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(54) Titulo : PROCEDIMIENTO DE MODIFICACION QUIMICA DE SUPERFICIES DE PENTOXIDO DE TANTALO

(57) Abstract: The present invention relates to a novel method for the modification of at least one tantalum pentoxide surface,
characterized in that said method comprises, at least, the following steps: a) the preparation of a solution of at least one
organosilane that comprises in the structure thereof at least one group selected from a thiol group, a primary or secondary amino
group and an isocyanate or isothiocyanate group; b) the placing of the tantalum pentoxide surface in said solution until the
tantalum pentoxide surface is modified. A further subject of the present invention will be the use of said modified tantalum
pentoxide surfaces preferably in waveguide-based optical detection devices and covalent biomolecule anchoring devices.

(57) Resumen: La presente invencién se refiere a un nuevo procedimiento para la modificaciéon de al menos una superticie de
pentdxido de tantalo, caracterizado porque comprende, al menos, las siguientes etapas: a) la preparacion de una disolucién de al
menos un organosilano que comprende en su estructura al menos un grupo seleccionado entre un grupo tiol, un grupo amino
primario o secundario y un grupo isocianato o isotiocianato; b) la introduccién en dicha disolucién de la superficie de pentdxido
de tantalo hasta obtenerse la superficie de pentéxido de tantalo modificada. Asimismo, sera objeto de esta invencion la aplicacién
de dichas superficies de pentoxido de tantalo modificadas, preferentemente, en dispositivos 6pticos de deteccion basados en guias
de onda y anclaje covalente de biomoléculas.
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Procedimiento de modificacién quimica de superficies de

pentéxido de tantalo

CAMPO TECNICO

La presente invencidén se refiere a un procedimiento de
modificacidén quimica de superficies a base de pentdxido de
tantalo (Tay0s). La modificacidn es aplicable a cualquier
tipo de superficie de 6xido de téntalo como, por ejemplo,
soportes sdélidos para inmovilizar sustancias, tales como
dcidos nucleicos o proteinas, con aplicacién en el
desarrollo de técnicas de deteccidn basadas en guias de

onda dépticas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La deteccidén de ADN y ARN, asi como de interacciones
antigeno-anticuerpo con elevada sensibilidad es cada vez
mas 1interesante para el desarrollo de dispositivos de
diagndstico precoz como por ejemplo, en gendmica,
protedmica, deteccidén de enfermedades, etc.

La tecnologia de micromatrices (del inglés,
microarrays), basada en la interaccidédn receptor-analito,
estd reemplazando a los ensayos tradicionales gue utilizan
geles, filtros y columnas, por chips de diferentes
materiales capaces de almacenar decenas de miles de sondas
(secuencias de 4cidos nucleicos, proteinas, etc.), que
proporcionan informacidén sobre los niveles de expresidn
génica, sintesis de proteinas, polimorfismos de un solo
nucledtido (Single Nucleotide  Polymorphisms o SNPs),
fadrmacos, etc.

Las superficies empleadas para microarrays deben ser,
preferentemente, planas y uniformes, de modo que permitan
el anclaje de un elevado numero, del orden de hasta
centenares o miles, de sustancias dispuestas espacialmente.
La deteccidn vy cuantificacidédn de resultados se efectua
mediante fluorescencia o colorimetria y, en menor medida,

por espectroscopia de masas, utilizando para ello
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sustancias funcionalizadas con un marcador adecuado. Los
marcadores méds frecuentes son fluordforos con longitudes de
onda de excitacidén en el UV/visible y emisiones entre 500 y
800 nm.

En este sentido, las tecnologias gue emplean guias de
onda planas se basan en la excitacidén del marcador
fluorescente a través de un campo evanescente, con lo que
la excitacidén y deteccidn del fluordforo se restringe a la
superficie sensora, mientras que la sefial debida a
sustancias no ancladas o en disolucidén, no es detectada.
Esto se traduce en un incremento significativo de 1la
relacidén sefial/ruido en comparacidén con los métodos de
deteccidn oSptica convencionales. En definitiva, esta
tecnologia aprovecha la alta intensidad del campo y su
confinamiento en la proximidad de las guias de onda, para
proporcionar una deteccidn altamente sensible y selectiva.

