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DESCRIPCION

Nanoparticulas oxidicas modificadas con inclusiones hidr6fobas, método de produccién y uso de dichas particulas.

La presente invencién se refiere a procesos para producir nanoparticulas de 6xidos metélicos, modificadas con
inclusiones hidréfobas, en concreto a particulas de 6xidos metélicos que llevan moléculas diana halogenadas; a las
particulas asi producidas y a su uso, especialmente como toner, protector solar, insecticida o marcador de biomoléculas.

Las particulas de l4tex son hidréfobas, resultan muy apropiadas como huésped para moléculas hidréfobas, y se usan
como tales (Kawaguchi, H., Prog. Polym. Sci. 25 (2000) 1171-1210). Aunque las nanoparticulas orgdnicas dispersadas
en agua se estdn empleando crecientemente en farmacia, cosmética, fitosanitarios y alimentacion, atin quedan, por
ejemplo, restos de disolvente que pueden tener un efecto adverso en las respectivas aplicaciones. Actualmente estos
problemas se estdn investigando con intensidad (Horn, D., y Rieger, J., Angew. Chem. 113 (2001) 4460-4492).

Como las particulas de 6xidos metdlicos se sintetizan por métodos quimicos de via himeda, en una mezcla agua-
etanol, l6gicamente no llevan tensioactivos, estabilizantes, etc. que puedan interferir. Ademads hay una superficie mul-
tifuncional que se puede modificar segin las necesidades, por ejemplo con funcionalidades carboxilo (como ligadores
biolégicos) o con grupos fluoro-organilo (para influir en las propiedades fisicoquimicas de la superficie). Las particulas
de los 6xidos metdlicos son hidroéfilas por naturaleza y, por lo tanto, no sirven para alojar moléculas hidréfobas.

Las nanoparticulas a base de silicatos, tefiidas con colorantes hidréfilos, se conocen del estado técnico anterior
desde hace mucho tiempo. Se usan en forma de pigmentos, por ejemplo como colorantes para toéners y tintas, para
materiales plasticos, y también como marcadores y materiales soporte en el sector médico-técnico.

A escala industrial, las particulas de silicato se fabrican principalmente mediante hidrélisis a la llama (p.e;j.
Aerosol®). Las particulas de silicato obtenidas de este modo pueden colorearse superficialmente o por capas.

En la patente US 5,102,763 se describe el uso en téners de particulas hidréfilas de SiO, coloreadas. La superficie
de estas particulas se colorea covalentemente haciendo reaccionar particulas de silicato preactivadas, con diversos
colorantes.

La produccién de particulas coloreadas por enlace covalente de un colorante con la superficie de las particulas se
describe en la patente WO 93/10190.

Las particulas de silicato que solo estdn coloreadas en la superficie tienden a perder color por sangrado, con lo cual
disminuye la intensidad del color y estas particulas ya no suelen quedar uniformemente coloreadas. No se describe el
empleo de estas particulas en la produccién de conjugados apropiados para diagnosis.

En la patente US 5,209,998 se describe un proceso para producir particulas coloreadas con una superficie de
silicato. El proceso de produccién se basa en el recubrimiento de pigmentos con una envoltura de silicato. Por lo tanto
solo estd coloreado el nicleo de estas particulas. Como aplicacién se describe el empleo de estas particulas en téners
electrostaticos, materiales plasticos y tintas; no se revela ninguna aplicacién de tipo diagndstico.

Un procedimiento para producir particulas de silicato monodispersas, es decir particulas de silicato de tamafio
uniforme, es el proceso sol-gel. Fue descrito por primera vez por Stdber y otros, (Colloid J. Interface Sci. 26 (1968)
62-69). La produccion de las llamadas particulas Stober y sus propiedades se estudiaron posteriormente en detalle por
numerosos grupos de trabajo. Estos estudios incluyen la determinacién de las condiciones de sintesis necesarias para
obtener ciertos tamafios de particula (Van Helden, y otros, Colloid J. Interface Sci. 81 (1981) 354-68; Giesche, H., J.
European Ceramic Soc. 14 (1994) 189-204, Van Blaaderen, A., y Vrij, A., Adv. Chem. Ser. 234 (1994) 83-111), asi
como investigaciones sobre el crecimiento de las particulas y la composicién quimica (Byers, C. H., y otros, Ind. Eng.
Chem. Res. 26 (1987) 1916-1923; Matsoukas, T., y Goulari, E., Colloid J. Interface Sci. 124 (1988) 252-261; Harris,
T., y otros, J. Non-Cryst. Solids 121 (1990) 307-403; Matsoukas, T., y Gulari, E., Colloid J. Interface Sci. 132 (1989)
13-21; Badley, R. D., y otros, Langmuir 6 (1990) 792-801).

Para dotar particulas de silicato procedentes del proceso sol-gel con colorantes, se han descrito en el estado técnico
diversas posibilidades.

Van Blaaderen y otros, Langmuir 8 (1992) 2921-2931, asi como Quellet y otros, Colloid J. Interf. Sci. 159 (1993)
150-7, prepararon particulas Stober coloreadas con isotiocianato de fluoresceina o isotiocianato de rodamina (Verhaegh
y Van Blaaderen, A., Langmuir 10 (1994) 1427-1438. Los colorantes se hicieron reaccionar antes con 3-aminopropil-
trietoxi-silano (AMEO). En este caso el colorante se fij6 covalentemente a la superficie o se incorporé covalentemente
por capas en la particula. En estos estudios, la coloracién inhomogénea resultante jugaba un papel secundario y el
método dio normalmente particulas bastante grandes, con tamaifios alrededor de 500 nm de didmetro. Las particu-
las obtenidas se usaron como sistemas modelo para la investigacion bésica. Por su elevado tamafio, las particulas de
silicato preparadas de esta manera son poco apropiadas para aplicaciones diagnésticas.

Shibata, S., y otros, J. Sol-Gel Sci. And Techn. 10 (1997) 263-268 dotaron fisicamente particulas Stober con distin-
tos colorantes hidréfilos, como rodamina 6G, porfirinas solubles en agua, azul Nilo, etc. Von Schwert, R., disertacién
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de Wiirzburg 2000 encontré que en el proceso Stober solo se pueden incorporar fisicamente (no covalentemente)
colorantes catidénicos, pero no anidénicos o hidréfobos.

Matijevic y otros, Dyes and Pigments 17 (1991) 323-340 presentaron particulas Stober modificadas superficial-
mente con 3-aminopropiltrietoxisilanos, las cuales se unieron a colorantes mediante el grupo amino, en un proceso
complejo. La superficie de las particulas Stober también se modific6 de otras maneras diversas, incluyendo reacciones
con 3-metacril-oxipropiltrimetoxisilano (MEMO), con octadeciltrimetoxisilano (ODS) y con 3-aminopropiltrietoxisi-
lano (AMEO) (Giesche, H., y Matijevic, E., Dyes and Pigments 17 (1991) 323-340; Van Blaaderen, A., y Vrij, A.,
Golloid J. Interface Sci. 156 (1993) 1-18; Badley, R. D., y otros, Langmuir 6 (1990) 792-801; Philipse, A. P., y Vrij,
A., Colloid J. Interface Sci. 12 (1989) 121-136; Van Helden, A. K., y Vrij, A., Colloid J. Interface Sci. 81 (1981) 354-
368).

