capas
de por lo menos un polimero opcionalmente funcionalizado con propiedades superficiales controladas. Son ejemplos
no limitativos, politetrafluoroetileno (PTFE), éxido de polietileno (PEO), poli(acido acrilico) (PAA). Las propiedades
superficiales del sustrato a continuacion pueden adaptarse con precision y modificarse correctamente, p.ej. mediante
la utilizacion del autoensamblaje molecular de polielectrolitos, tal como, poli(cloruro de dialildimetilamonio) (PDDA) y
poli(4-estireno sulfonato de sodio) (PSS) y otros polielectrolitos normalmente utilizados para la modificacion de las
propiedades superficiales. Resulta evidente en el contexto de la presente invencién que los polimeros o polielectrolitos
puedan combinarse segun se desee o requiera para obtener propiedades superficiales adecuadas para discriminar
las nanoparticulas segun sus propiedades fisicas.

Tal como se muestra en mayor detalle posteriormente, los inventores han encontrado que las superficies hidréfobas
podrian no atraer las nanoparticulas hidréfobas contenidas en un medio acuoso como deberian, basandose en su
naturaleza hidrofoba. Inesperadamente, mediante la cobertura de la capa hidréfoba con una capa superficial delgada
(<< 100 nm) de compuesto hidrdfilo, se incrementa significativamente la afinidad global para las NP hidréfobas. Por
tanto, en un chip de cribado de nanoparticulas segun la invencion, algunas de las zonas son zonas hidrofobas que
comprenden una o mas capas hidréfobas pueden comprender ademas una capa hidréfila superficial para incrementar
su comportamiento hidréfobo.

En un segundo aspecto, la invencién describe un método para cribar nanoparticulas a fin de determinar propiedades
fisicas de las mismas, comprendiendo el método las etapas de:

(a) Alimentar nanoparticulas en solucién/suspension sobre la superficie de trabajo de un chip de cribado de
nanoparticulas tal como se describe en la presente memoria,

(b) Incubar las nanoparticulas en solucion sobre la superficie de trabajo durante un tiempo t y preferiblemente
seguido del enjuague del chip de cribado de nanoparticulas,

(c) Determinar las propiedades fisicas de las nanoparticulas mediante el analisis del chip de cribado de
nanoparticulas mediante microscopia, preferiblemente microscopia 6ptica.

Una primera ventaja de la invencion es que la alimentacion de las nanoparticulas en la etapa (a) puede realizarse en
suspension o solucion (coloidal), que, en el contexto de la presente invencion, incluye los fluidos originales en los que
pueden encontrarse contenidas las nanoparticulas, posiblemente después de la dilucién si se desea o resulta
necesario. Por tanto, para la mayoria de aplicaciones, no existe ninguna necesidad de una preparacion compleja o
laboriosa de la muestra a analizar. Los fluidos apropiados pueden ser cualesquiera muestras obtenidas directamente
del medio ambiente, muestras aéreas, tal como agua superficial o subterranea o lixiviados de suelo; del cuerpo animal
o humano, tal como orina, sangre, suero, sudor, lagrimas, liquido sinovial o saliva; de plantas, tales como aceites,
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zumos y oftras bebidas; de alimentos o de productos artificiales, tales como pinturas, aditivos, lubricantes,
medicamentos, ... Si se requiere o se desea, estas muestras pueden diluirse con un solvente apropiado. En una
aplicacion preferente, el dispositivo se utiliza para cribar regularmente productos basados en nanoparticulas durante
su procedimiento de fabricacién industrial como sistema de control de calidad para comprar las propiedades
superficiales y tamafio de medio de los NM, esto resulta especialmente interesante para productos de nanomedicina.

El objetivo de la incubacion en la etapa (b) es proporcionar a las nanoparticulas suficiente tiempo para extenderse
sobre la superficie de trabajo y alcanzar aquellas zonas y subzonas correspondientes a sus propiedades fisicas tal
como se describe adicionalmente en la presente memoria. Por tanto, este tiempo ‘t’ realmente necesario para buenos
resultados puede variar dependiendo de un determinado nimero de propiedades, entre ellas el tamafo/densidad de
las NP, su afinidad con el solvente/medio de suspension, la viscosidad del solvente/medio de suspension, la
temperatura, ... En cualquier caso, el tiempo ‘t’ requerido para una incubacion apropiada puede ser facilmente
determinado por el experto en la materia conociendo que este tiempo es el tiempo para definir correctamente la
afinidad de la NP para las diferentes superficies. En la mayoria de casos, el tiempo ‘1’ sera entre 2 segundos y 60
minutos, mas generalmente, sin embargo, entre 5 segundos y 45 minutos. En otros casos, p.ej. especialmente en el
caso de que el medio sea viscoso o las NP presenten bastante afinidad para el medio, puede seleccionarse el tiempo
de incubacion ‘t’ para ser mas largo, tal como de hasta 2 horas o incluso superior.

En el método presentado en la presente memoria, el pH y/o la concentracion salina de la solucion o suspension que
contiene nanoparticulas preferiblemente se ajusta en la etapa (a) y/o en la etapa (b).

Tal como se explica en mayor detalle posteriormente, la determinacion de las propiedades fisicas de las nanoparticulas
puede comprender ademas el calculo de las propiedades superficiales de las nanoparticulas mediante determinacion
de los componentes acido-base y de energia libre superficie de Lifshitz-Van der Waals (AG*Bagn Y AGWagn):

G2 | )
G =2 (V7 )

en donde AB (LW, respectivamente) representa la interaccion acido base (de Lifshitz-Van der Waals, respectivamente)
Y Yn(aB), YiaB) Y Ys(as) (Ynww), YiLw) Y Ysw), respectivamente) son los componentes acido-base (de Lifshitz-Van der Waals,
respectivamente) de las energias superficiales de la nanoparticula (n), medio solucién/suspension (1) y superficie sélida
(s) de la zona.

La determinacion de las propiedades fisicas de las nanoparticulas puede llevarse a cabo mediante cualquier método
apropiado, tal como microscopia, mediante determinacién de su localizacion sobre el chip de cribado. La localizaciéon
dentro de una zona refleja las propiedades superficiales de la nanoparticula (hidrofobicidad y carga), mientras que su
localizacion dentro de subzonas particulares permite deducir el tamaiio y/o la distribucién de tamafios. Preferiblemente,
en la etapa (c), el chip de cribado de nanoparticulas se inserta en un dispositivo de lectura dedicado que permite
determinar épticamente la presencia y la localizacion de nanoparticulas dentro de las zonas y subzonas de la superficie
de trabajo, en donde el dispositivo de lectura que comprende una fuente de luz, un dispositivo de sujecion dispuesto
para sujetar dicho chip de cribado de nanoparticulas respecto a dicha fuente de luz y un microscopio que permite
medir la imagen de la superficie de trabajo, preferiblemente la imagen reflejada de la superficie de trabajo mediante
un microscopio de campo oscuro, mas preferiblemente incorporando adicionalmente una camara, tal como una camara
CCD.

