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1. INTRODUCCION



Introduccion

El presente trabajo de investigacion se enmarca en el campo de las modificaciones de
los microchips de electroforesis capilar con polimeros, area en la que nuestro grupo de

investigacion colabora con el Profesor A. Costa de Quimica Analitica.

1.1- Microchips.

El microchip de electroforesis capilar, MEC, es un dispositivo portatil de analisis
quimico, de reducido tamafio, que se fundamenta en la separacion de especies cargadas,
migrando a distintas velocidades, en un medio conductor de corriente eléctrica bajo la

accion de un campo eléctrico. En la figura 1 puede verse un esquema de uno de ellos.
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Figura 1: Disefio basico de microchip de electroforesis capilar

1.2- Papel de los polimeros en el marco de los microchips

En sus inicios, el vidrio y la silice fundida fueron los materiales mas utilizados para
fabricar estos dispositivos, debido a su inercia quimica, a su transparencia optica y a que

las propiedades quimicas de su superficie eran bien conocidas por haber sido empleados

en la electroforesis capilar.



Introduccion

Con el paso del tiempo, los polimeros se han ido incorporando como materiales de
construccién de los MECs?®. Entre otros, se han empleado el poli(metilmetacrilato)*
(PMMA), poli(dimetilsiloxano)® (PDMS), (poli)carbonato® PC, (poli)estireno™® PS, o
(poli)etilentereftalato™ (PET).

De todos ellos, el PMMA y el PDMS son, probablemente, los polimeros méas usados

en la fabricacion de estos microdispositivos analiticos'?.

Los polimeros se utilizan ademas como material de relleno de los microcanales
(canales cerrados) y como recubrimiento de las paredes de estos microcanales (canales

abiertos).

1.2.1 -Recubrimiento de las paredes de los microcanales

La modificacion de la superficie de las paredes internas de los microcanales tiene

13,14

como objetivo controlar el flujo electroosmoético " (FEO) y suprimir las interacciones

entre ciertas muestras bioldgicas, como las proteinas, y la propia superficie de las

15,16 El

paredes control sobre estos dos factores, FEO e interacciones, es esencial pues

determinan tanto la separacién de los analitos, como la reproducibilidad del andlisis.

Estas modificaciones de la superficie de los microcanales se realizan bien mediante la
adicién de productos quimicos que quedan unidos a las paredes por interacciones
débiles (se habla entonces de recubrimientos dinamicos), o bien, por reaccién de
sustancias quimicas con la superficie a la que se unen mediante enlace covalente (en

cuyo caso se habla de recubrimientos estaticos.)

Los recubrimientos dindmicos son sensibles a la temperatura y se degradan durante el
analisis de modo que necesitan ser regenerados. Por eso, en ciertos casos, la alternativa

mas adecuada son los recubrimientos estaticos.

1.2.1.a) Recubrimientos estaticos

Existen distintas estrategias por las cuales se llega a una modificacion permanente de

la superficie.



Introduccion

Lo habitual es generar una coleccion de macromoléculas unidas por un extremo a la

superficie, (“polymer brush”), (véase figura 2).

() /e

Figura 2: “Polymer brush” anclados a una superficie

En este caso, “polymer brush”, las macromoléculas pueden unirse a la superficie

siguiendo tres métodos diferentes:

« “Polimerizando a partir de” o “grafting from”'": consiste en el anclaje de una serie
de iniciadores “I” a la superficie a modificar y hacer crecer, a partir de cada uno de

ellos, una macromolécula (véase esquema 1).

®
@
iii) Polimerizacidn de
i) Ac+rva:lon de I I un mondmero sobre
An:kue de un iniciador .:
® e

Esquema 1: Polimerizacion sobre una superficie mediante “grafting from”™

« “Injertando a” o “grafting to*®: uniendo un polimero que posee un grupo funcional
terminal (o lateral) “Z” a la superficie por reaccion de Z con otro grupo funcional “A”

previamente anclado a la superficie (véase esquema 2).

10



Introduccion

) Activacién de A A
- s
ii) Funcmnallzacmn con E———— iii) Anclaje de un polimero

un compuesto de anclaje

Esquema 2: Anclaje de un polimero sobre una superficie mediante “grafting to”

* “Co-polimerizando mondmeros libres con monémeros previamente anclados a la

19

superficie” o “grafting through Los monomeros libres pueden ser

macromonomeros, es decir, polimeros que acaban en un grupo que actla como

mondmero (véase esquema 3).

) Activacién de
la super‘flae .. ®

i) Am:luJE de un monémere iii) Polimerizacién entre un

monémero Y un macromondmero

Esquema 3: Polimerizacion sobre una superficie mediante “grafting through”

1.3- Modificaciones (o recubrimientos estaticos) del PMMA, PDMS y vidrio

A continuacion se citan algunos de los recubrimientos estaticos mas comunes
descritos para el PMMA, PDMS y VIDRIO.

1.3.1- (Poli)metilmetacrilato, PMMA

El PMMA se puede modificar mediante un procedimiento “grafting from” haciendo
crecer poli(metilmetacrilato)-graft-poli(etilenglicol)® (PMMA-g-PEG), a partir de un
grupo iniciador, como bromuro de 2-bromoisobutil, previamente anclado sobre la
superficie del PMMA, inicialmente activada mediante plasma de oxigeno (véase

esquema 4).

11



Introduccion
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Esquema 4. Anclaje de PEG sobre superficies de PMMA mediante “grafting from”

También es posible generar copolimeros sobre el PMMA siguiendo un procedimiento
“grafting through”. Para ello se irradia la superficie con luz ultravioleta generando
grupos oxigenados, entre otros alcoholes y &cidos carboxilicos, los cuales reaccionan
con metacriloxitripropiltrimetoxisilano recubriendo el PMMA con grupos metacrilato,
listos para reaccionar con los mondémeros de acrilamida que se afiaden a continuacion.

La polimerizacion se inicia con radiacién UV?*?? capaz de generar radicales 11 (véase
esquema 5).
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Esquema 5. Formacion de poliacrilamida sobre superficies de PMMA mediante

“grafting through”
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Introduccion

Dentro de los métodos “grafting through”, a menudo el primer paso es el

recubrimiento de la superficie del PMMA con grupos amino®*.

Una posibilidad es hacer reaccionar el PMMA con LiINHCH,CH,NH,* (que resulta
de la reaccidn de etilendiamina con N-butillitio), de forma que el grupo litiado reacciona
con alguno de los grupos éster del PMMA dando lugar a la formacion de una amida,

quedando libre el grupo -NH, (véase esquema 6).

l\l/[e Me NH2 NH2
(9] o o) (0} /\/NHZ
Y Y LiHN
| |
PMMA DMSO PMMA recubierto
-MeO'Li* con aminas

Esquema 6. Recubrimiento de la superficie del PMMA con grupos amino por

reaccion con una diamina litiada

También es posible la formaciéon de un enlace amida por reaccion del PMMA con
etilendiamina® en dimetilsulféxido (0 hexametilendiamina®’ en una disolucién buffer

de fosfato a pH 11.5) (véase esquema 7).