En el proceso sol-gel se pueden producir particulas de silicato tefiidas homogéneamente, incorporando el colorante
por enlace covalente (ver patente EP 1 036 763). No obstante, primero hay que silanizar los colorantes, antes de que
puedan emplearse en este proceso. La incorporacidn covalente solo es posible de esta forma.

La patente EP 0658525 A revela el uso de compuestos metal-alquilalcoxi polihalogenados para producir capas
repelentes del agua. La superficie de un substrato se dota de una capa homogénea repelente del agua, hidrolizando un
compuesto metal-alquilalcoxi polifluorado.

La patente DE 10163646 A revela un proceso para recubrir substratos, segtin el cual, el substrato se reviste en
presencia de un compuesto metal-alquilalcoxi polihalogenado, hidrolizando un precursor de 6xido metalico. La incor-
poracioén de una molécula diana no halogenada es factible.

La patente US 2003/0032681 A revela un proceso para producir aerogeles hidr6fobos, usando un precursor del
6xido metdlico y un compuesto metal-alquiloxi polihalogenado.

Muchas moléculas diana importantes para la incorporacién en nanoparticulas, particularmente muchos colorantes,
llevan grupos halégenos como sustituyentes. Estos colorantes no son solamente hidréfobos, sino también ole6fobos.

Son conocidos los recubrimientos fluorados a base de SiO, (efecto Lotus, superficies faciles de limpiar, ajuste de
indices de refraccién -Kron J., y otros, 2° seminario de Worlitz: Capas funcionales— superficies adhesivas y anti-adhe-
sivas (“Fordergemeinschaft Diinne Schichten e.V.” [Comunidad promotora de capas delgadas, sociedad registrada]),
libro de sesiones 2000. Sin embargo, debido a la rdpida gelificacién durante la produccion de particulas con fluo-
roalquiltri-alcoxisilanos, ain no se han sintetizado particulas de silicato fluoradas. Pero este tipo de particulas seria
deseable, a fin de poder incluir también moléculas hidréfobas y, especialmente, ole6fobas en las particulas de SiO,.

Por tanto, el objeto de la presente invencion era modificar el proceso de preparacién de particulas de 6xidos
metdlicos, de manera que en particulas de SiO,, por ejemplo, se pudieran integrar complejos hidréfobos o colorantes
orgéanicos hidréfobos.

Asi pues, el objetivo era desarrollar un proceso que permitiera incorporar colorantes hidr6fobos y en concreto
ole6fobos a particulas de 6xidos metélicos.

El objetivo se alcanza mediante la presente invencion, que se define detalladamente en las reivindicaciones inde-
pendientes. Las reivindicaciones dependientes representan formas de ejecucion preferidas.

Sorprendentemente, se encontrd que con el proceso sol-gel se pueden producir particulas de 6xidos metélicos en
presencia de fluororganilalcoxisilano o de arilalcoxisilano e incorporar sin enlace covalente moléculas diana hidréfo-
bas, y especialmente ole6fobas, a estas nanoparticulas durante dicho proceso de produccién.

Como proceso sol-gel se entiende cualquier proceso que puede emplearse en analogia con el descrito por Stober y
otros (1968), arriba mencionado, para producir nanoparticulas coloidales. Los productos de este proceso se designan
como particulas Stober o nanoparticulas.

La presente invencion se refiere a la incorporacion no covalente de “moléculas diana halogenadas” a particulas de
oxido metalico. Las moléculas diana en el sentido de la presente invencion constan de 5 - 65 por ciento en peso (= en
peso) de haldégeno y tienen preferentemente un peso molecular comprendido entre 250 y 5.000 Dalton. Las moléculas
diana son sobre todo colorantes halogenados e insecticidas halogenados.

La molécula diana halogenada no estd silanizada. Por tanto su incorporacién a las particulas Stober es de tipo no
covalente.

El proceso segiin la presente invencidn se caracteriza sobre todo porque por primera vez se han podido preparar
particulas Stober en presencia de un “compuesto metal-alquil-alcoxi polihalogenado”. El proceso se puede llevar a
cabo en presencia o en ausencia de una molécula diana. Un compuesto metal-alquilalcoxi polihalogenado contiene
un radical alquilo lineal o ramificado de 2 hasta 20 dtomos de carbono que lleva al menos dos grupos halégeno. El
radical alquilo polihalogenado lleva preferiblemente menos de 30 grupos hal6geno. Los compuestos metal-alquilalcoxi
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polihalogenados particularmente preferidos contienen radicales alquilo de 3 hasta 20 dtomos de carbono y 2 hasta 15
grupos haldgeno. Se prefieren, sobre todo, los compuestos metal-alquilalcoxi basados en silicio, titanio o circonio, y
especialmente los alquilalcoxisilanos.

Como “precursores de 6xidos metdlicos” se utilizan en general alcéxidos o halogenuros metalicos. Los alcéxidos
metélicos preferidos son los de silicio, sobre todo el tetra-etoxisilano (TEOS) y el tetrametoxisilano (TMES).

En el proceso Stober original, con SiO, como éxido metélico, las particulas de SiO, se preparan por hidrélisis y
condensacién de un alcéxido de silicio, casi siempre tetra-etoxisilano (TEOS). La reaccién tiene lugar en una mezcla

de agua, amoniaco y un alcohol de bajo peso molecular, a menudo etanol. Las reacciones principales para la formacién
de las particulas de SiO, pueden describirse como sigue:

1) hidrdlisis
=Si-OR + H,0 —»= Si — OH + ROH
2) condensacion I

=Si—-OR+ =Si—-OH —=Si—-0-Si=+ROH

3) condensacion 11

= Si - OH+

Si—-OH —»=Si-0-Si = +H,0

4) reaccién global

Si(OR), + 2H,0 — SiO, + 4ROH

Para la sintesis se mezclan primero alcohol, agua y amoniaco y a continuacién se afiade el TEOS. Segtn las
condiciones de sintesis, después de unos pocos segundos o minutos la solucién se vuelve opalescente. Este periodo de
induccién aumenta al bajar el tamafio de particula y la temperatura. El tamafio de particula de las particulas resultantes
tiene una desviacion estdndar de 2-8%. Durante la reaccién, el alcohol sirve de codisolvente para el TEOS, que
es insoluble en agua. El amoniaco cataliza tanto la reaccién de hidrélisis como la reaccién de condensacién. La base
desprotona los grupos silanol en la superficie de las particulas formadas. Las cargas negativas asi producidas estabilizan
el sistema coloidal como consecuencia de la repulsion electrostatica. Por lo tanto las suspensiones permanecen estables
durante varios meses o afios. Al mismo tiempo, los grupos silanol presentes permiten una funcionalizacién de la
superficie de las particulas (en la literatura al respecto figuran diversos ejemplos (AMEO, ETEO, MEMO, MPTMO,
GLYMO, GF20)). Modificando la superficie adecuadamente puede variarse la dispersabilidad en distintos disolventes.