Las guias de onda planas consisten en una fina capa de
un material con elevado indice de refraccidn como pentdxido
de tantalo u ¢6xido de titanio, depositado en un soporte
sb6lido, preferentemente transparente y con bajo indice de
refraccidén (como vidrio o determinados polimeros).

Adaptar esta tecnologia para aplicaciones analiticas,
requiere inmovilizar sondas receptoras del analito de
interés sobre la superficie de la guia de onda. Asi, para
mantener una alta sensibilidad vy selectividad en 1los
ensayos, es necesario desarrollar modificaciones quimicas
de la superficie de pentdxido de téantalo gue permitan:

s uUna inmovilizacidén estable de los elementos de
reconocimiento bioldgico (&cidos nucleicos, proteinas,
hidratos de carbono, receptores de membrana, etc.):;

+ el mantenimiento de una capacidad bioreceptora similar
a la presentada en disolucién;

+ maximizar el numero posible de sitios activos; vy

o+ minimizar las adsorciones inespecificas.

Hasta el momento, la mayor parte de las modificaciones

gquimicas de ¢xidos metédlicos que se han llevado a cabo se
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han centrado en la formacidén de SAMs (del inglés, Self
Assembled Monolayers) sobre 6xido de silicio (en adelante,
Si0) mediante gsilanizacién con clorosilanos (Wang, Y.,
Lieberman, M., Langmuir, 2003, 19, 1159), vy organosilanos
(Rozlosnik, N., et al., Langmuir, 2003, 19, 1182).

La formacidn de SAMs sobre Si0 con
alquiltriclorosilanos fue introducida por primera vez por
Bigelow en el afio 1946 (Bigelow, W. C., et al., J. Colloid
Sci., 1946, 1, 513) y posteriormente fue desarrollada por
Maoz vy Sagiv (Maoz, R., Sagiv, J. J. Colloid Sci., 1984,
100, 465). Desde entonces, la bibliografia recoge muchos
trabajos acerca de la modificacidén quimica superficial de
Si0 principalmente mediante silanos, organometalicos vy
alcoholes (Bo6cking, T., et al., Langmuir, 2005, 21, 10522-
10529).

En la tltima década, el empleo de esta quimica para la
fabricacién de biosensores ha sido muy desarrollada (Lee L.
M., et al., Nanotechnology, 2006, 17, S$29-S33).

Existen también técnicas alternativas para recubrir
superficies de 6éxidos, entre las que cabe citar: &cidos
hidroxadmicos sobre ¢xidos de cobre, plata, titanio,
aluminio, zirconio 'y hierro (Folkers, J.P., et al.,
Langmuir, 1995, 11, 813-824); &cidos carboxilicos sobre
6xidos de aluminio (Aronoff, Y.G., et al., J. Am. Chemn.
Soc., 1997, 119, 259); 4cidos fosfdénicos sobre mica
(Woodward, J. T., et al., Langmuir, 1996, 12, 3626), o6xidos
de circonio, titanio o sgilicio circonizado (Gao, W., et
al., Langmuir, 1996, 12, 6429) y 6xido de silicio (Midwood,
K. S., et al., Langmuir, 2004, 20, 5501-5505).

En el caso del pentdéxido de téntalo, sin embargo, se
conocen pocas modificaciones superficiales dirigidas a la
inmovilizacién de sondas. La mas conocida se basa en el
empleo de alcan-fosfatos y alcan-fosfonatos w-sustituidos,
que han demostrado ser compuestos muy efectivos para la
formacién de SAMs sobre superficies de 6xidos de metales de

transicidén como oOxido de titanio (Tosatti, S. et al,
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Langmuir, 2002), O6xido de niobio y pentdxido de téantalo
(Textor, M. et al. Langmuir, 2000, 16, 3257-3271).

Los grupos funcionales situados en el otro extremo de

la cadena permiten la modificacidén de las propiedades de la
superficie (hidrofobicidad, carga eléctrica, etc.), asi
como la adsorcidén o unidn covalente de proteinas.
Otra alternativa interesante consiste en la adsorcidén de
polimeros multifuncionales (polilisina, polietilenglicol)
que permitan inmovilizar los elementos de captura
requeridos para los ensayos.