Aspectos y realizaciones todavia adicionales de la invencion se refieren a un dispositivo de lectura de chip de cribado
de nanoparticulas, configurado para determinar 6pticamente la presencia y propiedades fisicas adicionales de las
nanoparticulas en un chip de cribado de nanoparticulas tal como se describe en la presente memoria. Tal dispositivo
de lectura generalmente comprende una fuente de luz, un dispositivo de sujecion dispuesto para sujetar dicho chip de
cribado de nanoparticulas delante de dicha fuente de luz, un detector de luz (reflejada) y/o un dispositivo de obtencién
de imagenes. En una realizacion particular, el dispositivo de lectura comprende un microscopio que permite medir la
imagen reflejada de toda la superficie de trabajo, preferiblemente dicho microscopio se hace funcionar en configuracion
de campo oscuro, ventajosamente en combinacién con una camara CCD.

El dispositivo de lectura optica preferiblemente se caracteriza por un determinado campo de vision (CdV) y apertura
numérica (AN). La AN determinar el angulo de incidencia del haz de luz de deteccion. Para una AN dada, las zonas
planas (no estructuradas, sin rejilla de difraccion) no reflejaran luz y apareceran negras al detector. Por el contrario,
las zonas con la rejilla de difraccion se reflejaran a una longitud de onda dada, funcién del parametro geométrico e
indice de refraccion de los orificios (en presencia o no de NM).

En resumen, puede afirmarse que la presente invencion proporciona (entre otros) un método y dispositivo que permite
la medicion de las propiedades de las NP mediante estudios de cinética de adsorcién, que se llevan a cabo muy
elegante y rapidamente.
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En efecto, al contrario que el caso de superficies planas, actualmente no se lleva a cabo bien la determinacion de las
propiedades superficiales de las NP: se lleva a cabo, p.ej., mediante la medicion de la adsorcion de un pigmento (rosa
de Bengala) a diferentes concentraciones y midiendo la concentracion de equilibrio de adsorcién del pigmento
adsorbido. Mediante la medicién de la pendiente (c-c0)/cO para diferentes concentraciones cO (‘c’ es la concentracion
de pigmento no adsorbido, cO es la concentracion total de pigmento) para un numero dado de nanoparticulas, la
pendiente proporciona un valor relativo de hidrofobicidad. Sin embargo, no funciona para todos los intervalos de
hidrofobicidad y no proporcionar un valor de hidrofobicidad en unidades del SI.

Otro método de medicién puede llevarse a cabo mediante la medicion de la adsorcién de NP en columnas con un
relleno de diferentes hidrofobicidades. Nuevamente, no se obtienen ningun valor absoluto de los componentes de
energia superficial de la superficie de la NP.

Con la presente invencion, por ele contrario, se calcula preferiblemente el componente de energia superficial de la
nanoparticula yuw y yas mediante ajuste multiparamétrico del calculo de entalpia libre total basado en la teoria DLVO
ampliada, conociendo que la tasa de adsorcion de las NP en, p.ej., 16 superficies diferentes, es proporcional a la
entalpia libre. Por tanto, se miden las tasas de adsorcién sobre estas 16 superficies diferentes con componentes de
energia superficial conocidos, se calcula la entalpia libre de adsorcion con 4 incognitas respecto a la superficie de las
NP: viw, Y+ Y V- (que representan los dos componentes de yag) Yy la pendiente ‘s’ de la tasa de adsorcion vs. la entalpia
libre. Debe subrayarse que la interaccion electrostatica, en caso de hallarse presente, se conoce a partir de la medicion
de los potenciales zeta de la superficie y de las nanoparticulas.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacion, se describen realizaciones preferentes de la invencion, a titulo de ejemplo, en referencia a los dibujos
adjuntos, en los que:

La fig. 1 es una vista en perspectiva esquematica de una realizacién de un chip de cribado de nanoparticulas,

La fig. 2 es una seccion esquematica a través de una realizacion adicional de un chip de cribado de nanoparticulas
durante la alimentacién con un fluido que contiene nanoparticulas,

La fig. 3 es una representacion esquematica de una realizacion adicional de un chip de cribado de nanoparticulas que
muestra una pluralidad de zonas (sefialadas como A01, ... en la fig. 3(A)) con diferentes propiedades dispersivas,
acido-base y de carga, y dentro de cada una de dichas zonas se localizan subzonas con diferentes tamafos de orificio
(mostrados como tres rectangulos dentro de las zonas A01, A0O2 y A03, aunque no representadas, cada una de las
demas zonas preferiblemente presenta las mismas o equivalentes subzonas),

La fig. 4 es una representacion esquematica de condiciones desfavorables que impiden que las nanoparticulas
hidréfobas se unan a una superficie hidréfoba, asi como de una manera de conseguir que estas condiciones resulten
mas favorables.

La fig. 5 es un diagrama que muestra la cinética de union de las nanoparticulas a una superficie, en el que la pendiente
‘s’ (linea recta) de la curva es proporcional al equilibrio de energia libre superficial AGagh.

La fig. 6 son dos fotografias de SEM (por sus siglas en inglés, microscopio electrénico de barrido) de nanoparticulas
de 200 nm, una vez sobre un sustrato que presenta surcos de 300 nm de apertura (A) y una vez sobre un sustrato
que presenta surcos de 100 nm de apertura (B).

La fig. 7 es una configuraciéon esquematica de un dispositivo de lectura utilizable para implementar un método tal como
se describe en la presente memoria, en particular con un chip de cribado de nanoparticulas de la invencion.

Resultaran evidentes datos y ventajas adicionales de la presente invencion a partir de la descripcion detallada
siguiente de varias realizaciones no limitativas en referencia a los dibujos adjuntos.

Descripcion de realizaciones preferentes

Tal como se ilustra en las figs. 1 a 3, el método preferiblemente utiliza un chip de cribado 1 (también denominado chip
detector) que comprende un sustrato 6pticamente reflectante 10 con una superficie (de trabajo) 11 provista de zonas
12 que presentan diferentes propiedades superficiales.