El tamaiio de particula se puede regular mediante la concentracién de amoniaco y de agua, mediante la temperatura
de reaccion y mediante el disolvente empleado. Pueden verse las siguientes tendencias:

1) Tanto el incremento de la concentracién del amoniaco como del agua aceleran la reaccién y hacen aumentar
el tamafio de particula.

2) Cuanto mayor es la longitud de cadena del alcohol y su grado de ramificacién, mayor es el tamafio de
particula y menor la monodispersion.

3) El tamafio de particula aumenta con la longitud del radical alcoxi del silano. La fuerza idnica de la solucién
reaccionante (efecto salino) también puede influir en el tamafio de particula, como consecuencia de la
compresion de la doble capa electrostatica.

4) Si la concentracién de TEOS es superior a 0,2 mol/l, las particulas tienen mayor polidispersion y su esferi-
cidad empeora.

Las influencias anteriormente expuestas del proceso Stober original sobre la formacién de particulas también son
aplicables, por analogia, a un proceso segun la presente invencion, en el cual se usa adicionalmente un compuesto
metal-alquilalcoxi polihalogenado para integrar p.ej. una molécula diana halogenada en las particulas Stober obtenidas
mediante este proceso.

El proceso de la presente invencién puede llevarse a cabo, por ejemplo, haciendo reaccionar simultdineamente los
componentes precursor de 6xido metilico, colorante halogenado y compuesto metal-alquilalcoxi polihalogenado, en
las condiciones de reaccién apropiadas conocidas del especialista.
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Preferentemente, la molécula diana halogenada y el compuesto metal-alquilalcoxi polihalogenado se disuelven con
anterioridad en un disolvente adecuado, se mezclan y luego se afiaden juntos.

Para preparar una particula de 6xido metélico que contenga al menos una molécula diana halogenada, se prefiere
especialmente un proceso sol-gel que comprende las etapas de a) preparacién de una mezcla que lleva la molécula
diana y un compuesto metalalquilalcoxi polihalogenado, b) iniciacién del proceso sol-gel con un precursor de 6xido
metdlico, c) adicién de la solucién a), d) otra adicién opcional de precursor de 6xido metdlico y e) finalizacién del
proceso sol-gel.

Las relaciones cuantitativas del precursor de 6xido metalico utilizadas en las anteriores etapas b) y d) pueden variar
ampliamente. De modo preferente, en la etapa b) se usa entre el 90 y 10% de la cantidad total de precursor de 6xido
metélico empleada en el proceso y en la etapa d) entre el 10 y 90% restante. Con especial preferencia, las cantidades
parciales usadas en b) son del 75 al 25% y en d) del 25 al 75%.

También es variable el tiempo de iniciacion del proceso sol-gel en la etapa b). Preferentemente es inferior a 1 h,
con mayor preferencia entre 1 y 20 minutos, sobre todo entre 2 y 10 minutos.

Ha resultado particularmente apropiado ajustar las relaciones molares entre el precursor de 6xido metdlico y el
compuesto metal-alquilalcoxi polihalogenado. Preferentemente se utiliza un 0,04 hasta un 0,4% molar del compuesto
metal-alquilalcoxi polihalogenado, sobre todo 0,1 hasta 0,3% molar, referido al precursor de 6xido metélico.

Las moléculas diana halogenadas llevan preferentemente entre 10 y 65, con especial preferencia entre 15y 50% en
peso de hal6égeno, hallandose el peso molecular comprendido preferentemente entre 250 y 5.000 Dalton, con mayor
preferencia entre 300 y 4.000 Dalton, con especial preferencia entre 400 y 3.000 Dalton.

Los halégenos preferidos para las moléculas diana halogenadas son el fltior y el cloro.

La cantidad de molécula diana empleada puede variar segtn las necesidades. Naturalmente también pueden pre-
pararse particulas que no lleven moléculas diana o solo en cantidades minimas. Preferentemente se emplea entre 0,1 y
10% en peso de molécula diana, sobre todo entre 0,2 y 5% en peso, referido a precursor de 6xido metélico.

Como 6xidos metdlicos 0 como componentes de 6xidos mixtos entran en consideracion, sobre todo, los 6xidos de
los elementos de los grupos III, IV y IVb del sistema periddico. Preferentemente, el precursor de 6xido metélico se
elige de tal modo que, ademads de las inclusiones de la molécula diana y del compuesto metal-alquilo polihalogenado
incorporado por enlace covalente, las particulas Stober consten basicamente de B,O;, Al,O3, SiO,, SnO,, ZrO, o TiO,.

Naturalmente las particulas a base de 6xidos mixtos pueden emplearse de manera andloga en el proceso sol-gel de
la presente invencion.

Se prefieren especialmente los precursores de 6xido metdlico a base de boro, silicio o circonio, sobre todo de
silicio.

La presente invencidn también se refiere a las particulas que se pueden obtener mediante el proceso conforme a la
presente invencion.

En concreto son particulas que fueron obtenidas por hidrdlisis y condensacién de precursores sol-gel de elementos
de los grupos III, IV, IVb, preferentemente Si (Ti, Zr, Al), en combinacién con precursores sol-gel hidréfobos tales
como alquiltrialcoxisilanos perfluorados (p.ej. 3,3,3-trifluoro-propiltrimetoxisilano) o bis(trialcoxisililalquil)bencenos
(p-ej. bis(trimetoxisililetil)benceno). Estas particulas contienen preferentemente las moléculas diana arriba citadas.

Debido al entorno hidr6fobo (fluorado) existente en las particulas de 6xido metdlico preparadas segun la presente
invencidn, los fluoréforos, por ejemplo, no manifiestan los efectos negativos que de lo contrario suele tener el agua, es
decir no se produce ningtin hinchamiento atribuible al agua.

La modificacién del interior de la particula, segtin la presente invencidn, permite incorporar otras moléculas o
complejos tanto hidréfobos (p.ej. LC Red 640) como ole6fobos en la matriz oxidica originalmente muy polar, ademds
de los complejos lantanoides. Si es necesario, la superficie de las particulas puede funcionalizarse por ejemplo con
grupos carboxilo, amino, mercapto, epoxi y aldehido. Esto también puede realizarse por silanizacién. El tamafio de
particula se puede ajustar con una distribucion estrecha, desde la escala nanométrica hasta la micrométrica.