El empleo de la alternativa de los fosfonatos esta bien
establecida para la fabricacidén de dispositivos basados en
guias de onda planas. Sin embargo, para aplicaciones
bicanaliticas, la busqueda de nuevas alternativas para la
superficie de Ta,0s que mejoren las prestaciones de las
hasta ahora empleadas basadas en fosfonatos, sigue teniendo
una gran demanda.

Por tanto, es objeto de esta invencidén presentar un
nuevo procedimiento de modificacién de la superficie de
pentdxido de tantalo con organosilanos, gque permita la
inmovilizacidén de receptores ©para la realizacidén de
distintos tipos de ensayos como, por ejemplo, los basados
en micromatrices (microarraying) de alta densidad (Rebecca
L. et al., Chem. Biol., 2007, 2 (1), 24-30).

Gracias a este procedimiento, es ©posible obtener
superficies con baja fluorescencia de fondo vy alta
capacidad de carga de muestra y al mismo tiempo, se
consiguen mejorar otros procedimientos ya conocidos
respecto a la sencillez del procedimiento, asi como al
numero de etapas necesarias para conseguir la

inmovilizacidén del receptor.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere a un nuevo

procedimiento para la modificacién de al menos una
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superficie de pentdxido de téntalo, caracterizado porque
comprende, al menos, las siguientes etapas:
a)la preparacién de una disolucidén de al menos un
organosilano gue comprende en su estructura al menos un
grupo seleccionado entre un grupo tiol, un grupo amino
primario o secundario y un grupo isocianato o
isotiocianato;
b)la introduccidén en dicha disolucidén de la superficie de
pentdxido de tantalo hasta obtenerse la superficie de
pentdxido de tantalo modificada.

De manera particular, la superficie de pentdxido de
t4dntalo se encontrard depositada sobre al menos una de las
caras de un soporte sdédélido, el cual consistird, de manera
preferente, en un soporte transparente con bajo indice de
refraccidn, preferentemente vidrio o) un compuesto
polimérico, vy mas preferentemente sustratos de vidrio
(chips). En una realizacidén preferida de la invencidn,
dicha superficie de pentdxido de téntalo se encontrara
depositada sobre al menos una de las caras de un soporte
s6lido, formando una capa de pocos nandmetros de espesor,
preferentemente entre 100 y 200nm, vy més preferentemente
entre 130 y 170nm.

Gracias a este procedimiento es posible la obtencidn de
al menos una superficie de pentdéxido de tantalo modificada
caracterizada por comprender al menos un grupo seleccionado
entre un grupo tiol, un grupo amino, un grupo aldehido y un

grupo isocianato o isotiocianato.

Introduccidén de grupos tiol

De manera particular, en el caso de gque se tenga
interés en la introduccidén de grupos tiol en la superficie
del pentdéxido de téntalo, el organosilano consistiré,
preferentemente, en 3-mercaptopropil trietoxisilano. En una
realizacién preferida del procedimiento, 1la disolucidn

comprenderd de 1 a un 4% de 3-mercaptopropil trietoxisilano
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y de un 2 a un 5% de agua en una mezcla 0,05 a 0,25M de
dcido acético en metanol.

De manera aun mas preferida, la disolucidén comprenderé
de 2 a un 3% de 3-mercaptopropil trietoxisilano y de un 3 a
un 4% de agua en una mezcla 0,1 a 0,2M de &cido acético en
metanol.

Una vez las superficies de pentdxido de téntalo hayan
sido sumergidas en esta disolucidén durante un cierto
tiempo, preferentemente de 1 a 3h, y mads preferentemente
1, 5h, seréan lavadas con metanol y se secarén,
preferentemente con aire a presidn o) mediante
centrifugacién. Las superficies de pentdxido de tantalo asi
tratadas estardn preparadas para la inmovilizacidén de 1los
receptores que comprendan grupos tiol en su estructura,

mediante la formacién de puentes disulfuro.

Introduccidén de grupos amino, aldehido e isotiocianato

A su vez, en una realizacidén particular en la dgue
interese introducir grupos amino y aldehido en las
superficies de pentdéxido de téntalo, se prepararad una
disolucidn en la que el organosilano consistira,
preferentemente, en trimetoxisililpropil etilendiamina.