Tal como se representa esquematicamente en las figs. 1 y 3, cada zona 12 se caracteriza por valores dados de los
componentes de energia libre superficial, definiendo la energia libre total de una superficie sélida como:

YToT = Yiw + Yas = Yuw + 2(ys v-)%°
en la que los componentes son:

yLw = componente dispersivo (Lifshitz-van der Waals) = d
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y+ = componente aceptor de electrones = b
y- = componente donador de electrones = a

Cada zona individual 12 de la superficie puede definirse, de esta manera, mediante los tres componentes (también
denominado triplete) (d,b,a). La superficie 11 del chip detector 1 puede caracterizarse, de esta manera, mediante una
pluralidad de zonas 12 y cada una de ellas presenta diferentes propiedades superficiales, es decir, componentes de
energia superficial (d,b,a).

Por tanto, los NM 20 en suspension o en una solucién coloidal se caracterizan por tripletes equivalentes de valores de
energia superficial segun sus propiedades superficiales.

Por tanto, un triplete (d,b,a) puede definirse para cualquier NM dado, NM(d,b,a).

Tal como se muestra en la fig. 2, los NM 20 que fluyen (tal como se indica mediante la flecha horizontal 30) a lo largo
de la superficie detectora del chip 11 mediante, p.ej., una celda de liquido, resultaran atraidos (ilustrado por las flechas
que sefialan la superficie 11) por las zonas respectivas A = A(d,b,a) segun sus propiedades superficiales NM(d,b,a).
Los NM que presenten diferentes propiedades superficiales no resultaran atraidos o incluso resultaran repelidos
(flechas que sefialan en direccion contraria a la superficie 11) y, de esta manera, permaneceran dentro del liquido
hasta que alcancen una zona que se corresponda con sus propiedades superficiales NM(d,b,a).

Mediante este método, el triplete (d,b,a) de los NM se reconstruira segun la afinidad de los NM para las diferentes
zonas con las propiedades superficiales correspondientes.

Ademas, cada zona 12 sobre el chip detector estd compuesta de diferentes zonas mas pequefias (subzonas 13) tal
como se muestra en la fig. 3 (B) caracterizadas por una serie de orificios o surcos submicrométricos 15. Cada subzona
13 se caracteriza por orificios o surcos 15 con diferentes tamarios de apertura, S, tales como S1, S2, S3, ..., Sn.

Cada subzona 13 se caracteriza por una respuesta oOptica particular, al iluminarla con un haz de luz visible en un
determinado angulo de incidencia y polarizacién. Como consecuencia de la nanorejilla, la luz incidente resulta
difractada a una longitud de onda dada como funcién del indice refractivo del orificio o surco 15 que contiene o no los
NM. La presencia de NM 20 en los orificios o surcos 15 puede, de esta manera, monitorizarse mediante la medicion
de la longitud de onda de la luz difractada.

Por tanto, los NM 20 durante su transporte a lo largo de la superficie 11 del chip 1 resultan atraidos (o no) por fuerzas
hidréfobas o de otro tipo hacia la superficie. Entre los NM atraidos, solo aquellos con un diametro inferior al tamafio
de apertura de los orificios S seran capturados dentro de los orificios o surcos 15. Los NM capturados dentro de los
orificios modificaran localmente el indice refractivo de los nano-orificios y modificara la respuesta 6ptica de la rejilla.
Mediante la monitorizacién de la respuesta 6ptica, puede detectarse la presencia de NM con un diametro inferior a un
determinado tamafo S, (tamafio de orificio).

El lector 6ptico preferiblemente consiste en un microscopio en configuracion de campo oscuro (CO), en particular con
una camara CD que permita la captura y la medicion de la imagen reflejada de la totalidad de la superficie de deteccion.

El lector dptico se caracteriza por un determinado Campo de vision (CdV) y una Apertura numérica (AN). La AN
determina el angulo de incidencia del haz de luz de deteccion. Para una AN dada, las zonas planas (no estructuras,
sin rejilla de difraccion) no reflejaran luz y apareceran negras al detector. Por el contrario, las zonas con la rejilla de
difraccion se reflejaran a una longitud de onda dada, funcién del parametro geométrico de la rejilla y el indice refractivo
de los orificios (en presencia o no de NM).

Al llenar los NM los orificios de la rejilla, el color reflejado de la zona cambiara correspondientemente, de manera que
la presencia de NM en los orificios puede monitorizarse a partir de los cambios de color visualmente o con un sensor
de camara.

En otro aspecto, la invencion en particular se refiere al chip detector (chip de cribado de nanoparticulas) que presenta
las caracteristicas descritas en la presente memoria.

Segun los inventores, la ventaja principal de la invencion es que la solucion propuesto permite el rapido cribado de
muestras que contienen NM. En efecto, el detector permitira la deteccion en unos pocos segundos (y con una cantidad
muy limitada de muestra, tal como unos pocos cientos de pl) la presencia de NM mas pequefios que el tamafio Spin.
Ademas, la utilizacion de diferentes Smin dentro de una subzona y por tanto la presencia y proporcion de NM dentro de
uno o mas de los orificios de diferente tamafo, proporcionara informacién sobre la distribucién de tamafios de los NM.
Junto con el tamafio minimo, el dispositivo permitira caracterizar la propiedad superficial de los NM, determinar sus
componentes acido, basico o dispersivo, asi como sus tamafios y distribuciones de tamafios.

Posteriormente se describen algunos experimentos y consideraciones realizadas en el contexto de llevar a cabo la
presente invencion. Estos experimentos proporcionan una guia adicional para el experto para la reduccion a la practica
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de la presente invencion. La informacién posteriormente no deberia, sin embargo, interpretarse como limitativa de la
invencion a las realizaciones y resultados particulares descritos.

Experimentos y disefio experimental
A) Modificacion de los componentes de energia superficial

Se modificd un sustrato de silicio (podria ser de vidrio o cualquier otra superficie plana) mediante diferentes
deposiciones de plasma con el fin de ajustar la hidrofobicidad superficial. Se utilizé politetrafluoroetileno para generar
una superficie hidréfoba, la deposicion se realizé utilizando octofluorociclobutano (C4Fs) puro como el gas precursor a
una presion de 3,2 Pa (27 mTorr), aplicando una potencia de 142 W durante 5 min. Se deposité acido acrilico
polimerizado con plasma a modo de una superficie hidrdfila, utilizando acido acrilico como el gas precursor a una
presion de 2,1 Pa (16 mTorr), aplicando una potencia de polarizacién de 400 W durante 5 min.