El tipo de particula no es decisivo (véase fig. 1). Las particulas tienen preferentemente un niicleo formado por un
6xido inorgénico. Este niicleo puede ser tener una estructura homogénea (tipo 1) o heterogénea (de tipo nicleo-corteza
(2) o segtin el modelo de pastel de pasas (3)).

Las particulas Stober segiin la presente invencién cargadas con una molécula diana halogenada se pueden usar
muy ventajosamente en varios ambitos técnicos. Son especialmente adecuadas como marcadores de biomoléculas y
por tanto para el uso de las biomoléculas marcadas en procedimientos inmunolégicos y otros métodos de deteccion,
como téners de impresion, como agentes de proteccion solar y como insecticidas. También es factible su incorpora-
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cién en cualquier matriz polimérica (p.ej. Ormocer®). El uso como marcador de biomoléculas o como insecticida es
especialmente preferido.

Las particulas de 6xido metélico segun la presente invencién pueden modificarse a posteriori. Asi, por ejemplo, las
particulas se pueden revestir con una o mas capas adicionales, preferentemente incoloras, para proteger quimicamente
la particula. La finalidad de esta envoltura es obtener una superficie del 6xido metélico lo mas uniforme posible, p.ej.
una superficie tipo silicato, de la que no sobresalga ninguna molécula de colorante. Esto facilita otros acoplamientos
con grupos funcionales y con biomoléculas, y minimiza el peligro de reacciones secundarias con moléculas de co-
lorante en la superficie. Se prefiere aplicar una capa adicional incolora de silicato, con un espesor de 1 hasta 30 nm,
sobre todo de 2 hasta 20 nm, alrededor de la particula de silicato coloreada.

Las particulas de 6xido metdlico segun la presente invencién pueden dotarse de grupos funcionales, directamente
o en la superficie de la capa de adicional de revestimiento, para acoplarse con otras moléculas, preferiblemente con
biomoléculas, segtin la presente invencion.

A su vez los grupos funcionales pueden estar fijados a las particulas mediante moléculas distanciadoras o de enlace.
Lo importante es que el grupo funcional introducido esté anclado en la red de la particula de 6xido metélico, con el fin
de asegurar una unién estable.

Los grupos modificadores preferidos son grupos funcionales como por ejemplo carboxilo, amino, epoxi, hidroxilo
o tiol. La introduccién de estos grupos es conocida del especialista. Por tanto no hace falta tratarlo por separado.

Es preferible la introduccién de grupos carboxilo, que se realiza, por ejemplo, haciendo reaccionar la particula
coloreada de 6xido metdlico con un anhidrido de didcido que contiene dicho grupo silanol para el anclaje en la parti-
cula. Antes de la reaccién con las biomoléculas, a las cuales deben acoplarse, los grupos funcionales pueden activarse
transformédndolos con N-hidroxisuccinimida en ésteres activos. Todos estos pasos son conocidos del especialista.

Los conjugados de la presente invencidn constan de particulas de 6xido metdlico cargadas con un colorante ha-
logenado y de biomoléculas. El acoplamiento de las biomoléculas tiene lugar preferentemente mediante los grupos
funcionales introducidos en la superficie. En general las biomoléculas se fijan a la superficie de la particula mediante
grupos amino o carboxilo libres o mediante grupos tiol, de modo que la unién covalente se produce preferentemente
mediante enlaces amido o tioéter.

Como biomoléculas en el sentido de la presente invencion se entienden todas las moléculas que pueden emplearse
para determinar un analito en una muestra, especialmente para la determinacidon inmunolégica de un analito. EI tér-
mino biomoléculas comprende, por ejemplo, proteinas, glicoproteinas, péptidos, acidos nucleicos, 4cidos nucleicos
peptidicos, sacdridos, hormonas, haptenos, vitaminas, ligadores naturales o producidos artificialmente y antigenos.
Como biomoléculas en el conjugado de la presente invencién se prefieren los anticuerpos y sus fragmentos. Como
anticuerpos se entienden tanto los monoclonales como los policlonales y los quiméricos y sus correspondientes frag-
mentos, como por ejemplo Fab, Fc, Fab’, F(ab’),, Fv, scFv. El acoplamiento con las biomoléculas tipo estreptavidina,
avidina o biotina también pertenece a una de las formas de ejecucién preferidas de la presente invencion.

Otro objeto de la presente invencidn son los conjugados formados por las particulas de 6xido metdlico segtin
la presente invencion y las biomoléculas. Estos conjugados de la presente invencion se usan preferentemente en un
método para detectar un analito en una muestra, poniendo en contacto la muestra con uno o varios ligadores especificos
del analito.

El método para detectar un analito se lleva a cabo preferentemente como inmunoensayo, lo cual significa que al
menos uno de los ligadores especificos del analito es de tipo inmunoldgico. En este método, la muestra que lleva
supuestamente el analito se incuba con un ligador inmunolégico especifico. En el caso de un ensayo de antigeno,
como por ejemplo para marcadores tumorales como el PSA, este ligador inmunolégico especifico es un anticuerpo o
un fragmento del mismo que se fija especificamente al analito, es decir al antigeno PSA del tumor. En los métodos
de deteccién de anticuerpos contra un determinado antigeno (p.ej. anticuerpos anti-HCV) como ligador inmunolégico
especifico se puede usar, por ejemplo, el respectivo antigeno. La unién especifica se detecta mediante el conjugado de
la presente invencién cuyo colorante incorporado sirve de marcador. Las biomoléculas inmovilizadas sobre las parti-
culas de 6xido metdlico actian como ligadores especificos del analito o como ligadores especificos de una sustancia
que a su vez esta fijada especificamente al analito.

En un proceso de ensayo diagndstico, por ejemplo, la particula de 6xido metalico puede estar conjugada con una
biomolécula tipo estreptavidina o avidina. Luego el conjugado se fija al grupo biotina de una molécula (por ejemplo,
de un antigeno peptidico o de una secuencia de dcido nucleico) que ya estd biotinilada.

El especialista ya estd familiarizado con la realizacién de inmunoensayos y de pruebas de acidos nucleicos.
Los conjugados conforme a la presente invencién se utilizan preferentemente en una prueba basada en una tira de

ensayo. A continuacién se describe un ejemplo de cémo puede elaborarse una tira de ensayo y como se desarrolla un
ensayo de este tipo.
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Las tiras de ensayo se componen normalmente de un material soporte sobre el que se monta un velo de aplicacién,
una membrana y un velo absorbente. El conjugado de la presente invencidn, cuyas biomoléculas son especificas
del analito, y, opcionalmente, otros ligadores especificos del analito se aplican y secan en direccién cromatografica
ascendente, o sea por encima del punto de partida de la muestra liquida. Los ligadores especificos y el conjugado de la
presente invencion no empiezan a migrar cromatograficamente hasta entrar en contacto con un liquido, es decir, con la
muestra. Igualmente en direccién cromatografica se aplican varias proteinas sobre la membrana, formando dos franjas
o lineas.