DMSO .
PMMA PMMA recubierto

-MeOH con aminas

Esquema 7. Recubrimiento de la superficie del PMMA con grupos amino por

reaccion con etilendiamina

13



Introduccion

Otra opcion cosiste en convertir los grupos éster del PMMA en grupos carboxilicos
exponiendo los sustratos de PMMA a radiacion ultravioleta®® al aire o por tratamiento
con H,S04 a 60 °C?. Estos grupos carboxilicos pueden reaccionar con una diamina,
como la etilendiamina®® en presencia de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC)®, un agente que activa los grupos carboxilo para su acoplamiento con aminas
primarias a temperatura ambiente, obteniéndose PMMA funcionalizado con grupos
amino (véase esquema 8).

H,N H,N
I R
o o o OH NH, o o
NH NH
Y HZN/\/
Uv

DMSO
—— _—
0 -H20
PMMA H,S0,
T.alta

Esquema 8. Recubrimiento de la superficie del PMMA con grupos amino por

reaccion con etilendiamina, activando previamente la superficie con radiacion UV

Otra posibilidad para introducir grupos amino en la superficie del PMMA es tratar la
superficie con plasma de oxigeno generandose grupos hidroxilo en la superficie, los
cuales pueden reaccionar con 3-aminopropiltrietoxisilano, mediante la formacién de

enlaces Si-O-C (véase esquema 9)*.

14



Introduccion

NH, NH,
NH,
Me . Si
0_0 OH OH OH Ao\
plasma O, | | | i(OEf); OHOO 00
L, N N |
| | _kon | |

PMMA

Esquema 9. Recubrimiento de la superficie del PMMA con grupos amino por
reaccion con 3-aminopropiltrietoxisilano, activando previamente la superficie con

plasma de O,

La inmovilizacion de poliacrilamidas'® puede ser un ejemplo que ilustre
adecuadamente como se pueden anclar polimeros mediante el método “grafting
through” a partir de una superficie de PMMA recubierta de grupos amino. En primer
lugar se ancla el &cido metacrilico por formacion de un enlace amida y posteriormente
se inicia la polimerizacion de la acrilamida en presencia de persulfato aménico (véase

esquema 10).

m n
(0] (o] (0]
(o)
NH
| | | HoN N /
(o)
—_— —_—
PMMA EDC APS
-H,0

Esquema 10. Formacion de poliacrilamidas sobre superficies de PMMA mediante

“grafting through”
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Introduccion

1.3.2- (Poli)dimetilsiloxano, PDMS

Todas las reacciones descritas para el PDMS se basan en la activacion de su superficie

mediante la formacién de grupos silanoles, Si-OH.

29,30 de

Los principales métodos empleados son: plasma (plasma de oxigeno
argon®’...), radiacion UV*, un flujo de ozono®, una disolucién é&cida de H,0,*

compuesta por H,O/HCI (conc.)/H,0, (33%) en proporcion 5:1:1, una disolucion de

35,36

H,SO,4 (conc.) y H,0, (33%) en una proporcion 3:1 (pirafia) y por ultimo, una

disolucion acuosa de NaOH®' (véase esquema 11).

OH OH

\ \0_ / activacion | |
[»] §

par]
[>) §

0]
/
AN

PDMS

[

v

\ /N N

/7, ,

Esquema 11. Formacion de grupos silanoles sobre la superficie del PDMS

En estos procesos la modificacion de la superficie no es permanente®*, debido a la baja
temperatura de transicién vitrea (Tg) del PDMS, de modo que al cabo del tiempo los
grupos Si-OH desaparecen de la superficie por movimientos de la propia cadena de la
silicona a temperatura ambiente. Una de las soluciones para solventar este problema,
consiste en hacer reaccionar los grupos silanoles recién formados con grupos SiOEt de
moléculas bifuncionales, como el 3-aminopropiltrietoxisilano, NH2-(CH;)3-Si(OEt); ,
(APTES)*®, formando una red de enlaces (Si-O-Si)** (véase esquema 12), proceso que

se conoce con el nombre de silanizacion.

16



Introduccion

NH, H,N

OC,Hs 2 /O\Si
1 1
] | >

H,N Si—OC,H
OH OH ° |l 7S 0 0
sl sl 0C>Hs sl sl
/N /N > /N /N

-EtOH

PDMS activado

Esquema 12. Reaccidn de silanizacion del PDMS

De esta manera se logra que la modificacion superficial sea méas estable, al mismo
tiempo que se consigue funcionalizar la superficie con grupos amino. A su vez, los
grupos -NH, sirven de soporte para la inmovilizacion posterior de polimeros con grupos
terminales adecuados mediante un procedimiento “grafting to”, como es el caso de la

inmovilizacion de poli(etilienglicol) (PEG)* que se muestra en el esquema 13).

PDMS NSS-PEG
con grupos N(succinidil)succinato-metil-(poli)etilenglicol
amino

Esquema 13. Inmovilizacion de PEG sobre PDMS mediante “grafting t0”

17



1.3.3- Vidrio

Un procedimiento frecuentemente usado en la modificacion de superficies de vidrio

consiste en recubrir el vidrio con grupos silanoles Si-OH, para lo que se dispone de

abundante bibliografia®.

En nuestro grupo de investigacion existen trabajos previos en los cuales se

modificaron superficies de vidrio mediante la inmovilizacién de poli(4cido acrilico)*..

Introduccion

En una primera etapa se activo la superficie con pirafia (H.SO4/H,0,), consiguiendo

de esta manera un aumento de la densidad de grupos silanoles. A continuacion se llevo

a cabo una reaccion de silanizacion con APTES, generandose una superficie de vidrio

funcionalizada con grupos amino, los cuales finalmente, reaccionaron en una ultima

etapa con poli(&cido acrilico) mediante la formacion de enlaces amida, dejando libres

grupos carboxilicos -COOH (véase esquema 14).

(|)C2H5
H,N” " si——0C,Hs
o L OH OH |
\ A / activaciéon | | OC,Hs
Si—Si —_— Si S
Y /NN APTES
vidrio activado -C;HsOH
vidrio
0. OH
0=Cox’
NH, H,N O %H NH HN<
> 0\< >"0\ 1
Si’ s o 0 S0 Si
- 1> OH 0
O O OH .
. . S S
/NI PAA AANRA
vidrio recubierto con PAA
Esquema 14. Inmovilizacion de PAA sobre vidrio
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Introduccion

1.4- Polidopamina

Recientemente se ha descrito que la dopamina disuelta en una disolucién tampoén a pH
moderadamente bésico (7.5-8.5) polimeriza al ser oxidada por el oxigeno del aire (o por

otros oxidantes), para recubrir gran nimero de superficies* (véase esquema 15).

Esquema 15. Formacion de la polidopamina

Aunque no se conoce la naturaleza de la polidopamina, se admite que contiene grupos

quinona, catecol y aminas. En el esquema 15 se ha propuesto una estructura hipotética.

43,4445

De hecho, en la bibliografia se han propuesto diversas estructuras recogidas en la

figura (véase figura 3).

19
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HO OH

Figura 3. Posibles estructuras de la polidopamina



Introduccion

Los primeros pasos en la formacion de la polidopamina han sido estudiados por
técnicas electroquimicas y los resultados obtenidos indican que primero tiene lugar la
oxidacion de los grupos hidroxilo a grupos quinona, formandose la dopamina-quinona.
A continuacion se produce una ciclacion intramolecular dando lugar a la
leucodopaminacromo, la cual tras una nueva oxidacion y reagrupamiento de la molécula

forma el 5,6-dihidroxiindol* (véase esquema 16).