En una realizacidén preferida del procedimiento, la
disolucidén comprenderd de 1 a un 4% de trimetoxisililpropil
etilendiamina yv de un 2 a un 5% de agua en una mezcla 0,05
a 0,25M de 4cido acético en metanol.

De manera aun mas preferida, la disolucidén comprenderé
de 2 a un 3% de 3-mercaptopropil trietoxisilano y de un 3 a
un 4% de agua en una mezcla 0,1 a 0,2M de &4cido acético en
metanol.

Una vez las superficies de pentdxido de téntalo hayan
sido sumergidas en esta durante un cierto tiempo,
preferentemente de 1 a 3h, y més preferentemente 1,5h,
seradn lavadas con metanol y se secaréan, preferentemente

mediante aire a presidn.
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En este caso, el procedimiento podréd comprender,
asimismo una etapa adicional, posterior al secado, de
tratamiento de las superficies de pentdxido de téntalo con
una disolucidén que comprenda al menos un compuesto con al
menos dos grupos aldehido, preferentemente glutaraldehido,
o al menos dos grupos isotiocianato, preferentemente, p-
fenilendiisotiocianato. En una realizacidén especialmente
preferida de la invencidn, esta disolucidén comprenderad de
un 0,05 a un 1%, y mas preferentemente de un 0,1 a un 0,5%
de glutaraldehido en, preferentemente, una solucidn
reguladora de fosfato salino, més preferentemente, PRSlx,
aunque también podrd tratarse de una disolucidén de agua sin
sales; o de un 0,5 a un 1% de p-fenilendiisotiocianato en
un disolvente aprético, preferentemente, en tolueno.

Asimismo, de manera preferente, este tratamiento se
llevard a cabo durante un tiempo de 1,5 a 5h, méas
preferentemente, durante 2h. Finalmente, las superficies de
pentdéxido de téntalo asi tratadas se lavardn con agua y se

secaran, preferentemente, mediante aire a presidn.

Introduccidén de grupos isocianato

Finalmente, en el caso de que se tenga interés en
introducir grupos isocianato en las superficies de
pentdéxido de téantalo, se preparard una disolucibdénen la que
el organosilano consistiré, preferentemente, en 3-
isocianatopropil trietoxisilano.

En una realizacidén preferida del procedimiento, la
disolucidn comprenderéd de 1 a un 4% de 3-isocianatopropil
trietoxisilano y de un 0,01 a un 0,1% de agua en un
disolvente aprdético y preferentemente no polar,
preferentemente seleccionado de un Jgrupo gque consiste en
hexano, ciclohexano, tolueno y xileno.

De manera aun mas preferida, la disolucidén comprenderé
de 2 a un 3% de 3-isocianato propil trietoxisilano y un

0,01% de agua en hexano o ciclohexano.
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Una vez las superficies de pentdxido de téntalo hayan
sido sumergidas en esta disolucidén durante un tiempo de 1 a
3h, preferentemente 1,5h, serdn lavadas con hexano o0
ciclohexano y se secaran, preferentemente, con aire a
presidén. Las superficies de pentdéxido de téntalo asi
tratadas estaréan listas para la inmovilizacidén de
receptores conteniendo grupos amino, mediante la formacidn
de enlaces uresa, caracterizados por ser enlaces muy

estables y de larga duracién.

De esta manera, gracias al procedimiento de la presente
invencién, es posible desarrollar protocolos de
derivatizacién sencillos y radpidos, proporcionando
superficies homogéneas que mantienen las propiedades
bpticas y mecanicas del soporte o superficie derivatizada.
Estas caracteristicas son clave para su posterior
aplicacidén, preferentemente, en dispositivos dpticos de
deteccidén basados en guias de onda y anclaje covalente de
biomoléculas, de manera preferente, en el desarrollo de
ensayos gendmicos o protedmicos.

En una realizacidén particular de la invencidn, dichas
biomoléculas ©podrédn tratarse de 4acidos nucleicos de
diferentes pesos moleculares, tanto monocatenarios, como
bicatenarios conteniendo al menos un grupo amino O un grupo
tiol. Estos 4cidos nucleicos podradn ser inmovilizados
mediante su unidén covalente con al menos un grupo
isotiocianato, isocianato, aldehido o tiol de la superficie
de pentdéxido de téntalo modificada.