Capa de polielectrolito mediante deposicion de capa

Con el fin de ajustar la hidrofobicidad superficial, se llevd a cabo una deposicidon capa-a-capa de dos polielectrolitos.
Los sustratos modificados con plasma se incubaron durante 2 min en solucion al 2% de poli(cloruro de
dialildimetilamonio) (PDDA) en agua o en poli(4-estireno sulfonato sodico) (PSS) al 2% en agua para la deposicién por
autoensamblaje de cada polielectrolito capa-a-capa, partiendo de PDDA (cargado positivamente) y alternando con
PSS (cargado negativamente). Después de cada etapa, se enjuagaba el sustrato con agua milliQ y se secaba bajo
flujo de nitrégeno.

Se llevo a cabo un primer estudio utilizando particulas de poliestireno de 200 nm de diametro (microesferas Polybead®,
Polysciences). Se seleccionaron dichas particulas comerciales como modelo debido al gran abanico de tamafios y
funcionalizacién superficial (correspondiente a diferentes hidrofobicidades y cargas) ofrecidos por el proveedor. Las
particulas no modificadas se estabilizaron con grupos sulfonato; estaban cargadas negativamente y eran hidrofobas.

Las superficies modificadas se incubaron con las particulas modelo con el fin de evaluar la unién, asociadas a las
fuerzas de interaccion entre las particulas y las superficies. El experimento se llevé a cabo utilizando 16 condiciones
diferentes de concentracion salina ([NaCI]=0/1/10/100 mM)y pH (2/4 /7 /10) en solucién acuosa en la que se
dispersaron las particulas a la concentracion original. La incubacion tuvo lugar con el sustrato totalmente sumergido
en las diferentes soluciones durante 30 min, después se enjuagaron por completo con agua milliQ y se secaron bajo
flujo de nitrégeno. Finalmente se obtuvieron imagenes de las superficies mediante microscopia electronica de barrido
(SEM, por sus siglas en inglés).

Se llevé a cabo el mismo experimento con particulas de poliestireno modificadas con grupos hidroxilo. La modificacion
superficial proporcioné a las particulas una hidrofilicidad mas elevada.

Con el fin de estudiar la unién selectiva de las NP sobre superficies modificadas quimicamente, se prepararon dos
juegos de muestras. Un primer juego de muestras de silicio se habia recubierto en primer lugar con una capa
depositada con plasma de PTFE, seguido de varias capas de polielectrolito (PPS/PDDA) para reducir el nivel de
hidrofobicidad. Se preparé un segundo juego de muestras con una capa inicial de PAA. Estas muestras habian sido
modificadas también mediante deposicién de PE para reducir la hidrofobicidad superficial.

Los resultados de caracterizacion se presentan en las Tablas 1y 2.

Tabla 1: resumen de la caracterizacion de la superficie modificada con PTFE

Angulo de Altura elipsométrica Rugosidad segun Potencial Z a

contacto (°) (nm) AFM* (nm) pH7
PSS n°3 19,8+0,4 0,65 + 0,01 0,76 + 0,08 -57,64 + 0,31
PDDA n°3 37,4 +0,3 0,44 + 0,01 0,85+ 0,09 -4,13 £ 0,33
PSS n°2 53,3+0,8 0,69 + 0,01 0,83 + 0,08 -62,37 £ 0,59
PDDA n° 2 65,4 +0,6 1,11+ 0,02 0,85+ 0,09 -4,93 £ 0,25
PSS n° 1 64,6 +0,7 0,66 + 0,01 0,48 +£ 0,05 -60,22 + 0,90
PDDA n° 1 79,3+0,7 1,43 £ 0,02 0,45 £ 0,05 -26,28 + 0,24
PTFE 106,8 +0,4 0,29 + 0,03 -61,18 £ 0,13

*por sus siglas en inglés, microscopia de fuerza atémica

Tabla 2: resumen de la caracterizacion de la superficie modificada con PAA

Angulo de Altura elipsométrica Rugosidad segun Potencial Z a

contacto (°) (nm) AFM (nm) pH7
PSS n°3 22,8+0,4 0,65 + 0,01 1,87 £ 0,19 -62,60 + 0,33
PDDA n°3 28,2+0,6 0,44 + 0,01 1,88 £ 0,19 -6,53 £ 0,68
PSS n°2 25,2+0,1 0,69 + 0,01 1,09+ 0,11 -50,37 £ 0,92
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PDDA n°2 30,9+0,4 1,11+ 0,02 0,77 + 0,08 2,80+0,15

PSS n° 1 41,4+0,8 0,66 + 0,01 0,65+ 0,07 -47,36 + 0,29

PDDA n° 1 52,1+0,5 1,43 + 0,02 0,12 + 0,01 -5,04 + 0,53
PAA 58,3+0,5 0,23 + 0,02 -78,12 + 1,38

Tal como se muestra en la Tabla 1, la muestra recubierta con capa depositada con plasma de PTFE era altamente
hidréfoba, con un angulo de contacto de 106°. Para cada capa de polielectrolito, la medicién de angulo de contacto
mostré una reduccion de la hidrofobicidad de la superficie, de 80° (hidréfobo) para la primera capa, a 20°C (altamente
hidrofilo) para la 6° capa. La elipsometria (técnica Optica para investigar las propiedades dieléctricas de peliculas
delgadas) permitio medir el grosor de cada capa de polielectrolito. Las capas de PSS eran de aproximadamente 0,7
nm de grosor, y cada capa de PDDA era entre 1,4 y 0,4 nm, siendo la primera la mas gruesa. La microscopia de fuerza
electrénica (AFM, por sus siglas en inglés) proporcioné informacién sobre el grosor, que se incrementé con las
primeras 3 capas de 0,3 a 0,8 antes de estabilizarse en aproximadamente 0,8 nm para las ultimas 3 capas. Se midi6é
el potencial Z para diferente pH; para todas las capas se obtuvo un potencial z negativo para todo el rango de pH,
especialmente para las capas no modificadas con PTFE y las capas de PSS, y mas préoximo a neutro para las
diferentes capas de PDDA. Este resultado puede explicarse en que el PDDA esta cargado positivamente y el PDDA y
el PTFE estan cargados negativamente.

Los experimentos realizados sobre la superficie modificada con PAA (Tabla 2) mostraron la misma tendencia. Con
una capa base de PAA mas hidréfila, en efecto podrian alcanzarse las mismas propiedades superficiales con un
incremento de hidrofilicidad con las capas de polielectrolitos, un incremento mas importante de rugosidad y un
potencial zeta negativo para todas las condiciones. La 62 capa permitié obtener propiedades superficiales similares
con dos sustratos de propiedades diferentes: PTFE o PAA.