H,N H,N HN
ciclacion
oxidacion intramolecular
- . - o
-(2H" 2¢)
HO OH O O HO OH

dopamina dopamina-quinona leucodopaminacromo

oxidacion

-2H" 2¢)

HN N N\
isomerizacion
POLIDOPAMINA w—— ——
HO OH HO o

5,6-dihidroxiindol
Esquema 16. Proceso de formacién de la polidopamina

Por otro lado, el mecanismo por el cual se ancla la polidopamina a las distintas
superficies no es conocido con exactitud, pero parece ser que esta relacionado con la

presencia de grupos catecol en su estructura.

En cualquier caso, una vez formada la polidopamina, es capaz de reaccionar con
cualquier compuesto que contenga grupos amina o grupos tiol. Ademas también es

capaz de reducir cationes metalicos a nanoparticulas metéalicas.

21



Introduccion

Los grupos amino pueden reaccionar con los grupos carbonilo de la benzoquinona
para dar grupos imino (véase dibujo 1) o bien mediante una reaccién tipo Michael con

los carbonilo a,pB-insaturados de las mismas benzoquinonas (véase dibujo 2).

RNH, + C—0—— C=NR + H,0

Dibujo 1. Formacion de grupos imino por reaccion de una amina con un grupo

carbonilo de la benzoquinona

RNH, + >C_C_C_ _ RHN—C—C=C——

|
(’) OH

Dibujo 2. Reaccion tipo Michael entre una amina y un carbonilo a,B-insaturado de la

benzoquinona

De hecho, sobre la polidopamina se han inmovilizado gran nimero de especies que
contienen grupos amino: polimeros terminados en grupos —NH; (por ejemplo el PEG-

NH,)***"*8 proteinas*’, péptidos*, anticuerpos*®, ADN®, incluso bacterias® o células®.

Naturalmente también se pueden anclar moléculas bifuncionales con un grupo amino
en un extremo y un grupo iniciador en otro y mediante un proceso “grafting from”

obtener las correspondiente macromoléculas (polymer brush).

Las especies que posean un grupo tiol —SH (como PEG-SH)***’ se inmovilizan
mediante una reaccion tipo Michael (vease dibujo 3).

RSH \C=(|I—C— —_— RS—(‘—(|J=(|I—
/ 4 on

Dibujo 3. Reaccion tipo Michael entre un grupo tiol y un carbonilo a,B-insaturado de la

benzoquinona

22



Introduccion

También es posible anclar otras especies sobre la polidopamina aprovechando la
capacidad de los grupos 1,2-bencenodiol para actuar como ligandos quelato. Asi se ha

podido inmovilizar hidroxiapatito® por formacion de complejos con el cation Ca?".

Finalmente si los cationes metélicos coordinados a los grupos fendlicos de la
polidopamina son suficientemente oxidantes pueden reducirse a nanoparticulas

metalicas oxidandose los grupos catecoles a las correspondientes quinonas®’.

1.5- Objetivos

Dentro de nuestra colaboracion con el grupo del Profesor A. Costa y teniendo en
cuenta nuestra experiencia previa modificando la superficie del vidrio nos parecio
oportuno funcionalizar las superficies de PMMA y PDMS con grupos amina, que

permiten anclar gran nimero de polimeros mediante la técnica “grafting to”.

Aunque nuestro objetivo final es modificar los microcanales de los microchips de
electroforesis capilar, MECs, no es posible estudiar este recubrimiento utilizando
directamente los microchips pues el propio intento de analizar los resultados llevaria
aparejado la destruccion del dispositivo dado que los microcanales estan dentro del
MEC.

Por ello, el modo de actuar es optimizar el proceso de recubrimiento utilizando placas
de 7x7 mm y lograr un procedimiento totalmente reproducible y fiable de modo que se

pueda transferir de modo seguro a los propios microcanales.

De otro lado, por si los métodos descritos no pudiesen aplicarse en nuestro caso o
bien, fuesen de elevado coste, parecié oportuno poner a punto el recubrimiento de las
citadas superficies (y otras, como vidrio) con polidopamina y ver si las peliculas
formadas presentaban la reactividad prevista; para lo que se les haria reaccionar con
ioduro de metilo, con é&cido perfluorooctanoico y con 2,2,3,3,4,4,4-

heptafluorobutilamina (véase figura 4).

23



Introduccion

- -

superficie polidopamina anclaje sobre polidopamina

Figura 4. Recubrimiento de superficies con polidopamina y reactividad de la misma

La efectividad de los procedimientos se seguira mediante Microscopia Electronica de
Barrido (SEM), incluido el microanalisis elemental, completdndose el anélisis con

Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS), donde fuese necesario.
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2. EXPERIMENTAL



Experimental

2.1.- Materiales

e Placas de polimetilmetacrilato (PMMA) comerciales 7x7mm (MicruX-Fluidic,
Espafia)

e Placas de vidrio 7x7mm cortadas a partir de un portamuestras para microscopio
optico

e Oligémero de silicona Sylgard 184, Dow Corning, Espafia

e Agente curante Sylgard 184, Dow Corning, Espafia

e Dimetilsulfoxido (DMSO), >99%, Merck, Alemania

e Poli(acido acrilico) (PAA), 1800g/mol, Aldrich, Espafia

e Poli(acido acrilico) (PAA), 450.000 g/mol Aldrich, Espafia

e Acetona, Merck, Alemania

e 2-Propapol, J.T.Baker, Bélgica

e Etanol, Merck, Alemania

e Dopamina, Aldrich, Espafia

e Joduro de metilo, > 99.5%, Aldrich, Alemania,

e Agua desionizada (18.2 MQcm)

e Acido perofluorooctanoico (APFO), 1.800 g/mol, Aldrich, Espafia

e Etilendiamina, Aldrich, Espafa

e 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutilamina, Aldrich, Espafia

e 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), Aldrich, Espafia

o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida, (EDC), Aldrich, Espafia

e Hidroxido de sodio, NaOH, J. T. Baker, Bélgica

e Acido ortofosférico (HsPOy), J. T. Baker, Bélgica

e Cloruro de potasio, KCI, Merck, Alemania
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El PDMS empleado se prepara mezclando dos preparados comerciales suministrados
por la casa comercial “Dow Corning”. Uno de ellos es un oligdbmero de silicona y el
otro un agente entrecruzante. Del primero se toman 1.6 g y del segundo 0.16 g. Una vez
pesados se mezclan durante unos minutos con la ayuda de una espatula y se vierte dicha
mezcla en un soporte rectangular que actie de molde. A continuacion se calienta
durante 24 horas a 35 C°. Transcurrido este tiempo se extrae del molde y se corta la

pieza de PDMS con ayuda de un cutter en piezas mas pequefias de 7 mm x 7mm.

Las disoluciones reguladoras se preparan de la siguiente forma. Para preparar 100 ml
de la disolucion tampon de fosfato potasico 0.01M a pH 8.5, se pesan en un vaso de 100
ml 70 mg de cloruro potasico y se le afiade agua desionizada hasta unos 80 ml
aproximadamente y 67.4 pl de &cido ortofosforico. A continuacion se ajusta el pH hasta
8.5 por adicion de NaOH 2M, se trasvasa a un matraz aforado y se enrasa con agua
desionizada hasta 100 ml.

Para la disolucion de fosfato potéasico 0.1M a pH 7 se sigue el mismo procedimiento
pero se emplean 700 mg de cloruro potasico y 674 ul de &cido ortofosférico.
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2.2.- Instrumentacioén

e Microscopio Electrénico de barrido (SEM)
Las iméagenes y los microandlisis de las superficies modificadas han sido obtenidos en
un Microscopio Electronico de Barrido MEB JEOL-6100, perteneciente a los Servicios

Cientifico-Técnicos de la Universidad situados en el edificio Severo Ochoa.