Asimismo, en una realizacidn particular adicional de
la invencidén, dichas biomoléculas podrdn consistir en
proteinas o moléculas PNAs. En este caso, la inmovilizacidn
se produciréd mediante la formacidén de enlaces covalentes
entre la superficie de pentdxido de tantalo modificada y al
menos un residuo de lisina de la proteina o bien mediante

la formacidén de puentes disulfuro entre la superficie de
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pentdxido de tantalo modificada y al menos un residuo de

cisteina de dicha proteina.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra los resultados de la inmovilizacidn
de diferentes concentraciones (de 5-50 upg/ml) de GAR-Cyb
(anticuerpo de cabra contra conejo marcado con Cy5) sobre
la superficie modificada y sobre controles, donde el Assay
corresponde a la superficie modificada; el Blank 1 a la
superficie sin tratamiento; el Blank 2 a la superficie sin
amin-organosilano vy el Blank 3 a la superficie sin
glutaraldehido.

La figura 2 representa la intensidad de emisién de
fluorescencia para 5-50 ug/mL GAR-Cy5 sobre la superficie
modificada y sobre controles, donde FEI corresponde a la
superficie modificada, Cl1 a la superficie sin tratamiento;
C2 a la superficie sin amin-organosilano y €3 a 1la
superficie sin glutaraldehido.

La figura 3 muestra los resultados de la inmovilizacidn
de GAR-Cyb a diferentes concentraciones, sobre la
superficie tratada con 3-isocianatopropiltrietoxisilano vy
sobre un control de la superficie sin tratar.

La figura 4 representa la intensidad de emisién de
fluorescencia neta para concentraciones crecientes de GAR-
Cy5, sobre la superficie modificada con isocianato y sobre
un control de la superficie sin tratar.

La figura 5 muestra los resultados de la inmovilizacidn
de GAR-Cy5 a diferentes concentraciones sobre la superficie
tratada con mercaptosilano y sobre un control de la
superficie sin tratar.

La figura 6 representa la intensidad de emisidén de
fluorescencia neta para concentraciones crecientes de GAR-
Cy5, sobre la superficie modificada con grupo tiol y sobre
un control de la superficie sin tratar.

La figura 7 muestra los resultados del ensayo de

inmovilizacién de 1la sonda de oligonucledétido sobre la
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superficie tratada con isocianato (a concentraciones de
sonda de 1 y 5 uM).

La figura 8 muestra los resultados del ensayo de
hibridacién de 1la cadena complementaria a la sonda
inmovilizada sobre la superficie tratada con isocianato (a
concentraciones de sonda de 10 y 25 puM y a concentracidn de
hibridacién de 50 nM).

A continuacidén se recogen, a modo de ejemplo y con
caracter no limitante, una serie de realizaciones
particulares correspondientes a la presente invenciédn.

En dichos ejemplos, la presencia de los grupos
introducidos en la superficie de pentdxido de téntalo se
comprobd empleando distintos ensayos de deteccidn
cualitativa en sintesis en fase sdélida, asi como técnicas
de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FITR) mediante reflectancia total atenuada (ATR) y medida

del angulo de contacto.

Ej. 1.- Introduccidn de grupos tiol

En este ejemplo, se procedid a preparar una disolucidn
de 3-mercaptopropil trietoxisilano al 2,3% y agua al 3,7%
en una mezcla 0,15M de &cido acético en metanol. A
continuacidén se sumergieron en dicha disolucidén las
superficies de pentdxido de téntalo depositadas sobre una
de las caras de un soporte de sustratos de wvidrio (chips)
formando una capa de 150nm de espesor. Al cabo de 1,5h, los
chips fueron lavados con metanol y se secaron con aire a

presidn.