En la primera linea (linea del resultado) se halla inmovilizado un ligador especifico del analito. En la primera
linea también puede ir fijada una molécula como la estreptavidina, a la cual pueden fijarse luego ligadores biotinilados
especificos del analito. En este caso, tanto los ligadores biotinilados especificos del analito como el conjugado deben
aplicarse por encima del punto inicial de la tira de ensayo y cromatografiarse junto con la muestra. Sobre la segunda
linea en direccién cromatografica (linea de control) estd aplicado un ligador que fija especificamente las biomoléculas
del conjugado de la presente invencion.

Mientras la muestra liquida migra desde el punto inicial de la tira de ensayo a través de la misma, el conjugado
seglin la presente invencidn, y eventualmente el ligador especifico del analito, empiezan a migrar asimismo hacia el
frente liquido. En este proceso, el analito de 1a muestra se fija especificamente al ligador inmovilizado sobre la primera
linea. El conjugado de la presente invencién también se fija al analito, formdndose un sdndwich que puede detectarse
por el color de las particulas de 6xido metélico. En la tira de ensayo el liquido sigue subiendo hasta el final de la
misma. En este proceso, el conjugado de la presente invencidén que no se ha consumido en la fijacién del analito es
capturado sobre la segunda linea por el ligador que fija especificamente las biomoléculas del conjugado. Por el color
aparecido en la linea de control puede verse que la cromatografia sobre la tira de ensayo ha funcionado basicamente
y/o ha finalizado.

Otro objeto de la presente invencidn es una tira de ensayo diagndstica que ademds del conjugado segtin la presente
invencién contiene todos los componentes necesarios para llevar a cabo la prueba cromatografica.

Segtn la presente invencion, los conjugados también se pueden usar en ensayos de hibridacién de 4cidos nucleicos.
En tal caso, una sonda de 4cido nucleico que se hibrida especificamente con una secuencia de 4cido nucleico a detectar
se acopla como biomolécula con las particulas de 6xido metdlico coloreadas segin la presente invencién. La secuencia
de 4dcido nucleico de la muestra o de una mezcla obtenida, por ejemplo, mediante amplificacién PCR se puede detectar
especificamente por el colorante que llevan las particulas de 6xido metalico.

Conforme a la presente invencion, los conjugados que llevan las particulas de 6xido metélico segun la presente
invencién y una biomolécula también pueden usarse en sistemas de matrices o chips. Esos sistemas son dispositivos
de ensayo miniaturizados. Sobre la superficie de fases sélidas apropiadas, tales como plasticos, vidrio, metales u 6xi-
dos metélicos se aplican manchas de reactivo separadas entre si a distancia muy pequefia, del orden de micras. Estas
manchas de reactivo contienen los ligadores especificos necesarios para llevar a cabo el correspondiente proceso de
deteccion. Estos métodos permiten detectar simultdnea y rdpidamente muchos pardmetros analiticos diferentes, en un
espacio muy reducido, utilizando poca cantidad de material y de muestra. Los conjugados segtin la presente inven-
cién -que comprenden particulas de 6xidos metdlicos tefiidas con colorantes halogenados y biomoléculas- también
se pueden usar como reactivos de deteccidn en estos sistemas de matrices o chips. Como colorantes apropiados para
tefiir las particulas de 6xidos metdlicos se prefieren los de tipo fluorescente, sobre todo aquellos que permiten medir
la fluorescencia por resoluciéon temporal. En concreto los conjugados de la presente invencion permiten el uso de con-
jugados diversamente coloreados y/o de distintos conjugados cargados con distintas biomoléculas, a fin de detectar
simultidneamente varios analitos mediante los diferentes colorantes (fluorescentes). Dichos sistemas matriciales han
resultado especialmente ventajosos para los ensayos de hibridacién de dcidos nucleicos.

La deteccién simultdnea de varios analitos distintos (por ejemplo dcidos nucleicos especificos de HIV y HCV en
una muestra o anticuerpos especificos de HIV y HCV en una muestra) mediante los conjugados segin la presente
invencion, diversamente tefiidos y/o cargados con distintas biomoléculas, no queda restringida a la aplicacion en
sistemas matriciales, pero es particularmente apropiada para ello.

Como material de muestra para todos los ensayos de tipo diagnéstico se puede emplear cualquier fluido corporal.
Preferentemente se usa sangre completa, suero, plasma, orina, sudor o saliva.

Otro objeto de la presente invencién es el empleo de los conjugados, formados por particulas de 6xido metdlico se-
gtin la presente invencién y por biomoléculas, en un método diagndstico, preferentemente inmunoldgico, para detectar
un analito en una muestra.

También es objeto de la presente invencién un reactivo diagndstico que lleva los conjugados conforme a la presente
invencién. El reactivo puede contener ademads los aditivos tampdn, sales o detergentes conocidos del especialista.

Un kit de ensayo que contiene los conjugados segtin la presente invencidn y otros reactivos corrientes conocidos
del especialista para la realizacién de un ensayo también es una de las formas de ejecucién preferidas de la presente
invencion.
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Muchos insecticidas importantes tienen un alto contenido de halégenos. Estos insecticidas son moléculas diana
preferidas en el proceso de la presente invencién para la incorporacién no covalente a particulas de 6xido metdlico y
en concreto a particulas de silicato.

El tracto digestivo de los insectos y, sobre todo, de las larvas de los insectos difiere fundamentalmente del de los
mamiferos. Mientras que en el estémago de los mamiferos hay un pH fuertemente acido, en el tracto digestivo de las
larvas de los insectos se digiere el alimento en un intervalo de pH muy alcalino.

Las particulas de 6xido metélico, y sobre todo las basadas en silicato o particulas de 6xidos mixtos, que contie-
nen mds de 20% de silicato tienen la caracteristica especial de hincharse en condiciones de pH alcalino, como las
que hay p.ej. en el tracto digestivo de los insectos, y liberar componentes no incorporados por enlace covalente, en
concreto insecticidas polihalogenados. Como las moléculas diana insecticidas no estin covalentemente unidas a las
particulas segtin la presente invencion, se liberan y actdan en el intestino del insecto, es decir precisamente en el lugar
deseado.

La inclusién de agentes insecticidas en las particulas de 6xido metdlico mediante el proceso sol-gel segun la pre-
sente invencion tiene el efecto adicional de que p.ej. los principios activos quedan protegidos del agua. El efecto
insecticida solo se produce después de que el insecto ingiera alimento. Las particulas sol-gel segtn la presente inven-
cién con agentes insecticidas incorporados son menos toxicas y/o mas compatibles con el medio ambiente que los
agentes libres.

Los colorantes halogenados con propiedades espectrales importantes para la industria de impresién se pueden
incorporar a particulas sol-gel en el proceso conforme a la presente invencién. Estas particulas se usan especialmente
en combinacién con los llamados téners.