Las muestras, previamente a su analisis, se recubren con una fina capa de oro para

darles propiedades conductoras.

e Espectrometro de Fotoelectrones de Rayos X (XPS)
El analisis del polimetilmetacrilato se ha realizado en un Espectrometro de
Rotoelectrones de rayos X (XPS) Specs, perteneciente a los Servicios Cientifico-

Técnicos de la Universidad situados en el edificio Severo Ochoa.

Las disoluciones reguladoras han sido preparadas con un pH-metro Crison Micro-pH
2001.

También se ha empleado un bafio de ultrasonidos (EIma).
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2.3.- Modificacion de las superficies
2.3.1.- Polimetilmetacrilato, PMMA
2.3.1.a) Recubrimiento de PMMA con poli(acido acrilico) (PAA)

Previamente a la modificacion se procede a rayar una esquina de una de las caras con
un lapiz de diamante, ya que esto servira como marca para saber cual de las caras esta

en contacto con la disolucion y por lo tanto cual estd modificandose.

Las placas se limpiaron inicialmente en una mezcla de 2-propanol y agua desionizada
(1:1) en bafio de ultrasonidos durante 10 minutos, y se secaron posteriormente con una

corriente de Ny

A continuacion, se introdujeron los sustratos en una disolucion de etilendiamina 1M
(1.33 ml) en 18.7 ml de dimetilsulfoxido (DMSO) seco, preparada en un matraz de dos
bocas bajo N,. Las placas se colocaron de manera que la cara no rayada toque el vidrio

del matraz y se dejaron reaccionar a temperatura ambiente.

Transcurridos 20 minutos se lavaron las placas con 10 ml de etanol y después se
mantuvieron en etanol en bafo de ultrasonidos durante 10 minutos. A continuacion se

secaron con una corriente de No.

Seguidamente se sumergieron las placas durante 24 horas en una disolucion de 70 mg
de PAA (14 mg/ml) de bajo peso molecular (1800 g/mol) y 40 mg de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (8 mg/ml) en 5 ml de una disolucion tampdn
de fosfato 0.1M a pH 7.

Finalmente se lavaron las placas en bafio de ultrasonidos durante 10 minutos con agua

desionizada y se secaron con una corriente de No.

29



Experimental

2.3.1.b) Recubrimiento del PMMA con &cido perfluorooctanoico (APFO)

En este caso se siguid el mismo protocolo que para la reaccion con el PAA, (lavado de
los sustratos, reaccion con etilendiamina...) pero en el Ultimo paso de la reaccion se
introdujeron las placas durante 24 horas en un vial de vidrio que contenia 70 mg de
APFO (14 mg/ml) y 40 mg de EDC (8 mg/ml) en 5 ml de disolucion tampon de fosfato
0.1MapH7.

2.3.2.- Polidopamina

En el caso de la polidopamina las reacciones se llevaron a cabo sobre sustratos de
PMMA, PDMS, y vidrio.

2.3.2.a) Polidopamina sobre PMMA, PDMS vy vidrio

En los sustratos de PMMA se acondiciono la superficie siguiendo el mismo protocolo

que en el apartado 2.3.1.a).

A los sustratos de PDMS no se les puede hacer una marca para diferenciar la cara
expuesta a las modificaciones. Por ello, se utilizaron sustratos que presentaban en un
extremo un borde saliente, de manera que ese saliente sirviera como referencia para

conocer la cara del sustrato expuesta a las modificaciones.

Las placas de silicona se limpiaron sucesivamente con acetona (10 minutos), agua
desionizada (10 minutos) y metanol (10 minutos) en un bafio de ultrasonidos.

Finalmente se secaron las placas con una corriente de No.

En cuanto a los sustratos de vidrio, estos se lavaron sucesivamente con agua
desionizada y jabon (5 minutos) y con etanol (5 minutos) en un bafio de ultrasonidos,

para limpiar la superficie de materia grasa e impurezas

A partir de este punto se aplico el mismo procedimiento a los sustratos de PMMA, a
los de PDMS y a los de vidrio.

En primer lugar, se prepard una disolucion buffer de fosfato 0.01M saturada de aire y
a pH 8.5. Para saturar la disolucion de aire se introdujo esta en un frasco lavador metido
en un bafo de hielo y se borboted aire con la trompa de succion durante 20 minutos.

Pasado este tiempo se trasvasaron 22 ml de la disolucion a un vial de vidrio (hasta
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rebasar) al que se afiadio 220 g de dopamina (10 mg/ml). A continuacion se cerrd el vial
para evitar la entrada de oxigeno del exterior. A los pocos minutos tuvo lugar un
oscurecimiento de la disolucion, pasando de ser incolora a rosa, aumentando con el paso
del tiempo el oscurecimiento como consecuencia de la oxidacion de la dopamina y
formacion de la polidopamina, teniendo finalmente un color marrén oscuro y
forméandose un precipitado de polidopamina. Las placas se mantuvieron en contacto con

esta disolucién durante 24 horas.

Transcurridas 24 horas se lavaron las placas con 10 ml de agua desionizada para

eliminar la dopamina que no haya reaccionado Yy se secaron con una corriente de Ny,

2.3.2.b) Reactividad de la polidopamina depositada sobre las placas de vidrio

e Reaccion con ioduro de metilo
Las placas de vidrio recubiertas con polidopamina se recubrieron con ioduro de metilo
durante 24 horas en un recipiente cerrado. A continuacion se extrajeron las placas del
ioduro de metilo y se sometieron a vacio durante 20 minutos para eliminar los posibles

restos de ioduro de metilo.

e Reaccion con &cido perfluorooctanoico, APFO
Se sumergieron sustratos de vidrio recubiertos con polidopamina en 5 ml de una
disolucién tampon de fosfato 0.1 M a pH 7 que contenia ademas 70 mg (14 mg/ml) mg
de APFO y 40 mg de EDC (8 mg/ml). Tras 24 horas de reaccion se extrajeron las placas
y se lavaron con 10 ml de agua desionizada.

e Reaccion con 2,2,3,3,4,4,4- heptafluorobutilamina
Por Gltimo, la polidopamina se hizo reaccionar con 195.2 pL de 2,2,3,3,4,4,4-
heptafluorobutilamina (1:1)(12.95 mg/ml) por simple inmersion de los sustratos durante
24 horas en 22 ml de una disolucién tampon de fosfato 0.01M a pH 8.5 que contenia la
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutilamina. Por ultimo se lavaron las placas con 10 ml de agua

desionizada y se secaron con una corriente de No.
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Discusién de resultados

La modificacion de los sustratos se ha llevado a cabo siguiendo procedimientos

descritos en la bibliografia.

Nuestra labor fundamental ha consistido en optimizar las condiciones para recubrir
las placas de PMMA, PDMS y vidrio con PAA o polidopamina en la proporcion que
es util en la modificacion de los MECs, ya que un recubrimiento excesivo puede
obturar los canales y un recubrimiento pobre no resultaria eficiente. Ademas, hay que

asegurar que el método sea totalmente reproducible.

3.1.-PMMA

Tras limpiar las placas en isopropanol y agua, Se pusieron en contacto con
etilendiamina en DMSO a temperatura ambiente durante 20 minutos?®. En este primer
paso, se produce la aminolisis, proceso por el cual un grupo éster de la superficie del
PMMA reacciona con un grupo amino de la etilendiamina para formar un grupo amida

y la subsiguiente liberacion de una molécula de metanol (véase esquema 7, pagina 13).