También se llevé a cabo el analisis mediante XPS y ToF-SIMS de las modificaciones superficiales mediante deposicion
de plasma de PTFE y deposicion de polielectrolitos capa-a-capa (datos no mostrados). El analisis de superficie
mediante experimentos de XPS demostro la presencia del PTFE sobre el sustrato de silicio, y el experimento de ToF-
SIMS confirmdé dichas observaciones, con un analisis que es mas sensible a la superficie: la cobertura del sustrato de
silicio con el plasma de PTFE y de la capa base de PTFE con las 6 capas de polielectrolitos.

Estudio de unién de nanoparticulas
Nanoparticulas hidréfobas

Partiendo de que los sustratos de silicio modificados mediante deposicién de plasma de PTFE mostraban una elevada
hidrofobicidad, se llevé a cabo un primer experimento con particulas hidréfobas en diferentes condiciones. Las
particulas PS bajo 16 condiciones de pH y fuerza ionica se incubaron sobre la superficie con el fin de evaluar la unién
de particulas hidréfobas con una superficie hidréfoba, que se esperaba elevada debido a las fuerzas hidréfobas. A
continuacion, se analizaron las superficies mediante SEM y se calculé la proporcion de cobertura superficial para las
diferentes condiciones utilizando el software ImageJ. Se presentan estos resultados en la Tabla 3.

Tabla 3: cobertura de superficie (%) de particulas PS sobre PTFE, angulo de contacto = 105°

pH
2 4 7 10
Potencial Z 3 -32 -54 -140
[NaCIl] mM 0 2,5 2,4 0,8 0,6
1 2,1 0,2 0,1 0,9
10 5,6 6,6 0,1 0,0
100 2,5 27,0 2,8 0,3

Inesperadamente, la tasa de union era baja en todas las condiciones, con una ligera tendencia a una uniéon mas
elevada a pH bajo y concentracion salina elevada.

La union reducida de las NP a la superficie de PTFE hidrofoba se atribuy6 hipotéticamente a la baja humectabilidad
de la superficie de PTFE con la creacion de microburbujas, las cuales impiden el contacto entre la superficie y las
particulas en la suspension en agua, evitando que se produzcan fuerzas hidrofobas.

Las cargas negativas en la superficie de la capa de PTFE y de las particulas en efecto se encontrarian reducidas a
pH bajo y fuerza idnica elevada; bajo estas condiciones, la repulsion de largo alcance por fuerzas electrostaticas se
veria drasticamente reducida, permitiendo que tuvieran lugar las fuerzas hidréfobas de mas corto alcance.

Se propuso la hipétesis siguiente para entender el bajo nivel de unién en todas las condiciones. La interfaz entre la
superficie y las particulas deberia considerarse como mudltiples interfaces: debido a que las particulas se incuban en
una solucién acuosa, el agua desempefia un papel importante en la interaccion sustrato-particulas con una interfaz
sustrato-agua y ofra interfaz particulas-agua. La exposicion del sustrato altamente hidréfobo al agua generaria
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microburbujas de aire que limitarian el contacto, y ocurriria lo mismo sobre la superficie de las particulas hidréfobas.
Estas microburbujas podrian crear una barrera fisica, impidiendo que las particulas se aproximasen lo suficiente a la
superficie para que tuviesen lugar las interacciones hidréfobas. A fin de limitar la presencia de dichas burbujas de aire,
permitiendo el contacto del agua con la superficie, en este caso deberia reducirse la hidrofobicidad.

Con el fin de verificar dicha hipétesis, se llevaron a cabo los mismos experimentos con la superficie de PTFE
modificada con capas de polielectrolitos. Debido a que el nimero de capas de polielectrolito presenta una influencia
directa sobre la hidrofobicidad, tal como se observa con las mediciones del angulo de contacto), resultd posible
conseguir cuatro grados diferentes de hidrofobicidad, correspondientes a los angulos de contacto de 105°, 70°, 50° y
20°. La observacion de las superficies después de la incubacion de las particulas mostré un incremento progresivo de
la unién, con una cobertura superficial creciente de la superficie a menor angulo de contacto. La cobertura superficial
por las particulas calculada para el angulo de contacto mas bajo se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4: cobertura superficial de particulas PS sobre PTFE+PE (6 capas), angulo de contacto = 20°

pH
2 4 7 10
Potencial Z -3 -49 -60 -100
[NaCl] mM 0 54,2 57,2 33,0 3,6
1 40,4 37,8 30,5 30,9
10 49,2 43,4 48,0 47,6
100 83,3 64,3 55,1 51,5

En comparaciéon con los resultados sin polielectrolitos, la cobertura superficial por las particulas se incrementd
drasticamente con las 6 capas de polielectrolitos. Ademas, se confirmé la tendencia ya observada, con un importante
incremento de la unién a menor pH y mayor fuerza iénica. A fin de comparar la tasa de union obtenida sobre un
sustrato hidréfobo + capa superficial hidréfila con la tasa de unién sobre un sustrato hidréfilo y a fin de verificar la teoria
de las interacciones de largo alcance, se llevo a cabo otro experimento utilizando el PAA depositado con plasma
previamente descrito, con y sin la modificacion de polielectrolitos. Se ajusté el grado de hidrofobicidad entre
aproximadamente 60° de angulo de contacto sin polielectrolito y 20° con seis capas de polielectrolitos. Las diferentes
superficies después de la incubacion de las particulas de poliestireno hidréfobas bajo las mismas condiciones que
anteriormente se observaron mediante SEM y los resultados en términos de cobertura superficial se presentan en la
Tabla 5 para PAA solo (a) y PAA con seis capas de polielectrolitos (b).

Tabla 5: cobertura superficial de particulas PS sobre a. PAA, b. PAA + PE

pH
2 | 4 | 7 | 10
a. PAA
Potencial Z -26 -45 -78 -83
[NaCl] mM 0 0,0 3,4 0,0 0,0
1 0,9 0,1 0,0 0,0
10 0,1 0,2 1,8 0,0
100 80,8 51,6 39,4 0,4
b. PAA + PE
Potencial Z -20 -50 -63 -53
[NaCIl] mM 0 1,0 0,0 0,0 0,0
1 43,1 0,0 0,0 0,0
10 32,0 0,6 0,0 0,1
100 59,3 54,2 19,9 27,5