Las sustancias halogenadas que pueden incorporarse segin la presente invencion a particulas de 6xidos metélicos
incluyen muchos productos que absorben o suprimen la luz UV nociva o que vuelven a emitirla como luz de mayor
longitud de onda, menos perjudicial. Las particulas de 6xidos metdlicos segtin la presente invencién que contienen
tales sustancias se usan preferentemente en la industria cosmética como productos de proteccién solar.

La presente invencién se ilustra mas detalladamente con los siguientes ejemplos, publicaciones y figuras, cuyo
ambito protector resulta de las reivindicaciones. Los procesos descritos deben entenderse como ejemplos que, aun tras
las modificaciones, contintian describiendo el objeto de la presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig. 1: representacion esquemadtica de particulas homogéneas (tipo 1) o heterogéneas (ntcleo-corteza (tipo 2) o
modelo de pastel de pasas (tipo 3)), con matriz de 6xido inorgédnico.

Fig. 2: férmula estructural del complejo tris-[4,4,4-trifluoro-1-(2-naftil)-1,3-butanodiona]-Eu(III) (complejo Eu
(NTA);).

Fig. 3: espectro UV-Vis del complejo Eu(NTA); en CH,Cl,/EtOH (1:1) AAbs. =333 nm

Fig. 4: espectro de fluorescencia del Eu(NTA); en CH,CL,/EtOH (1:1) AExc. = 333 nm.

Asignacion de las bandas de fluorescencia a las transiciones espectrales.
Asignacién de las bandas de emision*
- Agm =578 nm °D, — F,
- Agm =590 nm D, — F,
- Agn =61201m°D, = F,
- Agm =651 nm °Dy, — 'F,
- Agm =699 nm °D, — 'F,
* Lit.: R. Reisfeld y otros, J. of Alloys and Compounds 300-301 (2000), 147-151.

Fig. 5: medicién de una muestra sélida de particulas de silicato que contienen el complejo Eu(NTA); fijada sobre
un portaobjetos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 265 565 T3

Ajustes:
potencia = 950 mV, anchuras de rendija = EX/EM = 10/1
fuente de luz = ldmpara de xenén
AExc. =333 nm
AEm =613 nm

Fig. 6: espectro IR de las particulas de silicato dotadas con el complejo Eu(NTA); en una pastilla prensada de KBr

Asignacién de las bandas:
v(O —H) = 3,430 cm™!
6(H,0) = 1,640 cm™!
v(Si— O —Si) = 1,100 cm™" (as)
v(Si— 0O - Si) = 800 cm™' (sym)
6(Si—0-Si) =471 cm™ (?)

Asignacién segtn: Fendler, J.H., Nanoparticles and nanostructured Films, Wiley-VCH 1998, 180-183.

Fig.7: espectro Raman de una muestra sélida de particulas de silicato dotadas con el complejo Eu(NTA);

Asignacion de las bandas:
v(C — H, alifético) = 2,943, 2,875 cm™" (as)
6(CH;,CH,) = 1,452 cm™
v(Si— O - Si) = 1,068 cm™' (as)
v(Si— O - Si) = 839, 793 cm™! (sym)

5(Si— O — Si) = 482 cm™!

Asignacion segun: Fendler, arriba citado.

Fig. 8: fotograffas TEM de particulas de silicato de 130-158 nm dotadas con 4,9 umoles de complejo Eu(NTA);
por g de SiO, a 6.300 aumentos (fig. 8 a la izquierda) y a 63.000 aumentos (fig. 8 a la derecha)

Fig. 9: espectro RMN de sélidos *C VACP/MAS del complejo Eu(NTA);.

Interpretacion:
129,4/126,7 ppm; C — H aromatico
61,2 ppm; CH, — OH
27,6 ppm; CH, — CH, — CF;
17,4 ppm; CH; — CH, — OH
4,5 ppm; Si — CH, — CH, — CF;

Fig. 10: espectro RMN de sélidos **Si MAS de particulas de silicato dotadas con el complejo Eu(NTA);.
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La integracion de las sefiales da como resultado la siguiente distribucién:
110,7 ppm; grupos Q4, 70,54%
101,1 ppm; grupos Q3, 27,24%
91,0 ppm; grupos Q2, 2,21%

Abreviaturas empleadas

AMEO 3-aminopropiltrietoxisilano

<Dig> anti-digoxigenina

ETEO etiltrietoxisilano

GF20 anhidrido 2(3-trietoxisililpropil)-succinico
GLYMO glicidoxipropiltrimetoxisilano

Ig inmunoglobulina

LCR LightCycler Red

MAC anticuerpo monoclonal

MEMO metacriloxipropiltrimetoxisilano
MES acido 2(N-morfolino)etanosulfénico
MPTMO 3-mercaptopropiltrimetoxisilano
BPLA albimina de plasma bovino

SA estreptavidina

Si-NP nanoparticula de silicato

TEOS tetraetoxisilano

TMES tetrametoxisilano

Ejemplo 1

Receta general para preparar complejos lantdnido (I11)-tris-4,4,4-trifluoro-(1-naftoil)- 1,3-butanodiona

Se disolvieron 800 mg (3 mmol) de 4,4,4-trifluoro-1-(2-naftoil)-1,3-butanodiona en 15 ml de etanol. A esta diso-
lucién se le afiadieron seguidamente 3 ml de una solucién de NaOH 1 M. En un embudo de decantacién se disolvid
1 mmol de cloruro o nitrato de lantano (IIT) en 5 ml de agua y luego se afiadié lentamente por goteo a la solucién
reaccionante. Luego se agregaron 100 ml mas de agua a la mezcla reaccionante y se agité durante una hora a 65°C. El
producto se separd por filtracién, en forma de un sélido de color amarillo palido, y se lav tres veces, respectivamente,
con 5 ml de agua y etanol. A continuacidn se secé durante 3 horas a 120°C en la estufa.

Este método general se usé para preparar complejos de terbio (IIT), gadolinio (III), disprosio (III) y erbio.
Ejemplo 2

Procedimiento para la integracion fisica de colorantes en nanoparticulas de silicato (Si-NP) libres de fliior (“norma-
les”)y en Si-NP organofluoradas ( “fluoradas”’)

2.1 Preparacion de particulas de silicato normales, tefiidas con LightCycler Red 640%® (particulas de referencia)
Se disolvieron 41 mg (4,29-10~> moles) de Light-Cycler Red 640%® en 330 ml de etanol al 99%. A esta disolucién se

le afladieron 168 ml de agua desmineralizada y 11 ml de una disolucién de hidréxido aménico 14 molar. La disolucién
se temperd a 35°C. Una vez establecido un equilibrio térmico se agregaron 24 ml (107 mmoles) de tetraetoxisilano

10
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(TEOS) bajo fuerte agitacidn. La reaccion estaba completada a las 24 h. Las particulas tienen un tamafio de unos 135
nm de didmetro. Estas particulas se depuraron de colorante no integrado, centrifugandolas tres veces y redispersdndolas
en etanol fresco.