Ej. 2.- Introduccidén de grupos amino y aldehidizacidn

En este ejemplo, se procedid a preparar una disolucidn
de trimetoxisililpropil etilendiamina al 2,3% y agua al
3,7% en una mezcla 0,15M de &cido acético en metanol. A
continuacidén se sumergieron en dicha disolucidén las

superficies de pentdxido de téntalo depositadas sobre una
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de las caras de un soporte de sustratos de vidrio (chips)
formando una capa de 150nm de espesor. Al cabo de 1,5h, los
chips fueron lavados con metanol y se secaron con aire a
presidédn. Posteriormente, se trataron con una disolucidén al
0,1% de glutaraldehido en PBS1x, durante 2 horas.
Finalmente, se lavaron con agua y Se secaron con aire a

presidn.

Ej. 3.- Introduccidén de grupos isocianato

En este ejemplo, se procedid a preparar una disolucidn
de 3-isocianato propil trietoxisilano al 2,3% y agua al
0,01% en hexano. A continuacidén se sumergieron en dicha
disolucidén las superficies de pentdéxido de téntalo
depositadas sobre una de las caras de un gsoporte de
sustratos de vidrio (chips) formando una capa de 150nm de
espesor. Al cabo de 1,5h, 1los chips fueron lavados con

metanol y se secaron con aire a presidn.

Ej. 4.- Efectividad del procedimiento

Para demostrar la efectividad del procedimiento en el
anclaje de Dbioreceptores, se realizaron 1los siguientes
ensayos:

o Inmovilizacidén de anticuerpo marcado con Cy5 y lectura
de la fluorescencia resultante;

+ Realizacién de inmunoensayos utilizando Cyb5 como
trazador;

o Inmovilizacidén de oligonucledtidos marcados con Cyd vy
registro de la sefial de fluorescencia;

+ Hibridaciones con sondas inmovilizadas a través del
correspondiente grupo funcional y la diana marcada con

Cy5 v lectura de la fluorescencia resultante.

Ej. 4.1.- Inmovilizacidén de anticuerpos (I)

Con el material modificado con grupos isocianato se
procedidé a la inmovilizacidén de anticuerpos de cabra contra

conejo marcados con Cy5 (GAR-Cy5). Para ello se prepararon
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distintas diluciones de GAR-Cy5 (5, 10, 25 v 50 pg/mL) vy se
depositaron sobre la superficie tratada siguiendo el
procedimiento descrito para la inmovilizacidén de
oligonucledétidos.

Tras 2 h de incubacidén en cémara oscura y humeda a
temperatura ambiente, se lavd la superficie con PBSlx, se
secd y se midid la fluorescencia con una céamara CCD, segun

se muestra en las figuras 3 y 4.

Ej. 4.2.- Inmovilizacidén de anticuerpos (II)

La inmovilizacién de los anticuerpos se llevd a cabo
sobre soportes modificados con 3-mercaptopropil
trietoxisilano empleando un anticuerpo modificado con Cyb,
mediante la reaccidén de formacidén de puentes disulfuro. Se
procedidé de manera similar a lo descrito para el ejemplo
anterior, obteniéndose los resultados que se muestran en

las figuras 5 y 6.

Ej. 4.3.- Inmovilizacidn de oligonucledtidos aminados

Diferentes concentraciones (1, 5, 10 y 25 uM) de un
oligonucledtido aminado en 370 5°y marcado con Cyb en 5’ o
37 fueron depositadas sobre las superficies funcionalizadas
con isocianato con ayuda de un robot de impresidén. Se
crearon matrices de 2x3 puntos, con un 90% de humedad
ambiente, depositando aproximadamente 50nL por punto. Tras
2h de incubacidén a temperatura ambiente en cédmara oscura y
htimeda, los chips se lavaron con PBS1lx, sge secaron, y se
leyd la fluorescencia con una céamara CCD.

Este mismo procedimiento se empled sobre chips sin
tratamiento quimico y se compard la fluorescencia obtenida

en ambos casos, segun se muestra en la figura 7.