Tal como puede observarse tanto para PAA solo como PAA + PE, la cobertura superficial es extremadamente baja
para la mayoria de las condiciones, con una concentracion salina entre 0 y 10, y para todos los pH en PAA solo y para
pH 4 a 10 en PAA + PE. La tendencia ya observada anteriormente todavia se encuentra presente, con un incremento
de la tasa de union a mayor fuerza iénica y menor pH, aunque mas marcadamente que antes, ya que la unién de las
particulas se incrementa unicamente bajo dichas condiciones extremas. En la comparacioén con los resultados de los
sustratos de PAA y PTFE sin polielectrolitos (Tablas 3 y 5a), puede asumirse que, con la fuerza iénica mas alta, la
uniéon es mas importante a PAA que a PTFE, debido a la barrera fisica existente por las propiedades altamente
hidréfobas del PTFE. Sin embargo, la diferencia principal aparentemente se encuentra entre PTFE + PE y PAA + PE
(Tablas 4 y 5b). En efecto, la adicion de las capas de polielectrolitos induce un gran incremento de la union al sustrato
hidréfobo, mientras que el cambio con polielectrolito en PAA resulta significativo sélo a pH 2 con sal, demostrando que
la capa superficial hidrofila sola permite que tengan lugar las interacciones hidréfobas, resultando en la unién de las
particulas hidréfobas Unicamente al sustrato hidrofobo.
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En la fig. 4 se presenta un modelo esquematico de interaccion de las fuerzas hidroéfobas de largo alcance y el efecto
de la hidrofobicidad del sustrato.

Tal como se presenta en la fig. 4, que muestra el modelo tedrico de interacciones segun diferentes condiciones, en el
primer caso analizado, el PTFE hidréfobo se encontraba en contacto directo con el medio acuoso que contenia las
particulas. Bajo esta condicion, se genera una interfaz de aire que limita los contactos entre el agua y el sustrato
hidréfilo, y esto impide la interaccion fisica entre las particulas y el sustrato. Ademas, si no se evita la repulsion
electrostatica mediante una reduccion del pH y/o un incremento de la fuerza idnica, las interacciones hidréfobas que
actuan a distancias mas cortas no pueden tener lugar. Por el contrario, mediante la minimizacion de la repulsion
electrostatica gracias a un pH bajo y una concentracion salina elevada, y permitiendo la interaccion fisica mediante la
utilizacién de una capa hidréfila superficial sobre el sustrato hidréfobo, pueden obtenerse las condiciones mas
favorables para la union de las particulas hidrofobas sobre el sustrato hidréfobo. La capa hidréfila debe ser
suficientemente delgada (<< 100 nm) a fin de que tengan lugar las interacciones hidréfobas de largo alcance. La
utilizaciéon de una capa de polielectrolito en este caso es un buen modo de obtener una hidrofilicidad elevada con una
cobertura delgada del sustrato hidréfobo. El grado de hidrofobicidad/hidrofilicidad superficial, también denominado
humectabilidad, por lo tanto, no controla la unién pero permite que tengan lugar las interacciones hidréfobas.

Particulas hidroéfilas

La segunda parte del estudio consistidé en la evaluacion de la unién de las particulas hidrofilas sobre los sustratos
utilizados anteriormente. Considerando que el mecanismo del sistema se basa en interacciones hidréfobas, su interés
seria permitir la caracterizacion de la hidrofobicidad de las particulas gracias a la diferente respuesta de unién a las
zonas con patrén. Las particulas utilizadas para esta parte del estudio eran las mismas particulas de poliestireno,
aunque modificadas con grupos hidroxilo que les proporcionan propiedades hidréfilas.

Las particulas de PS-OH bajo las 16 condiciones de pH y fuerza idnica se incubaron sobre las diferentes superficies.
El analisis mediante SEM permitié entonces calcular la proporcién de cobertura superficial para las diferentes
condiciones. Los resultados obtenidos con PTFE, PTFE + PE, PAA y PAA + PE se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: cobertura superficial de particulas de PS-OH sobre a. PTFE, b. PTFE+PE, c. PAA, d. PAA+PE

pH
2 | 4 | 7 | 10
a PTFE
[NaCl] mM 0 0,0 0,2 0,0 0,0
1 0,0 0,0 0,0 0,0
10 6,9 0,0 0,0 0,0
100 0,0 0,6 4,0 0,0
b. PTFE + PE
[NaCl] mM 0 0,3 0,2 0,0 0,0
1 0,9 0,4 0,0 0,2
10 0,6 0,7 0,1 0,1
100 2,6 10,2 1,9 6,5
C. PAA
[NaCl] mM 0 0,2 0,0 0,0 0,0
1 0,8 0,5 0,0 0,0
10 0,2 0,1 0,1 0,0
100 36,5 51,7 22,2 1,6
d. PAA + PE
[NaCl] mM 0 0,3 0,0 0,0 0,0
1 0,3 0,0 0,0 0,0
10 23 0,1 0,0 0,0
100 54,0 37,8 1,0 1,4

Tal como puede observarse, las particulas hidréfilas presentan una tasa de union extremadamente baja (<1% en la
mayoria de casos) para todas las condiciones sobre el sustrato hidréfobo, modificado o no. Sobre el sustrato hidroéfilo,
modificado con los polielectrolitos o no, no se produce unién bajo la mayoria de las condiciones, con una unién
significativa Unicamente para una concentracion salina elevada y pH negativo, tal como ya se ha observado
anteriormente. Estos resultados confirman lo esperado: sin interacciones hidrofobas las particulas hidrofilas no se
unieron a las diferentes superficies.

B) Método para la determinacion de la energia libre superficial de las nanoparticulas (desconocidas)

El método genérico para la determinacién de la energia superficial de una muestra desconocida de nanoparticulas es
similar al modelo DLVO ampliado (Van Oss eta I., J. Colloid Interface Sci. 111, 378-390).
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En el caso de que una nanoparticula en suspension (muchas nanoparticulas) establezca un contacto estrecho con
una superficie, existen diferentes fuerzas que atraeran o repeleran la NP hacia/desde la superficie.

Las fuerzas se ajustan a la expresion:
Fadh = FLW + FEL + FAB
donde F-W:fuerza de interaccion de Lifshitz-Van der Waals (atractiva, corto alcance)
FEL : fuerza de interaccion electrostatica (atractiva o repulsiva, largo alcance)
FAB : fuerza de interaccion acido-base (interaccion hidrofoba)
El componente de Lifshitz-Van der Waals siempre es atractivo y siempre se encuentra presente.

El componente electrostatico puede ser atractivo o repulsivo, pero en cualquier caso puede eliminarse totalmente
incrementando la concentracion salina. En cualquier caso, sus valores son conocidos a partir de la medicién de los
potenciales zeta de las nanoparticulas y las superficies activas del chip. Entre dos superficies con la misma carga es
repulsivo.

Las fuerzas AB incluyen la interaccion hidréfoba.