A continuacidn se anclé poli(acido acrilico) (CH,-CHCOOH), sobre la superficie del
PMMA por reaccién de los grupos carboxilicos del PAA con las aminas que recubren
la superficie del PMMA en presencia de EDC.HCI (CgHi17N3-HCI), para dar las
correspondientes amidas. Dado que solo reaccionan algunos grupos —COOH del
polimero, cada macromolécula de PAA queda unida a la superficie por algunos
enlaces amida dejando libre la mayor parte de los grupos carboxilicos (véase esquema
17).

La presencia de EDC'**

es necesaria para obtener las amidas a temperatura
ambiente (la reaccion directa entre una amina y un acido carboxilico para formar la
amida requiere altas temperaturas). Tal como se explica en el esquema 18, la EDC
reacciona con un acido carboxilico para dar un intermedio O-acilisourea, el cual

reacciona con una amina primaria para formar la correspondiente amida y una urea.
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Esquema 17. Inmovilizacion de PAA sobre PMMA previamente recubierto con
grupos amino
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Esquema 18. Obtencion de amidas en presencia de EDC
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Inicialmente se comprobd que para que tuviese lugar el anclaje del PAA sobre el
PMMA, era necesario la presencia de etilendiamina sobre dicha superficie (véase
figura 5).

Figura 5. Micrografia de una placa de PMMA en ausencia de etilendiamina

En la figura 5 se muestra la micrografia obtenida mediante SEM de una placa tratada
con PAA sin haber anclado previamente etilendiamina. Como puede observarse no

hay ningun recubrimiento.

Para la optimizacion del proceso se ajusté la concentracion de etilendiamina antes de
afiadir el PAA. Para ello se llevo a cabo la reaccion con disoluciones 1M, 2M y 3M de
etilendiamina en DMSO.

A la vista de las micrografias obtenidas se pudo observar que al utilizar las
concentraciones mayores de etilendiamina (2M y 3M) no se observd recubrimiento
alguno y en el caso de la concentracion 3M las placas presentaban ademas una
superficie dafiada. De hecho se sabe que el PMMA es atacado por varios compuestos
organicos®®°. Sin embargo cuando se empled una concentracion 1M de etilendiamina
no se observaron dafios en la superficie y el PAA quedd inmovilizado sobre esta,
consiguiéndose un recubrimiento homogeéneo (véase figura 6).
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SEl 5kV WD8mm $830 x3,000 Spm = SElI  5kV WD8mm $830

Figura 6. Micrografias de placas de PMMA obtenidas para concentraciones de 3M
(a), 2M (b) y 1M (c)

A continuacién se estudid la influencia del peso molecular del PAA, empleando
PAA con dos pesos moleculares diferentes, 1800 g/mol y 450.000 g/mol. Al comparar
las micrografias resultantes no se observaron grandes diferencias entre ambas. Si bien
con el PAA de menor peso molecular parece que se obtuvo un recubrimiento
ligeramente mayor (véase figura 7).
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De nuestra experiencia anterior cabe sefialar que es mejor emplear el PAA de bajo
peso molecular, pues si se emplean polimeros de alto peso molecular se favorece la
obstruccion de los canales de los MECs*®.

Figura 7. Micrografias de placas de PMMA con PAA de alto peso molecular a) y
PAA de bajo peso molecular b)

No es tarea facil comprobar que el PAA se ha anclado sobre la superficie del PMMA
ni por microanalisis del SEM ni por Infrarrojo de Reflexion Total Atenuada (IR/ATR)

dada la semejanza de ambos polimeros.

Por este motivo, para comprobar la eficacia del proceso, se recubrié el PMMA con
acido perfluorooctanoico, que al igual que el PAA, se ancla al PMMA mediante la
formacion de enlaces amida con los grupos amino previamente anclados en presencia
de EDC.HCI (véase esquema 19).

Se escogid este reactivo porque los atomos de fluor son facilmente detectables por
Espectroscopia de Fotoelectron de Rayos X (XPS), y porque este reactivo contiene un
gran namero de atomos de flior por molécula, lo cual facilita su deteccion. También
se tuvo en cuenta que el acido es muy soluble en agua, por lo que es facil evitar la
contaminacion accidental de la muestra lavando las placas con agua al final del
tratamiento y antes de ser analizadas por XPS.
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Esquema 19. Anclaje de APFO sobre la superficie del PMMA

Naturalmente, antes de realizar el analisis por XPS se comprobd que, tal como

muestran las micrografias del SEM de la figura 8, el APFO recubria la superficie del

PMMA previamente funcionalizada con grupos amino (por tratamiento con

etilendiamina en DMSO).

Figura 8. Micrografias de placas de PMMA con APFO

Con vistas a comprobar que la sefial de XPS correspondiente al flior no es aleatoria

se hizo también el XPS de muestras que no fueron sometidas a ningun tratamiento.
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A continuacion se muestra la grafica obtenida por XPS de un blanco de la muestra
(no sometido a ningun tipo de tratamiento) (véase figura 9) y seguidamente se muestra
la grafica de XPS para una muestra tratada en primer lugar con etilendiamina en
DMSO y en segundo lugar con APFO en presencia de EDC (vease figura 10).
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Figura 9. Grafica de XPS del blanco de PMMA
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Figura 10. Grafica de XPS del PMMA recubierto con APFO

En la tabla 1 se muestran las sefiales obtenidas para la muestra blanco del PMMA y
en la tabla 2 las sefales para el PMMA tratado con APFO. En ambas tablas aparecen
las asignaciones de las bandas XPS observadas. En algunos casos también aparecen

sefiales Auger, que, como ocurre con las sefiales XPS, son bien conocidas.
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PMMA . _ .
BLANCO Carbono 1s Oxigeno 1s Nitrégeno 1s Flaor 1s
BE(eV) 284.6 531.6 397.9 —
Auger 997/990 766.7/745.3 —
Tabla 1. Sefales identificadas en el blanco de PMMA
PMMA APFO | Carbono 1s Oxigeno 1s Nitrogeno 1s Flaor 1s
BE(eV) 284.6 531.6 397.9 684.9
Auger 997/990 766.7/745.3 598.7

Tabla 2. Sefales identificadas en la muestra de PMMA tratada con APFO

Al comparar las tablas 1 y 2 (o las figuras 9 y 10), se ve que ambas muestras, como
era de esperar presentan varios picos en comun, tales como la sefial del orbital 1s del
oxigeno, la del 1s del carbono y la del 1s del nitrégeno. Sin embargo en el blanco de
PMMA no aparece ni el pico a 684.9 eV correspondiente a la energia de enlace para el
electrén 1s del flGor, ni tampoco el pico a 598.7 eV o pico Auger KL 3L ,3, que aparece
al ser arrancado un electrén 1s del flaor, el cual deja un hueco que es ocupado por un

electron de la capa L, perdiéndose otro electrén de la capa L°"®,

La deteccion de fltor en la muestra sometida a tratamiento con el APFO quiere decir
que el APFO formé grupos amida con las aminas previamente ancladas a la superficie
del PMMA, apoyando este hecho la eficacia de la reaccion entre el PMMA recubierto
de aminas y el PAA, debido a la semejanza entre ambas reacciones (PMMA/PAA y
PMMA/APFO).
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3.2- PDMS

A continuacion se intent6 funcionalizar por diversos procedimientos la superficie del

PDMS, generando en primer lugar grupos silanoles Si-OH (véase esquema 11, pagina

iError! Marcador no

16). A continuacion se afiadio 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES)

definido. (\éase esquema 12, pagina 17) para funcionalizar la superficie con grupos

amino y finalmente se afiadio PAA en presencia de EDC.HCI (véase esquema 20).