Ej. 4.4.- Hibridacidn en chip

Empleando la metodologia de inmovilizacidén del ejemplo
4.1, se inmovilizd la sonda aminada a distintas

concentraciones (1, 5, 10 yv 25 uM) y tras bloquear con OVA



10

15

20

25

WO 2011/054992 PCT/ES2010/070709

_13_

1% en PBSlx durante 30 minutos, se tratd el chip con una
disolucidén de hibridacidén (6xSSC, 0,6% SDS, 0,1% DNA
egsperma de salmdén y 2%  BSA) conteniendo distintas
concentraciones de la cadena complementaria a la sonda
inmovilizada, marcada con Cy5. Después de 2h de incubacidn
y los correspondientes lavados, se procedid a registrar la
fluorescencia de la superficie, observandose eficacia en la
hibridacidén para concentraciones de hasta 50 nM de 1la

cadena complementaria, segun se muestra en la figura 8.

Ej. 4.5.- Comparacidén de resultados

En todos los ejemplos anteriores se comprobd que el
anclaje covalente de oligonucledtidos o) anticuerpos
proporciona mayor intensidad de fluorescencia vy mejor
relacidén sefial/ruido que los oligonucledtidos anclados a la
superficie mediante interacciones inespecificas de control,
seguin se muestra en la figura 1.

Por otro lado, 1la fluorescencia de fondo también
resultdé practicamente inalterada tras el tratamiento
gquimico, en relacidén a la fluorescencia de fondo de 1la
superficie sin tratar, disminuyendo un 7,5% para el caso
del isocianato, aumentando un 8% para el glutaraldehido vy
aumentando un 3,5% para el mercaptano, lo que demuestra la
adecuacidén del procedimiento para el objeto de la

invenciédén.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de modificacién de al menos una
superficie de pentdxido de téntalo, caracterizado porqgque
comprende, al menos, las siguientes etapas:
a)la preparacién de una disolucidén de al menos un
organosilano que comprende en su estructura al menos un
grupo seleccionado entre un grupo tiol, un grupo amino
primario o secundario y un grupo isocianato o
isotiocianato;
b)la introduccidén en dicha disolucidén de la superficie de
pentdxido de tantalo hasta obtenerse la superficie de

pentdxido de tantalo modificada.

2. Procedimiento, de acuerdo a la reivindicacidén 1,
caracterizado porque la superficie de pentdxido de téntalo
se encuentra depositada sobre al menos una cara de un

soporte sdédlido.

3. Procedimiento, de acuerdo a la reivindicacidén 1,
caracterizado porgque el soporte sdlido se trata de un

soporte de vidrio.

4. Procedimiento, de acuerdo a wuna cualgquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el

organosilano se trata de 3-mercaptopropil trietoxisilano.

5. Procedimiento, de acuerdo a la reivindicacidén 4,
caracterizado porque la disolucidén comprende de un 1 a un
4% de 3-mercaptopropil trietoxisilano y de un 2 a un 5% de
agua en una mezcla 0,05 a 0,25M de A4cido acético en

metanol.

6. Procedimiento, de acuerdo a una cualquiera de 1las

reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el
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organosilano se trata de trimetoxisililpropil
etilendiamina.
7. Procedimiento, de acuerdo a la reivindicacidén o,

caracterizado porque la disolucidén comprende de un 1 a un

o\°

4% de trimetoxisililpropil etilendiamina y de un 2 a un 5
de agua en una mezcla 0,05 a 0,25M de &cido acético en

metanol.

8. Procedimiento, de acuerdo a una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque comprende
una etapa posterior de lavado, seguida de una etapa

adicional de secado.

9. Procedimiento, de acuerdo a la reivindicacidén 8,
caracterizado porgue cuando el organosilano comprende al
menos un grupo amino primario o secundario, dicho
procedimiento comprende una etapa adicional, posterior al
secado, de tratamiento de la superficie de pentdxido de
tédntalo modificada con una disolucidén qgue comprende al
menos un compuesto con al menos dos grupos aldehido o al

menos dos grupos isotiocianato.

10. Procedimiento, de acuerdo a la reivindicacidén 9,
caracterizado porgque la disolucidédn comprende de un 0,05 a
un 1% de glutaraldehido en wuna solucidn reguladora de
fosfato salino; o) de un 0,5 a un 1% de P-

fenilendiisotiocianato en un disolvente aprdético.