Si se asume que las fuerzas de atraccion son EXCLUSIVAMENTE fuerzas AB, son de largo alcance (actian cuando
la NP se encuentra a varios nm de la superficie) y son fuertes (esto se controla a partir de las condiciones
experimentales presentes).

Las NP resultan atraidas a la superficie y permanecen ahi Unicamente en el caso de que se encuentren en una
situacion que minimice la energia libre superficial del sistema superficie-liquido-NP. Por definicion:

I: liquido n: nanoparticula s: sustrato
Energias libres interfaciales:

yst CONOCIDO

Ysn MEDIDO

vn DEBE DETERMINARSE

Energia libre de adhesion AGagh = Yni — Ysn - Ysi

El equilibrio de energia libre superficial (AGaqn) €s el equilibrio entre las energias interfaciales (de la NP y la superficie)
con el liquido y la interfaz de NP y superficie.

El presente objetivo es calcular la y, (componente de energia superficial de la NP, en particular el componente LW-
hidréfobo).

La relacién geométrica entre los componentes superficiales puede expresarse del modo siguiente:

e R N
a6 =2 A " V")

en donde AB (LW, respectivamente) representa la interaccion acido-base (de Lifshitz-Van der Waals, respectivamente)
Y Yn(aB), YiaB) Y Ys(a) (Yniw), Yiw) Y Ysw), respectivamente) son los componentes acido base (Lifshitz-Van der Waals,
respectivamente) de las energias superficiales de la nanoparticula (n), medio solucién/suspension (1) y superficie sélida
(s) de la zona. yyag) se conoce de la literatura y ysag) €s conocida para cada superficie modificada (y se mide y es
conocida para cada zona del dispositivo). ynag) €s el parametro desconocido de la NP que debe determinarse mediante
el presente método.

Con el sistema presentado, la AGaqn puede medirse directamente mediante la medicion de la cinética de adsorcion de
las nanoparticulas sobre la superficie. En particular, AGa.qn €s proporcional a la pendiente ‘s’ de la cinética de adsorcién
(véase la fig. 5).

Por tanto, una etapa de determinacion preferente de un método de la invencién podria resumirse de la manera
siguiente:
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(a) se miden y se conocen las propiedades superficiales de cada superficie,
(b) se mide la cinética de adsorcion de la NP sobre cada superficie
(c) se calculan las propiedades superficiales de la NP.
C) Microfabricacion de las zonas con diferentes propiedades superficiales controladas

Las zonas caracterizadas por propiedades superficiales controladas (tal como se ha explicado anteriormente) pueden
micrograbarse sobre una misma superficie, p.ej., mediante el dispositivo de microfluidos (MFD, por sus siglas en inglés)
siguiente disefiado por los inventores.

1) La superficie del chip puede modificarse con PTFE o PAA o cualquier otro polimero con
hidrofobicidad/hidrofilicidad controlada,

2) EI MFD se aplica sobre la parte superior del chip,

3) En cada zona del MFD se hace fluir un determinado nimero de capas de polielectrolitos con el fin de modificar
localmente las propiedades superficiales.

D) Nanofabricacion del filtro fisico o elementos de captura

Los filtros fisicos o estructuras de captura para las nanoparticulas (series de orificios o serie de surcos) se nanofabrican
sobre la superficie del chip, p.ej., mediante molienda con haces iénicos, aunque la misma estructura puede producirse
utilizando diferentes técnicas de fabricacion.

El propésito basico es:
1)  Crear una rejilla de difraccion (constituida de orificios o surcos)
2) La misma rejilla de difraccion filtra las NP
3) Solo las NP mas pequefias que el tamafio de la rejilla pueden caer por el interior de la misma

4) La respuesta optica de la rejilla de difraccion cambia Unicamente en el caso de que las NP se encuentren
localizadas dentro de los surcos

5) De esta manera, las particulas que son mas pequefias que un tamafo seleccionado pueden detectarse
facilmente.

Por ejemplo:
La rejilla 1, que presenta lineas (surcos) de 300 nm de anchura, es alimentada con nanoparticulas de 200 nm.
La rejilla 2, que presenta lineas de 100 nm de anchura, es alimentada con NP de 200 nm.

Resulta evidente que las NP de 200 nm caeran dentro de los surcos de 300 nm, mientras que se mantendran sobre
los surcos de 100 nm (ver la fig. 6 (A) y (B), que son imagenes de SEM de NP de poliestireno sobre una superficie
hidréfoba).

1) La respuesta oOptica del espectro de difraccion de la rejilla 1 resulta modificada por la presencia de las NP en los
surcos (fig. 6(A)).

2) La respuesta optica del espectro de difraccion de la rejilla 2 resulta modificada por la presencia de las NP sobre
los surcos (fig. 6(B)).

Los cambios de respuesta Optica pueden monitorizarse en tiempo real durante la adsorcion de las NP y puede
reconstruirse la curva cinética para calcular AGaqn (véase anteriormente y la fig. 5). Ademas, resulta posible realizar
un cribado rapido del tamafio de las NP.

E) Configuracion optica ilustrativa para la deteccion en tiempo real de las NP sobre la superficie del chip.

Un sistema preferente para analizar las NP sobre el chip de cribado basicamente comprende un microscopio de campo
oscuro con un gran Campo de vision (para detectar todas las zonas del chip simultdaneamente), que permite la
deteccion de las NP dentro o fuera de las rejillas de difraccion y en donde la deteccion puede llevarse a cabo en tiempo
real.
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Se muestra un ejemplo en la fig. 7, en donde una fuente de luz 41 emite luz que pasa por un primer sistema de lentes
42, se refleja en un divisor de haz 43 a través de la pupila de iluminacion 44 y un segundo sistema de lentes 45 sobre
el chip de cribado de nanoparticulas 46. La luz que resulta refractada por el chip de cribado 46 pasa por la pupila de
iluminacion 44, divisor 43 y un tercer sistema de lentes 47 a través de la apertura 48 de una camara 49.

A titulo de ejemplo, tal sistema puede comprender:
de Edmund Optics / Thorlabs:

e dos oculares Erfle 41-347 como sistemas de lentes 42 y 45
e cubo divisor de haz de 50 mm 32-704 como divisor de haz 43
e 3-4lentes PCX (o pares acromaticos) y sistema de montaje de lentes (jaula, ...) para el sistema de lentes 47.

La camara 49 puede ser una camara CMOS con lentes estandar (f~10 mm)
— AN de obtencién de imagenes ajustable desde la lente de la camara.

Debido a que existe un camino comun de obtencion de imagenes e iluminacion en chip de cribado 46 y divisor de haz
43, pueden producirse algunas reflexiones en la imagen. De hecho, el angulo de iluminacion puede ajustarse mediante
desplazamiento de la placa perforada en la pupila de iluminacién 44.