NH, H,N o, OH §HHN
o) {
o. A
Si’ si 0 0 S0 Si
1 B OH 0 0
e 9 ot Si s
Si—Si —_— St
/NN PAA AANRAN

PDMS con aminas PDMS recubierto con PAA

Esquema 20. Inmovilizacion de PAA sobre PDMS previamente recubierto con

grupos amino

Se ha comprobado reiteradamente que un buen método para formar grupos silanoles
sobre la superficie de las siliconas consiste en el tratamiento con plasma de

oxigeno®*°. Nosotros desechamos este método por ser muy caro y porque

operativamente es bastante engorroso (hay que hacer todas las modificaciones en una
de las mitades del MEC —la que contiene el microcanal- antes de unirla a la otra mitad

y obtener el dispositivo completo.)
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Inicialmente, se intent0 activar las placas sumergiéndolas en una disolucion acuosa
de hidréxido de sodio 1M (NaOH)*", pero como se puede observar en las micrografias
obtenidas al final de todo el proceso (es decir, después de afiadir APTES en EtOH
(80:20) y PAA), en la superficie no tuvo lugar el anclaje del PAA (véase figura 11).

x1,000 10pm S—

Figura 11. Micrografia de una placa de PDMS activada con NaOH

Con todo, para estar seguros de que habia suficiente APTES disponible se repiti6 el
proceso empleando concentraciones superiores de APTES en etanol y como se puede
observar en las micrografias, en ninguno de los casos se consigui6 modificar la
superficie. Sin embargo, al aumentar la cantidad de APTES con respecto a la cantidad de
etanol la superficie result6 dafiada (figura 12).
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Figura 12. Micrografias de placas de PDMS con APTES/EtOH (90:10) a) y
APTES/EtOH (95:5) b)

El hecho de que el PAA no se ancle sobre la superficie de PDMS confirma lo citado
en la bibliografia, en donde se afirma que el NaOH como agente para activar la
superficie del PDMS no es efectivo, ya que en vez de formarse grupos silanoles Si-OH

sobre la superficie, se forman alcoholes Si-C-OH>°.

Posteriormente se intentd activar la superficie por simple inmersion durante 30
segundos en una disolucién de pirafia preparada con H,SO4 y H,0; (3:1)*>% . Al
llevar a cabo tal reaccién se observé que las placas presentaban un aspecto
blanquecino. Las micrografias correspondientes tomadas después de todo el proceso
(es decir, despues de afiadir APTES en EtOH (80:20) y PAA) mostraron que la
superficie del PDMS estaba totalmente dafiada y que por lo tanto, el aspecto
blanquecino que presentan las placas se debia al ataque sufrido por la disolucién de
pirafia (véase figura 13), ya que por el experimento anterior sabemos que ni el APTES

en esa concentracion ni el PAA dafian la placa.
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/%300 S0 —

Figura 13. Micrografias de placas de PDMS activadas con pirafia

Algo similar ocurrié con las placas de silicona al ponerlas en contacto durante 5
minutos con una disolucion acida de H20234, compuesta por H,O/HCI (conc.)/H,0;
(33%) en proporcion 5:1:1. A simple vista los sustratos no parecian dafiados ni
mostraban el aspecto blanquecino que presentaban los sustratos activados con pirafia
pero cuando se analizaron por SEM después de todo el proceso de reaccion (es decir,
después de afiadir APTES en EtOH (80:20) y PAA), se observd que la disolucion
acida si habia atacado la superficie (véase figura 14).

Figural4. Micrografia de una placa de PDMS activado con H,O/HCI/H,0,
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Al activar la superficie con una corriente de 0zono® ocurrié algo parecido, a simple
vista las placas no parecian dafiadas pero al observarlas al final de todo el proceso en
el microscopio se vio que la superficie estaba agrietada y dafiada (véase figura 15).

Figura 15. Micrografias de placas de PDMS activadas con 0zono

En resumen, la imposibilidad de inmovilizar el PAA sobre la superficie del PDMS se
debe a la etapa de activacion. Ninguno de los métodos llevados a cabo para dicha
activacion fue efectivo, bien porque no genera grupos silanoles o bien porque condujo

a la destruccion de la superficie.

3.3- Polidopamina

A la vista de las dificultades presentadas para funcionalizar las placas de silicona,
decidimos recubrirlas con polidopamina como método alternativo. Sin embargo,

pronto extendimos la metodologia a las placas de PMMA y vidrio.

Los estudios de optimizacion del procedimiento que se describen a continuacion no
se hicieron siempre con todos los tipos de sustratos. Si uno de ellos fallaba, por
ejemplo mostrando deterioro del sustrato, no se repetia con los demas. De otro lado
puede resultar mono6tono mostrar todas las micrografias obtenidas, por ello solo se
muestran aquellas que ilustran adecuadamente los resultados obtenidos.
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3.3.1- Optimizacion

e Agente oxidante
Inicialmente se sumergieron las placas de vidrio, PDMS y PMMA en un vial relleno
con una disolucidon buffer a pH 8.5 que contenia 10 mg/ml de dopamina y se dejaron al
aire, de tal manera que el oxigeno atmosférico actuase como agente oxidante. A los
pocos minutos la disolucién empez0 a oscurecerse Yy transcurridas 24 horas se formé
un precipitado de polidopamina, mientras que los sustratos presentaban depositos de

polidopamina sobre su superficie tal como revel6 el microscopio electronico.

Dado que los microcanales de los microchips tienen dimensiones del orden de
micras, el método no parecia suficientemente seguro pues dificilmente llegarad

suficiente oxigeno al interior de los canales para oxidar la dopamina.

Una primera alternativa fue utilizar periodato potasico (KI10,4) como oxidante®, sin
embargo esta opcion tuvo que ser desechada porque el periodato dafiaba la superficie
de las placas, tal como revelaron las imagenes tomadas por microscopia electronica.

En la figura 16 puede verse el caso del PMMA.

%300 50pm i —

Figura 16. Micrografias de placas de PMMA en contacto con dopamina y empleando
K104 como agente oxidante

Finalmente se comprobo que pasando una corriente de aire durante 20 minutos por la

disolucién tampdn en un bafio de hielo, esta retenia suficiente oxigeno como para que
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no fuera necesario aporte alguno de oxigeno desde el exterior una vez introducida la
disolucion en los viales permaneciendo estos bien sellados. Asi lo muestran las
micrografias obtenidas por Microscopia Electronica de Barrido empleando este
procedimiento. En la figura 17 puede verse como efectivamente la polidopamina se

ancla sobre las superficies de todos los sustratos.

x1,000 < 10pm —

Figura 17. Micrografias de una placa de PMMA a), una placa de vidrio b) y una placa
de PDMS c¢) en contacto con dopamina en una disolucion tampon saturada de aire
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e Tiempo de exposicién
Para estudiar la influencia del tiempo de exposicion de los sustratos con la dopamina
se compararon las micrografias obtenidas para sustratos en contacto con dopamina (10
mg/ml) durante un dia y de sustratos sumergidos en dopamina durante 3 dias, no

encontrandose ninguna diferencia.