11. Procedimiento, de acuerdo a una de las reivindicaciones
9 ¢& 10, caracterizado porgue dicho tratamiento se lleva a
cabo durante un tiempo de 1 a 5 horas, tiempo tras el cual

la superficie de pentdxido de téntalo es lavada y secada.
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12. Procedimiento, de acuerdo a una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el

organosilano se trata de 3-isocianatopropil trietoxisilano.

13. Procedimiento, de acuerdo a la reivindicacidén 12,
caracterizado porque la disolucidén comprende una disolucidn
de un 1 a un 4% de 3-isocianatopropil trietoxisilano y de

un 0,01 a un 0,1% de agua en un disolvente aprdético.

14. Procedimiento, de acuerdo a las reivindicaciones 12 o
13, caracterizado porgque comprende una etapa posterior de
lavado con hexano, seguida de una etapa adicional de

secado.

15. Procedimiento, de acuerdo a las reivindicaciones 8 &
14, caracterizado porque el secado se lleva a cabo mediante

aire a presidn.

16. Superficie de pentdxido de téantalo modificada
caracterizada porque comprende al menos un grupo
seleccionado entre un grupo tiol, un grupo amino, un grupo

aldehido vy un grupo isocianato o isotiocianato.

17. Uso de una superficie de ©pentdéxido de téntalo
modificada caracterizada porgque comprende al menos un grupo
seleccionado entre un grupo tiol, un grupo amino, un grupo
aldehido y un grupo isocianato o isotiocianato, para la

realizacién de ensayos.

18. Uso de una superficie de ©pentdéxido de téntalo
modificada, de acuerdo a la reivindicacidén 17, donde dichos

ensayos se tratan de ensayos de hibridacién.

19. Uso de una superficie de pentdéxido de téntalo
modificada, de acuerdo a la reivindicacidén 17, donde dichos

ensayos se tratan de inmunoensayos.
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20. Método de inmovilizacién de al menos una sustancia
sobre una superficie de pentdéxido de téntalo modificada
caracterizada porque dicha superficie comprende al menos un
grupo seleccionado entre un grupo amino, un grupo aldehido

y un grupo isocianato o isotiocianato.

21. Método, de acuerdo a la reivindicacién 20,
caracterizado porque dicha sustancia es un &acido nucleico
cuya inmovilizacidén se produce mediante la formacidn de
enlaces covalente entre la superficie de pentdxido de
tédntalo modificada y al menos un grupo amino de dicho &acido

nucleico.

22. Método, de acuerdo a la reivindicacidn 20,
caracterizado porque la sustancia es una proteina cuya
inmovilizacidén se produce mediante la formacidén de enlaces
covalente entre la superficie de pentdéxido de téantalo
modificada vy al menos un residuo de 1lisina de dicha

proteina.

23. Método de inmovilizacién de al menos una sustancia
sobre una superficie de pentdéxido de téntalo modificada
caracterizada porque dicha superficie comprende al menos un

grupo tiol.

24 . Método, de acuerdo a la reivindicacidn 23,
caracterizado porque la sustancia es un acido nucleico cuya
inmovilizacidén se produce mediante la formacidén de enlaces
covalentes entre la superficie de pentdxido de téantalo
modificada vy al menos un grupo tiol de dicho &cido

nucleico.

25. Método, de acuerdo a la reivindicacidn 24,
caracterizado porque la sustancia es una proteina cuya

inmovilizacidén se produce mediante la formacidén de puentes
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disulfuro entre 1la superficie de pentdxido de téntalo
modificada y al menos un residuo de cisteina de dicha

proteina.

26. Soporte caracterizado porgue comprende al menos una
superficie de pentdxido de téntalo modificada, donde dicha
superficie comprende al menos un grupo seleccionado entre
un grupo tiol, un grupo amino, un grupo aldehido y un grupo

isocianato o isotiocianato.

27. Soporte, de acuerdo a la reivindicacidn 26,
caracterizado porque la superficie de pentdxido de téntalo
depositada se encuentra formando una capa de 100 a 200nm de

espesor.

28. Soporte, de acuerdo a una de las reivindicaciones 26 &
27, caracterizado porque comprende, ademds, al menos una

sustancia inmovilizada sobre dicho soporte.

29. Soporte, de acuerdo a la reivindicacidn 28,
caracterizado porque dicha sustancia es una proteina o un

dcido nucleico.
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