Leyenda:

1 Chip de cribado de nanoparticulas

10 Sustrato

11 Superficie de trabajo

12 Zonas

13 Subzonas

15 Orifico o surco submicrométrico

20 Nanoparticula(s)

30 Flujo de liquido

40 Configuracion de deteccién de campo oscuro
41 Fuente de luz

42 Primer sistema de lentes

43 Divisor de haz

44 Pupila de iluminacién

45 Segundo sistema de lentes

46 Chip de muestras/cribado

47 Tercer sistema de lentes

48 Ajuste de AN de obtencién de imagenes desde la lente de la camara
49 Camara

13
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REIVINDICACIONES

Un chip de cribado de nanoparticulas (1) que permite determinar propiedades fisicas de nanoparticulas (20),
en donde el chip de cribado comprende:

un sustrato (10) que presenta una superficie de trabajo (11) dividida en una pluralidad de zonas (12), en
donde:

(1) cada una de estas zonas (12) presenta diferentes propiedades superficiales definidas por el
componente de energia superficial (d,b,a), definiendo la energia libre total yror de la superficie de cada
zona de la manera siguiente:
yroT = Yiw + 2(y+ v-)%°
en donde los componentes son:

Yuw = componente dispersivo = d
y+ = componente aceptor de electrones = b
y- = componente donador de electrones = a

(2) cada una de estas zonas (12) comprende una pluralidad de subzonas (13), comprendiendo cada
subzona una serie de orificios 0 surcos alargados submicrométricos (15) con un tamafio de apertura
diferente (S1, S2, S3, ...).

El chip de cribado de nanoparticulas (1) segun la reivindicacion 1, en donde el nimero de zonas (12) es de
5 a 100, preferiblemente de 10 a 50.

El chip de cribado de nanoparticulas segun la reivindicacion 1 o 2, en donde el nimero de subzonas (13) es
de 2 a 10, preferiblemente de 3 a 6.

El chip de cribado de nanoparticulas (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
sustrato (10) es un sustrato altamente plano, preferiblemente seleccionado entre vidrio o silicio.

El chip de cribado de nanoparticulas (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde un espejo
dieléctrico unidimensional o un metal noble, preferiblemente oro, ha sido depositado sobre el sustrato (10).

El chip de cribado de nanoparticulas (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde las
propiedades superficiales de al menos una zona han sido modificadas mediante deposicién de plasma de
una o mas capas de al menos un polimero opcionalmente funcionalizado, tal como politetrafluoroetileno, 6xido
de polietileno o poli(acido acrilico).

El chip de cribado de nanoparticulas (1) segun la reivindicacion 6, en donde las propiedades superficiales del
sustrato (10) han sido modificadas adicionalmente mediante la utilizaciéon del autoensamblaje de
polielectrolitos, tal como poli(cloruro de dialildimetilamonio) y/o poli(4-estireno sulfonato sédico).

El chip de cribado de nanoparticulas (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde un nimero
de dichas zonas (12) que presenta diferentes propiedades superficiales comprende una o mas capas
hidréfobas con una capa hidréfila superficial para incrementar la hidrofobicidad.

Un método de cribado de nanoparticulas para determinar propiedades fisicas de las mismas, comprendiendo
el método las etapas de:

(a) alimentar nanoparticulas en solucidon/suspension sobre la superficie de trabajo (11) de un chip de
cribado de nanoparticulas (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,

(b) incubar las nanoparticulas en solucidon sobre la superficie de trabajo (11) durante un tiempo de
incubacion ‘t' y después enjuagar el chip de cribado de nanoparticulas (1),

(c) determinar propiedades fisicas de las nanoparticulas mediante el analisis del chip de cribado de
nanoparticulas (1) mediante microscopia 6ptica.

El método segun la reivindicacion 9, en donde en la etapa (b) el tiempo de incubacion ‘t’ es de 2 segundos a
60 minutos, preferiblemente de 5 segundos a 45 minutos.

El método segun la reivindicacion 9 o 10, en donde en la etapa (a) y/o en la etapa (b), se ajusta el pH y/o la
concentracion salina de la solucién o suspension que contiene nanoparticulas.
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El método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde la determinacion de las propiedades
fisicas de las nanoparticulas comprende ademas el calculo de las propiedades superficiales de las
nanoparticulas mediante la determinacion del equilibrio de energia libre superficial, incluyendo las
interacciones electrostaticas y, en particular, los dos componentes de energia superficial:

MG =27 ~r® (7 )
AGL ==2(J7" " (7" ")

en donde AB (LW, respectivamente) representa la interaccion acido-base (de Lifshitz-Van der Waals,
respectivamente) y Yn(as), Yias) Y Ys(as) (YniLw), YiLw) Y Ysiw), respectivamente) son los componentes acido base
(de Lifshitz-Van der Waals, respectivamente) de las energias superficiales de la nanoparticula (n), medio
solucién/suspension (1) y superficie(s) solida(s) de la zona.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde en la etapa (c) el chip de cribado de
nanoparticulas (1) se inserta en un dispositivo de lectura que permite determinar 6pticamente la presencia y
la localizacion de nanoparticulas dentro de las zonas (12) y subzonas (13) de la superficie de trabajo (11), en
donde el dispositivo de lectura comprende una fuente de luz (41), un puerto de sujecion dispuesto para sujetar
dicho chip de cribado de nanoparticulas (1) delante de dicha fuente de luz y un microscopio que permite medir
la imagen reflejada de la superficie de trabajo (11), preferiblemente dicho microscopio es un microscopio de
campo oscuro, mas preferiblemente que incorpora una camara CCD.

Un dispositivo de lectura de chip de cribado de nanoparticulas, configurado para determinar 6pticamente la
presencia y propiedades fisicas adicionales de las nanoparticulas en un chip de cribado de nanoparticulas
(1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende una fuente de luz (41), un puerto de
sujecion dispuesto para sujetar dicho chip de cribado de nanoparticulas respecto a dicha fuente de luz, un
detector de luz y/o un dispositivo de obtencion de imagenes, en particular un microscopio capaz de medir una
imagen reflejada de la superficie de trabajo completa (11), preferiblemente dicho microscopio presenta una
configuracion de campo oscuro, mas preferiblemente en combinacién con una camara CCD.

Uso de un chip de cribado de nanoparticulas (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, de un
dispositivo de lectura de chip de cribado de nanoparticulas segun la reivindicacion 14 o de un método segun
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13 para el control de calidad en procedimiento de fabricacién industrial,
especialmente en nanomedicina.
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