A modo de ejemplo se muestran las micrografias obtenidas con el vidrio (véase
figura 18).

2pm —

x7,000 2pm

Figura 18. Micrografias de sustratos de vidrio en contacto con dopamina durante 1 dia
a) y durante 3 dias b)

¢ Disolucién tampon
Otra de las variables a considerar en el proceso de formacién de la polidopamina es
el tipo de disolucion tampdn empleada. Por ello, se utilizaron dos tipos de buffers, por
un lado se utilizé una disolucién tampdn preparada a partir de la forma &cida de la
tris(hidroximetil)aminometano NH,C(CH,OH)3;HCI, conocida con la abreviatura tris-
HCI y por otro lado una disolucién buffer de fosfato potasico, ambas con una
concentracion 0.01M y pH 8.5.

Al comparar las micrografias obtenidas se vio que al emplear la disolucion buffer

tris-HCI la superficie presenta un menor recubrimiento que en el caso de la buffer de
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fosfato potasico (En la figura 19 se presenta, como ejemplo significativo lo que ocurre
con las placas de PMMA).

© -

X3,0007  5pm - . me—

Figura 19. Micrografias de placas de PMMA en contacto con dopamina en una

disolucion tampodn de fosfato potasico a) y en una disolucién tampon tris-HCI b)

e Concentracion de dopamina
También se estudio la influencia de la concentracion de la dopamina. En particular,
se emplearon tres concentraciones diferentes: 2 mg/ml, 10 mg/ml y por ultimo 20

mg/ml.

En la figura 20 se muestran las micrografias obtenidas en el caso del vidrio. Como se
puede ver el mejor recubrimiento se corresponde con una concentracion de 10 mg/ml.
Como cabe esperar, al emplear una concentracion menor de 2 mg/ml se observaron
menos depdsitos de polidopamina sobre la superficie. Cuando se emplearon mayores
concentraciones de dopamina, 20 mg/ml, cabria esperar un mayor recubrimiento que
en los casos anteriores, sin embargo ocurri6 todo lo contrario. Con una concentracion
de 20 mg/ml no se obtuvo un mayor recubrimiento quizas porque no hay suficiente

oxigeno en el medio de reaccion para oxidar esa cantidad de dopamina.
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x1,000 A0pm —

x1,000 10pum = —

Figura 20. Micrografias de placas de vidrio con concentraciones de dopamina de 2

mg/ml a), 10 mg/ml b) y 20 mg/ml c)

Por lo tanto para obtener recubrimientos uniformes de polidopamina sobre sustratos
de PMMA, PDMS vy vidrio basta con preparar una disolucion de dopamina con una
concentracion de 10 mg/ ml en una disolucién tampon de fosfato potasico a pH 8.5
saturada de oxigeno y mantener tal disolucion en contacto con los sustratos durante 24
horas, lavando las placas con 10 ml de agua desionizada una vez formada la

polidopamina (figura 21). Notese que el grado de recubrimiento es el deseado.
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. x1,000  10pm  — X ; ’ : x1,000 = 10pm  =—
> 4 2 "

X1,000  10pm  =—

Figura 21. Micrografias de placas de PMMA a), PDMS b) y vidrio c¢) empleando las

condiciones éptimas de reaccion

3.3.2- Reactividad

Una vez optimizadas las condiciones de reaccion se estudio la reactividad de la
polidopamina. Para estudiar su reactividad se decidio hacer las reacciones solo sobre
sustratos de vidrio al poder estos analizarse mediante microanalisis en el Microscopio
Electronico de Barrido, ya que la potencia requerida para llevar a cabo el citado
microanalisis supone un flujo de electrones que degrada irreversiblemente las
superficies del PDMS y del PMMA.
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Para facilitar la caracterizacion de los sustratos se eligié por un lado compuestos
fluorados y por otro lado un compuesto con iodo, debido a que estos dos elementos se
detectan con gran facilidad en el microscopio.

Con respecto a los compuestos fluorados se escogid un acido, el &cido
perfluorooctanoico y una amina primaria, la 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutilamina,
ambos con un gran numero de atomos de fluor para facilitar su deteccion. El

compuesto de iodo escogido fue el ioduro de metilo (véase figura 22).

Ademas, tanto el acido como la amina son solubles en agua y el ioduro de metilo
posee un bajo punto de ebullicion, de forma que en todos los casos es facil de eliminar

el exceso de reactivo empleado, evitando asi cualquier fuente de contaminacion.

HsC |

F3C OH ) .
FF FF FF ioduro de metilo

acido perfluorooctanoico

2,2,3,3.4,4,4-heptafluorobutilamina

Figura 22. Estructuras del acido perfluorooctanoico, ioduro de metiloy 2,2,3,3,4,4,4-

heptafluorobutilamina
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3.3.2.a) Reaccion de la polidopamina con acido perfluorooctanoico

El primer reactivo empleado fue el APFO, sumergiéndose las placas recubiertas con
polidopamina en una disolucion acuosa de APFO, que contenia ademas, EDC.HCI.
Tal como se ha explicado con anterioridad la EDC cataliza la formacion de amidas a
temperatura ambiente a partir de un acido y de la amina correspondiente.

En la funcionalizacion de la polidopamina es muy importante que el grado de
recubrimiento no se altere para que este resulte efectivo en el microchip. Por ello, al
analizar las imagenes obtenidas en el microscopio correspondientes a los sustratos
sometidos a esta reaccion, se observd en primer lugar que las superficies mantenian el
tipo de recubrimiento que tenian antes de ser tratadas con APFO (véase figura 23).
Ademas se realizé microanalisis con el microscopio a las placas de vidrio para detectar

la presencia de fldor y verificar de esta manera la reaccion entre el acido y la

polidopamina.

Figura 23. Micrografias de placas de vidrio recubiertas con polidopamina y tratadas
posteriormente con acido perfluorooctanoico

Los resultados obtenidos en el microanalisis de las muestras indicaron que la
polidopamina habia reaccionado con el &cido perfluorooctanoico. En efecto al analizar
la micrografia mostrada en la Figura 24 se comprueba que aparece flGor en las zonas
recubiertas de la superficie (a 0.5 Kev en el espectro 1) y que no hay fluor en las zonas
sin depdsitos de polidopamina (en el espectro 2). Los datos recogidos en la Tabla 3
coinciden con lo mostrado en los espectros e indican que el contenido de flGor en la

zona recubierta es del 1.17 % en peso.
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20um ' Electron Image 1

Figura 24

Spectrum 1

1 5 10 15 20
Full Scale 4066 cts Cursor; 0.000 ke Full Scale 5404 cts Cursor: 0.000 ket
Espectro 1 Espectro 2
Spectrum C u} F Na ILF-4 Al 5 P Cl K Ca Total
Spectrum 1 1853 S6.73 1.19 396 123 035 1543 412 &30 o094 221 10000
Spedrum2 1718 42354 742 1a7 063 2654 043 550 100.00
(LTS 1853 4234 119 742 187 063 2654 412 .30 994 359
it 17.18 S6.73 119 396 123 0.35 15.43 412 630 043 221
Tabla 3
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La presencia de atomos de fldor en la superficie implica la formacion de grupos amida, lo
que, a su vez, avala la existencia de grupos amina en la dopamina (con al menos un
hidrogeno unido al nitrogeno de la amina, es decir, deben ser aminas primarias o

secundarias) (véase esquema 21).