2.2 Preparacion de particulas de silicato fluoradas, teiiidas con LightCycler Red 640®
a) Receta para particulas con un contenido de 0,3% de fluoro-alquilsilano

A una disolucién de 165 ml de EtOH, 84 ml de H,O y 5,5 ml de NH,OH temperada a 35°C se afiadieron 23,8
umoles de LightCycler Red 640%, luego 6 ml de TEOS y 30 ul (155 pumoles) de 3,3,3-trifluoropropiltrimetoxisilano
(relacién empleada de LCR 640 : fluoroalquilsilano = 1:7). Después de 5 minutos de agitacién se agregaron los 6 ml
restantes de TEOS a la mezcla reaccionante. La reaccién se interrumpié después de 8 h y las particulas se separaron
por centrifugacién. Las particulas se redispersaron en H,O y se purificaron mediante centrifugacién y redispersion
repetidas.

b) Receta para particulas con un contenido de 0,2% de fluoro-alquilsilano

A una disolucién de 31 ml de EtOH, 20 ml de H,O y 7 ml de NH,OH temperada a 30°C se afadieron 23,3
umoles de LightCycler Red 640®, luego 5 ml de TEOS y 20 ul (119 umoles) de 3,3,3-trifluoropropiltrimetoxisilano
(relacién empleada de LCR 640 : fluoroalquilsilano = 1:5). Después de 5 minutos de agitacioén se agregaron los 5 ml
restantes de TEOS a la mezcla reaccionante. La reaccién se interrumpié después de 8 h y las particulas se separaron
por centrifugacién. Las particulas se redispersaron en H,O y se purificaron mediante centrifugacién y redispersion
repetidas.

2.3 Preparacion de particulas de silicato dotadas de Eu(Ill)-tris-4,4,4-trifluoro-1-(2-nafftil)- 1,3-butanodiona

El complejo de Eu(Il)-tris-4,4,4-trifluoro-1-(2-naftil)-1,3-butanodiona se preparé siguiendo el procedimiento de
Charles, R.G., y Roedel, E.P., J. Inorg. Nucl. Chem. 29 (1967) 715-723.

a) Adicion simultdnea de alcoxido y de una mezcla de alquil-alcoxisilano polihalogenado y molécula diana halo-
genada

A una disolucién de 61 ml de agua, 40 ml de etanol y 14 ml de solucién de hidr6xido amdnico, temperada a 30°C,
se le afiadieron 20 ml de TEOS y una mezcla de 20 mg de tris-[4,4,4-trifluoro-1-(2-naftil)-1,3-butanodiona]-Eu(IIl),
1 ml de diclorometano y 0,25 ml de 3,3,3-trifluoropropiltrimetoxi-silano. La mezcla reaccionante se agité 4 horas a
30°C y 10 h méas a temperatura ambiente. Las particulas se purificaron por centrifugacién y luego se redispersaron,
primero en etanol y luego, en la siguiente etapa de lavado, en agua.

Grado de incorporacion (del complejo): 4,9 umol/g de SiO,

Contenido de Eu calculado: 0,07%

Contenido de Eu hallado mediante andlisis por fluorescencia de rayos X (RFA): 0,05%
Tamafio de particula determinado por TEM: 130-158 nm

b) Adicion sucesiva de alcoxido y de una mezcla de alquil-alcoxisilano polihalogenado y molécula diana haloge-
nada

En un matraz redondo de 250 ml se temperaron 61 ml de agua y 40 ml de etanol a 30°C. Luego se afiadieron 14 ml
de solucion amoniacal y 10 ml de TEOS. Paralelamente se disolvieron 19,4 mg (20,4 umoles) de tris-[4,4,4-trifluoro-
1-(2-naftil)- 1,3-butanodiona]-Eu(IIl) en 1 ml de diclorometano, y la solucién se mezclé con 250 ul de trifluoropro-
piltrimetoxi-silano en un bafio de ultrasonidos. Pasados 5 minutos la solucién se afiadié gota a gota al preparado y
se agitd durante 5 minutos mds. A continuacién se agregaron otros 10 ml de TEOS y la mezcla reaccionante se agit6
durante 4 h a 30°C y luego durante 10 horas a temperatura ambiente. La purificacién se llevé a cabo con etanol y agua
en varios ciclos de lavado.

2.4 Preparacion del complejo tricloruro de tris-(2,2’-bipiridil)-erbio (I1I)
Se afiadieron 1,1 g (7 mmoles) de 2,2’-bipiridina y 250 mg (0,7 mmoles) de nitrato de erbio (III) (como complejo
hidratado indefinido) a 60 ml de metanol. La mezcla reaccionante se calent6 a 60°C durante 2 h, agitando fuertemente.

Al enfriar precipit6 el complejo en forma de polvo amarillento.

La integracion en particulas de silicato tuvo lugar tal como se describe en el ejemplo 2.3a.
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2.5 Preparacion del complejo tricloruro de tris-(2,2’-bipiridil)-terbio (I1II)

Se afiadieron 1,47 g (9,43 mmol) de 2,2’-bipiridina y 250 mg (9,43-10~* moles) de cloruro de terbio (IIT) hexa-
hidrato a 60 ml de metanol. La mezcla reaccionante se calenté a 60°C durante 2 h, agitando fuertemente. Al enfriar
precipité el complejo en forma de polvo amarillento.

La integracion en particulas de silicato tuvo lugar tal como se describe en el ejemplo 2.3a.

2.6 Preparacion del complejo tricloruro de tris-(1,10-fenantrolin)-terbio (I11)

Se anadieron 482 mg (2,67 mmoles) de 1,10-fenantro-lina y 250 mg (0,94 mmoles) de cloruro de terbio (III)
hexa-hidrato a 20 ml de metanol. La solucién se agit6 a 60°C durante 2 h y luego se enfrié lentamente a temperatura
ambiente (durante la noche). La solucién amarilla resultante se recubrié con n-pentano. El complejo precipita en forma
de polvo.

La integracion en particulas de silicato tuvo lugar tal como se describe en el ejemplo 2.3a.

2.7 Resumen del comportamiento de integracion de colorantes diferentes en particulas de silicato no modificadas
y modificadas con halégeno

Integracién en

Integracién de

Si-NP normales

Si-NP fluoradas

Colorantes fluorados

(-) Tb(IIT)-bipi
(-) Ex(IID)-bipi
(-) Th(II)-fen

(-) Tb(IIT)-bipi
(-) Tb(II)-fen

Colorantes fluorados o (-) Eu(NTA), (+) Eu(NTA);
halogenados (-) LCR 640 (+) Er(NTA);

(+) LCR 640
Leyenda:

(-) integracién negativa
(+) integracion positiva
bipi = @,a’-bispiridina

fen = 1,10-fenantrolina

Ejemplo 3
Modificacion de la superficie con GF20 (receta para la introduccion de grupos carboxilo)

La dispersion obtenida en el ejemplo 2.1 0 2.2 no deberia tener un pH superior a 9,0. Si es necesario, hay que reali-
zar mas ciclos de lavado (centrifugacidn/redispersion). A la dispersion etandlica resultante, de 250 ml de volumen, se
le afiadieron 210 pl (75,4-107° moles) de anhidrido 2-(3-trietoxisililpropil)-succinico (GF20), agitando fuertemente. La
solucién reaccionante se agité durante 15 h a 40°C. Para su purificacién, las particulas se separaron por centrifugacién
y se redispersaron en agua. Esta etapa de purificacion se repitié dos veces mas. Se obtiene una dispersién acuosa de
particulas modificadas en superficie, con un grado de cobertura de unos 2 grupos CO,H/nm? de superficie de particula.