HN'SN o o NN o o
— >—< C,F1sCOOH/EDC _ h i

_ \_/ _ \ 7/
HO OH HO OH
NH, B NH
O)\C7F15

Esquema 21. Reaccidn de la polidopamina con el &cido perfluorooctanoico

3.3.2.b) Reaccidn de la polidopamina con 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutilamina

El segundo reactivo empleado en la funcionalizacion de la polidopamina fue la
2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutilamina. En este caso, se sumergieron las placas en una
disolucion acuosa que contenia dicha amina, de manera que al estudiar las imagenes
tomadas con el microscopio SEM (véase figura 25) estas muestran como sobre la
superficie de vidrio hay depdsitos de polidopamina con el mismo grado de

recubrimiento que presentaban antes de reaccionar con la amina fluorada.

X1,000  A0pm m—

Figura 25. Micrografias de placas de vidrio con 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutilamina
sobre polidopamina
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Las placas ademas se sometieron a microanalisis para comprobar la presencia de
fldor, y por lo tanto de la amina, en la estructura de la polidopamina. Asi, al analizar la
micrografia mostrada en la Figura 26 se comprueba que aparece fluor en las zonas
recubiertas de la superficie (a 0.5 Kev en el espectro 1) y que no hay fluor en las zonas
sin depdsitos de polidopamina (en el espectro 2). Los datos recogidos en la Tabla 4
coinciden con lo mostrado en los espectros e indican que el contenido de flGor en la

zona recubierta es del 7.70 % en peso.

3um ' Electron Image 1

Figura 26

Spectrum 1

i a 10 13 20

Spectrum 2

Full Zcale 6042 cts Cursor: 0.000 Full Scale G500 cts Cursor: 0.000 ket
Espectro 1 Espectro?2
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Spedrum C u] F Ma Mg Al Si K Ca Total

Spectrum 1 2999 36.32 T.70 5.23 113 0.35 16.74 021 229 100.00

Spedrum2 2113 42352 671 165 050 23.90 0.35 3.39 100.00

Max. 2999 42.32 770 B.71 165 050 23.90 0.35 3.39

Min. 2115 36.32 770 523 113 0.535 16.74 0zl 229
Tabla 4

La existencia de 4&tomos de fluor en la superficie avala la presencia de benzoquinona
en la polidopamina. En efecto, la amina puede atacar nucleofilicamente la posicion 3
de un carbonilo a,pB-insaturado (véase esquema 22), o bien formar una imina con los

grupos carbonilo de la benzoquinona (véase esquema 23).

HN'S 0 OH

NH2CH2C3F7 / \ H
o > _ ( \
HO OH NHCH,C;F

- NH,

Esquema 22. Adicion de Michael entre la 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutilamina y la

polidopamina
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HN'Y o o0 CHNTY o HCH,C;F-|
A han NH,CH,C5F; — \
_/) N\ v — O
HO HO OH
NH, - NH, -

Esquema 23. Formacion de la imina

3.3.2.¢) Reaccion de la polidopamina con ioduro de metilo

Por ultimo se llevé a cabo la reaccion entre la polidopamina y el ioduro de metilo,
para lo cual se pusieron las placas recubiertas con polidopamina en contacto con
ioduro de metilo, secando las placas a vacio para eliminar los restos de ioduro de

metilo.

Las micrografias (véase figura 27) revelan la formacién de polidopamina sobre los
sustratos de vidrio y confirman que el recubrimiento sobre la superficie se mantiene en

la misma proporcion que antes de tener lugar la reaccion con el ioduro de metilo.

Y x1,0000 10pm - m— . X7,000  2pum  —
i, £

Figura 27. Micrografias de placas de vidrio recubiertas con ioduro de metilo sobre
polidopamina
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Las placas ademas se sometieron a microanalisis para comprobar la presencia de

iodo. Asi, al analizar la micrografia mostrada en la Figura 28 se comprueba que

aparecen varios picos para el iodo en las zonas recubiertas de la superficie (entre 3.5

Kev y 5 Kev en el espectro 1) y que no hay iodo en las zonas sin depdsitos de

polidopamina (en el espectro 2). Los datos recogidos en la Tabla 5 coinciden con lo

mostrado en los espectros e indican que el contenido de iodo en la zona recubierta es

del 35.14 % en peso.

'S pectrum 2

20um

Spectrum 1

[l = 10 15 20
Full Scale 1726 cts Cursar: 0.000

Electron Image 1

I S 10
Full Scale 63535 cte Cursar: 0.000

Spectrum 2

Espectro 1

Espectro 2
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Huag¥ 1] C o MNa Mg Al Si K Ca Mg | Total

ctrum 1 1009 15.14 242 670 123 2927 3514 10000

acrrum 2 14.10 41.59 786 151 057 29.05 050 411 100.00

X 14.10 41.59 786 151 0.57 29.05 0.50 411 2837 35.14

. 1009 15.14 242 151 0s7? 670 0.s0 123 2927 35.14
Tabla 5

De esta manera, comparando ambos espectros se puede afirmar que el ioduro de
metilo reacciona con la polidopamina, asi como la presencia de aminas primarias o

secundarias en la estructura de la polidopamina.

En este caso, al poner la polidopamina en contacto con un exceso de ioduro de metilo
tuvo lugar la formacién de un polimero catiénico como consecuencia de la metilacion
de los grupos amino. La metilacion puede ocurrir en varios puntos; puede tener lugar
en la amina libre de la benzoquinona, en el grupo amino del indol o en ambos (véase

esquema 24).
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Mel

S)
Me—NH, |
®

Esquema 24. Reaccion de metilacion de la polidopamina

El ioduro de metilo es un compuesto muy volatil por lo que en vez de lavar las placas
con algun disolvente en el que sea soluble para eliminar el ioduro sin reaccionar, se

tuvieron a vacio durante 30 minutos, eliminandose exceso de ioduro con facilidad.
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Conclusiones

Las conclusiones obtenidas al término de esta investigacion son las siguientes:

1. Se ha optimizado un método reproducible y sencillo para la modificacion
adecuada de superficies de PMMA con PAA.

2. Se ha comprobado mediante XPS la eficacia del proceso anterior al
detectar sobre la superficie del PMMA la presencia de fllor tras la
reaccion con el APFO con la etilendiamina, previamente anclada a la
superficie.

3. Se ha optimizado el procedimiento para recubrir con polidopamina las
superficies de PMMA, PDMS vy vidrio en las condiciones adecuadas para
su aplicacion en los canales de los MECs.

4. Se ha comprobado que la polidopamina posee aminas por su reaccion con
ioduro de metilo, que algunas aminas son primarias o secundarias (por su
reaccion con APFO) y ademas que tiene grupos benzoquinona, por su
reaccion con el APFO y con la 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutilamina.
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Apéndice
ABREVIATURAS

e MECs: microchips de electroforesis capilar

e FEO: flujo electroosmaético

e PMMA: (poli)metilmetacrilato

e PDMS: (poli)dimetilsiloxano

e PAA: (poli)acidoacrilico

e PC: (poli)carbonato

e PET: (poli)etilentereftalato

e PEG: (poli)etilenglicol

e APFO: acido perfluorooctanoico

e DMSO: dimetilsulfoxido

e SEM: Microscopia de Barrido Electrénico

e XPS: Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X
e EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
e APTES: 3-aminopropil trietoxisilano

e TRIS: tris(hidroximetil)aminometano
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