Ejemplo 4

Preparacion de conjugados a partir de particulas de silicato coloreadas con LightCycler Red 640 y de anticuerpos
anti-digoxigenina (conjugados <Dig>)

Se centrifugaron 10 mg de particulas de silicato (0,5 ml de suspensién al 2%) durante 30 minutos a 15.000 rpm.
Se retird el sobrenadante y el aglomerado sélido se volvié a suspender en 1 ml de tamp6én MES 2 mM de pH 6,5. Este
proceso de lavado se repiti6 otra vez. A continuacién se aiadieron 100 ul de tampén MES 100 mM de pH 6,5, 100
w1 de sulfo-N-hidroxisuccinimida al 2% (peso/vol.) (S-NHS; Pierce n° 24510) en tamp6n MES de pH 6,5 y 100 ul de
hidrocloruro de 1-etil-3-(3-diamino-propil)-carbodiimida al 0,2% (peso/vol.) (EDC; Pierce n° 22980ZZ) en tampé6n
MES de pH 6,5. Tras un periodo de 20 minutos de incubacién en una incubadora giratoria, se centrifugd durante 30
min. a 15.000 rpm y se retir6 el sobrenadante. El aglomerado sélido se redispers6 en 867 ul de tampén MES 2 mM
de pH 6,5 y se agregaron 133 ul de disolucion MAC<Dig>M-IgG (anticuerpo monoclonal IgG anti-digoxigenina
de ratén; concentraciéon = 15 mg/ml). Luego se incub6 durante 2 h a temperatura ambiente (TA). A continuacién se
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afiadié 1 ml de una solucién de albiimina de plasma bovino (BPLA) en tamp6n de fosfato potdasico 5 mM de pH
7,4 y se incub6 durante 60 min. mds a TA. Se centrifugaron las particulas conjugadas, se retir6 el sobrenadante y el
aglomerado sélido se suspendi6 otra vez en 1 ml de tampén 5 mM. El proceso de lavado con fosfato potasico se repitié
dos veces y, después de la ultima etapa de centrifugacion, las particulas se suspendieron de nuevo en 0,5 ml de BPLA
al 2% en tampdén Hepes 5 mM de pH 7.4.

Ejemplo 5

Empleo de conjugados <Dig>-particulas de silicato en una prueba con tiras de ensayo

Las tiras de ensayo necesarias para llevar a cabo los experimentos estdn formadas por una ldmina de pléstico,
sobre la cual se pega un velo de aplicacién, una membrana y un velo absorbente. En la membrana hay dos proteinas
inmovilizadas sobre lineas diferentes: estreptavidina y anticuerpo anti-IgG de ratén.

Se inmovilizé Poly-SA sobre la linea diana o linea del resultado, es decir, la primera linea en direccién de la
cromatografia, a fin de capturar especificamente particulas unidas con péptido digoxigenilado y biotinilado, mediante
la fijacién de biotina. Los anticuerpos anti-IgG de ratén se inmovilizaron sobre la linea de control, es decir, la segunda
linea en direccién de cromatografia. Estos anticuerpos anti-IgG de ratén deberian captar todas las particulas en exceso,
no fijadas en la linea del resultado (conjugados de los anticuerpos anti-digoxigenina del ratén con las particulas de
silicato).

Segin la variante de tira de ensayo, el velo de aplicacidon se impregnd con el material de muestra sometido al
ensayo, es decir, con 1 ug/ml o 0 ug/ml de un péptido biotinilado y digoxigenilado. Para diluir las particulas de silicato
y para relavar las tiras de ensayo se utiliz6 un tamp6n Hepes 100 mM de pH 7,5 (NaCl 50 mM, urea 70 mM, EDTA
1 mM, BPLA al 2%). Las particulas de silicato se diluyeron en el tampdén Hepes hasta una concentracién final de 100
pg/ml.

A continuacioén se pipetearon 60 ul de dicha dilucién de particulas de silicato sobre el velo de reaccidn y se croma-
tografié durante 10 minutos. Luego se pipetearon 40 ul de tamp6n Hepes sobre el velo de reaccién y se cromatografié
durante 10 minutos mas. Al final se evalu6 la tira de ensayo. En ausencia del péptido (= analito) solo era visible la
linea de control, en presencia del péptido era visible asimismo la linea del resultado.

Los conjugados segun la presente invencién formados por particulas de silicato teflidas con colorantes halogenados
y por biomoléculas (aqui: anticuerpos anti-digoxigenina) son, por lo tanto, apropiados como reactivos de deteccién en
tiras de ensayos inmunolégicos.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso sol-gel para producir una particula de 6xido metélico que contenga al menos una molécula diana halo-
genada, el cual comprende las etapas siguientes

a) preparacion de una mezcla que contiene la molécula diana y un compuesto metal-alquilalcoxi polihaloge-
nado,

b) inicio del proceso sol-gel con el precursor de 6xido metélico,
¢) adicién de la solucién de a),

d) adicién opcional del precursor de 6xido metélico y

e) finalizaci6n del proceso sol-gel.

2. Proceso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa a) se usa de 90 hasta 10% del precursor de
6xido metdlico y en la etapa d) de 10 hasta 90% del mismo.

3. Proceso segin una de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque se usa entre 0,04 y 0,4% molar de
compuesto metal-alquilalcoxi polihalogenado, respecto a la cantidad de partida de precursor de 6xido metélico.

4. Proceso segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque se emplea entre 0,1 y 10% en peso de
molécula diana respecto a la cantidad de partida de precursor de 6xido metalico.

5. Proceso segtin una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la molécula diana halogenada est4 clorada
o fluorada.

6. Proceso segiin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el 6xido metalico consta de B,0;, Al,Os,
Si0,, ZrO, o TiO,, o bien de 6xidos mixtos.

7. Particula de 6xido metdlico que puede obtenerse mediante el proceso segtin una de las reivindicaciones 1 a 6.
8. Empleo de una particula segtn la reivindicacién 7 como marcador para biomoléculas.

9. Empleo de una particula segtn la reivindicacién 7 como agente de proteccidn solar.

10. Empleo de una particula segtin la reivindicacién 7 como téner.

11. Empleo de una particula segtin la reivindicacién 7 como insecticida.
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